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Les métaux, couramment utilisés dans I'industrie (métallurgie, automobile, etc...),
sont de plus en plus présenb dans les écosystèmes. Leur présence dans les sols et
!'eau, peut être une source de contamination de Ia chaîne alimentaire (Bruins et al.,
2000 ; Briatet Lebrun, 1999)-

De nombreux micro-organismes (Pseudomonas, Escherichia coli, Ratstonia
eutropha) exposés à ces métaux dans leur environnement naturel développent divers
systèmes de résistance, phénomène traduisant l'adaptation de certaines souches à ces
pressions métalliques. A I'heure actuelle, seuls des procâlés chirniques (floculation,

réduction ou orydation par ajout d'un acide ou d'une base) sont utilisés pour remédier à
ce type de pollution. Ces processus peuvent être à I'origine d'importantes variations de
pH des milieux dépollués. C'est pourquoi, les bactéries présentent un intérêt évident
pour la dépollution des milieux contaminés.

Ralstonia eutrcpha 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 ef a/., 1994). Cette

souche contient deux mégaplasmides pMOl28 (168 kb) et pMOL3O (238 kb) portant

plusieurs opérons, codant pour les résistances au cobalt, zinc et cadmium (czc) et au

cobalt, nickel (cnr).

De plus, cette bactérie développe un système spécifique du transport du fer,

élément indispensable à sa croissance. Ce système est codé par le chromosome

bactérien. Son expression, à la surface cellulaire est toutefois modulée par la teneur en

ferfenique.



Le but de ce travail est d'identifier le fonctionnernent de ces deux systèmes
protéiniques, qui semblent être liés (Namiranian et al.,1ggr ; Gilis ef a/., 1gg8).

Les caractéristiques de Ralsfonia eufiopha CH34 et des souches dérivees (i153

et 104), le rôle des métaux dans I'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 æuvre, la partie

expérimentale et la discussion des résultats seront exposées. Deux souches dérivées

de Ra/sfonia eutropha CH34 ont été utilisées (Ralstonia eutrcpha 1153 et 104) et des
techniques d'identification des protéines constituant ces systèmes ont été développées.

Après avoir purifié les enveloppes et comparé leur composition protéique par

éfectrophorèse, les protéines du système ç.zc 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 système de transport

de fer.

Les conclusions présenteront le modèle czc, la localisation et le poids moléculaire

des protéines qui le composent. Elles révèleront une protéine membranaire d'environ 45

kDa, synthétisée par Ra/sfonia eutropha 104 et détailleront des éléments de réponse

quand à son rôle. Enfin, le mécanisme d'absorption de métaux toxiques (cobalt, zinc,

cadmium) par cette souche sera mis en évidence.



1t



L'analyse bibliographique a pour premier objectif de clarifier la place du cobatt, du
zinc, du cadmium et du fer dans l'en.lironnement. Toxiques pour les microorganismes
à forte concentration, ils sont toutefois indispensables à certains mécanismes

cellulaires. Dans une première partie, les systèmes de régulation de la présence de
ces métaux et leur rôle dans des mécanismes cellulaires seront abordés.

Nous présenterons dans une seconde partie la souche Ralstonia eutropha

CH34, qui de par sa capacité à bio-accumuler ces métaux, æt utilisée dans la

dépollution des sols et des eaux (Diels ef a/.,1995), ainsi que certaines de ses
souches dérivées (Ralstonia eutropha 104 et Ralstonia eutrcpha 1153).

Le système de résistances czc (cobalt, zinc, cadmium) de Ralsfonia eutrcpha

CH34 est basé sur I'expulsion de ces métaux (Silver et Phung, 1996)- Cette bactérie

synthétise également un mécanisme de transport du fer très spécifique, élément peu

biodisponible mais essentiel à 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.,

19e6).

La connaissance des protéines impliquées dans ces deux systèmes de

transport et I'identification de liens éventuels entre ces mécanismes est un élément

important dans la remédiation biologique de ces élérnents minéraux toxiques.



11.1. Les métaux

La croûte tenestre ne contient pas moins de 68 éléments traces, éléments
minéraux dont la concentration dans ce compârtiment est inférieure à 0,1 Vo. Certains de
ces éléments, aussiappeiés oligo-éiéments, teis ie zinc, ie cadmium, le cuivre, le cobalt,
le nickel ou le magnésium, sont essentiels à la survie bactérienne, car ils interviennent
comme co-facteurs enzymatiques (Prescott ef a/., 1995;Juste et a\.,1995) (tableau l).

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

Elément co-facteur Fonction métabolique - Mécanisme Enzymatique

Magnésium (Mg'.) Rôle dans I'intégrité structurale de la paroi bactérienne, co-
facteur de nombreuses enzvmes comme les kinases

Calcium (Ca t* Se lie à des ena/mes extracellulaires, telles les protéases et

Molybdate (Mo ") Nitrate réductases, nitrogénases, certaines réductases

Manganèse (Mn 2*) Co-facteur de suoeroxyde dismutase, déshydratase, PEP
carbokinase, citrate synthétase

Cobalt (Co'*)
Glutamate mutase, méthylmalonyl-CoA mutase (enzymes à
coena/mes derives de la vitamine 812). lntervient aussi dans la
méthanogénèse et comme co-facteur : peptidases, ariqinase

Cuivre (Cu'*) Cytochrome orydase, orrygénases, nitrite réductase,
superoxvde dismutase, et certains transporteurs d'électrons

Nickel  (Ni t . ) Co-facteur de I' uréase, certaines hydrogénases, certaines
réductases

Zinc (Znz*) Co-facteur ou élément structural de I'alcooldéshydrogénase, la
phosphatase alcaline, ARN et ADN-polvmérases

Sélénium (Se ") Glycocolle réd uctase, fo rmiate dés hyd rog énase
Tungstène W'*) Certa ines formate déshyd rogénases
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ll. 1. 1. Classifications

Notre étude s'est portée plus particulièrement sur le cobalt, le zinc et le cadmium
mais Ra/stania eutrapha CH34 présente des résistances à au moins g métaux :
cobalt (Co), nickel (Ni), zinc (Zn), cadmium (Cd), plomb (Pb), mercure (Hg), thallium
(Tl), cuivre (Cu) ainsi qu'aux chromates. Des études récentes ont révélé des
résistances au gadolinium (Andrès ef a/., 2000) et au sélénium (Roux et a\.,2001).
Classés comme métalloïdes dans la classification de Mendeleiev, ils sont

couramment trouvés sous le terme générique de << métaux lourds > dans la

bibliographie. Cette première classification périodique classe les éléments par

numéro atomique croissant, en fonction de leur structure électronhue. Ainsi, les

rnétaux cités font partie des métaux de transition. Ces éléments présentent au moins

deux valences, mais le zinc, le cobalt et le cadmium sont stables à une

électrovalence de 2.

Une seconde classification, basée sur la capacité de ces ions à se lier à des

anions F, OH- et d'autres anions oxrygénés, est proposée par Ahrland et al., en 1958

et modifiée par Pearson (1963). Cette classification a I'avantage d'appréhender

I'affinité des métaux étudiés pour les bio-molécules.

Enfin, la classification de Nieboer et Richardson (1980), propose une

classification basée sur I'affinité des ions pour un ligand. lls sont répartis en trois

classes: A, B et intermédiaires, suivant I'affinité de la liaison formée. La classe A

regroupe les éléments formant des liaisons avec I'oxygène, ceux de la classe B

forment des liaisons avec I'azote et le soufre. La classe intermédiaire, qui comprend

les éléments pour lesquels Ra/sfonia eutrcpha CH34 présente des résistances,

coirespond aux éiéments formant des iiaisons avec i'o;<ygène, i'azote et ie soufre. ii

est à remarquer que cette classification distingue aussi les éléments en fonction de

leur valence.



11.1.2. Propriétés et toxicité du cadmium. du cobalt et du zinc

a. Le cadmium (Cd)

Cet élément est principaierrient i'etrouvé dans ies roches sédimentaires, riches en
carbone, en sulfates et en phosphore. Sa mobilité dépend du pH : sa bio-disponibilité
est accrue à pH alcalin. La présence de cet élérrent, très toxique, résulte
essentiellement de l'épandage d'engrais phosphatés (80 % des apports), mais aussi

de la métallurgie du fer et de I'acier, du trafic routier et de I'activité urbaine (Juste ef
a/., 1995).

Bien que les intoxications au cadmium soient en général liées à I'activité
professionnelle, des intoxications alimentaires, directement liées à son caractère

cumulatif existent (Boisset, 1996). La toxicité du cadmium est lié à sa capacité à

inhiber I'accumulation du zinc sur ses sites de fixation protéique. Ce mécanisme est à
I'origine de la perturbation de la biosynthèse nucléique et protéique, et de la

régulation de certains métabolisrnes cellulaires (Boisset, 1996). La localisation

multiple des cibles du cadmium en font un néphrotoxique, un ostéotoxique, un

cancérogène mais il agit également sur le système 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 I'industrie de la poterie, de la céramique

et du verre (Jensen et Tûchsen, 1990).

Le cobalt est essentiellement retrouvé dans les roches magmatiques (de 100 à 200

mg/kg de roche), mais aussi dans les roches sédimentaires (inférieur à 20 mg/kg de

roche) et les roches acides (inférieur à 15 mg/kg de roche). L' altération des roches

par action d'orrydants ou d'acides, libère le cobalt sous forme bivalente ou trivalente.

Les chélateurs organiques sont très mobiles dans les sols, contrairement aux

complexes formés avec des matières organiques. Toutefois, la norme AFNOR U44-

041 ne I'a pas retenu comme métal à surveiller dans les sols et les stations

d'épurations (Juste et a|.,1995).
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Au niveau cellulaire, cet élément est nécessaire à la formation de vitamine 812.

Cependant, à forte concentration, des tests rn vitro ont révélé son action mutagène

sur les chromosomes et les gènes des cellules végétales et animales (Beyersmann et
Hartwig, 1992; Jensen et Tûchsen, 1990). La formation d'un gloître, consécutive à
une diminution de I'activité thyroïdienne, a également été observée (Barceloux,

1999; Stevens et al., 1998). Enfin, une augmentation du taux d'hémoglobine, des

fibroses intestinales et des problèmes cardiaques ont pu être associés à l'industrie du

cobalt et du tungstène (Barceloux, 1999).

c. Le zinc (Zn)

ll représente 0,0065 % de la croûte terrestre (Juste et al., 1995). ll 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 et a|.,1995). ll est largement utilisé par

I'industrie: il entre dans la composition d'alliages, dans la production de batteries,

des gonttières ou de feuilles de toitures. Sa présence dans l'environnement est aussi

liée à l'épandage, à I'activité urbaine et au trafic routier. Ses dérivés organiques sont

des fongicides"

Cet élérnent est toxique par inhalation de fumées et de vapeurs, ses sels sont

initants et caustiques. ll est à I'origine de dermites par contacb prolongés, cependant

aucune propriété cancérogène n'a été identifiée à ce jour (Viala, 1998). Toutefois, les

sulfates de zinc ont des propriétés antiseptiques et les oxydes sont utilisés comme

médicament topique (Viala, 1998).

9



11.2. Rappels sur la structure des enveloppes des bactéries à GRAM négatif

Les bactéries à GRAM negatif sont souvent impliquées dans les processus de
dépollutions, car la complexité de leurs enveloppes externes et leur large distribution
dans I'environnement leur permettent de s'adapter à des conditions
environ nementales extrêmes.

Les enveloppes dæ bactéries à Gram negatif sont constituées d'un espace
périplasmique contenant le peptidoglycane (de 1 à 3 nm d'épaisseur) et entouré de
deux rnembranes (figure 1) :

- la membrane externe en contact avec le milieu extracellulaire.
- la membrane cytoplasmique, orientée vers le milieu intracellulaire.

Certaines souches bactériennes pæsèdent en outre un glycocalg qui protege ta
membrane exteme du milieu extérieur (Prescott et al.,1gg5).

Figure 1 : Schrérnatisation des enveloppes d'une bactérie à GRAM -, Prescott et al.,1ggb.

Fapddugly(ên€
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1 .2.1. Membrane exteme

a. Composition

La membrane exteme a un rôle de protection de la cellule mais elb 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 feuillet
lipitJitlue, composé principalement de lipopolpaccharides (ou LPS) sur la face
exteme et de phospholipides (PL) sur la face inteme, dans lequel sont enchâssées
diverses protéines (Figure 1).

Les lipopolysaccharides sont composés de trois régions :
o une partie lipidlque appelée lipide A, essentiellement composée de

glucosamines phosphorylées, auxquelles sont fixées des acitJes gras hydrorylés ;
o une partie centrale polysaccharklique, constituée de dix à quinze glucldes

(aldoheptoses et du 2céto-3déoxyoctanate (ou KDO)) ;
. I'antigène O, composé de trob à cinq glucides qui constituent la partie souple

de la molécule (Sendra et a1.,1998).

L I P I D E  A

Fiqure 2 : schématisation de la stnrcture d'un lipopolysaccharide bactérien (Stryer,
1981)

La nembrane est composée, d'autre part, d'une à cinq protéines majeures (des
porines et des protéines de Braun) et d'une cinquantaine de protéines, de

ANTIGENE O PARTIE CENTRALE
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concentrations moins importantes. Les protéines majeures représentent 50 000 à 200

000 copies par cellules (Pelmont, 1993).

Les autres protéines de la membrane externe sont principalement des récepteurs

pfus ou moins spécifiques (Prescoft et a1.,1995).

b. Rôle 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 à I'origine de la forme de la cellule.

Les LPS ont ici un rôle de barrière, fittrant les molécules hydrophobes. Les

protéines de la membrane externe permettent I'entrée, le transport et I'excrétion des

molécules nécessaires à la vie bactérienne. Ainsi, les porines peuvent être

comparées à des ( canaux )), qui sont à l'origine du passage de petites molécules

hydrophiles et d'ions (Exner et a|.,1995 ; Prescott et a|.,1995).

Les protéines de Braun, quant à 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 :

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

cellulaire;

. la conjugaison avec d'autres bactéries ;

. I'entrée de bactériophages et de colicines (Prescott et a1.,1995).

1|.2.2. Le peptidoglycane

a. Composition

Le peptidoglycane se situe dans I'espace périplasmique, lié à la membrane

externe par des ponts covalents. C'est une structure rigide, d'une épaisseur de 1 à 3

nm (chez les bactéries à GRAM négatif), qui maintient la forme de la cellule. Comrne

son nom I'indique, c'est une chaîne de polysaccharides (acide N-acétyl muramique
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(NAM) et N-acétylglucosamine (NAG)), croisés par I'internÉdiaire de liaisons amines
à des substituants tétrapeptidiques (figure 3). Cette structure transversale est
caractéristique du peptidoglycane et lui confère ses propriétés.

Tétrapeptide

(Glycocolle)5

Chafne NAM+.IAG

b. Rôle

La structure particulière du peptidoglycane en f;ait une couche r(7ide, llée à la
membrane exteme, dont le principal rôle est de protéger la membrane cytoplasmlque
et la cellule, contre les pressions osmotiques rencontrées dans le milieu environnant
la bactérie (Stryer, 1981 ; Pelmont, 1993).

| 1.2.3. Membrane cvtoplasmhue

a. Composition

Cette enveloppe est une bicouche phospholipidique, contenant des protéinæ, qui

représentent 50% de son poids sec (Rogers ef a/., 1980; Pelmont, 1993). Divers
tpes de protéines se situent à ce niveau . des perméases, oxydases, râluctasæ,
ATPases, récepteurs, etc...

Figure 3 : Structure du peptidoglycane, d'après Pelmont, 1993.
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b. Rôle

La membrane cytoplasmique est, tout comme la membrane externe, un
lieu d'échanges mais elle est également le siège de nombreux mécanismes

métaboliques assurés par l

. des perméases, dont le rôle est d'offrir à la bactérie une perméabilité sélective
vis-à-vis de son environnement (\Mlliams, 1981) ;

. 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);

. des oxydases, réductases et hydrogénases intervenant dans la chaîne

respiratoire (Haddock et Jones, 1977);

. des protéines réceptrices, qui agissent tels des détecteurs de facteurs

chimiques et physiques, à I'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 a1.,1995).
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1l..3. Ralstonia eutropha CH34

Deux propriétés de Ralsfonia eutropha CH34 sont particulièrement exploitées
pour la remédiation de certains métaux toxiques dans les sols et I'eau : la capacité de
bio'précipiier des métaux et ia synthèse cie poiymères, ciue à ia ciiversiié des sources
de carbone assimilables par cette souche (Springael et a\.,1993 ; David et a\.,1996).

Cette souche est utilisée comme bio-senseur de pollution des écosystèmes par le
nickel fiusqu'à 0,1 prM détecté) ou le cobalt (jusqu'à 9 pM détectés), en clonant les
gènes lux CDABE aux gènes cnr de Ralstonia eutropha CH34 (Tibazawa 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
méfarrw à la nér inhér ia avfranalhr la i ra / l ln l larA at  a l  4OO.r\  f ra mÂaaniama a Â{Âs r r v  \ v v r r s r v  v a  q a . t  r v v - J .  v v  t t l v w t t r g a t r v  q  v t g

utilisé pour la dépollution 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 a|.,1995). Ces bactéries ont aussi été fixées

sur des bio-membranes au sein de réacteurs, sur lesquelles les eaux usées sont

fiftrées (Collard et al., 19%). Les cristaux fomÉs 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 à 1 ppb. De plus, Diels ef a/., en 1995, a couplé à cette dépollution

inorganique une dépollution de molécules organiques actives, en introduisant la

souche Ralstonia eutropha AE1308, dont le métabolisme permet la transformation du

3+hlorobenzoate et de I'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique en dioxyde de carbone,

eau et molécules de chlore.

11.3.1. Origine

Cette souche bactérienne a été décowerte dans la région de Liège, dans un

bassin de décantation d'une industrie du zinc, par Houba en 1976 (Mergeay et al.,

1985). Des prélèvements de sédiments ont montré que ces bassins contenaient
jusqu'à 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 Zdire et dans d'autres régions

belges, ainsi qu'en Allemagne (Stoppel et Schlegel., 1995).

Elle a pour pafticularité !a présence de deux hydrogénases:

e I'une soluble, située dans le cytoplasme, réduisant le NADH en NAD et

H2 (Schneider et Schlegel, 1976) ;

r I'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 B-protéobactéries (Faelen et al.,

1993), qui comprend les genres : Alcaligenes eutrcphus, Burkholderia solaruceaum

et Burkholdeia picketti(Kersters et De Ley, 1984).

Une reclassification, basée sur leur séquence ADNr 16s, la classe comme

Ralstonia eutropha (Yabuuchi et al., 1995). Récemment, cette souche a été renommé

Ralstonia metallidunns (Goris et a1.,2001).

11.3.2. Caractéristiques macroscopiques et biochimiques

Au microscope optique, après coloration de Gram, les bactéries apparaissent comre :

. GRAM négatif,

o petits bâtonnets d'environ 0,5 pm de diamètre et 0,9 pm de long

Une observation sur un milieu nutritif TR|S-Gluconate, pH=7,00, contenant 5 mM de

nickel et incubé trois jours à 30"C, met en évidence des colonies arrondies, opaques,

légèrement rose-crème (Mergeay et a1.,1985).

De plus, ces bactéries sont mobiles (de 1 à 4 flagelles péritriches) et possèdent un

métabolisme chimiolithotrophe facultatif (Sadouk et Mergeay. 1993 : Nies et Silver,

1989) : elles sont donc capables de ne pousser qu'en présence de COz comme

source de carbone et Hz comme source ci'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 caractère de 'bhimiolithotrophie" 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 et a1.,1985).

11.3.3. Génétique et svstèrnes de rrésistances aux métaux lourds

Ralstonia eutropha CH34 est une bactérie du sol, dont la principale particularité

est fa présence de systèmes de résistance à au moins neuf métaux; Zn, Co, Cd, Ni,

Hg, Pb, Tl, 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 ; Andrès et a1.,2000).

pMOL3O porte I'opéron czc, qui compose le système de résistance aux cobalt,

zinc et cadmium, inductible à 20 mM, 12 mM et2,5 mM respectivement (Mergeay ef

a/., 1985).

pMOL28 porte I'opéron cnr, codant pour un système comparable à czc, quiétend

la résistance au nicket et au cobalt. Le sptème de résistance est inductible jusqu'à 3

mM pour le nickelet 5 mM pour le cobalt (Peitzsch et a|.,1998).

Ges deux systèmes 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 svstème czc

Le mégaplasmide pMOL3O contient notamment I'opéron czc, composé de huit

sous-unités : czc A, czc B, czc C, czc D (codant pour les protéines constitutives de ce

système d'expulsion) et czc l, czc N, czc R, czc S (codant pour des protéines

régulatrices du système). Cet ensemble de protéines constitue un système de

T7



résistance à trois métaux lourds bivalents: Cf'z*,2n2*, Co2* (Nies, 1992a et 1992b;

Van Der Lelie ef a|.,1997).

La séquence ADN de chacun des gènæ coîposant le systèrne czc, a été détaillée

par plusieurs études (figure 4). Diefs et al., en 1995, ont déterminé le schéma général

de pMOL3O, et Kunito et al. (1996) précisent la tailb des protéines :

*_2_l -11u i  l l l5Aa, 4t7 Aa ll 520 Aa ll roe.t au Ll?:-*:
Gène Act / Reg.Gènes Régulateurs Gènes Activateurs

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

Fiqure 4 : Schématbatbn de pMOL3O ettailb des protéines (Diels et al 1995 ; Kunito ef

a/., 1996)

b. Localisation et poids moléculaire des protéines gomposant le svstème czc

- Au niveau de la membrane externe: Gzc G (deux sous-unités d'environ 40 kDa,

Grope et a1.,1999)
- Au niveau du peptldoglycane : Czc A (120 kDa, Nies et Silver, 1989) & Gzc B (66

kDa, Nies et Silver, 1989)
- Au niveau de la nembrane cytophsmique : parties d'ancrage de Czc A, Gzc B et

Gzc D

Ainsi, au minirnum quatre protéines interviendrabnt dans le sptème de tnansport

czc, mais il est aussi constitué de protéines de régulation : Czc R (environ 41 kDa,

Nies, 1992b), Gzc S ainsi que Czc | (10 kDa) et Gzc N (27 à 30 kDa), dont [a

localisation n'est pas complèternent définie à ce jour (Grope et a|.,1999).

c. Mécanisme d'expulsion des métaux

Czc A: cenbe de !a pompe caûons I protons, elle serait formée de 2 canaux

travercant le périplasme et de douze hélices transrnembranaires, localisées dans !a
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membrane rytoplasmique. Seule, cette protéine permet égabment le transport des

cations, à faible concentration (diffusion par I'un des canaux). Le second canal

permettrait Ie transport des protons qui activent cette pompe (Goldberg et al .,1999).

Czc B : la protéine codée par ce gène appartient à une famille de protéines de fusion

rnembranaire (Silver et Phung, 1996). Czc B est ancrée dans la membrane

cytoplasmique de la bactérie et traverse le périplasnre, jusqu'à la membrane exteme.

La séquence de ce gène présente des homologies avec celle du gène codant pour la

calphotine, protéine qui permet I'absorption de Ca 2*. (Rensing et a|.,1997 ; Taghavi

et a1.,1997)

Gette protéine facilite le passage d'ions à ûavers lâ double membrane (sans

perte au niveau du périplasme).

Czc C: le gène codant pour cette protéine présente dæ sâluences homologues à

des gènes codant pour une famille de protéines de la membrane externe (Outer

Membrane Factor) qui interviendraient dans les sptèmes de transport (Dong et

Mergeay, 1994 ; Silver et Phung, 1996).

Par analogie fonctionnelle, le rôle de Czc C serait de compléter le systÈme

d'expulsion de ces métaux, en permettant leur sortie dans le milieu

extracellulaire. Liee à Gzc B, le rôle de ce complexe protéique serait de

dissocier le complere formé par Gzc A et le cation bivalent (Rensing et al.,

1ee7).

Czc D : protéine de la famille des Facilitateurs de Diffusion de Cations, elle présente

entre 4 et 6 hélices ancÉes dans la membrane cytoplasmique et une partie

cytoplasmique (Anton et al., 1999).

Seule, elle offre une résistance faible aux Cd, Zn et Co, comparable à calle

obtenue avec Czc A. Cependant, cette protéine est également un répresseur du

système czc (Anton et a1.,1999).

Une séquence de fin de transcription, indépendante du système de régulation czc, a

été déterminée entre Czc A et Czc D. Ceci laisse supposer que czc D n'est pas co-

tr:anscrit avec czc ABC (Grope ef a/., 1999).
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d. RégulatioF du système czc

Le système est égalernent composé de protéines régulatrices (faghaû et a1.,1997 ;
GroBe et aL.,1999) :

. en avalde czc CBAD, deux gènes codant respectivement les protéines Czc R
et Czc S:

C4c R : Égulateur

CzcS:h is t inesensor

Ainsi, Czc R et Czc S couplés pennettraient de réguler Czc N.
o en amont de czc CBAD, deux gènæ czc N et czc | :

Czc N : est très proche structurellement du gène ncc N, qui est implklué

dans la Ésistance à Niz.. La protéine Czc N pounait être une protéine

transmembranaire.

Czc | : Czc I interviendrait comme régulateur du système d'expulsion czc.

D'autre part, Czc N et Czc I interviendraient dans la régulation d'un éventuel facteur

sigma, non identifié actuellement (Anton et a1.,1999).

e. Génétique du svstème cnr

pMOL28, le second plasmide de Ra/sfonia eufiopha GH3[, porte un transposon

de résistance au mercure de 8,9 Kb : Tn 4378 (Diels et al., 1985). ll est aussi

implQué dans la réponse au Cuz*, Pb2*,T12* elZnz* (Liesegang et al., 1993; Diels ef

a/, 1995).

Le comportement de Ra/sfonia eutropha CH34 vis-à-vis du nickel, comme pour

d'autres métaux, est fonction de sa concentration. Ainsi, le nickel, à faible

concentration, intervient comme co-facieur dans divers mécanismes enrymaiiques

{pour les h.vdrogénases ou les enz-vrnes de déformylation, par exemple). Chez

Ralstonia eutropha CH34, le transport du nickel serait assuré par un système uniport,

mais il emprunte également le système de transport du rnagnésium ou ençore des

systèmes ATP-ases (Eitinger et Mandrand-Berthelotet, 2000).

Plusieurs mécanismes sont développés afin de conserver un équilibre nécessaire

à la survie la bactérie (Eitinger et Mandrand-Berthelot, 2000). Ralstonia eutropha



CH34 développe abrs un systène de résistance au nickel et au cobalt, comparable
au système czc, porté par fe mégaplasmide pMOL2g (Figure S).

Le mégaplasmide pMOL28 contient une série de gènes cnrA, cnr B, cnr C, ayant
une forte itlentité (> 28o/o) avec les gènes de czc du ptasmide pMOL30 (Sensfuss et
Schbgel, 1988 ; Liesegang et al., 1gg3; Dong et Mergeay, 1gg4). Les résbtances
portées par ce plasmkle sont : coz*, Ni2* mais égatenrent zrr,* w, mutaûon, ainsi que
le transposon Tn4380, de 9,1 Kb, impliqué dans la résbtance au mercure (Diels ef
a/., 1985).

iur ? ??

Gènes Régulateurs Gènes Activateurs

tiqure 5 : Schématisatbn de pMOL 28, Grass et a1.,2000.

Les différences enûe bs systèmes de resbtances czc et cnr résklent dans leur
régulation. Ainsi, trois protéines interviennent dans la régulation du sptèrne cnr: Gnr
Y, cnr X, cnr H, dont les gènes sont en arnont de cnr c, cnr El, cnr A (fgure 5). De
plus, deux séquences promotrices se trouvent en amont des gènes de régulation:
cnr Hp et cnr Yp. Le premier de ces sites induirait la transcription des gènes cnn C, B,
A, I'expression du second site serait inductible par les nÉtaux depub cnr !-lp
(l-rbazawa et al., 2000).

f. Rérrulation du srætènn cnr

Cnr Y : cette protéine de 10,7 kDa présente sa partie C-temrinate dans le périplasrre,

mais se situerait au niveau de la nenùrane cytoplasmique (Ibazawa et a1.,2000).

CnrX:cette protéine périplasmique dg 16,5 kDa pésente 37,5olo d'hélices get,Z'1,4
o/o de fuuillets F (Grass et al., 2000). Sa partie C-terminab se situe dans b
periplasme tandis gue sa partie N-terminale, très hydrophobe de par !a présence de
slx histidines, serait le site de liaison du nickel, voire du cobalt (Grass et a1.,4000).



Cnr H : cette protéine cytoplasmique de 21 kDa, possède une partie C-terminale avec

une configuration hélice/tour/héfice et présente 40 % d'hélices a. Elle fait partie de la

famifle des ECF otolcrass et a1.,2000).

Inactives, Cnr X, Cnr Y et Gnr H formeraient un complexe. Le nickel, présent dans le

périplasme, se lierait à la protéine Cnr X (rôle de << capteur > de métal) qui change

alors de configuration. Ceci entraîne une dissociation de Cnr Y (rôle de répresseur

anti+igma) et Cnr H au niveau N-terrrrinale de cette dernière. Cnr H se lierait alors à

la polymérase, ce quiarrêterait la transcription de cnr C, B, A depuis cnr Hp (Grass ef

a|.,20001.

11.3.4. Souches dérivégs Ce Ralsfgnia eufioph.a 9H34 : Ralsfonia eufropha 1153 et

Ralstonia eutppha,104

Deux souches dérivées de Ra/sfonia eutropha CH34 ont été utilisées pour cette

étudè:

a. Ralstonia eutropha 1153: cette souche, génétiquernent modifiée, surexprime le

sidérophore (Gilis et a\.,1998) ; elle constitue le témoin positif des deux systèmes

(de fer et czc).

b. Ralstonia eutropha 104: cette souche est dépourvue des deux mfuaplasmides

(Mergeay et a1.,1985 ; Dressbr et a1.,1991 ; De Rore et a1.,19%) ; elle constitue

le témoin négatif pour le système czc.

22



11.4. Un svstème de transport du fer, assuré par un ligand spécifique : le sidérophore

Le fer, qui intervient dans de nombreux mécanismes cellulaires, est un élément
essentiel à la survie baciérienne: il intervient notamment au niveau de la
phosphoryiation oxydative (chaîne respiratoire), ou encore dans la synthese de
déoryribonuciéotide (rôle de catalyseur;. Utilisé à l'état d'élénrent trace chez les
bactéries mais fualenent par la plupart des cellules eucaryotes et procaryotes, une
quantité minimale de 10-e M est nécessaire à la survie de la cellule (Pelrnont, 1gg3).
Le tableau cidessous détaille quelques utilisations du fer chez les microorganismes :

Ïableau ll : Exemple de protéines bactériennes, contenant le fer (Pelmont, 1gg3 ;
Sauvage, 1995)

Type Protéique Fonction
Fenitine Protéines de Stockage
Cytochrome Transport respiratoire
Flavocytochrome Enzyme d'oxydo-réduction
Flavoprotéines diverses Enzyme d'oxydo-réduction et de transport
Cytochrome P 450 Mono-oxygé nases (hyd rolases)

Catalase, Péroxydase Oxydation, élimination des pérorydes

Superoxyde dismutase Elimination des radicaux superoxydes
Mono Oxygénase non héminique Hydroxylation, odéméthylation

Fenodoxine, Rubrérloxine ïransport d'électrons

Hyd rogénase, Protéine Fer/soufre Transport d'électrons, métabolisme de Hz
Rubéonucléotide réductase Synthèse de désoxyribonuclârtides

Alccol Déshydrogénase à fer Certainæ deshydrogénases

Aconitate hydratase Cycle de Krebs, conversion citrate-
isocitrate
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Le fer existe sous deux formes : réduite: Fe ll (fer feneux) ou oxydée : Fe lll (fer
fenique).

En milieu aérobie, !e fer se r*ouve essentielbment à l'état orydé, sous forme d'orydes
et d'hydrorydes ferriques, composés très insolubles, ce qui rend son absorption
difficile (Neilands, 1981 ; Crosa, 1989; Guerinot, 1gg4). Ainsi, à pH=7,00, sa
solubilité n'est que de 1o17 M alors qu'une concentration de 1o-8 à 10-6 M est
nécessaire à une croissance bactérienne optimale (Guerinot, 1994). S'il constitue un
élément abondant dans la croûte tenestre (il représente 5 % des éléments majeurs),
sa biodisponibilité est faible et les micro-organismes ont dû développer des systèmes
efficaces de captation et d'internalisation du fer (Neilands, 1981 ; Crosa, 1989;
Pelmont, 1993).

Au niveau de la cellule bactérienne, il existe trois systèmes d'acquisition de cet
élément :

o Chélation : de petites molécules oçaniques de 500 à 1500 Da sont
synthétisées par la cellule et excrétées à la périphérie extracellulaire, dans
le milieu, afin de capter le fer: ce sont des sldérophores. Ces ligands
présentent une forte affinité pour le fer fenique et facilitçnt 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).

. Acquisition à partir d'un hôte : certaines bactéries pathogènes captent le fer
lié à des protéines de I'hôte infecté (comrne par exemple à partir de

I'hémoglobine ou de la lactoferrine) ffiulasiraman ef a/., 1998 ; Stojiljkovic et

Srinivasan , 19gT ; Prescott et al., 1995)

. Fer feneux : certaines souches baciériennes, comme Escherichia coii
(Kammler et al., 1993), Sfrepfococcus spp (Evans et al., 1986),

Pseudomonas aeruginosa (Vasil et Ochsner, 1999), ou Listeria

monocytogenes (Coulangæ et al., 1997), transportent le fer sous forme
réduite, en milieu anaérobie ou à pH acide.
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11.4.1. Mécanisme(s) de liaison du fer au sidérophore

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

Certaines bactéries, comme les pseudomonades, synthétisent un pigment

fluorescent jaune - vert: la pyoverdine, dont l'expression est conditionnée par le
manque de fer et qui forme une liaison de forte afhnité avec le fer (Meyer, 2000). Les
pyoverdines sont composées d'un dérivé chromophore commun (2,3-diamino 6,7-
dihydroxyquinoline) quiconespondrait au sile de fxation du fer lll (Poole et a|.,1993),
une chaÎne acyl reliée à la partie Nterminale du chromophore et une chaîne
peptidique variable reliée à la partie C-terminale du chromophore (Meyer, 2000),

Dans le cas de Ralstonia eutrcpha CH34, un des sidérophores identifiés,

Alcafigine E, d'un pokJs moléculaire de 1470 Da, fixerait le fer par un groupement de
frrna nJrénalalra l(àllic. at al 'lOO \

\ v r . . Y  v .  s . . t  t v v v t .

Rr cH2-coo-
no-ô-coo-

url-coo-

Citrate

o
ilno --A-

TR.
&

Hydroxamate
R.

Catécholate

Fioure 6 : groupements contenus dans les différents types de sidérophores

Concernant les sidérophores de type phénolate, le seul connu était ia

Pyocheline, sidérophore synthétisé par Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas

fluorcscens et Burkfioldeia cepacia (Namiranian ef a/., 1997 ; Ankenbauer et Quan,
1se4).

Cependant, d'autres souches bactériennes pathogènes produisent des

sidérophores de type phénolate. Ainsi, nous pouvons ciler I'Enterobactine et

l'Enterocheline, produits par plusieurs souches de Salmonella (Visca et al., 1992 ;



Lopez et al., 1996), la Vibriobactine, synthétisé par Vîbio cholene (Stoebner et al.,
1992; Sigel et Payne, 1982), la Yersiniabactine produit par Yercinia enterocol'ttca
(Chambers et al., 1996; Haag et al., 1993) et I'Amonobactine, synthétisé par la
souche Aeromonas hydrophila (Massad et a1.,1991).

Par contre, des tests de fixation réalisrÉs par Gilis en 1996 ont montré que

certaines souches de Ra/sfonia eutrcpha pouvaient capter et transporter le fer par

I'intermédiaire d'autres l/pes de sidérophores d'origine bactérienne ou fongique et
dont le groupernent de fixation n'est pas un phénolate.

En effet, les Desfurriferrioxamine B et E, I'Ornibactine, le Deferrichrysine et le

Desferriferricrocine ont pennis I'incorporation du fer chez Ralstonia eutropha 1152
(souche qui ne peut synthétiser de sidérophores).

Toutefois, il ne peut être transporté par la Pyocheline, phénolate dont la

structure se rapproche le plus d'Alcaligine E, ni par I'Enterobactine, la Pyoverdine

ou le Gepabactine. Cette observation pourrait trouver une explication dans

autre sidérophore, de type citrate a éÉ purifié et identifié chez Ralstonia eutropha

1153, souche dérivée de Ra/sfonia eutropha CH34, qui surexprime la production du

sidérophore (Mûnzinger ef a/., 1999) : la Staphyloferrine B.

De plus, la plupart des souches bactériennes produisent au moins deux

sidérophores de nature différente. Les plus étudiés sont I'Enterobactine (phénolate)

et l'Aérobactine (hydroxamate) produits par Escherichia coli (Mignini et al., 1994)

ainsi que la Pyocheline (phénolate) et la Pyoverdine (catecholate; hydroxamate)

synthétises par Pseudomonas aeruginosa (Meyer, 2000 ; Schafl< et al., 1999;

Guerinot, 1994). Enfin, de nombreuses études révèlent non pas une mais plusieurs

protéines exprimées, dans la rnembrane externe en carence de fer, pour les souches

bactérien nes synthétisant p lusieurs sidérophores,

Le fer lll présente une grande affinité pour le sidérophore auquel il se lie; cette

liaison serait stæchiométrique et dépend donc de la structure chimique du

sidérophore (Mùnzinger ef a/., 1999 ; Namiranian ef a/., 1997). Thulasiramann et al.,

suggère en 1998, que le mécanisme de fixation du complexe sidérophore - fer à son

récepteur n'est pas stcechionÉtrique mais sigmoidale.



,1.4.2.

cH34

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

Fhure 7 : Schématbation du transport de fer chez Ralstonia euûopha, d'après posile,

1999.

N.B; Ce schéma représente les composanfes (en jaune te Écepteur stdérophore-fer,
TonB, ExbB, ExbD, les prctéines du s6fême de type ABC) ef /es principates étaps du
tnnsport de fer détaillées craprès.
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Le systèrne 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'à la

membrane cytoplasmique (cette protéine a été identifiée comme étant FhuA chez

E.coli);
- deux protéines de la membrane cytoplasmique, qui permettent la libération du

fer dans la cellule. Le transport du fer à ce niveau serait lié à une ATP-ase (Stintzi ef

al., 2000} En effet, une protéine de 84 kDa contenant un motif ATP-ase a été

identifiée chezEscherichia coli (Braun et Killman, 1999).

Le transport du complexe sidérophore'fer à travers la membrane exteme

néoessite de l'énergie. Ainsi, à ces trois composantes de transfert s'ajoute une

potentiel électrique produit au niveau de la membrane cytoplasmique et le transport

du fer du milieu extracællulaire vers le milbu intracellulaire (Postle, 1990; Ahmer ef

al., 1995 ; Higgs et al., 1998) (étape 1).

Pour se faire, cette protéine ancrée dans la membrane cytoplasmique, s'étendrait

jusqu'à la membrane exteme (étape 2) (Postle, 1999). La fixation de TonB sur le

râ;epteur entraîne une modification de sa configuration, ce qui diminue I'afiinité du

récepteur pour le complexe sidérophore fer et permet sa libération dans le

périplasme. Ce mécanisme a été largement étudié chez Escherichia coli:

. la protéine périplasmique, FhuD, serait constituée de deux dolnaines

globulaires, reliés par une chaîne peptidique souple (Koster et Braun, 1990;

Rohrbach et at., 1995). Cette protéine présente une affinité pour le complexe

sidérophore -fer moins grande que le récepteur FhuA, ce qui pounait permettre le

passage d'autres sidérophores de Çpe hydroxamate (Koster et Braun, 1990).

o Gette protéine périplasmique s'intègre dans un système de transport de type

ABC (ATP Binding Cassette), également composé de deux protéines de la

membrane cytoplasmique (Fath et Kolter, 1993) :



r ces deux protéines (FhuB et FhuG chez Escherichia coli) ont pour rôle de
reconnaître le complexe sidérophore - fer et de le transporter, à travers la membrane
cytoplasmique. C'est I'hydro\ee de IATP qui permet ce transport (Guerinot, 1994).

ExbB et ExbD interviendraient dans la régulation du système, par action sur
TonB, suivant leur configuration (trimérique ou dimérique) (figure 7, étapes 34).

TonB joue également un rôle dans !a régulation de l'absorption du fer, aidée des
protéines ExbB et ExbD, qui permettent son recyclage (Guerinot, 1994). Plusieurs
hypothèsæ ont été proposées quant au fonctionnement de TonB, basée sur une

analyse cristallographique de cette protéine (Postle, 1999 ; Chang et a1.,2001).

Gependant, certaines incertitudes subsbbnt concernant ce modèle ; en
effet un des sidérophores produits par Ralstonia eutropha CH34, Alcaligine E

n'a pas été totalement purifié (Gilis et a1,,1996 ) ; I'existence d'un ou plusieurs

sidérophores produits par cette souche n'a pas été complètementétablie.

D'aubes observations réalisées sur Ralstonia eutropha et d'autes

bactéries, laissent prévoir I'existence d'un possible lien entre les systèmes 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 enFer dans la

cellufe; Namiranian ef al., en {997, montent chez Pseudomonas aeruginosa
que la pyocheline, est capable de fixer le zinc. Visca et al., ont montré,

auparavant, I'afFnité significative de ce sidérophore pour des métaux de
transitions comme le cuivre, le cobalt, le nickel et le molybdate, ainsi que leur

inf,uence sur la régulation de sa synthèse (Visca et ai',,1992)

11.4.3. Libér?tion du fer dans le cytoplasme et stockaqe

Le fer intervient directement dans divers métabolismes cellulaires (cytochromes

par exemple). ii doit être séparé de son lQand (le sdérophore) pour être utilisé.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour cefte étape (Crosa, 1989) :

Le fer lll serait réduit au niveau de la membrane rytoplasmique, ce qui diminue

I'affinité du ligand et permet la dissociation du complexe. Une second hypothèse

suggère que des protéines, telles les flavoprotéines (flavines ou riboflavines) rÉCuites,



transfèreraient un électron au fer pour le éduire (Fontecave et a1.,1994).

Cependant, le fer peut être à I'origine de réactions chimigues toxiques, pouvant

entraîner la mort cellulaire. ll intervient notamment dans la réaction de Fenton, à

I'origine de la production d'ions superoxydes (tsraun et Killmann, 1999; Briat et
Lebrun, 1999). Pour empêcher I'action toxique du fer, (bien que les bactéries du sol

soient rarcment en excès de fer), il est stocké sous forme non libre, probablement par

I'intermédiaire de fenitines (Neilands, 1981 ; Briat, 1992). Toutdois, le système le
plus efficace pour limiter les effets toxiques du fer est le contrôle de sa concentration

cellulaire.

|'|.4.4, Réqulation du svstème 4e transoort du fer

a. Régulation par la protéine Fur

Le gène fur (fenic uptake regulation) codant, pour la protéine Fur, a été identifié

chez de nombreuses bactéries à GRAM négatif et GRAM positif (Hantke, 2001). Ce
gène semble avoir plusieurs rôle selon la souche bactérienne concemée. Par

exemple, près de 90 gènes issus de diverses souches d'Eschenbhia colisemblent

être régulés par Fur et le fer (Hantke, 2001). Cette protéine, en présence de fer

feneux comme co-facteur, se fixe sur I'ADN par sa partie N-terminale, ce qui stoppe

la transcription (Coy et Neilands, 1991 ; Braun et Killmann, 1999). Cette régulation

est arrêtée par le manque de fer ll au sein de la cellule bactérienne.

Des études récentes tendent à démontrer que cefte protéine de régulation

nécessite d'autres métaux que le fer pour être activée. Ainsi, elle présente un second

site de fixation pour le zinc (Althaus ef a/, 1999 ; Hantke, 2001).

b. Rârulation positive

Des Éguiations posiiives se superposent à la réguiaiion par Fur. La mieux

étudiée est le systèrne FecR-Fecl, parfaitement identifiées chez Escheichia

coli(Braun et Killmann, 1999):

Ces deux gènes, sont en amont des gènes de transport du fer. Ce système

d'initiation de la transcription nécessite la présence du récepteur (FecA) et du



complexe TonB, ExbB, ExbD (Killmann, 1993). Le complexe sidérophorefer se lie au
récepteur FecA, quitransmet un signal à FecR, par I'intermédiaire de TonB.

FecR, active Fecl, protéine cytoplasmfiue, quiforme un complexe avec une RltlA
polymerase et I'ensemble se lie au promoteur de FecA, ce qui active sa transcription
(Angerer et a\.,1995 ; Braun et Killmann, lggg).

Pour identifier les protéines des systèmes de transport du Ër et czc chez
Ralstonia eutropha CH34 et mettre en évidence un lien éventuel entre les deux,
chacune des enveloppes doit être isoléeu Les protÉines qui les composent
doivent être purifiées ; leur identification se ftra par des méthodes biochimiques
et immunologiques (avec des anticorps mono. et polyclonaux).
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11.5. Techniques de séIaration des enveloopes bagtériennes

L'isolement des enveloppes bactériennes est rendu diffrcile de part leurs
structures et I'importante variabilité quiexiste entre espèces.

Déjà en 1951, Satton et Horne obtbnnent des fractions de parois et de
membranes cytopiasmiques peu contaminées par ie matériei cytoplasmique; en
1970, Thompson ef al. obtiennent des muréinoplastes par tavage avec du chlorure de
sodium et une solution de sucrose à 0,5 M.

Un pas important dans cette évolution est l'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 empêchent la lyse cellulaire (Fox ef a/, 1970 ; Rayman
et Mc Leod, 1975 ; Hoyle et Beveridge, 1983).

Mais les techniques les plus complètes de séparation membranaire font appel à des

et al., 1970 ; Hoyle et Beveridge, 1 983, Falla ef a/., 1 988).

La pureté des fractions ainsi obtenues est ensuite appréciée à I'aide de

marqueurs specifiques et non spécifQues.

Tout d'abord, Forsberg et al., en 1970, dosent les protéines et hexosarnines pour

analyser la paroi bactérienne et ses compcants. Puis Osbom et al. (1972) utilisent

les oxydases, hydrolases, synthétases comme margueurc de la rnembrane

cytoplasmique et le 2-céto 3-désoxyoctanate (KDO) comme marqueur spécifique de

la membrane exteme.

Dès 1974, Kasahara et Anraku utilisent la succinate déshydrogénase (SDH) comme

margueur spécifique de la membrane cytoplasmique.
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11.6. Technioues de ourification de protéines membranaires

De nombreuses études ont relaté avec précision les paranÈtres à considérer
avant de développer une méthode de purification de protéines (Fhomas et Mac
Namee, 1990 ; Hjelmeland et Chrambach, 1984 ; Hanis et Angal, 1995 ; Schâgger ef
ai., 1995). Le choix ci'une stratftrie de puriftcation repose sur deux axes majeurs :

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

le second axe qui déterminera le protocole à développer dépend des objectifs
de l'étude. 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 purifiée pour une étude cristallographique, doit être hès
pure et active, alors que la production d'anticorps néæssite une concentration
plus faible de protéines, mais l'état structuraldoit être 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 très variables d'une étude à l'autre. En
outre, I'application de ces techniques d'une souche bactérienne à I'autre, est rendue

difficile par la complexité structurale et la grande variabilité de composition des
rnembranes extemes bactériennes. Toutes les techniques de purification de protéines

rnembranaires, sont divisées en plusieurs parties nécessaires à I'obtention des
fractions protéiques étudiées. Ainsi, nous pouvons distinguer quatre grandes étapes :

o lsolement de la fraction cellulaire contenant la protéine du reste de la cellule ;
. Extraction des protéines des molécules quilui sont liées ;
. Purification de(s) protéine(s) étudiee(s) ;
r lsolement de l'échantillon protéinique pur des composés utilisés au cours de la

purification (détergent, solvant, etc....).
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ll faut remarquer ici qu'une étape de concentration est sowent nécessaire pour

obtenir des quantités suffisantes à l'analyse uttérieure (Hjelmeland et Chrambach,

1e84).

11.6.1. Extraction des protéines membranaires des moiécules quiluisont liées

Après isolement de la membrane exteme, la première étape de la purification

des protéines, est la mise en solution des protéines.

C'est l'étape dile de solubilisation : elle consiste à séparer les protéines des

phospholipides et lipopolysaccharides, constitutib de la membrane exteme. Plusleurs

techniques ont été développées visant à extraire les protéines, de façon efficace,

avec ou sans dénaturations (Neugebauer,1990 ; Hjelmeland, 1990).

a. Solubilisation des protéines mqmbranaires,gar action d'un solvant orqanique

ll 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. ll induit deux phases, les protéines se concentrant dans la phase

aqueuse, alors que des lipides se trouvent dans la phâse organique. Dans le cas de

lipoprotéines, le pentanolsera préféré au butanol, car il est moins sélectif. Le phénol ,

à pH acide, permet de séparer les glycoprotéines (en phase aqueuse) du reste de la

membrane (Hjelmeland et Chrambach, 1984).

Un mélange de solvanb est pârfois nécessaire pour I'obtention de protéines sous

forme monomérique: un mélange chloroformeéthanol présente un haut powoir de

solubilisation mais peut entraîner une perte de I'activité biologique. Dans ce cas,

l'acide formique ou I'acide acétique sont préférables, car ils sont moins dénaturants.

En effet, ils déstabilisent les liaisons hydrophobes entre bs protéines et les résidus

membranaires non polaires.

L'inconvénient majeur de ces soivants est qu'ils sont à i'origine de ciénaturations

protéiques, parfois dfficile à estimer; ils seront choisis si I'activité biologique n'est

pas primordiale dans la poursuite de l'étude. Dans le cas contraire, I'utilisation d'un

détergent sera préférable (Neugebauer,1990 ; Schâgger ef a/., 1995).
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b. Solubilisation des orotéines membranaires par action d'un déterqent

Les détergents sont de petites molécules amphiphiles, solubles dans l'eau et
capables de former des micelles autour des protéines, favorisant leur maintien en
solution. lls pénètrent et s'intègrent dans la membrane jusqu'à la destabiliser. En
effet, ces micelles constituent une strr:cture présentant les nr,êmes propriétés
physico-chimiques qu'une membrane biologique, les gardant stables en solution et
limitant I'action des protéases (fiche technique BACHEM, 1996; Thomas et Mac
Namee, 1990).

L'action des détergents dépend de :

leur charqe: deux classes de détergents sont à distinguer: ioniques et non
ioniques (rriton x-100, Nonidet P40, Tween20, etc...)" La première catégorie
cornprend des détergents anioniques (cholate de sodium, dodécyl sulfate,
etc...), cationiques (bromures de trimétfryl d'ammonium, par exemple) et
zvvrtterioniques (Zwittergent 3-1 4, CHAPS).

leur concentration critioue de micelles (cmc) : c'est la concentration minimale à
ajouter aux membranes pour former des micelbs de monomères protéiques.

En-dessous de cette valeur critique, des agregats 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 paramètre peut être un facteur
limitant pour l'étape de purification (Findlay et aL.,1991).

Les détergents ioniques sont très efficaces et pennettent la dissociation des
protéines sous forme de monomères (Findlay et al., 1981). Leur cmc est en général

supérieure à 1 mM, c'est pourquoi ils sont facilement enlevés du milieu par dialyse,
avant l'étape de purification. Cependant, ils sont souvent dénaturants
(particulièrement les seb biliaires) et seront utilisés lorsque I'activité biologique de la
protéine purifiée n'est pas indbpensable. De plus, ils sont incompatibles avec
certaines étapes de purification, comme par exemple, la chromatographie d'échanges
ioniques ou l'électrophorèse. Leur utilisation peut donc nâ:essiter une étape visant à
les éliminer de la solution protéique avant la purification.



Pour des études strucfurales ou enzymatiques, I'extraction de protéines

membranaires sera réalisée par action dê détergents non ioniques (Le Maire et al.,

1983; Laï et al., 1990). lls n'ont pas d'action sur les liaisons ioniques et
électrostatiques, ils sont donc moins dénaturants et sont compatibles avec tous types

cie coionnes chromatograph iques.

En outre, contrairernent aux détergenb ioniques, ils ne pÉcipitent pas avec le

réactif de Bradford ou I'acide bicinchoninique, couramment utilisés pour le dosage de
protéines (Ihomas et Mac Namee, 1990). Toutefois, leur cmc est généralement

inférieure à 1 mM, ce qui les rend plus difficile à éliminer que les détergenb 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 l'étape de qolubilisation

Si l'étape de solubilisation n'est pas satisfaisante, plusieurs types de molécules

chimiques ajoutées au tarnpon d'extraction, contribueront à l'optimisation de la

méthode:

o des inhibiteurs de protéases : ils limitent la dénaturation des protéines

solubilisées (PMSF, aprotinine) ;
. des agents réducteurs : certaines protéines sont moins stables en présence

d'oxygène comme par exemple, des enrymes d'orydo-réduction. Ces

protéines sont stabilisées par élimination de I'oxygène en

so lution (d ith ioth re ito l, p-mercaptoéth anol) ;
. des polyols: ils stabilisent les protéines, même pendant la congélation et

empêche ia dissociation des polymères. L'addition de ces eomposê pendant

I'extraction tend à diminuer la quantité de détergent nécessaire à la

solubilisaûon (glycérol par exemple) ;
. des agents chélateurc : ils complexent les ions calcium et magnésium qui

stabilisent la membrane (comme, par exemple, I'EDTA) ;



des ions chaotropiques: à forte concentration (2 à 4 M), ils détruisent les

liaisons hydrophobes et favorisent les transferts d'un milieu apolaire à un

milieu aqueux (thiocyanate de guanidine, par exemple) ;
I'urée ou la guanidine: à forte concentration (6 à 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 l'étape de purification et de l'utilisation des
protéines purifiées.

11.6.2. Purification des orotÉines solubilisées (ou séparation)

Les constituan'rs proiélques sont errsui're séparés par une méthode plus

résolutive, afin d'obtenir des extraits purc (l(ato et al., 1987a). Plusieurs stratégies
peuvent être envisagées :

. Séparation des protéines par la taille : chromatographie de filtation sur gel ;

. Séparation basée sur la spécificité de la protéine vis-à-vis d'un l(7and ou d'un

récepteur : chromatographie d'affi nité ;
. Séparation basée sur la charge ionQue des protéines à purifier :

chromatographie ionique (anionique ou cationique, forte ou faible) ;
. Séparation basée sur I'hydrophobicité des biomolécules Chromatographie : en

phase hydrophobe;

. 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 moléculaire. On distingue la chromatographie dite de

filtration sur gel pour la séparation de biornolécules en phase aqueuse et de

perméation sur gel pour la séparation de polymères organiques dans un systÈme

non aqueux. Cette technique est basée sur la différence de perméation des



molécuhs à séparer à travers une colonne de porosité connue (Kato et a1.,1987c ;
fiche teehnique TOSOHAAS, 1997).

Cette technique présente une faible capaciÉ de purification pour des échantillons

contenant des fragments rnembranaires ou des micelles (protéines/détergent ou
protéines/lipides/détergent). Elle présente égabment un risque d'inaciivation des
protéines, incorrvénient qui peut être éviié, en aioutant au tampon ci'éiution une

concenfatbn en détergent dix à cent fois moins importante gue pour la solubilisation.

Elle est sowent utilisée comme étape complémentaire dans une stratégie de
purification de protéines.

b. Séparation basée sur la spécificité de la protéine: chrornatgqraphie d'affinite

et immunoaffinité

Ce tirpe de chrcmatcgraphie est fondé sur I'affinité de la protéine pour un ligand

immobifisé, structurellenrent analogue au ligand naturel {exemple:
antigène/anticorps, lectineglycoproÉine). L'avantage de cette technique est qu'un

bon rendement de purification peut être atteint, en une seule étiape, à partir d'un

extait protéique brut. L'inconvénient majeur est qu'une nouveile phase stationnaire

doit êùe utilisee à chaque passage d'échantillon.

L'imrnuncpuriflcation est b rnéthcde la plus sélective et la plus sensible, elle

permet même de séparer Ces antigènes presque similaires (Hanis et Angal, 1995).

c. Séparation basée sur la charqe de la protéine

. Chromatofocusinq

Les nnatrlces utllbéee pcur cette technique Ésistent à des pH de 5 à I et ne

subissent aucune dénaturation avec des solvants organiques neutres, des

dénaturants forts {exemp/e: urée I M}, des détergenF non ioniques ou

zwitterioniques. Elfe couple deux nÉthodes: i'isofocusing, méthode par laquelle les

protéines sont séparées par électrephorèse Cans un graCient de pH et

chromatographie ionique qui joue sur la charge ionlque globale des protéines à

séparer.
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La colonne de ctrromatofocusing est équilibrée dans un tampon à pH fixé ; les
protéines retenues sont éluées en induisant un gradient de pH. Cette technique s'æt

avéÉe efficace pour la séparation de prctéines solubles et non agÉgées (Giri, 1990 ;
Roe, 1990).

. Chromatooraohh d'échanqes ionigues (!EC)

Cette méthode de purification est courarnrnent utilisée pour séparer et concentrer

des molécules chargées. Dans le cas de protéines, elles sont fxées sur une matrice

solide chargée puis décrocl'Éæ par variation de la force ionique du tampon d'élution-

ll existe plusieurs types de mafices : anionQues ou catbniques, faibles ou

fortes:
- Les colonnes de chrcmatographie d'échanges anionklr.res faibles sont

constifuées d'une matrice greffée de groupernenb amincÉth.yl (ou AE) ou

diéthylaminoethyl (ou DEAE) ;
- Les colonnes d'échangæ anioniques forts présentent des groupenents

triethylaminornethyl CfA$ ou triethylaminoethyl OEAE).
Toutes les deux fixent les protéines chargées négativenent, lesquelbs sont

éluées en augmentant la force ionique du tampon d'élution.
- De nÉme, les colonnes d'échanges cationiques faibbs sont constituées de

groupements ærboxyliques ;
- Les colonnes d'écharges cationiques forts de groupenents sulfonklues.

Toutes les deux fxent les protéines chargées positivement ; elbs pewent être

décrochées, en faisant varier le pH, qui modifie la composition ionQue du tampon.

Ce type de chromatographie est souvent utilisé pour h séparation de protéines

inl{;rales, pour lesquelbs de bcrs rêuttats sont obtenus (Roe, 1990; Kato et al.,

1982, 1983, 19M et 1987b; Ræenbusch ; 1990). Les protéines doivent cependant

se frower sous forme soluble pour être fixées" C'est pourquoi I'utilbation de

détergents (non ionQues) est nécessaire tout au long de l'étape (Rossomando,

1e90).
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. Séparation basée sur I'hvdrophobicité

La chrornatographie en phase inversée (RPC) est basée sur la répartition d'un

soluté entre une phase mobile polaire et une phase organique apolaire. La

particularité de cette technkque est qu'elle fait appel à deux phases liquides. Elb
présente une trÈs bonne résolution pour !a sfl:aration de protéines et de peptides.

Toutefois, le principal inconvénient, dans le cadre de la purificatbn de pmtéines,

est que la combinaison d'une phase stationnaire hauternent hydrophobe arrec des

sofuants polaies comme éluents est à I'origine d'une dénaturation des biopotymères.

Ceci est dû à la détérioration de la sûucture tertiaire de la protéine, catrsée par les

intemctions des groupes alkylés quicomposent la matrice- Un autre inconvénbnt est

I'usage courant de sokant toxique (acétonitrile) (Hanis et Angal, 1995).

Le principe de la chromatographie d'irf.ei'actions hydrophobæ (HlCi est

I'adsorption de biomokécuhs sur une surface faiblenent hydrophobe dans un milieu

contrenant une furte concentration saline; l'élution se fait avec un gnadient

décrobsant de sel.

C'est un outil de séparation pubsant pour h majeure partie des divers types de

protéines, car cette méthode combine des conditions de séparations non

dénaturantes et la précision d'une nethode chromatographique.

Cependant I'optimisation des conditions opérationnelles est longue et diffrcile.

L'efficacité de cette technique est dirninuée par la présence de contaminants

hydrophobes dans les diverses solutions. De plus, des conditions fortes d'élutions

pewent âre nécessaires (ajout d'un sofuant), car b gradient d'élution peut favoriser

des interactions électrostatSues entre les groupes en solution et la matrice. Ceci

enfaîne une dirnin':tion du powoir adsorbantde !a colonne (Kennedy, '!990).

Enfin, outre la compasition du tampon, le gndbnt d'éMion, la tempemturc ou le

pH, la matrice des colonnes ont une importance non négligeable sur /es

pertormances chromatogrcphirques, En effef, des études tendent à montrcr que dans

/es mêmes conditions opéntoircs, des colonnes identigues mais issues de
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foumlsseurs différcnts ne présentenf pas taujours /es mêmes pertormances

(Lew.sson et al., 1997 ; Lesellier et Tchapala, 2001).

11.6.3. Concentration des orotéines purifiées

La purificatjon de protéines membranaires nécessite souvent une étape de

concenfatbn, particulièrement lorsque ces protéines sont issues de

rnicroorganismes ou que l'étude vise à dé{erminer leur structure. En efiet, la

cristallographie de protéines nécessite de 5 à 10 mg/ml de fractions pures. De trelles

quantités ne pewent être obtenuæ que si les protéines sont surexprimées

(naturellement ou par amplification), ou si elles ont élÉ concentrées. Cette étape peut

intervenir à plusieurs niveaux du protocole: avant ou après purification, plusieurs

techniques sont envisageabbs : precipitation, Iyophilisation, évaporation, filtration ou

dialyse.

a. La précipitation

Les protéines sont pÉcipitées par induction de perturbations, qui diminuent leur

solubilité dans I'eau (Scopes, 1987). Les composés chimiques couramment utilisés

pour cette technique sont les solvants (éttanol, nÉthanol, acétone), bs sels (sutfate

d'ammonium, chbrure de sodium) ou les potymères (PolyEthyËneGlycol). lls

modifrent les liaisons qui stabilisent les protéines dans I'eau et en créent d'autres, afin

de stabiliser les protéines (Enghnd et Seifter, 1990). Cete méthode présenb les

inconvénients suivants :

les conditions de milieu (pH, tempénature, charge bnique du tampon) doivent

être rigoureusement suivies. Certains composés peuvent être incompatibles avec

l'étape de purification.

b. La lyoohiiisaiion

Les protéines sont concentÉes par évaporation du liquide composant le tampon,

sous vide et à basse température ; elles sont ensuite remises en suspension dans un

volune inféneur au volurne initial. Un agent cryoprotecteur doit cependant être ajouté
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avant lyophilisation, pour iimiter la ciénaturation des protéines purifiées (due à la
pression et la déshydratation). Malgré ces précautions, les protéines sont souveni

dénatuÉes lors de la re-solubilisation dans un volume plus faible. En efiet, 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, i99û). Gette technique est généraiemeni utilbée iors ci'extractions par

des solvants organiques.

c. La fittration

Couramment utilisée, cette technique est basée sur la fittration de petites

molécules et de I'eau sur une membrane par induction d'une furce centrifuge ou

d'une prcssion. Letype de membrane est choisien fonction de la taille des moÉcules
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nature de la rnembrane (qui doit limiter les intenactions avec les prdéines). Cette

rnéthode peut également être utilisée pour dessaler le milieu tampon ou éliminer

I'excès de détergent.

L'inconvénient majeur de cette technitlue est que des agrfuats de protéines se

fixent de façon irÉvercible sur la membrane. De plus, les déteqents non ioniques,

qui forment des micelles de haut poids rnolécubire, ne sont pas filtrés et sont donc

concentrés (Schâgger et al., 1995).

d. La dialvse

La solution protéique est placée dans un sac à dialyse, puis placée sur un gelqui

absorbe le milieu aqueux (comme par exemple du PolyEthyËnGlycol) jusqu'à

obtention ciu voiume clésiré. Le sac peut ensuite êue cliaiysé contre un iampon afin de

dirninuer !a ccncentration de Céteqent en soluticn. Cette technQue, sans doute la

pius utilisée, n'est pæ dénaturante et ne retient que peu ies protéines sur ies parcis

de fa membrane de dialytse (Deutscher, 1990 ; Findlay et a[.,1981).
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11.7. Techniques d'analvses des protéines des enveloppes bactériennes

Plusieurs techniques d'analyse des protéines des enveloppes bactériennes
peuvent être envisagées. Parmi ces nÉthodes les plus utilisées sont les méthodæ

biochimiques et immunologrques. Leur utilisation dépend de la nature, de la

localisation et du rôle des protéines à étudier.

11.7. 1 Méthodes biochimiques

Les méthodes chimiques d'analyse des protéines sont indispensables afin

d'identifier et de quantifier le contenu protéinique de l'échantillon. Parmi les méthodes

les plus utilisées, nous pouvons citer la méthode de dosage des protéines en

spectrophotométrie UV (Harris et Angal, 1995), en colorimétrie (par réaction à 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 l'échantillon.

La technique de séparation et d'identification de protéines, solubles ou

membranaires, la plus largenent utilisée est, sans doute, l'électrophorèse.

Les méthodes d'électrophorèse prrésentent un large éventail d'utilisations ,

séparation de protéines et d'acides nucléiques, dans des conditions dénaturantes ou

non dénaturantes; identifïcations specifiques par des marquages et/ou des

colorations.

a. Electrophorèses dénaturante / non dénaturante

L'électrophorèse est basée sur la migration de protÉines, selon leur charge

globale et leur poitls moléculaire, à travers un gel. Cette séparation est induite par un

champ électrique résultant de l'élecirolyse d'un tampon (Garfin, 1995).

Les protéines peuvent être séparées dans dæ conditions non dénaturantes (on parle

alors d'électrophorèses natives) ou en conditions dénaturantes.

Le principal avantage de travailler en conditions non dénaturantes est d'obtenir

un profilprotéique précis de la structure étudiée. Cependant, dans le cas de protéines
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membranaires, I'environnement lipidique rend impossible une analyse en conditions

non dénaturantes, sans une étape préalable de purification. Elles sont généralement

étudiées dans des conditions dénaturantæ (Ames, 1974\.

Les détergents ioniques ou non ioniques sont util'sés pour induire cette

dénaturation, en ciéstabiiisant ies liaisons protéines-iipiries et protéines-protéines. Le

sodium dodécylsutfate, détergent anionique, est particulièrement interessant car il a
une action acidifiante sur I'ensëmble des protéines, qui migreront vers I'anode (Allen

et al.,19Uj.

Le gelest un polymère, guiconstitue un maillage, plus ou moins dense, suivant la

taille des protéines à séparer. llexiste deux types de gels : les gels d'agarose, utilisés
pour la séparations de proteines supérieures à 500 kDâ, ou de polyacrylamide, pour

de plus petites molécules.

Dans le cas de systèmes de gel d'électrophoËse conËnu, les protéines sont

discontinu, les protéines sont déposées sur un gelde concentration, dont le rôle est

d'uniformber la rnigration des protéines sur le gelde séparation. Ce second sptène

a permis d'optimiser signifcativement la résolution de la sépanation.

Omstein en 196,4 et Davis, la même année, sont bs premiers a anoir mb en
place un tel slrstèrne, en condition non dénaturante. Laemmli modifie ce système en

1970 et I'adapte aux conditbns dénaturantes, induites par la pÉsence de SDS dans

le gel, les échantillons et le tampon de migration (Garfin, 1995).

ll existe également des technrques d'électrophoÈse basées sur la séparation des

protéines selon leur pHi, appelées : Focusing lsoelectrique. Le principe est le même

mais le gel est composé d'un gradient de pH (Allen et a1.,1984).
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b. Tyoes de colorations

. Colorations non spécifiques

Plusieurs techniques de quantification de protéines par colorimétrie ont été

adaptées pour l'ldentification des protéines ainsi séparées.

La coloration au bleu de Coomassie est basée sur la fxation de ce colorant sur

les fonctions aminées des protéines. Cette technique est développee pour des

concentratbns minima de 0,1 à 1 Ug de protéineËande.

La coloration à I'argent est cent fois plus sensible que celle au bleu de

Coonussie. Après fixation des protéines sur b gel, elles sont oxydées en présence

de dichrsmate de potassium, I'argent se fixe alors aux protéines qui précipitent sous

fonne métallklue (Menil, 1990).

Erifin, le coloration au cui'yre est rapide et ne nâ;essite pas d'étape de fixatron

(Lee ef al., 1987j. Les protéines sont incubées en présence de chlorure de cuivle,

puis le gel est rincé à I'eau. Cette coloration n'est pas permanente et disparaît en

séchant les gels, ce quirend leuranalyse délicab (Garfin, 1995).

. Colorations spÉcifiques

Outrc ces colorations qui Évèlent I'ensemble des protéines sépaÉes, des

colorations specifiques ont été dévebppées, basées sur la présence de groupements

chimrques particuliers.

- coloration des qlycoprotéines :

Trois rntéthodes ont été développées pour la mise en évidence de la fonction

glucidique d'une protéine :

à Thymol-acide sulfurique : cette technique est basée sur la formation ci'un

dérivé furfural entre les groupements hexosyl, hexuronosyl et pentosyl des

glycoprotéines et I'acide sutfurique. Ce dérivé, en ptÉsence de thymol forme un

45



chromogène, stable queiques heures. La timite de détection est de 50 ng de
glycoprotéines (Gander, 1 984).

) lUéthode de Schiff: les fonctions alcool des glycoprotéines sont orydées en

dialdéhydes par action de I'acide périodique, puis coloÉes par la fuschine, le bleu

aician ou i'hycirazine riansyi. Cette technique révèie jusqu'à 2 à 3 trg cie
glycoprotéines.

) Lectine marquée - lsocyanab de fluoresceine: cette méthode est basée

sur la fixation de la partie fluoresceine marquée de la concavaline A sur les fonctions

glucldiques des protéines. La limite de détection est de 100 ng de glycoprotéines

(Gander, 1984).

- coloration des phosphoprotéines :

à Vert de méthyl : ceffie Éaction est basée sur le piégeage du phosphate de

calcium dans le gel, dont la synthèse est induite par I'hydrolyse alcaline des liaisons

phosphoesters, en présence de chlorure de calcium. Cette technique permet

d'identifier des quantités de phosphate de 1 nmol(Cntting et Roth, 1973).

à La méthode * strains-all r: le bromure de {1éthyl-2-(3-(1éthyl-
naphthol[1,2d]thiazolin-2-méthylpropenyl)naphthofl1,z-dl thiazolium] se fxe sur un

éventail de biopolymères avec lesquels ilforme un complexe allant du bleu au rouge.

Ainsi, les phosphoprotéines, les gycoprotéines, I'ADN et I'ARN forment un complexe

bleu, et les protéines non conjuguées, un cotnplexe rouge (Cutting et Roth, 1973). La

sersibilité de cette technique est pres de trois fois supérieure à la coloration au vert

de rnéthyl (0,3 nmolde phosphate).

à Chélation par métal trivalent: I'aluminium sous forme trivalente réduit les

charges négatives des protéines, et permet de lier ces phæphoprotéines acides au
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bleu de Coomassie, la coloration est instrable en absence de cet ion. Cette méthode

est trois fois plus sensible que le méthode Strains-all (Cutting et Roth, 1973).

- color:ation des fonctions lipidiques :

à le noir soudan : bs lipoprotéines séparées par électrophorèse sont

difficiles à identifier car les colorants pénètrent très mal dans le gel. Le noir soudan

forme un compbxe bleu-noir avec le groupement lipidique de ce type de protéines

(Pratt eta[.,1969).

47



X.7 .2. Les rnéthodes immunolooiques

Les protéines rnembranaires peuvent aussi être identifiées au rnoyen de
molécubs spécifiques: les anticorps monocbnaux et polyclonaux. Ces techniques
sont efficaces pour I'identifpation de protéircs difficiles a obtenir en quantité
sufrisante ou ancrées dans une structurc complexe (c'est fe cas de certaines
protéines des enveloppes bactériennes).

Les antlcorps sont des glycoprotéines, foahrnent appelés
inrnunoglobullnes, synthétiséæ en Éporse à une molécute éhangère à I'organisme
(Starcr, 1993). Ces proteines sont produites et sécrétées par des iymphocytes B, gui
activés par I'antigène, denbnnent des plasrnocytes. Ces celtules sont des cellubs
spécifques de h rÉponse imnunitaire. Les anticorps ainsi prcdub bnrrent ulne
lbison s@ifrue arrec I'antfi;ène gui les a induit. Ces antgènes sont alors neutratb&
et détttits par phagoc-ylose eUou ac{ivation du complénrent (Kuby, 1992). Les
immunoglobulines sont classées en cinq groupes I lgA, lgD, lgE, lgG et lgM, dont la
strurcturc et b Éb diffèent.

Chaîne lourde

cooH cooH

Fiqure_8 : structure prirnaire d'un anticorps

48



La structure de base d'un anticorps est cornposée de deux chaînes lourdes (de

450 à 570 acides aminés, suivant la classe) et de deux chaînes légères (de 210 à

300 acides aminés) (figure 8). Les partbs N-terminabs du fragment Fab (antigen

binding) constituent des sites de fixation de !'antigène. Le fragment Fc (cristallisable)

détermine b type de I'anticorps ; il présente un site fonctionnel au niveau de sa partie

C-terminab, qui intervient, par exemple, dans I'activation du complément ou la

fxation sur d'auhes cellules (Bach et Læavre, 1993).

Les lgG, dont il existe quatre sous-classes, représentent 70 à 90 % dæ anticorps

circulant et ont un poids moléculaire rrnyen de 150 kDa. lb ont pour principal rôle de

répondre à une infection bactérienne (ASSIM, 1990), ils doivent donc être trÈs

diversifiés pour Épondre aux difÉrentes agressions. Les tymphocytes B pewent

produire jusqu'à 10r0 lgc, dont seul le sile de fixation diffère (French et aL.,1989).

a ônlirnicalinn r{e la rÉnnnee imrnrrnitaire

Afin d'éviter les Éponses non spécifiques lors de la production d'anticorps, il est

nécessaire de considérertous les paramètres influençant la éponse immunitaire :

o Loroanbrne hôte: L'espàæ, l'âge, le sexe, letat nutritionnel de I'hôte pewent

influencer la réponse immunitaire (Griscelli et a|.,1985).

o Lantiqène : La structure chimique et la composition de I'antlgène présentent une

réelle importance dans le type de éponse qu'il va induire. Ainsi, certaines molécules,

cofr[îe les protéines et les lipopolysaccharides, ont un powoir tÈs immunogène. La

taille et la concenffiion de la molécuh injectee pour h synthese et la production

d'anticorps a également éte démonûée (Cevenini et al., 1991); dans le cas de

protéines, seuls quelques microgramnes d'antigène sont suffbants (Raymond et

Sue, 1993 ; Cevenini et a1.,1991).

. Le rnode d'iniection : de nombreux auteurc se sont intéresses à I'importance du

mode d'injection mais également au nombre et à I'intervalle de temps entre chaque

rappel. Hong, en 1989, met en évidence une augr€ntation significative de la

production d'anticorps polyclonaux et monoclonaux apres une première injection au

niveau de la rate ou des ganglions lymphatiques plutôt qu'en sous cutanée. En inha
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splénique, une seule injection peut sr,rffire à ia production d'anticorps monoclonaux

(SpiE, 1986). Toutefois, les injections d'antigènes dans les ganglions lymphatiques,
par exemple, nécessitent une opÉration chirurgicale complexe de I'animal (Hong,

1989). Les anticorps sont efficaces après !a deuxiràrne lnjection (rÉponse secondaire),

mais ils sont en général colbctés apÈs la toisième injection, car la réponse est

optimbée.

b. Production d'anticoncs monælonaux et polvclonaux

Deux types d'anticorps pewent être produits: des antieorps polyclonaux ou

monoclonaux. Les premiers sont obtenus directenent à partir du sérum d'animaux

irnmunisés (générabrnent des lapins, des rats ou des souris) (Garvey et al.,1977). lb

résultent, comme leur nom I'indique de I'activation de pltrsieurs tymphocytes B,

donnant l'teu à un mélange d'immunoglobutines dont la spécif,rcité vb-à-vis de

I'ant(;ène diflère.

L'intéÉt majeur de cette techn[ue est I'obtention mpide et peu complexe d'une
quantité importante d'anticorps suivant I'animal choisi. Ce qui explkque la large

utilisation du lapin pour ce type d'étude (Lomax et a1.,1998; Tybr et al., 1999). En

effet, après sélection des anticorps voulus, jusqu'à 20 mL de sérum pewent être

obtenus, au niveau de la veine de I'oreilb par lapin et par sernaine (Walker, 1996).

Les souris et les rats, plus petiF, ne penrættent d'obtenir que de 2 ml à 10 mL de

sérum (pour le rat), et I'animal doit être sacrifié. Pour pallier cette limite, une méthode

basée sur I'induction d'une turneur productrice d'anticorps spéciftques a été

développée. Elle est couramrnent appelée méthode en ascite. L'antigène est injecté

en intra péritonéal, avant le prembr rappel une fumeur est induite par injection de

pistane. Le liqukJe ascite, contenant les anticops est ÉcupéÉ et tesÉ par ELISA.

Les anticorps sont aiors sélectionnés. Certains auteurs ont réussi à obtenir plus de

100 mL de ce liguide sur une période de 90 jours à partir de souris (Cevenini et al.,

1991). L'inconvénient de cette méthode est fétat physique et les conditions de

maintbn de I'animal.
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Les anticorps monoclonaux nécessitent la mise en oeuvre d'une technique plus

longue et complexe. Elle a été détaillée par de nombreuses équipes (Kôhler et

Mifstein, 1975a et 1975b;Galfrè et al., 1977)- Après immunisation, une demière

injection est réalisée en intraveineuse, trois jours avant sacrifice, afin de potentialiser

la Éponse (Mishell et Shiigi, 1980; Catty, 1989). La rate est prélevée et les

splenocytes isolés, ils sont alors fusionnés avec des cellules de myélonres, en

présence d'un agent de fusion: le PolyEthylèneGlycol (ou PEG). Cette étape est

nécessaire car la durée de vie d'un lymphocyte n'excàJe pas trois iours.
Une première sélection, visant à ne laisser se développer que les cellules

obtenues au courri de la fusion d'un lymphocyte B (producteur d'anticorps) et d'une

cellule myelocytaire (cellule immortelle) par ajout dans le milieu de culture d'un agent

de sélection: le HAT (Hypoxantine, Aminoptérine, Thyrnidine). Les hybridomes

rêsuf,tant clu ( croisement > d'un lymphoole B et cl'une ceiiuie immorteile, ne

produiront qu'un seule tlpe d'anticorps, donc un anticorps monoclonal (Peters et Van

Noorden, 1983).

L'hybridorne répondant le plus specifquement à I'antigène qui I'a induit est

sébctionné (sowent par test ELISA qui permet de mettre en évidence d'éventuelhs

réactions croisées) et purifié (Biorck et Kronvall, 1991; Elliasson et al., 1988 ;
Fahnestock, 1987).

c. Anticorps monoclonaux / anticorps polyclonaux ?

Comme nous venons de I'exposer, chaque type d'anticoçs présente des

propriétés qui lui sont propres, le choix de production d'anticorps monoclonaux ou

polyclonaux est un compromis entre les contraintes imposées par le matériel et les

objectifs de l'étude. Ainsi, la production d'anticorps rnmoclonaux peut offrir une

grande specificité vis-à-vis de I'antigène qui i'a induit. L'immortalité des hybridomes

permet d'obtenir une source intarissable d'anticorps, powant être conservés par

congélation puis rcmb en culturc. Leur production est cependant longue et complexe.

De plus, une parfaite connaissance des techniques de cutture 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 I'animal. Enfin, ils ne nécessitent
pas de matériel lourd de culture cellulaire; seules trois injections intrapéritonéales

sont nécessaires ; le sang æt récupéré et centrifugé afin d'obtenir le sérum,

contenant les anticorps.
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ll. 8. Techniq\.res d'évaluation de I'activté des orotéines membranaires

L'activité et I'intégrité des protéines membranaires vis-à-vis d'autres molécules,
plus particulièrement les nÉtaux peuvent être evaluées par différentes méthodes rh
vitro (dialyse, filtration, colonne d'affinité) et traduites par des techniques

mathématiques pour en saisir le mode de fonctionnement in vivo (tableau lll).

Plusieurs expressions et méthodes, très diversifrées sont généralement utilisées pour

traduire ces réactions qui vont du simple coefficient d'accumulation à un modèle

complexe, qui permet de déterminer I'intégrité du râ:epteur, I'affinité et le nombre de

sites de fxations (Scatchard, 1949) :
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l l l.1. Conditions de culture bactérienne

lll. 1 .1 . Matériel bioloqique

Les souches utilisées cians cette étude sont des souches de Ra/sfonlb
eutropha CH34 (ATCC 43123), Ralstonia eutrcpha 1153, souche dérivée qui

surexprime le sidérophore (Gilis et al., 1996) et Rafstonra eutropha 104,

dépourvue des plasmirCes de résistances (Gilis et al., 1996), gracieusement

foumies par le Dr Bauda et le Pr Mergeay.

111.1.2. Milieu et conditions de culture

Les cellules bactériennes sont cultivées dans un rnilieu spécifique TRIS-
gluconate, supplémenté ou carencé en fer et en métaux, pendant trois jours à

30"C sous agtkation, dans un volume de 5 litres, à partir d'un inoculum de 20 mL
(Mergeay et a1.,1985).

)Composition du milieu de culture

TRIS (pH=7)

NaCl

KCl

NH+Cl

NazSO+

MgC12,6H20

CaClz,2HzO

NazHPO+,12HzO

Gluconate

SL7(solution d'éléments trace)

qsp eaii iiitra pure

6,069

4,689

1,499

1,079

0,439

0,209

0,039

0,239

2,009

1ml
' ! l

Le pH du milieu de culture est ensuite ajusté à7-7.2, puis il est autoclavé 20 mn,

120"C.

!lest ajouté au milieu de base et suivant les conditions de culture :

0,0M89
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La solution SL7, dont la composition est détaillée cidessous, est un ensernble

d'éléments traces nécessaires à la croissance bactérienne.

à Composition de la solution SL7

r-icr (2.5%)
Tn0lz

MnClz

H3803

CoGlz,6HzO

CuQfz ,2H2O

NiC12,6H2O

NazMoO+,2H2O

1,3 ml

0,079

0,109

0,0639

0,199

0,0179

Q,O24g

0,0369

111.1.3. Tests de pureté des souches

Avant de lancer des cultures en masse, des pré-cultures bactériennes sur

milieu d'isolement sont réalisées pour contrôler la pureté des souches. Les

caractères macroscopiques des colonies (traille, couleur et aspect) sont vérifiées,

puis I'une d'elles est isolée et soumise aux tests suivants :

à une coloration de Gram permet de vérifier le caractère Gram (-) de la

bactérie. EIle est suivie d'une observation au microscope afin de confirmer

qu'il s'agit de bâtonnets unicellulaires.

ù une gabrie API 20 NE est ensemencée pour vérifier les caractéristiques

biochimiques des souches. Elle est réalisée à partir d'une colonie cuttivée

sur miiireu spécifique, enrichii de i mfu1 de nickelei i mtvl de zinc.

+ parallèlement des géloses nutritives sont ensernencées :

.milieu spécifique, glucosé: pas de développernent de Ralsfonia eufuopha

CH34, 1153 et 104

.milieu spéciftque, gluconaté: développement de Ra/sfonia eutrcpha CH34,

1 153 et 104
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rmilieu spécifique, gluconaté contenant ,| mM de nickel et I mM de zinc :

pas de développement de Ra/sfonia eutropha 104

111.1.4. Qétermination dê la concentration minimale d'inhibition (GMl) pour le

cobalt. le zinc et le cadmium

Pour mettre en évidence le système 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 châque métal induisant I'expression du système,

sans in h iber s ig n ificativement la croissa nce bactériqrl ne.

Ainsi, Ralstonia eutrcpha CH34 a été cultivée dans 250 mL de milieu

spécifique TR|S-Gluconate, supplémenté de cobalt, de zinc, ou de cadmium,

pendant 72 heures, à 30"C et sous agitation. Lâ densité optique de chaque

échantillon bactérien est alors lue à 600 nm. La CMI est alors déterminée en

traçant le courbe de densité optique à 600 nm, en fonction de la concentration de

ces métaux. Les bactéries étudiées ont aussi été cultivées en prÉsence ou en

absenëe de fer, afin d'induire la surexpression des protéines des membranes.
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ilt.2.

Les protocoles mis en place pour l'obtention de chaque fr:action (Falla, 1gg0)
sont pÉsentés en figure g :

Lavage (NaCl0.85 7o)
Choc osmotique avec du sucrose 0.5 M
Centrifugation 35 000 X g I 4 "C/ 30 min

Sumageant Muréinoplastes
Lavage (NaCl0,85 7o)

Lysozyme
Choc osmotique (eau 4 "C)
DNAase + RNAase
Centrifugation
73000Xg14 'C / lheure

S.D.S.
Sonication

DNAase+RNAase
Centrifugation
78 000 Xg l4'Cl4O min

Centrifugation 73 000 X g
4 'C l2  heures

Membrane
cytoplasmique

Remise en suspension des microculots dans du tampon PBS

Conservation des fractions contenant les différentes enveloppes à -20'C

Fjqure 9 : Protocoles de purification des enveloppes de Ralstonia eutrcpha (Falla et a1.,1988)
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111.2.1. Lavaqes des ceiluies

Après trois jours de croissance cellulaire, la suspension bactérienne est

centrifugée pendant 35 min à 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 à 4"C jusqu'à isolement des enveloppes.

lll.2.2.lsolernent de la mernbrane exteme

Principe : la membrane exteme de Ralstania eutropha sp. est expulsée de la

bactérie par un choc osmotique, induit par du sucrose à 0,5 M. Elle est alors

séparée du reste de la cellule et des débris celfulaires par centrifugation.

Mode Ooératoire: Après concentration des cellules lavées à 5000 X g, 35 min,

le culot est remis en suspension dans une solution de sucrose (0,5 M). La

suspenslcn est incubée pendant 30 nnin, à 25'C, sous agitation puis centrifugée

20 mln à 35000 X g, I'ensemble est Épété trois fois :

. les culots contiennent les muréinoplastes (cellule bactérienne dépourvue de

membrane exteme).

o les sumageants contiennent tes membnanes extemes.

L'ensemble des sumageants est centrifugé à 75000 X g, pendant deux heures,

à 4"C, puis le microculot contenant les membranes externes est remis en

suspension dans du tampon TRIS 20 mM et conservés à -20"C.

Les muréinoplastes sont remis en suspension dans du tampon TRIS 20 mM,

pH=7,2 et stockés à -20'C. lls seront traités par la suite pour séparer la membrane

cytoplasm(ue et le peptidog lycane.

111.2.3. lsolement de la membr"ane c'ltoplasmique

Prin-cipe: ia membrane cytopiasmique est expulsée par choc osmotique

avec de I'eau ultrapure à 4"C, aprÈs 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

(Falla, 1990).
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Mode Opératoire: les muréinoplastes obtenus lors de I'isolement de la

membrane externe sont décongelés et maintenus à 30"C, pendant quelques min.

7,5 mL de la suspension sont alors prélevés et complétés à 60 mL avec du PBS

contenant 50 mful de sulfate de magnésium. L'ensemble est incubé 30 min à 25"C,

sous agikation. 75 pL de lyzosyme sont alors ajoutés à la suspension, qui est

incubée t heure, à 30"C, sous agitation. L'ensembleestalors centrifugé à 11000

X g, 20 min, à 4"C. Le culot est remis en suspension dans 30 mL de PBS,

pH=8,00, puis à nouveau centrifugé à 11C00 X g, 2C min, à 4"C. Le culot est remis

en suspension dans 60 mL d'eau uf,trapure à 4"C, 30 min, sous forte agltation,

puis soniqué, toutes les 20 sec, pendant 5 min.

La formation des sphéroplastes est suivie par observation au microscope à

contraste de phase, durant cette étape.

7 pL de Rl.lAase et 70 yL de DNAase sont ajoutés à la solution. L'ensemble est

incubé à 25"C pendant 15 min puis centrifugé à 4000 X g, 10 min, à 4'C. Le

surnageant est isclé et centrifugé à 73000 ,X g, t heure, à 4"C. !-e culct contenant

la membrane cytoplasmique est alors remis en suspension dans 6 mL de PBS,

aliquoté et conservé à -20"C, pour utilisation ultérieure.

111.2.4. lsolement du peptidoqlvcane

Principe: à partir des muréinoplastes, la membrane cytoplasmique est

déstabilisée par action d'un détergent: le Sodium Dodécyl SutÊate (ou SDS). Les

acides nucléiques sont alors détruits par action du RMase et du DNAase. Enfin,

le peptidoglycane est séparé des débris cellulaires par centrifugation.

Mode Ooératoire: Les muréinoplastes sont décongelés à 30"C, pendant

quelques min. 7,5 mL de suspension sont alors prélevés et complétés à 25 mL

avec du PBS, pH=8,00 et 1 mL de SDS 10 % y sont additionnés. L'ensemble est

incubé t heure, à 4oC, sous forte agitation, puis centrifugé à 24000 X g, 30 min, à

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.

5O pL de RNAase et 5 pL de DNAase, sont additionnés à la suspension.

L'ensemble est alors incubé à 25'C, pendant 15 rnin, sous forte agitation puis

centritugé à 4000 X g, 10 min à 4'C.

61



Le sumageant est prélevé et centrifugé à 78000 X g, 40 min, à 4"c. Le culot est

alors remis en suspension dans 6 mL de PBS, aliquoté et conservé à -20"C.

111.2.5. Dosaqe des marqueurs 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

margueur spéeifique de la membrane exteme. Gette méthode a été mise au point

par Aminoff (1961). Le dosage de la succinate déshydrogénase (ou SDH) a été

exposé par Nachab 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-Mogan,

modifiée par Montreuilet Spik (1963), après minéralisation des échantillons.

a. Dosaqe du 2+éto-3{ésoxvoctanate (KDO)

Pflncipe: La réaction est basée sur Ia formation d'un complexe entre I'acide

thiobarbiturique et le KDO, en milieu acide. Ce complexe de couleur rosée est

ensuite extrait par ajout de butanolet ilest détecté par lecture à 349 nm.

Une gamme étalon a été Éalisée, à partir d'une solution mère de KDO à 100 pM-

Mode Opératoire : Les échantillons nécessitent un pré-traitement:

ils sont minéralisés avec de I'acide chlorhydrique 12 N (v:v / 50 : 50) pendant 1

heure à 100"C. Après refroidissement, 100 pL de minéralisat sont prélevés et

ajoutés à 50 UL d'acide périodique 25 mM, pH=1,2 et placés à 37"C, pendant 30

min. A I'issue de cette incubation, 40 pL d'une solution d:arsénite de sodium diluée

dans 2,5 o/o d'acide chlorhydrique 0,5 N sont additionnés et la solution ainsi

obtenue est incubée 1 à2 min à 37"C.

500 pL d'acide thiobarbiturhue 0,1 M, pH=9,0 sont alors ajoutés à la solution.

Le complexe rosé se développe en plaçant la solution dans l'eau bouillante,

pendani 7 min 30 sec. Le mélange est aiors refroidi à température ambiante et 1

mL d'acide butanoique y est ajouté. Après agitation, la phase organique est

prélevée et la coloration est lue à 549 nm.
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b) Dgsaqe de la succinate déshvdrogénase

Principe : L'enzyme activée réduit le 2,G-dichlorophénolindophénol (DCPIP) et

la phénazine méthosulfate (PMS), ce qui se traduit par une dégradation de la

coloration de la solution, lue à 600 nm. La D.O. variant très rapidement, sa valeur

est relevée tcutes les 12 sec jusqu'à stabilisation.

Mode Opératoire. 500 pl de Tris-HCl 300 mM sont mélangés à un même

volume de succinate de sodium 24 mM et de cyanure de potassium 24 mM, 5 min

à 25"C, dans une cuve pour spectroscopie.

500 pL d'échantillon contenant l'enzyme sont alors prélevés et ajoutés au

rnélange précédent, I'ensemble incubé 1 min, à 25"C.

500 trl de DCPIP 0,24 mM et de PMS 1,2 mM sont ensuite rajoutés et la D.O.

est lue à 600 nm, après 4 min de repos, toutes les 12 s jusqu'à stabilisation.

Chaque essaiest réalisé en triplicat.

c) Dosaqe des hexosamines par la méthode de Montreuilet Spik (1963)

Principe: la détermination quantitative des héxosamines est basée sur le

dosage à 52O nm d'une molécule colorée, produite par réaction entre un dérivé

pyrolique et le pdirnéthylaminobenzaldéhyde obtenu par contact de la fraction à

analyser avec I'acétone en milieu alcalin.

Mode Opératoire : Les échantillons ont été minéralisés en ajoutant 1 mL d'acide

chlorhydrQue HGI (12 N) à 1 mL d'échantillon, à 100'C, pendant trois heures. La

réaction est stoppée après refroidissement et centrifugation à 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 à partir de Dglucosamine.
n - - -  J - -  . . . L - -  - - . i . - l - L l ^ - ^ - &  r - : l Â ^  À  l t ^ ^ : J ^  ^ L l - - L . . J - : - . . ^  / l  O l  ^ L
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lavés à I'eau déminéralisée et distillée, ont été successivement ajoutés 2 mL

d'échantillon à doser, 1 mL d'une solution d'acétylacétone (acétylacétone 14 % /

carbonate de sodium anhydre 1,25 N / voUvol) et 1 mL d'eau dbtillée. Les tubes

sont bouchés, agités pendant 15 sec, puis placés pendant 10 min dans un bain-

marie bouillant. Après 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 l'échantillon est ainsi déterminé par différence des deux
pesées.

lll.3. Etude et comparaison des enveloppes de Ra/sfonra eufropha CH34, 1153

et 104 par électrophorèse SDS-PAGE

Les protéines des enveloppes bactériennes sont dénaturées par du SDS
(sodium dodécyl sulfate), qui les charge négativement, elles sont alors séparées

selon leur poids moléculaire dans un champs électrique.

111.3.1. Composition des oefs

Deux conoentrations 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 à 12 % permet la séparation de protéines dont le poids moléculaire est

compris entre 10 et 100 kDa. Un gel à 7,5 % permet la séparation des protéines

de 40 à 205 kDa. Le gel de concentration contient 4 % de polyacrylamide.

Afin de permettre une polymérisation homogène, le gel de séparation est

recowert d'isopropanol, qui crée I'anaérobiose. Après polymérisation, le gel de

séparation est lavé puis le gel de concentration est coulé audessus du premier.

Les peignes, formant les puits de dépôt des échantillons, sont alors placés.

lll.3.2- Préoaration des tampons et des échantillons

Les échantillons sont dilués dans du tampon échantillon, car la concentration en

protéines ne doit pas être supérieure à 20 Ug/Ul afin de ne pas surcharger le gel

en protéines.

Le dépôt de 20 Ug de protéines se fait après chauffage de l'échantillon au bain-

marie i mn 3û s, à irîs"C. [-e tampon d'échantilion joue un rôie important ear ii

contient du SDS, qui dénature les protéines mais aussi du glycérol qui alourdit

l'échantillon et du 2-p-mercaptoéthanol contre I'orydation des protéines.

111.3.3. Coloration au Bleu de Coomassie

Les protéines sont révélées par coloration au bleu de Coomassie, après fixation

dans un mélange éthanol/eau/acide acétique ( 4 :4:1 ; v :v :v ) ; les gels sont



lavés trois fois dans de I'eau ultrapure, puis colorés une nuit dans une solution de
bleu de Coomassie à 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 noirsoudan

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 (à O,S %)
contenant 20 olo d'acétone et 15 % d'acide acétique. lls sont alors décolorés
quelques minutes dans une solution d'acétone-acide acétique aux mêmes
concentrations.

I11.3.5. Méthode de conservation des qels

Les gels sont conservés entre deux feuilles de cellophane et déshydratés à I'air
45 min (système "GelAir Drying" de Bio-Rad).
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1il.4.

membrane exteme de Ra/sfonta eufropha CH34

Pour obtenir des protéines membranaires pures, actives et étant suffisamment

stables dans le temps pour être analysées, il est nécessaire de développer une

technique appropriée. La première méthode mise au point, après analyse

bibliographique, repose sur plusieurs étapes, qui peuvent se résumer à une

extraction des protéines de la membrane, suivie de la purification des protéines

extraites, avant ou après concen*uation des protéines.

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

euûopha QH34

) Cancqrtration de Ia memhrane et<Flme de Ratstonia uttopha GH34

l-es protéines de la membrane exteme de ia souche éiuciiée n'étant pas en

concentration sufiisante pour être purifiées, la membrane exteme a été lyophilisée

avant extraction.

Frincioe : la suspension de membrane externe est déshydratée, à -54"C, sous

vide, en présence de glycérolcomme cryoprotecteur.

Mode Ooératoire: 3 mL de suspension membranaire sont décongelés

quelques minutes à 30"C, 2O o/o de glycérol y sont ajoutés puis I'ensemble est

lyophilisé durant une nuit. Les membranes ainsi obtenues sont remises en

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

) EÉrpe d'etrtactioa des protéines membranaires 
"

prin.cipe : les protéines sont extraites de la membrane exteme, par action d'un

détergent non dénaturant à la concentration utilisée: le n-octylpolyoryéthylène

(Rosenbusch, 1990).

Mode ,Opératoire : 300 pL de suspension de membrane externe sont

décongelées quelques min à 30'C. 3 % de n-octylpolyoxyéthylène sont alors

ajoutés à la solution. L'ensemble est incubé t heure à 37"C, sous fôrte agitation,
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puis centrifugé à 100 000 X g, 30 min, à 4"C, afin d'éliminer les débris

membranaires et les protéines non solubilisées. Le culot est remis en suspension

dans 300 pL de tampon TRIS pH=8,00 et les sumageanb sont récupérés, puis

étudiés par électrophorèse SDS-PAGE à 12% de polyacrylamide.

Le surnageant contenant les protéines extraites de la membrane exteme de

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

à Çoncentration des prctéines membranaires extnaiÛes

Principe : les protéines extraites sont concentrées par précipitation par action

du polyéthylène glycol (PEG) ou du sulfate d'ammonium. Après centrifugation, les

protéines, concentrées dans le sumageant, sont purifiées par chromatographie.

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

PEG sont ajoutés successivement à la suspension protéique. L'ensemble est

incubé à 4"C pendant deux heures et centrlfugé à 20000 X g, pendant 10 min

(Schink et Schlegel, 1979). Les protéines constituant les culoE et surnageants

ainsi obtenus sont purifiées par chromatographie de filtration sur gel.

) Purtftcation des prctéines membranaires de Ralstonia eutopha CH34

Princioe: les protéines extraites et concentrées sont séparées les unes des

autres par chromatographie de filtration sur gel sous haute pression.

PÉsentation du matérielet mode opératoire:

chromatographie de filtration sur gel :

Les protéines extraites sont injectées manuellement (iniecteur Rhéodyne) sur

des boucles d'injection calibrées à 200 pL, sur une coionne cie filtration sur gei

G3000s.wxl (TOSOHAASi. Les protéines scnt séparées dans un tampon

phosphate, pH=7,00, en fonction de leur poids moléculairc.

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

D'autre part, entre deux passages d'échantillons, la colonne est rééquilibrée

avec Ie tampon d'élution. La pression inteme du système est surveillée et

détermine la fréquence des lavages additionnels du système'
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Performance :

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

r Unité centrale/contrôleur : 6005 Controller (Waterc):

o Détecteur: Photodiode Anay Detector996 (Waters);

. Cellule du Cétecteur '. en peek, de volume 10 UL ;

o Pompe '.626 Pump (Waterc);

r Coilecteur . Modeï 2128 fraction Collector (Bio-Rad);

o Matériaux biocompatibles : tubulure en peek',

o Logiciel de Pilotage, Acquisition et Traitement des données '. Millenium.

L'HPLC et les solutions sont maintenus à environ 10"C dans le cadre de Ia

purification protéique.

fii.4.2.

Le suivide purification a été réalisé en séparant les protéines en solution, selon

leur poids moléculaire, après dénaturation par action du SDS sur un gel de

polyacrylamide. Elles ont été révélées par coloration à l'argent ou au bleu de

Coomassie, selon la concentration en solution.
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lll.5. ldentification et rôle de la protéine de 45 kDa. rnise en évidence au niveau

de la membrane externe de Ra/sfonia eufrooha 104

L'analyse par électrophorèse SDS-PAGE des enveloppes des trois souches

bactériennes testées ont mis en évidence une protéine membranaire entre 41 et

47 k}a, dont I'expression est constitutive en absence de fer, chez Ralstonia

eutropha 104. Cette souche ne possédant pas les mégaplasmides de résistances

aux métaux lourds, nous nous sommes attachés à comprendre le rôle de cette

protéine plus exprimée en absence qu'en présence de 'cer.

Après comparaison des profils électrophorétiques des membranes obtenues à

partir de cultures en présence et en absence de fer fenique, nous avons réalisé un

suivi cinétique d'absorption du fer et des métaux lourds sur les membranes

extemes.

111.5.1. Rôle de la orotéine de 45 kDa : méthode de dialvse

Principe I une suspension d'1 mg de membrane externe de Ra/sfonia eutropha

104 est placée, en présence de sidérophores et de fer dans un sac à dialyse.

L'ensemble est déposé dans 50 mL d'eau suplapure. Apres 48 heures à 4"C,

sous agitation, la quantité de métalfixée conespond à la différence entre le métal

introduit et le métal libre. La membrane exteme de Ratsfonia eutrcpha CH34 a été

utilisée comme témoin négatif.

Cette même expérience a été aonduite sur la membrane exteme de Ra/sfonrb

eutropha 1M 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 à la réalisation de cette expérience, car

ils sont indispensables au transport du fer, mais leur implication est soupçonnée

dans le transport des métaux.
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Mode Opératoire :

a. Obtention de ia membrane externe

Après avoir obtenu ia membrane externe de Ralsfonia eutropfia CH34 et '104,

cuftivées en présence ou non de fer (Falla et a1.,1988), 1mg de cette fraction est

placée dans un sac à dialyse.

b. Obtention des sidéroPhores

Des études, utilisant des sidérophores, ont été menées avec des surnageants

de culture (Gil is et a|. ,1998).

Ainsi, Ratstonia eutropha 1153 (souche qui surproduit alcaligine E) a été

ensemenée dans deux litres de milieu spécifique, carencé en fer. Après

centrifugation à 5000 X g, 35 min, le surnageant contenant les sidérophores est

récupéré et filtré sur un filtre 0,22 Um. ll est aliquoté, lyophilisé et conservé à -

ZA"C.ll est remis en suspension dans un volume d'eau suprapure cinquante fois

inférieur au volume initial. 1mL de cette solution est ajouté au sac à dialyse

contenant la fraction de membrane externe.

c. Métaux testés

Les concentrations testées ont été de 1 à 15 ppm pour le fer et de I à 3 ppm

pour le cobalt, le zinc et le cadmium. Pour obtenir ces concentrations, des

solutions mères à 1 mg de métaUmL ont été réalisées, dans de I'eau suprapure.

Le volume finat de dilution a été de 1 mL pour chaque métal et chaque

concentration, placé dans le sac à dialyse.

d. Mise en clace Cu suivide diahrse

La figure i0 schématise ie montage réalisé pour l'étude de I'accumuiation cies

métaux par la membrane exteme de Ra/sfonia eutropha 104.

Chaque sac à dialyse a été remplis par:

o 1 mg de membrane externe

r 1 mL de sumageant de culture, contenant des sidérophores

" 1 rnl de métal entre 1 et 15 ppm pour le fer lll, 1 à 3 ppm pour les métaux

lourds
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lls sont fermés, ptacés dans un bécher contenant 50 mL d'eau suprapure et agités
pendant 48 heures, à 4'C.

La concentration en métaux lourds libres est alors déterminée par spectrométrie

d'absorption atomique, à I'extérieur du sac à dialyse.

Eau suprapure

de dialyae

Ivlétalli)é

Fioure 3 : schématisation du montage réalisé pour I'accumulation des métaux lourds
par la membrane exteme de Ralsfonia eutnpha 104 et CH34.

e. Dosage par spectroscopie d'absorption atomique

Le spectromètre utilisé est un Spectra AA (Varian).

Le fer a été dosé à 248,3 nm, le cobalt à 240,7 nm, le zinc à 213,9 nrn et le

cadrnium à 248,8 nm. Des droites étalons ont été réalisées à partir de citrate

d'ammoniurn fenique pour le fier et de chlorures pour les trcis autres rnétaux.
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i l1.6.

par méthode immunoloqique

La dernière partie de cette étude a eu pour objectif d'identifier le système de

résistance aux cobalt, zinc, cadmium. Les protéines de ce système n'étiant pas

suffisamment exprimées dans les enveloppes bactériennes pour être purifiées et

anatysées, nous avons produit des anticorps, initiés par des séquences aminées

de chacune des protéines du système.

principe : Les protéines composant le système czc, de résistances aux cadmium,

zinc et çobalt, seront identifiées dans chacune des enveloppes de la paroi de

Ratstonia eutropha, par production d'anticorps polyclonaux, dirigés contre

chacune de ces quatre protéines et produits à partir de séquences d'acides

aminés sélectionnées et révélés parWestern Blotting'

lll.6. 1 . Sélection dgs séouences,d'acides amin-és

Les acides aminês ont été sélectionnés après analyse de la séquence

nucléotidique d'un fragment d'ADN de 6881 pb, contenant le déterminant czc

(Nies et Silver, 1989).

Les acides aminés hydrophiles et hydrophobes ont été identifiés, les gènes 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 (Anéosystem, lllkirch, France) ont été injectées à des

lots de trois souris.

111.6.2. M?tériel biolo.oique

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

été utilisés pour chaque protéine à identifier'

i lr.6.3.

La première injection a été réalisée en intrapéritonéal, avêc une émulsion

de 200 pL d'un mélange : antigène et adjuvant complet de Freund (1 : 2; v : v)'
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Deux rappels ont été réalisés, ensuite, à deux semaines d'intervalle, en

intrapéritonéal, avec un mélange : antigène : adjuvant incomplet de Freund (1 :2;

v :v). Un dernier rappelde 25 pg d'antigène (mélangé à de I'adjuvant incomplet de

Freund) a été réalisé en intraveineuse, trois jours avant sacrifice.

l l l  Â 4 ôhtenf inn des cénlms

Le sang est récupéré, puis placé quatre heures à 4oC, il est centrifugé 10 min

à 1500 X g. Les sérums sont alors prélevés et regroupés par lot, supplémentés

avec un volurne équivalent de glycérolet conservés à -20"C

111.6.5. Analvse des sérums oar Western Blot

Afrn d'identifier et de localiser tes protéines reconnues par les anticorps,

I'ensemble des enveloppes de Ra/sfon ia eutropha CH34, Ralstania eutropha 1 153

et Ra/sfonia eutrcpha 104 ont été testées.

Principe: sous I'effet d'un champ électrique, les protéines des enveloppes,

séparées par électrophorèse, sont transférées à partir du gel sur une memhrane

de polyvinylidene difluoride (PVDF) réceptrice, d'une porosité 0,22 Pm' Les

anticorps polyctonaux sont alors mis en présence de la membrane et se fixent à la

partie antigénique de la (des) protéine(s) qui I'ont induit. Un second anticorps

marqué à la phosphatase alcaline est alors fixé à I'anticoçs << primaire >. Ce

complexe est révété par un mélange de p-nitro blue tetrazolium chloride (NBT) et

de 5-bromo4-chloro-3-indoyl phosphate p-toluidine (BCPIP) (Bïake et aL.,1984).

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

dans du méthanol, pendant 1 min, puis équilibrée dans de I'eau ultrapure. La
- - - - - i - - - - -  - - - r -  i - - ^ - - A ^  i . . a a ' r a r r  l m n c f a r {  a a r  c Â n h é a  l a c  n r n f é i n ê c  n Ê  S ê
f l l g l I l l l I a l l Ë  l Ë Ù 1 , Ë  l l l l l l l E l v l t l t  J u u Y u  c r u  L r c r r r c r r e r r  v q t  e v e t r e v r  r v e

transfèrent pas uniformément dessus.

Le gel et la membrane sont mis en contiact, le transfert des protéines est induit

dans un tampon Tobwin (Tobwin et a1.,1979) contenant 0,1 o/o SDS, sous 100 V,

pendant l  h30min,à4"C.

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

Saline), 5 min, et les sites non spécifiques sont bloqués dans une solution de TBS
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- tween 19/0, une nuit, sous agitation. Après lavage, la membrane est piacée en

présence de I'anticorps primaire (contenu dans le sérum), une heure à 37'C.

Après lavage, la membrane est incubée dans une solution de TBS, contenant

I'anticorps secondaire (anti-lgG, couplé à la phosphatase alcaline).

Etle est rincée trois fois dans un mélange TBS-tween 0,5 %, puis deux fois dans

du TBS, afin d'étiminer de !a membrane les traces de tween. La liaison antigène -

anticorps est révélée dans un mélange NBT- BCPIP.

Plusieurs concentrations d'anticorps primaires ont été testées afin de

déterminer la dilution ia plus appropriée :

.1 /1000he

o 1tzOOOè'.e

. 1/5000he

o et 1/10000è'e

C'est cette dernière dilution qui a été retenue pour I'ensemble de ces tesb.
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lll.7. Perspectives: fulise en évidence du oassaqe du fer feneux par ie svstème de

résistance czc

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

cadmium, zinc et cobalt pounait être induite non par un gradient de protons mais

par un gradient de fer ferreux.

Afin de confirmer ou non eette hypothèse, nous avons vérifié que le milieu de

culture contient une quantité significative de fer ll. En effet, le gluconate de

sodium, utilisé comme source de carbone est un réducteur et la stérilisation du

rnilieu par chauffage à 120"C, pendant 20 min, pounait favoriser la réduction du

fer fenique en fer feneux.

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 à trois niveaux :

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

. Avant autoclave

. Après autoclave

La concentration en fer ferrique est obtenue par différence entre le fer total et le

fer ferreux.

Mode Ooératoire : pour le dosage du fer total, l'échantillon est acidifié à pH=1,00

par ajout d'acide sulfurique. En ce qui conceme le fer feneux, l'échantillon est

acidifié suivant le même protocole, 50 mL sont alors prélevés et chauffés à 100"C,

pendant 40 min, en présence de péroxodisulfate de potassium. Après

refroidissement, le volume d'échantillon est ajusté à 50 mL avec de I'eau

ultrapure.

5 mL de chaque échantillon sont prélevés, 200 pL d'acétate d'ammonium et 100

trrL de chlorydrate d'hydroxamine y sont additionnés, L'ensemble est incubé

pendant 15 min, à I'obscurité, puis la densité optique est lue à 510 nm.

Une courbe étalon a été réalisée, entre 0 et 2 mg/L de fer, sous forme de fer

citrate d'ammonium.
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1V.1. Vérification de la pureté des souches

|V.1 .1 . Obiectif

Avant d'étudier les protéines des enveloppes de Ra/sfonia eutropha CH34,

104 et f i53, la pureié des souçhes a été vérifiée.

Un ensemble de tesF a été réalisé au début de cette étude pour confirmer

I'intégrité 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 lV : résultats des différents tesb réalisés pour I'identification de Ralstonia

eutropha

Tests r6alisés Ralstonia eutopha9B}{ - 1 153 €t 104

Asoeci des colonies sur milieu sélectif rlr{onies rondes. crànsrosée. plus foncée en prêsence de ler

Colordion de Grtn B&onnets droits, GRAM-

Milieu sélectif enrichi en Ni et Zn à 2 mM DâælopPement de colonies
Milieu séledif enrichi en fructæe Pæ de délelopoement

Rédudion de nitrates en nitrites +

Formation d'indole à Partir du
trvotoDhane

Fennentation du glucose
Hydrolyse de I'arginine

Hvdrolvse de I'urée Par I'uréas1
Hydrolyse de I'esculine

Hydrolyse de la gélatine

Hydrolyse du pnitroPhénYFPD'
delectoovranoside

Assimilation du glucose

Assimildion de I'arabinose

Assimilation du mannose

,dssimilation du m annitol

Assimilation du maftose

Aêcimilâtiôn ri I dll rcînâte

A.ssimildion du caprate +

Assimilation de I'adipate +

Assimilation du malate +

A,ssimilation du citrate

Assimilation du ohénvl-acétate
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|V.1.2. Résultiats et discussion

Le tableau lV résume les résultats obtenus pour chacune des souches,

Ces résultats sont en accord avec la bibliographie lMergeay et aL, 1985 ;

Sadouk et Mergeay, l9g3l, fes souches testées présentent toutes les

caractéristiques de Ralstonia euttopha Aucune contamination n'a été mise

en évidence dans chacune des cultures développées-
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l!.1. Suivi de.la croissance bactérienne - choix du milieu de culture

lV.2.1.Obiectif

La composition du milieu de culture est d'une importance primordiale, car il

influence la composition protéique des enveloppes (Neilands, 1982 ; Fein, 2000;

Andrès et at., 2000). En effet, le système de transport du fer est exprimé

seulement si la bactérie croît dans un milieu carencé en fer (Hartmann et Braun,

1981 ; Mergeay et al., 1985; Diels ef a/., 1995)- De même, le système de

résistance czc ne sera pas ou faiblement exprimé en absencê des métaux lourds

qui I' induisent.

1V.2.2. Proto,cole

Des études préafables, réalisées au laboratoire, ont mis en évidence plusieurs

points importants, qui nous ont permis d'optimiser les conditions de cultures :

o I'ajout d'un mélange d'oligoéléments ( SL7 > optimise la croissânce

bactérienne d'environ 2O o/o, sans influencer la production de sidérophores

(suivi pas le test CAS) de façon significative

r dans tous les cas, la biomasse est maximale après 72 heures de culture, à

30"C, sous agitation.

Ratstonia eutrcpha CH34 a été cultivée en présence de différentes

concentrations de cobalt, de zinc ou de cadmium, afin de déterminer la

concentration minimale d'inhibition (ou CMI), dans les mêmes conditions de

culture (figures 11 a, b, c).

1V.2.3. Résultats et discussion

Les concentrations minimales d'inhibition ont ainsi été déterminées pour chaque

métalloide, elles sont respectivement de 6,4 mM ; 1,6 mM et 4 mM pour le cobalt,
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a. Détçnlinatio-Lde la CMI pourdu Cobalt

0,9
0,8
0,7

Ë 0'6
g 0,5
3 o,a
I o,s

0,2
0,1

0

s courbe du Co

50 % d'inhibition de
creissance

7,5 10 12,5

[Col en nft,

15 17.5 20

Détermination de h CMI oour du Cdmium

0,9
0,8
o,7

E 0'6
g 0,5
3 o,e
I o,s

o,2
0,1

0

courbe du Cd

' 50 % d'inhibiffon de
croissarrce

1,5

le|] en rS,

b.

c.
Détermination de la GMI oour du Zinc

0,9
0,8
0,7

E 0'6
g 0,5
3 o,l
8 o,g

0,2
0,1

0

couôe du Zn

50 % d'inhibition de
croissance

@nJen nù{

Figutes 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 cobalt 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 ce'tte étude toutes les souches de Ratstonia eutroPha ont,

donc, été cultivées dans un milieu TRlS4luconate, carencé ou supplémerrté

en fer ou en métaux, pendant 72 heures, à 3O'C et sous agitation. Le volume

d'inoculation a ee l/lOO du vofume de culture final. Ces paramètres ont eté

fixés afin d?méfiorer fa répétabilité des rÉsultats obtenus.

82



1V.3. Fractionnement des enveloppes çeilulaifes de Ra/sfonla eufropha CH34, suivi

de pureté

|V.3.1. Obiect i f

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

ainsi que ies techniques d'isoiement cie ces structures. Le but de cette pariie esi

de pouvoir analyser leurs caractéristiques générales, leur anangement, 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 a/., 1988, légèrement

adapté à 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 marqueurc spécifiques ont été dosés.

lV .3.2. Protocole expérimental

Les enveloppes bactériennes ont été purifiées, comme le schématise la figure

1, paragraphe ll (matériels et méthodes). Brièvement, la membrane exteme a été

obtenue par induction d'un choc osmotique (sucrose 0,5 M), Le peptidoglycane et

la membrane cytoplasmique ont été obtenus à partir des muréinoplastes. Le

prcmier, a été isolé en déstabilisant la membrane cytoplasmQue avec un

détergent. La membrane cytoplasmique a été obtenue apÈs 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.

!\,/.3.3. Résultats et discussion

Le tableau V résume les résultats obtenus pour chacun de ces marqueurs, à

partir des enveloppes de Ra/sfonia eutropha CH34 :
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Tablqau V : dosage des marqueurs spécifiques et non spécifiques, râmenés au poids
sec

Fraction isolée Membrane externe Peptidoglycane Membrane
cytonlasmique

KDO (pmoUmg
poids sec)

91,4 !  4 ,6
soit 98,4 %

0,55 + 0,07
Soit 0,6 %

0,89 + 0,02
soit 1 %

SDH (Ul/mg poids
sec)

0,491 10-r
soit 0,73 %

0 62,65 + 0,12
sorl99.22 o/o

Héxosamines
(uo/mo poids sec)

0,16 + 0,002
soit 1 1,5 o/o

1,13 + 0,003
soit 82 o/o

0,09 + 0,009
soit 6,5 %

Protéines (mg/mg
de poids sec)

4,95 x 10-z 1,6 x 10-z 1,07 x lo-a

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

Les résultats obtenus avec le KDO montrent qu'il est principalement présent
dans les fractions contenant la membrane exteme et que les concentrations
trouvées dans les deux autres fractions sont négligeabbs (inférieures ou égales à
1o/ol. En effet, il est cent fois plus concentré dans les membranes extemes que
dans les autres enveloppes. Ges résultats sont en accord avec ceux exposés par
Booth et Curtis (19771, qui ont trayaillé sur I'obtention des enveloppes de
Pseudomonas aeruginosa PAo1, mab égabment par Falla (iggO) chez
P se u do m o n as fl u o rcscens.

En effet, êes auteurs ont obtenu des résultats comparables, avec une fiaible
contamination des muréinoplastes par la membrane exteme. D'ailleurs, Nikaido et
Vaara, en 1985, ont égabment relaté ta diffculté d'obtenir un rendement de 1}0o/o,
chez Pseu domonas aeruginasa -

Le tableau V démontre gue la membrane exteme a été obtenue avec un
bon rendement (98,4 %). Gette observation confirme que le peptidoglycane et la
membrane cytophsmQue n'ont pas été contaminés par la membrane exteme, au
cours de I'isobment (moins de 1 o/o de KDO dosé dans cæ enveloppes).
Par ailburs, Hoyle et Beveridge (1983), avabnt obtenu des fractions de
peptidoglycane dépourvues de contaminations par la membrane exteme.

concemant I'activité sDH, margueur spéciflque de h membrane
cytoplasmQue (Kasahara et Anraku, 1974), dosée dans chaque enveloppe, seute
cette fraction pÉsente une activité sQnificative (99,22 olo de I'activité totab). Ges



résultats sont en accord avec ceux obtenus par Falla en 1990, ils tendent à

montrer que la membrane cytoplasmique a été isolée avec un très bon rendement,

tout en conservant ses propriétés.

Par contre, Booth et Curtis (1977) et Hancock et Nikardo (1978) ont trouvé

une contamination d'environ 15 o/o dans la membrane externe.

Les héxosamines, se situent essentiellement dans le peptidoglycane,

cependant elles entrent également dans la composition de la membrane externe.

En effet, cette enveloppe contient un dérivé de glucosamine (Prescott et al.,

1995). Cette demière observation peut expliquer le pourcentage de 11,5 o/o

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 près de 4 fois plus de protéines par mg de poids sec que la

membrane cytoplasmique, ce quiest en accord avec la bibliographie des bactéries

à GRAM négatif (Yamato et a1.,1975 ; Thorne et al., 1973 ; Osbom et a1.,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

espèce bactérienne à I'autre. Aussi parce que Ra/stonia eutrcpha CH34 et

souches dérivées sont cultivées en pression métallique ou en absence de fer, ce

qui pounait induire une surexpression des protéines dans cette membrane.

Ces résuftats tendent à démontrer que chaque enveloppe de Ralstonia

eutropha CH34 a eté obtenue avec un bon rendement (supérieur à 9O o/o en

moyenne) et sans contamination significative des autres enveloppes, Leur

composition protéique a donc été déterminée par étectrophorèse SDS-PAGE.
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IV.4. Ahalv$e par électrophorèse de la membrqne externe de Ralsfonia eqfroprra

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

1V.4.1 . Obiectif

Afin de mieux comprendre I'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 I'obtention de leur membrane

exteme. Les profils protéiniques de ces fractions ont été compafés par

électrophorèse SDS-PAGE.

lV.4.2. Protocole

Ces profils électrophorétiques ont été obtenus à partir d'un gel de
polyacrylamide à 12 o/o, en présence de SD$ qui dénature les protéines. Ce gel

permet de visualiser des protéines dont le poids moléçulaire est compris entre

14,5 et 120 kDa. Les fractions membranaires ont été diluéês dans du tampon

Laemmli, pour avoir une concentration de protéines de 20 pg ilar puit. Ce tampon,

qui contient du SDS et du B-mercaptoéthanol, permet de dénaturer les protéines

membranaires, en chauffant l'échantillon lmin 30, à 100"C. Après migration les

protéines sont colprées 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 ru).

1 4 0
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.e, 1oo
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Figures 12 A et B : profils électrophorétiques et spectres de densité de la membrane
exteme de Ra/srbnia eutropha CH3/|, cultivée avec (12A) et sans (128)rer

1V.4.3. Résultats et discqssion

Nous pouvons remarquer en comparant ces deux spectres d'intensité, qu'au
moins cinq protéines sont sur-exprimées, quand les bactéries sont cultivées en
absence de fer. Ces protéines sont respectivernent de 29, 41, 63, 65 et 80 kDa,
La demière de ces protéines pourrait conespondre au récepteur du complexe
sldérophore-fer. En effet Gilb ef at (1996), a ldentiflé le récepteur du complexe
alcafigine E-fer à 83,5 kDa. La bibtiographie concemant Ratstonia eutrcpha CH34
n'a cependant pas mis en évidence des protéines pouvant conespondre aux
quatre autres protéines.

Toutefois, plusieurs prctéines de la rnembrane exteme ont été ldentitlées
chez d'autres souches bactérbnnes, dans les mêmes conditions opératoires
(carence en fer). En effet, cinq protéines comprises entre 51 et 95 kDa, sont
surproduites chez Bardetella perfussrb (Connell et al., 1998). D'autre part,
Guerinot rappelle en 1994, que certaines souches synthétisant ou fxant plusburs
skJérophores différents (comrne Pseudomonas aeruginosa qui produit des
récepteurs de fenripyochefine, fenipyoverdine et fenienterobactine), pnqduisent
entre trois et six protéines dans la mernbrane exteme. En se basant sun cette
demière obseruation, nous powons supposer que Ralstonla eutopha Gl{34
pourrait produire non pas un mais plusieurs sidérophores ou qu'e$e
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synthétise des récepteurs lui permettant de capter des sidérophores
d'aubes souches bactériennes.

cette hypothèse peut, par aifleurs, être étayée par les travaux de
MÛnzinger et al. (1999), qui a purifié et déterminé, par chromatographie en phase
gazeuse couplée à un spectromètre de masse, la structure d'un sidérophore
majeur. proclutt par Ra/sfonia euûopha 1153' la staphylofenine B. Ce sidérophore
est de type citrate, contrairement à Alcaligine E, sidérophore mis en évidence par
Gilis ef a/. (1996 et 1998i, dont le groupement de liaison au fur lll est un
phénolate.

Pour confirmer la surexpression de plusieurs protéines dans la membrane
externe des bactéries cultivées en absence de fer, des anticorps monoctonaux ont
été produits en utilisant cette membrane comme immunogène (Melchior et al.,
2001). Plusieurs hybrides plus ou moins spéciflques ont été obtenus (11 hybrides),
deux ont été retenus (ELISA), pour leur spécificité exctusive pour la souche
cH34.

Tableau Vl : Réaction immunologique des anticorps monoclonaux produits par les
deux hybridomes retenus ( 8517 et AE5/9) avec différentes souches dérivées de
Ralstonia eutrcpha CH34 par ELISA.

souches hybridomes
Nom Référence Plasmides AE5I7 AE5/9

Ralstonia eutrcpha CH34 cultivée
en absence de fer

Mergeayef a/. (1978) pMoL 28 (180 kb)
pMOL 30 (238 kb

+++ +++

Ralstonia eutropha CH34 cultivée
en presence de fer

Mergeay et al. (1978\ pMoL 28 (180 kb)
pMOL 30 (238 kb)

+ +

Ralstonia sp. strain AE 104 Merqeav ef a/. (1985) No olasmkls
Ra/stonra sp. strain AE 126 Merqeay ef a/. (1985 pMOL 28 (180 kb)
Ralstonia sp. strain AE 128 Mergeay ef a/. (1985) pMOL 30 (238 kb)

Ralstonia sp. strain JMP 134 pJP4
Ralstonia sp. strain CH34 Transconjugant AE194 X

4E245
pMoL 28 (180 kb)
oMOL 30 (238 kb

+ +

Ralstonia sp. strain AE 81 Lejeune ef a/. pMOL 28 (
pMOL 30 (

kb)
kb)

+ +

Ralstonia sp. strain AE 43 From Pr. Mergeay (1998) pMOL 28.43
pMOL 30 (238 kb)

Cet anticorps reconnaît une

surexprimée en absence de fer.

I'hypothèse suivante :

protéine de 41 kDa, plasmides-dépendante et

A partir de cette observation, il se dégage
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+ ll existe au moins une protéine, dans les enveloppes cellulaires,

impliquée dans les systèmes de transport de fer et de résistances aux

métaux.

Aussi, cette protéine de 41 kDa, sera utiiisée comme marqueur antigénique

spécifique de la souche Ralsfonia eutropha CH34.

Cette première etape 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. ll est

important d'identifier fa (ou fes) protéine{s} réceptrice(sf du complexe

sidérophorefer, parmi ces protéines. C'est pourquoi, nous avons comparé les

profifs électrophorétiques des membranes externes de deux souches dérivées

de Ralstonia eutropha CH34:

o Ralstonia eutrcpha lO+, souche qui ne contient pas fes

mégaplasmides, n'exprime donc pas les systèmes de nésistance czc et cnr

o Ralstonia eutropha | 15.3, mutant qui présente exactement les mêmes

caractéristiques que fa souche mère, mais qui surexprime la production du

sidérophore (Gilis et al,, 19981.

De plus, le peptidog$cane et !a membrane q/toplasmigue de ces souches

ont été purifiés et etudiés par électrophorèse afin de compléter fe schéma

protéinique de ce transport.

Enfin, fa comparaison des enveloppes de Ralstonia eutropha lO4 et I t53,

cultivées en pression métalfique, contribuera à mettne en évidence les

protéines constituant le qtstème czc.
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1V.5. Çomparaison des envelqppes de Ra/sfonia,eufropha CH34. 104 et 1153, pour

I'identification des protéines impliquées dans les transport de fer et de.r€sistance

czc

lv.s.l.Analvse des protéines dgs enveloppçs de Ra{sfonia qufrophq CH34.

104 et 1153 par électrophorès_eSDS-PAQE

a.9bie-ctifs

Cette partie de l'étude a eu pour objectif d'établir définitivement le profil

protéinique des enveloppes bactériennes de Ralstonia eutropha çH34, 1153,104.

Deux types de protéines peuvent être révéfées :

les premières interviennent dans le transport du fer ferrique, les secondes

permettent à la bactérie d'expulser le cobalt, le zinc et le cadmium, ce qui rend les

souches possédant ce type de protéines résistantes aux métaux (Diels et al.,

1995;Mergeay, 1990).

b. Protocole

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

- Ralsfonia eutropha CH34 a été cultivée dans un milieu spécifique et en

présence de fer. Elle constitue un témoin négatif danS I'identification de ces

protéines ;
- Ralstonia eutropha 104 a été cultivée en absence de fer, afin de

surexprimer le transport du fer. Gette souche étant dépourvue des

mégaplasmides de resistances, elle constitue le témoin positif ;
- Ra/sfonia eutropha 1153 a été cultivée en absenôe de fer et en pression

métallique, afin d'optimiser I'expression des systèmes czc et de transport

du fer ferrique

Deux électrophorèses ont été réalisées pour analyser la composition

protéinique de ces enveloppes : le gel de séparation de la première à 12o/o de

pofyacrylamide (permet I'analyse des protéines de 14, 5 à 120 kDa), le seconde à

7,5 o/o (permet l'ânalyse des protéine de 39,5 à 205 kDa). De plus, dans Ies deux

cas un gel de concentration à 4 o/o â été utilisé.
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Ges deux concentrations en polyacrylamide ont été choisis pour les raisons
suivantes :

o les protéines de transport de fer identifiées à ce jour se situent entre 17
kDa (monomère) et 185 kDa (hexamère), selon les unités eonsidérées
(Higgs et a|. ,1998).

o Celles composant te système czc, sont sous forme dimériques (sauf czc
D) : de 39 et 40 kDa pour chaque sous-unité de czc c (GroBe et al., 1g9g),
jusqu'à 124 kDa pour Czc A (Nies et Silver, lg8g).

78910

29 kDa h

)trimère El6 B /E)ô D ?

CzcB?

E x b D ?
T o n B ?

E x b B ?

1:
2 :
3 :
4 :
5 :
6 :
7 :
8 :
o .
10 :

Fiqure 13 : électrophorèse à7,5 % des enveloppes bactériennes

standards de poids moléculaire :29kDa,4s kDa,66 kDa, g1 kDa, 116 kDa, Zosk}a.
rnembrane externe de Ra/sfonia eutropha CH34
membrane externe de Ra/sfonia eutropha 1153
membrane externe de Ra/sfoma eutropha 104
peptidoglycane de Ralstonia eutropha CH34
peptidoglycane de Ralstonia eutropha 1153
peptidoglycane de Ralstania eutropha 104
membrane cytoplasmique de Ralstonia eutropha Cl-134
membrane cytoplasrnique de Ralstonia ewtropha I1S3
menrbrane cytoplasrnique de Ralstonia ewtropha fi4

c. Bésultats et dfrscussio-n

o Analvse des nnernba'aneg externes

La figure 13 nnontne, tout d'abord, le profll protéiniqr.le des rnemhnanes
extennes. Dans le cas de Ralstonia eutropha 1153, nous observons cilafinement
deux pnotéines de 4tr et 45 kDa respectivement, non détectées dans ta rmemhname
extenne'de Ralstanfa ewtrapt'ra Q1434 cultivée en présence de fer. Ces pnotéines
pournalent correspondre arx fonrnes monornériques des deuN sor.ls-unltés de Qzc

cr. c ?116 
kD"
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C, que la bibliographie identifie à environ 39 et 41 kDa respectivement (Rensing

et a\.,1997).

Cependant, Ralstonia eutrcpha 104 surexprime une protéine (ou un ensemble
de protéines) de même poids moléculaire (dépôt 4); il est difficile de déterminer
précisément son poids moléculaire (entre 41 et 47 kDa). ll peut s'agir d'un
multimère car l'électrophorèse a été réalisée dans des conditions dénaturantes, ce
qui pourrait expliquer la largeur de la bande protéique. Son poids moléculaire

serait âlors supérieur à 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 coti ou

Pseudomonas fluorescens, identifiês dans la bibliographie (Guerinot, 1994 ;
Schalk et al., 1999; Higgs et al., 1998). Les profils électrophorétiques de la

membrane de Ra/sfonia eutropha 104, issue de culture en présencq et en

absence de fer ont été réalisés afin de vérifier I'influence du fer sur I'expression de

cette protéine (figure 14a|:

97,4 kDa

58,1 kDa

2ekDa 
ffi

+ fer

Figure,l4a : électrophorèse de la membrane externe de Ralsfonia eutropha 104,

issue de cultures avec et sans fer

Gette électrophorèse révèle que la protéine de 4147 kDa est surproduit en

absence de fer, ce qui confirme que le fer régule négativement son expression.

La concentration de cette protéine par rapport à I'ensemble des autres
protéines membranaires, ainsi que I'allure de la bande protéinique, révélée par

- fer



une coloration au bleu de Coomassie, pourrait indiquer la présence d'une protéine

majoritaire: une porine ou une protéine de Braun (analyse bibliographique sur la
composition de la membrane exteme). Plusieurs tests ont été réalisés pour vérifier

ou écarter cette hypothèse.

o Nature de la protéine de 45 kDa au niveau de la membrane exteme de

Ralstonia eutrcnha 104

Afin de vérifier si cette protéine est une protéine majoritaire, deux

électrophorèses supplémentaires ont été réalisées :

r La première a eu pour objectif de déterminer si cette protéine est une porine

trimérique (figure 'l4bl: le premier profil a été obtenu à partir d'un échantillon,

dilué dans du tampon Laemmliet chauffé 1 min 30, à 100'C, le second n'a pas été

chauffé. Les porines, sous forme de trimère dans le membrane externe, restent

sous cette forme quand l'échantillon n'est pas chauflé, mais passent sous forme

monomérique dès 70'C (Lakey et Pattus, 1989; Trieschmann et al., 1996,

Achouak et a|.,2001).

chaufié non chauffi
\

{Ë "rË

31

21 ,5

1Â 5 ii'ÈÈ;j;.j*

Fiqure '14b : électrophorèse de la membrane externe de Ralsfonia eutropha 1O4

chauffée et non chauffée

L'analyse de cette électrophoÈse confirme, d'une part la surproduction d'une

protéine membranaire d'environ 45 kDa, chez Ralstonia eutropha 104. D'autre

97,1
66



part, la chaleur n'a aucune influence sur la structure de cette protéine, son poids

moléculaire restant le même avant ou après chauffage.

Cette demière observation tend à confirmer que si cette protéine est une
porine, elfe ne peut être gue monomérique.

' la seconde électrophorèse a été réalisée dans les mêmes conditions

opératoires, puis ie gei a été coloré au noir soudan (figure 15). Ce colorant
permet de Évéler spécifiquement les groupements lipidiques des lipoprotéines
(Pratt et a|.,1969). Hors les protéines de Braun, protéines majeures qui relient la

membrane exteme au peptidoglycane, contiennent un groupement lipidique
(Pelmont, 1993 ; Prescott et a|.,1995).

Mb E)d

66 kDa

45 kDa

33 kDa

21,5 kDa

.5.

Figure 15: électrophorèse de la membrane externe de Ra/sfonia eutrcpha

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, à la même

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 Ra/stonia 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 résultats nous ont permis de remarguer plusieurs points importants dans
la compréhension du rôle de cette protéine:

r deux bandes protéigues d'environ 4l et 45 kDa apparaissent au
niveau de fe membrane externe de Ralstonia eutropha | 153, cultivée

en absence de fer et en pression metatlique, mais à des concentrations
moins importantes.

. une protéine d'environ 45 kDa est surproduite chez Ralstonia

eutropha lO4, en absence de fer

c elle n'est ni une ponne trimériqu€, ni une protéine de Braun, protéines

majeures de la membrane externe des bactéries à GRAM négatif

o enfin Ralstonia eutropha lO4 ne possédant pas tes mQgapfasmides de

résistances pMOLZ8 et pMOHlO, cette protéine ne peut ètre liée aux

mécanismes de résistances aux métaux lourds.

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

être iiée au tËnsport du fer, la souche ayant été cultivée en absence de fer. Elle
pounait correspondre à une forme monomérique 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 à 83,5 kDa chez Ralstonia eutropha CH34
(Gifis et al., 1996). Cependant, un récepteur du complexe fer-transfenine, de 42

kDa, a été identifié chez Staphytococ€us aureus et Staphylococcus epidermidis
(Modun et a1.,1998 ; Modun et Williams, 1999). Or, !e sidérophore majeur produit

par Ra/sfonla eutropha CH34, la staphylofenine B est aussi produite par

ditférentes souches de Staphylococcus (Mûnzinger et a1.,1999).

Cette protéine pounait aussi coffespondre à une protéine membranaire, dont

l'expression est régulée par le système Fur-fer ll. En effet, de nombreuses études

ont révélé que la protéine Fur (en présence de fer feneux comme co-facteur)

régule directement ou indirectement de nombreux gènes, dont certains ne sont
pas liés au transport de fer (Ochsner et Vasil, 1996 ; Escolar et al., 1998). Par

exemple, près de 90 gènes régulés par Fur ont été identifiés chez Escheichia coli

(Hantke, 1999), codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme, la

réponse au stress orydatif, ou comme facteurs de virulence.

Nous avons mis au point une méthode de purification de protéine

membranaire afin d'isoler cette protéine (paragraphe 1V.6.).



Nous avons, de plus, réalisé un suivi d'absorption du fer par cette membrane,
traduit par un modèle mathématique de gpe isotherme.

Au niveau du peptidoglycane et des membranes cytoplasmiques des trois
bactéries, nous pouvons observer (figure 13) :
- fes profils obtenus à partir des enveloppes de Ratstonia eutropha CH34,
révèlent, après coloration au bleu de Coomassie, des bandes protéiniques de
poids moléculaires compris entre 80 et 105 kDa. Plusieurs études ont clairement
détaillé I'existence d'un complexe trimérique, dimérique ou monomérique du
couple Exb B - Exb D, selon l'étape du mécanisme où elles interviennent (Higgs
et al-, 1998 ; Moeck et Coulton, 1998) et selon I'obtention de l'échantillon
protéique.

- De plus, un ensemble de protéines d'environ 185 kDa sont révélées dans la
membrane cytoplasmique et le peptidoglycane de Ralsfonia eutropfia 104. Elles
pounaient corespondre au complexe trimérique Exb B - Exb D, ancré dans la
membrane cytoplasmigue, s'étendant jusqu'au peptidoglycane et gui intervient
dans le dépfacement de Ton B jusqu'à la membrane exteme (Higgs et al.,1ggg).

Plusieurs bandes protéiques peuvent conespondrc à ces fonnes
monomériques de Exb B et Exb D :

o des bandes de 17,33 et 48 kDa apparaissent au niveau des fractions de
peptidoglycane, qui conespond aux poids moléculaires donnés par la
bibliographie pour Exb D, selon la configuration de cette protéine comme
monomère, dimère ou trimère (Higgs et al.,19gB) ;

. une protéine de 29 kDa est présente dans le peptidoglycane et la
membrane cytoplasmique. Après analyse bibliographique, elle pourrait
coresoondre à la nrotéine trvh Fl-  - _ -  - - r  -  ' -  r '

- Les profils prctéiques ainsi obtenus révèlent I'apparition d'une bande 3g kDa au
niveau du peptidoglycane, bande également visualisée au niveau des membranes
cytopfasmiques de Ralsfonia eutropha CH34 et 1153. Ces bandes pounaient
correspondre à la protéine Ton B, identifiée chez Escheichia colià 36 kDa (Higgs
et  a | . ,1998) .
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- Enfin, deux protéines de 110 et Qa kDa, au niveau de la membrane
cytopfasmique, sont exprimées par Ra/sfonia eutropha 1153, mais elles sont
absentes du profil protéinique de Raistonia eutropha 104 et CH34. Cette souche
ayant été cultivée en absence de fer et en pression métallique, nous powons

supposer que cette protéine intervient dans le mécanisme de résistance aux
< métaux iourds ù ezc.

Ainsi, si nous nous basons sur le système czc, détaillé dans I'analyse
bibliographique, ces protéines peuvent conespondre à la protéine Czc A, ancrée
dans le membrane cytoplasmique, elle s'étendrait dans le peptidoglycane et serait

à la base du système de la < pompe >> czc (Nies et Silver, lg8g ; Diels et al.,
1995; Taghavi et al., 1997). D'autre part, le profil obtenu avec la membrane

cytoplasmique révèle une troisième bande, proche de 80 kDa, qui pourrait

corespondfe, à une partie tronquée de la protéine (dépourvue de sa partie

périplasmique).

L'analyse par électrophorèse des enveloppes de Ralstonia eutropha

CH3+, tO4 et t t53 a permis de mettre en évidence plusieurs protéines gui
pourraient intervenir dans le transport du fer et fe système de résistances aux
métaux lourds, czc. Cependant cette identification reste approximative et

empirique. Afin de démontrer le système czÇ nous avons produit des
anticorps polyclonaux spécifigues de chaque protéine qui fe compose, à
partir dun ftagmeril d'acides aminés de leur séquence ADN.

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

o l'étude de la protéine de 45 kDa au niveau de la membrane externe de

Ralstonia eutropha lO4

o la confirmation du modèle czc
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tv.6.
impliquées dans le transport de fer

!V.6.1. Obiectif

Afin d'étudier les protéines membranaires, impliquées dans le transport de
fer, et plus particulièrement le i'écepteur sidérohore-fer, une méthode de
purification a été mise au point. Cette partie détaille l'évolution de la technique
jusqu'à obtention du protocofe final. En effet, les premierc tests, réalisés sur
Ralstonia eutropha CH3+ 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, lggg).

1V.6.2- Protocole : Ootimisation de la méthode

Après analyse bibliographique, la purification de protéines membranaires à
partir de la membrane exteme de Ra/sfonia eutrcpha a êtê décomposée en trois
étapes, quiont dû être optimisées :

a. I'extraction des protéines membranaires d'autres constituants

membranaires

b. la purification de la protéine à étudier de I'ensemble des protéines

extraites

c. une étape de concenhation est souvent nécessaire,
particulièrement dans le cas de protéines membranaires, d'origine

bactérienne. cette dernière étape peut être une étape
interrnédiaire entre les deux précédentes ou intervenir après
l'étape de purification.

Deux modes d'extraction sont couramment mis en æuvre pour cette première
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-octylpolyoxyéthylène
(Rosenbusch, 1990).
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Cependant, des sclvants ont également été testés, choisis selon leur polarité :
le l,2dichloroéthane, I'acétate d'éthyle et un mélange phénol :chloroforme :acide
isoamylique. Les résultats, non présentés ici, ont mis en évidence une forte
dénaturation des protéines membranaires ainsi extraites (déterminé par

chromatographie de fittration sur gel).

Dans la première série d'expériences, la suspension de membrane exteme de
Ralstonia eutropha cH34 a été extraite en présence de 4 a/o de n-
octylpolyoryéthylène, une heure, sous forte agitation, à 37"C (R-osenbusch, 1990).
L'ensemble est alors centrifugé à 100 000 x g, pendant 30 minutes, à 4oC, le
sumageant 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

éfectrophorèse (Figure 1 6).

Fractions purifiées par IEC cationique forte

Fiqure 16 : électrophorèse en SDS-Page de la membrane exteme de Ra/sfonra

eutropha CH34 et des protéines après purification

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

1. une concentration initiale de protéines insuffisante ;

@ {ffiF
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les protéines membranaires n'ont pas été correctement extraites et sont
précipitées au cours de l'étape de centrifugation ;
une quantité importante de protéines sont perdues au cours de l'étape de
purification, le gradient ne permettrait pas de décrocher conectement les
protéines de fa colonne chromatographique.

Pour pallier ce problème nous avons testé deux méthodes de concentration, avant
et après extraction :

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

- les protéines ont été concentrées après extraction par précipitation. Deux
composés ont été testés : le sutfate d'ammonium et le polyéthylèneglycol.

Le tableau Vll présente l'évolution des protocoles et le mode opératoire finalement
mis en æuvre :

2.

3.
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a. Analvse du protocofe 1

20 % de glycérol (comme cryoprotecteur) sont alors ajoutés à la suspension
de membrane externe de Ralstonia eutropha CH34 et I'ensemble est lyophifisé
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-octylpolyoxyéthylène, pendant une heure, à
37"C, sous agitation (Gravito et Rosenbusch, 1986; fiche technique BACHEM,
1996). L'ensemble est centrifr,rgé et le culot est remis en suspension dans le
même tampon puis fes protéines sont concentrées avec du sulfate d'ammonium (à
30 o/o et 60 o/o) ou du polyéthylène glycol (à 10 % êt25 %). Ghaque fraction a été
testée en chromatographie de filtration sur gel.

Les figures 17 a, b, c et d présentent les chromatogrammes obtenus à Zæ et 2g0
nrn. Ces chromatogrammes mettent en évidence plusieurs points importants :

Premièrement: les protéines extraites par b sulfate d'ammonium à 30% sont
de faible poids moléculaire (inférieur à 7 kDa), elbs peuvent correspondre à des
fragments de protéines, dues à une dénaturation. A moins que les protéines de
faible poids moléculaire n'aient été concentrées.

De,uxièmçment: le chromatogramme des protéines du culot, séparées par
chromatographie de filtration sur gel, se divise en deux parties. La première entre
t=2 min et tr8 min, se compose de trois pics protéiques, mal résolus et dont le
poids est supérieur à 2 000 kDa. Compte tenu de ces observations, ces protéines
semblent correspondre à des agrégats protéines-détergent. La seconde partie du
chromatogramme, entre t=15 et 18 min, est comparable aux résuftats obtenus
avec le sumageant, les protéines séparées corespondent à des poitls
moléculaires inférieurs à 12 kDa.

Troiqième{nent : la seconde extraction au sulfate d'ammonium à 60 o/o donne
des résultab comparables à ceux obtenus par la première extraction : les
protéines qui nous intéressent ne sont pas extraites.

Quatrièmement: les résultats obtenus avec le polyéthylène glycol sont
comparables à ceux obtenus avec les fractions testées, après action du sulfate
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d'ammonium, des agrégations de protéines apparaissent de façon significative.
D'autre part, des dénaturations peuvent être observées dans chaque échantillon.
Cependant une protéine de 63,5 kDa est extraite dans les surnageants, obtenus
après action du PEG, mais la densité optique de ce pic protéique n'est pas
important et conespond à une faible concentration.

Ces résultats mettent en évidence que ptusieurs étapes du protocole
doivent être opti4risées. Tout d'abord, nous avons observé une dénaturation
des protéines, qui petrt intervenir pendant l'étape de lyophitisation ou être
consécutive à f'tltilisation du détergent pour f'extraction. Afin de fimiter cette
dégradatioa et de déterminer laquelfe de ces étapes en est fa cause, du
phényfméthyfsqlfate à | mM (ou PMSFI, qui a un rôte d?ntiprotéaser sera
ajouté âu tampoh d'extraction (Deutscher, lggo i Jascow, lggol.

De plu+ f'ensemble ne sera pas incubé une heure à 37"C, mais une nuit, à
4'C, ce qui dewait également timiter la dénaturation.

Pour pallier le probfème d?grégation, intervenant au cours de f'étape de
purification, d.t détergent à O,5 ô/o {concentration minimafe de formation de
micelfesf a été ajo4é au tampon d'élution qui n'en contenait pas.

b. Analyse du protocole 2

Ce deuxième protocole a été mis en place avec les modifications exposées
précédemment. Les protéines extraites ont été purifiées, par chromatographie de
filtration sur gel. Le chromatogramme obtenu tend à montrer que les modifications
apportées au protocofe 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 gont élués de la colonne de filtration sur get

entre t=2 et I min. Après 15 min, des protéines de faibles poids moléculaires sont
éluées de la colonne. Les densités optiques des pics tendent à montrer que les
protéines sont faiblement concentÉes.

Une électrophorèse en SDS-PAGE, à 12 o/o a été réalisée avant purification, pour

confirmer ces observations (figure 1 8).
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45

31

21,5

sulfâte d'ammonium poly6hylène glycol

Fiourç 19 : Electrophorèse des protéines de la membrane extêrne de Ralstonia
eutrcpha CH34, après extraction par du n-octylpolyoxyéthylène (protocole 2)

Premièreme,nt, le gel a été coloré à I'argent, la quantité de protéines obtenues
avant purification étant insuffisante. ce qui est en accord aveÇ les densités
optiques des chromatogrammes obtenus en filtration sur gel.

Deuxièmement, les profils électrophorétiques mettent en évidence que tes
protéines sont réparties dans deux frâctions, qu'elles aient été concentrées par le
sulfate d'ammonium ou par le PEG.

TroisiQmement, les profils électrophorétiques des protéines extraites sont
comparables au profil de la membrane externe. Ainsi, les pics observés entre 2 et
I minutes colrespondent à des agÉgats de protéines, matgré la présence de
détergent dans le tampon d'élution. Or, le chromatographie en filtration sur gel est
couramment utilisée en fin de purffication, comme étape de << polissage D, après
une première 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 à
plusieurs niveaux du mode opératoire. Les deux étapes de concentration
n'étant pas satisfaisantes (ta lyophifisation et la précipitation), efles ont été
rempfacées Par une méthode de filtration sur rnembrane, induite par une
force cefirifuge. Cornme t€tude bibtiographigue t? exposée, cette technigue
est utilisée pour pallier tes problèmes de dénaturation.

De pfus, une seufe extraction pouvant être insuffisante à l'obtention de
l'ehsemble des protéines membranaires (ce qui pourrait expfiquer ta faible
quantité de protéines obtenues après extractionl, cing extractions
successives seront réalisées.

Enfin, f'étape de purification par çhromatographie de fittration sur gef
sera rempfacée par une étape de chromatographie d'échanges anionigues
faibles, plus séparative.

c. Analvsg du protocole 3

Après chaque extraction, le culot est remis en suspension dans le même
volume de tampon. ll est alors concentré, ainsi que le surnageant, par
centrifugation des tubes de filtration (seuil 9000 Da), à 14000 X g, pendant une
heurê, à 4'C. La composition de chaque échantillon est alors déterminée par
éfectrophorèse SDS-PAGE à 12o/o de polyacrylamide. Seules les fractions
contenant des concentrations significatives de protéines seront regroupées et
purifiées en chrontatographie d'échanges anioniques faibles. La figure Z0
présente l'électrophorèse obtertue, après coloration au bleu de Goomassie :
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Premièrement, les protéines extraites sont concentrées principalement dans le
surnageant issu de la première extraction par le n-octylpolyoxyéthylène, Les
surnageants issus des quatre extractions suivantes contiennent pas ou peu de
protéines membranaires. En effet, aucune protéine n'est identifiable sur ces
profils.

Deuxièmement, 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 à 254 et 280 nm. Plusieurs pics protéiques sont sfparés
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 à 254 flrh, çe qui, en comparaison des
résultats obtenus, par chromatographie de filtration sur gel (protocole 21,
conespond à des concentrations, en terme de protéine, environ dix fois
supér'eures.

Troiqièmement, la séparation des protéines membranaires extraites par cette
technique chromatographique a permis d'améliorer leur purification. Gependant,
les pics sont très rapprochés, cette séparation pourrait être 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 plutôt que linéaire a permis d'optimiser la séparation de
protéines, dans de nombreuses études (Kato et al.,1gBZb).

Quatrièr.nement, le chromatogramrne a été << fragmenté > par fraction d'une
minute (soit 1 mL). Après concentration sur membrane, les protéines ainsi
purifiées, ont été étudiées par électrophorèse SDS-PAGE à 'lz o/o, afin de
déterminer leur poids moléculaire et la répartition des protéines séparées (figure
20).

L'analyse de cette électrophorèse, met évidence que chaque pic correspond à un
ensemble de protéines, éluées entre 2 et 5 minutes. Les deux premiers pics
correspondent guasiment à I'ensemble des protéines de la membrane exteme de
Ralstonia eutropha CH34. Une étiape supplémentaire de purification est donc
néçessaire 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 été
réalisées et analysées par électrophorèse, en conditions dénaturantes, pour
apprécier l'étape d'extraction. Cette partie de l'étude montre que la majorité
des protéines sont extraites au cours de fa première extraction. Après
purification par chromatographie d'échanges ioniques, une seconde étape de
séparation s avère nécessaire.

Pour oPtimiser f'étape de séparatioo le gradient délution sera optimisé et
une étape de chromatographie de filtration sur gef successive à la
chromatogrâphie d' êchanges ioniques sera dévef oppée.

d. Anqlvse dq protoçole 4

Les étapes d'extraction et de concentration sont restées identiques à celles
mises en place dans le protocole 3. Brièvement, les protéines sont extraites par le
n-polyoxyéthylèneglycol à 4 o/o, et en présence d'antiprotéases. Après
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 à plusieurs niveaux:

r 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.

. De plus, un gradient en paliers de Q, 1 M de sel a été préféré au gradient
linéaire. La fraction contenant la rnajeure partie des protéines
membranaires ont été étudiées par électrophorèse (figures 22 a eL 22 b)
puis a été purifiée par chromatographie de filtration sur gel (figure 23 â et
b).
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97,1

66

21,s

14,5

Std Mb ext. t=2 t=3 t=4 t=5 t=8

Fisure,Z2 a: électrophorèses des fractions purifiées à2,3, 4, s et g minutes
(protocole 4)

std t=9 t=L0 t=11 t=14 t= 15 t=16

10,  11 ,  14,15 et  16 minutesFiqure 22 b :électrophorèses des fractions purifiées à g,

(protocole 4)

PremièreJrnent, le chromatogramme obtenu en chromatographie d'échanges
ioniques est constitué d'un ensembfe de pics protéiques sortant de la colonne
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entre 2 et 18 minutes, plus ou moins bien résolus et très rapprochés. Ainsi, entre 2
et 4 minutes, quatre sommets sont identifiables, ce qui peut traduire une mauvaise
séparation des protéines membranaires.

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

Trois.ièmement, les figures 22 a et b présentent les résultats ainsi obtenus.
Bien que la concentration protéique ait été augmentée, les protéines purifiées sont
en quantité insuffisante. De plus, les protéines ne sont pas complètement
séparées. Ce qui laisse supposer que les protéines séparées en chromatographie
d'échanges ioniques sont, en fait, des agrégats protéiques.

Quatrièmement, pour corlfirmer ou non cette hypothèse, le pic sortant après 2
minutes, a été étudié par chromatographie de filtrations sur gel.

Nous avens constaté que, ainsi que pour les protôcoles développés
précédemment, lés protéines purifiées sont sous formes d'agrégats (plc à 7
minutes, corespondant à 2000 kDa) ou de fragments protéiques (pics après 12
minutes, corespondant à des poids moléculaires inférieurs à 10 kDa).

Cinquièmement, 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, même après purification
par chromatographie d'échanges ioniques. Or la technique utilisée pour

concentrer les protéines, peut être à I'origine d'une concentration, en parallèle du
détergent. Les piotéines déposées sur la colonne de chromatographie d'échanges
ioniques, sont alors en présence d'un tampon de faible concentration en détergent
(0,5 o/o). Ce changement peut être à I'origine de I'apparition d'agrégats protéiques.

Sixièmelnent, les résultats obtenus en électrophorèse 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 à ce
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stade de la purification. Or les protéines ont été concentrées sur des membranes
après 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 à
montrer gue ce type de membranes, couplé à une force centrifuge, entraîne une
fixation irrémédiable des protéines, et plus particulièrement si elles sont
hydrophobes.

Bien que les modifications apponées âu protocole de purification aient
permis d'obtenir des concentrations trois fois pfus importantes de protéines,
elfes ne sont que semi-purifiée+ après deux étapes successives de séparation.
D?utre Part, toutes ces étapes contribuent à diminuer fa concentratiorr
protéique.

Au vu de ces résultats et pour augmenter de îaçon significative fa
concentration de la protéine réceptricg pfusieurs modifications ont été
aPportées àu protocole. Ainsi, fes protéines ont été concentrées par un
systèmê de dialysg coupfé à un gef qui absorbe le milieu agueux. Cette étape
permettra dans un même temps de diminuer la concentration de détergent
dans l'échantillon, afin d'éviter une agrégation des protéines au cours de
l'étape de purification.

De plus, le chfomatogramme obtenu par filtration sur gel a mis en
évidence des fragments protéiques, te PMSF a donc eté rempfacé par un
cocktail d'antiprotéases {inhibiteurs de sérine, rystéine, aspartique et métatlo,
protéases et aminopeptidases ; SlGltilA P846Sl, égafement ajouté aux
tampons utifisés au cours de fa purification.

Enfin, nous avons travaillé à partir de ta membrane externe de Ralstonia
eutropha lO4, qui comme nous avons pu le mettre en évidence dans la
première partie surexprime natureflement la protéine membranaire gui
pourrait correspondre au récepteur du comptexe sidérophorefer.

e. Analyse 4u protocole 5

Les protéines de Ralstonia eutropha 104 ont été extraites dans une solution

contenant 4 o/o d'octylpolyoxyéthylèneglycol, et des antiprotéases, pendant deux
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heures à 37"C, sous agitation. Après centrifugation, les protéines extraites de la
membrane sont placées dans un sac de dialyse (Float-A-lyzer) contre 500 mL de
tampon TRls-Hcl, pH=8,00, 0,5 o/o dê noctylPoE et d'antiprotéases (slGMA -

P8465), sous agitation, à 4"C, pendant2 heures.

Les protéines sont alors concentrées, en plaçant le sac de dialyse dans un gel

d'absorption, sous agitation, à 4oC, pendant 6 heures.

Le sac de dialyse, contenant les protéines extraites est alors placé dans 100 mL
solution de tampon ( propre D, une nuit, à 4oC, sous agitation.

Les protéines ainsi concentrées et dialysées sont purifiées par chromatographie

d'échanges ioniques faibles.

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

L'échantillon est alors déposé sur une colonne chromatographlque

d'échanges anioniques faibles et les protéines sont séparées selon un gradient

salin entre 0 et 0,5 M. La figure 25 présente le ohromatggramrne obtenu à 254 et
280 nm. Plusieurs paints importants peuvent être soulignés :

Tout d'abord, le chromatogramme peut être divisé en deux parties : un
premier pic protéique, bien résolu, d'une densité optique de 0,60 à 254 nm,

apparalt entre 1 et 2 minutes. Un ensemble de trois pics, dont la base est

d'environ deux minutes, se succèdent entre 22 et 28 minutes. Le premier a une

densité optique de 0,35 à 254 nm, le second 0,20 et le dernier de 0,0S. La

composition protéique de chaque fraction de I minute a éte analysée par

électrophorèse SDS-PAGE à7,5 o/o (figure 24) :
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Figure 24: Electrophorèse des protéines après concentration et après purification

Ce gel d'électrophorèse nnet en évidence que la protéine purifiée, correspond à 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 conftrme 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 apparaître la composition protéique complète de la membrane

externe de Ralsfonia eutrcpha 1M, connparable aux profils obtenus pour Ralsfonta

eutropha CH34 et Ra/sfonia 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 après extraction de

eette protéine.

Enfin, la protéine ainsi puniflée a été dosée selon la méthode du BCA et comparée

à la concentration de protéines mernbranaires, afin de déterminer le rendement de la

purification. Ainsi, A,832 + 0,005 nnE de protéines/m!- ont été dosées dans la

rnembrane de Ra/sfonia ewtrapha ffi4. l-'échantillon de protéine purifié contient,

quand à |ui,0,323 + 0,04 nng de pnotéine/mL.

Cet échantillon protéique neprésente done près de 39 % des protéines totales de

la membrane.
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tv.6.3.
mqmbranaire de 45 kDa

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

A I'issue de cette partie de l'étude plusieurs conclusions peuvent être
apportées:

Premièrement, nous avon$ choisi d'extraire tes protéines par un détergent
non ionique, ce gui se révèle être une proprieté primordiafe pour f 'étape de
purification. En effet ce détergent n'a pas été un facteur timitant dans fe
choix du type de cofonne chromatographique pour fa séparation des
protéines extraites.

DerrxièmemenL l'évofution de$ modes opératoires développés a soutigné
I'importance de contrôler avec précision la composition des tampons utilisés
tout au long de cette procédure. Ainsi, fa présence dântiprotéases, fa
quantité de détergeht dans f'échantillon et dans les tampons, la safinité du
tampon délution au cours de fétape de purification, sont des paramètres

primordiaux dans f 'élaborâtion d'Une méthode.

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

(sulfate d?mmonium, polyéthyfèneglycolf, la filtration sur membrane, la
dialyse. Cette dernière technique nous a permis de concentrer fes protéines

extraites, sans augmenter la concentration de détergent dans l'échantiffon
protéigue, à l'origine d?grégats.

Ouatrièmement- nous avons pu constater que des résultats concluants

ont finafement été obtenus à partir d'une suspension de membrane externe

de Ralstonia eutroptn lO4, souche qui surexprime naturellement la protéine

étudiée.

Cinguièmement- un protocole a donc été mis au point et optimisé. lf

repose sur trois étapes successives :
- les protéines membranaires de Ralstonia eutropha lO4 sont extraites à

partir d'une suspension membranaire, par action du rÈ
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polyoryéthyfèneglycol 4 o/o, en présence d'antiprotéases, pendant
deux heures, sous agitation. Les protéines extraites sont séparées des
débris membranaires par centrifugation, à toO ooo x g, zo minutes, à
4"C.

efles sont dialysées deux heures contre le tampon de purification,
contenant o,5 o/o de n polyoxyéthyfèneglycot, puis concentrées par
absorption du mifieu aqueux sur trn get {spectra Gel Absorbent;
SPECTRUM), six heures à 4'ci sous faibfe agitation. Enfin, ta suspension
protéique est dialysée une nuit, contre un tampon ( propre r, de même
composition à 4'c. L'échantillon protéigue est alors dans fe même
tampon que celui utilisé pour la purification par chromatographie
ionique, ce qui limite f'agrégation des protéines efiraites,

Les protéines ont alors eté purifiées, selon leur charge totale, sur une
cofonne chromatqgraphique d'échanges pnioniques faibles, par un
gradient salin entre O et O,4 M en 35 minWes.

un suivi de purification a été réafisé paréfectrophorèse en SDSfAGE.

Sixièmement ce mode opératoire, nous a permis d'ôbtenir une protéine

Pure et en quantité suffisante pour son analyse. En effet, nous avons vu dans
la 1V.2. des résultats que cette protéine membranaire d'un poids molécufaire
d'environ 45 kDa pourrait correspondre au récepteur membranaire du
complexe sidérophorefer chez Ralstonia eutropha lO4. En effet cètte
protéine n'est pas une protéine de Braun et son expression est influencée par

fa présence ou l?bsence de fer dans fe milieu de culture. Deux bandes de
même poids moféculaires (mais mois concentrées) ont été identifiées dans fa
membrane externe de Ralstonia eutropha | 153. souche qui surexprime fa
synthèse du sidérophore.

Pour confirmer le rôle de cette protéine nous avons réafisé un suivi

d'absorption du fer, mais également de métaux sur la membrane externe de

Ralstonia eutropha lO4, en présence de sidérophores. Le suivi d?bsorption

du fer sur cette membrane a eté comparé à Ralstonia eutrophacHS4.
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1V.7. Etude de I'adsorptiofr du fer ferrique. du .cobalt, zinc et cadmium par la
membrane extefne de Ra/sfonra eufropha 104

tv.7.1. Obiectif

Afin de comprendre le mécanisme d'adsorption du fer par la membrane
externe de Ra/sfonia eutropha, un isotherme d'adsorption de Freundlich a été
représenté pour détenniner I'affinité du fer pour le(s) récepteur(s) membranaire(s)

de Ra/sfonia eutropha 104 et CH34. Les quantités de fer et de métaux testées
étant faibles (de 0,5 à 15 mg/L suivant le métal), I'isotherme de Freundlich a été
préféré à un isotherme de Langmuir, cet isotherme étant basé sur l'équilibre entre

le métal en solution et la fraction bactérienne (Falla, 1990). Ce modèle reposant
sur f'hétérogénéité de fixation, le nombre de site de fixation et leur constante

d'affin ité sont déterminés.

lV.7.2. Protocole : techni_que de dialvse

1 mg de suspension de membrane exteme de Ralstonia eutropha 104,

obtenue à partir d'unè cultute, en présence et en absqnce de fer, a été placé en
présence de sidérophores et de différentes concentrations de fer, dans un sac à

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 à celui obtenu sur la membrane

exteme de Ra/sfonia eutrcpha ÇH34 (figure 26).

|V.7.3. Analvse et disçussion

La droite bleue représente la tendance d'absorption du fer ferrique sur la

membrane externe de Ra/sfonia eutropha 104, cultivée sans fer, la rouge est celle

obtenue, à partir de cultures en présence de fer. Enfin, la verte est la tendance

d'absorption du fer par la membrane externe de Ralsfonia eutropha CH34, cultivée

en absence de fer.
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La figure 26 montre que les droites obtenues à partir de la membrane externe

de Ra/sfonia eutropha 1O4, issue d'une culture en présence ou en absence de fer,
sont monophasiques et de pentes identiques. Cette observation tend a démontrer
que I'affinité relative du fer pour les récepteurs de la membrane de Ralstonia

eutrcpha 104 est toujours la même, que les bactéries abnt été cultivées en

absence ou en présence de fer. Ges affinités Klsa* et Kro+ ont été calculées, en

faisant I'exposant de la pente de chaque droite :
- Kro+* = g1'156e = 14,35 Umg
' Kto+= s1'16@ = 14,48 Ltmg

Ges valeurs, tès proches I'une de I'autre confiffnent que I'affinité du fer

pour lee récepteurc de la membrane ne varie pas en fonction des conditions

de culture. Ge système de forh affinité est un système performant

d'accumulation, qui n'a pas atûeint une eeturation, même en présence de 15

mg/L de fer ll ldans 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 :

- KcHsa-1 = s1'1055 = 12,75 Llmg
' Kcau-z= 9o'6631 = 4,60 L/mg

Cette courbe biphasique décrit deux étapes dans le processus d'absorption du

fer fenique par la membrane externe de Ralsfonia eutrcpha CH34. La première

étape est rapide et présente une affinité, forte et proche de I'affinité de la

membrane de Ra/sfonia eutropha 104 (12,75 Umg). Ge premier système tend

vers la saturation, un second système de fixation du fer, d'affinité relative faible

(4,60 Umg) intervient alors (pente = 0,66).

Ceci peut correspondre à deux systèmes d'accumulation du fer par

Ralstonia eufiopha CH34, le premier serait assuré par le Écepteur

sidérophore-fer et le second par un autre système protéinique.

1V.7.4. lsothermes d'adsomtion du cadmium. cobalt, zlnc sur la membrane

eûeme de Balstonia eutrcpha 104

L'adsorption de ces métaux sur la membrane exteme de Ra/stonia eutropha

104, a été réalisée de même que pour le fer fenique, entre 0,5 et 2,5 mglL
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de cadmium et entre 0,25 et 1,25 mgtL pour le cobalt et fe zinc. Ce mécanisme a
été représenté par des isothermes de Freundlich (figures 27 a,b et c). Cette partie
de l'étude a pour objectif de vérifier si la fixation des métaux sur la membrane de
Ralstonia eutropha 104, est active.

|V.7.5. Analvse et discussion

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

Tableau Vlll :

Les courbes traduisant la fixation du cobalt et du zinc sur la rnembrane
externe de Ra/sfonia eutropha 104, sont quasiment ldentiques. Elles sont toutes
deux biphasiques, mais le phénomène de captation de ces métaux est ( inversé >
par rapport à celui du cadmium. En effet, la première étape de fixation est traduite
par une constiante d'affinité faible (7,62 et 7,63 Umg pour le cobalt et le zinc
respectivement), qui est suivie d'une seconde étape de fixation beaucoup plus

rapide (43,76 et 43,44 Umg pour le cobalt et le zinc respectivement). Ceci semble
indiquer gue ces métaux sont, tout d'abord, fixés par un système rapidement
saturés et de faible affinité. Ce premier transport pourait correspondre à la fixation
de ces métaux sur le sidérophore. En efiet, Gilis ef a/., en 1g9g ainsi que

Namiranian et al. en 1997 ont démontré la fixation du cadmium et du zinc
respectivement sur le sidérophore. Par contre, aucune étude à 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

MétalloTde testé 1" constante d 'affinité 2' constante d'affinité
Cadmium 15,81Umg 6,70 Umg
Cobalt 7,62 Umg 43,76 L/mg
Ztnc 7,63 Umg 43,44 Umg
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premier est saturé avec une constante d'affinité relative beaucoup plus élevée ( de
I'ordre de 43 L/mg, soit près de 6 fois plus élevée que la première). Ceci démontre
que sur une souche de Ralstonia eutropha dépourvue des plasmides de
résistances aux rnétaux, 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 à I'inverse
de ce phénomène. Un système de forte affinité s'exprime lorsque les
quantités de cadmium dans le milieu sont faibles (intÉrieures à 1,5 mg/L).
Gependant ce système est eaturé quand les concentrations en Cd
augmentent, sans doute après saturation des sidérophores, et pour limiter
I'entrée de ce toxique dans la cellule bacférienne.
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1V.8. Démons.tretion du svstème czc

1V.8.1. Obiectif

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi de produire des anticorps
pour confirmer le modèle protéique proposé pour le système de résistance aux
cobalt, zinc, cadmium, chez Ralstonia eutropha CH34. Les séquences aminées de
ces protéines étant connues, nous evons sélectionné des séquences de douze
acides aminés pour chaque protéine, immunogènes pour les souris. Notre choix
s'est porté sur lâ prpduction d'anticorps polyclonaux, étant donné la nature des
ant(1ènes, bur petite taille limite, en effet, hs risques d'obtenir un éventail
d'anticorps pêu spécifques. L'klentification des protéines constituant le système a
été réalisée par Westem Blot.

à Propositlon d'un T[odèb d'e{pulsion des métaux
Apres anafyse bibliographique, nous proposons la système suivant, sur lequel

sont représentées bs quatre protéines constituant le mécanisme de transport des
cations métallitlues vers le milieu extracelfulaire : Czc A, Czc B, Czc G et Czc D.

Coæ
zn2t

cd 2*

Fioue 28 : Schématisation de la pompe de transport des métaux proposée, après analyse bibliographique
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1V.8.2. Protoc"ole : Choix. d-es séqqences acides aminés,,Joogr la prgduction

d'anticoms polvclonaux

Les séquences ont été choisies en fonction de leur polarité, après analyse de la

séquence de I'opéron czc(Nies et Sllver, 1989). En effet, une séquence est d'autant
plus immunogène, qu'elle est hydrophile (tableau lX):

Tahfeau _lX : sé{uênces d'acides aminés sélectionnées pour la production d'anticorps
polyclonaux

Trois souris ont été immunisées par antigène, elles ont reçu 200 Ug de peptide,

en intra péritonéal, trois fois, à quinze jours d'intervalle. Quatre jours avant le

sacrifrce, elles ont reçu 25 pg de peptides en intraveineuse. Le sang a été récupéré,
puis les sérums prélevés, les anticoçs polyclonaux qu'ils contiennent ont été testés
par Westem blott.

a. Analyse des antico.ms polyclonaux produits contre la séquence arninée czcA

L'analyse bibliographlque révèle que Czc A serait le centre de la pompe à

I'onlgine de l'excrétion du cobalt, zinc, cadmium. Cette protéine, composée de

douze hélices transmembranaires dans la mernbrane c$oplasmique, s'étrend
jusqu'au peptidoglycane, où elle fonne deux sous-unités (Anton et al., 1999). Son
pods moéculaire est d'environ 120 kDa.

Atln de Évéhr la localisation et le poids moléculaire de cette première protéine,

un westenn blot a été réalisé sur chacune des enveloppes des trois souches testées
(Figune 29).

Protéine du système de résistance czc à
identifier

Séquence d'acide aminé sélectionnée
pour la production des anticorps

Gzc A NQISRENGKRRI (hydrophile à 83,3 %)

Czc B GHSESKGHGDTE (hydrophile à 100 %

Czc C EDTR KSTRTSTA(hydrophile à 91 ,6o/o\

Czc D DKKRTFGYYRFE(hydrophile à 83,3 %)
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104 kDa
82 kDa

48,3 kDa

33,4 kDa

28,3 kDa

19,4 kDa

Mb Ext Pep Mb Cyr Mb Ext Pep Mb Cyt Pep Mb Ext Mb Cyt
1153 1153 1153 1 04 104 1U cH34 cH34 GH34

Fiqure 29 : western blot des anti-CzcA

Les anticorps polyclonaux produits à 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

g7,4 kDa dans la membrane cytoplasmique. Cette observation suggère que le

protéine Czc A traverserait les trois enveloppes. Anton et al., en 1999, suggèrent que

cette protéine, ancrée dans la membrane cytoplamisque, par 12 hélices cx,, 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 être de 20 kDa'

Cependant, une protéine de 104 kDa est identifiée dans la membrane externe '

Ceci nous laisse supposer que Czc A présente la même configuration au niveau

de la membrane externe: une partie d'où moins 20 kDa darts la membrane

externe et de 80 kDa dans le périplasme. Anton et 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 a\.,1997).

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

hypothèse. En effet, if paraît difficile d'imaginer fe transport des cations bivalents
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par Czc A, seule, si cette protéine ne traverse pas toutes les envefoppes de

Ralstonia eutropha CH34.

b. Analvse des anticorps polvclonaux 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 à partir d'une séquence de cette protéine se sont fixés sur une

protéine du peptidoglycane, d'environ 33 à 36 kDa (Figure 30).

104 kDa
82kDa

,l€},3 kDa

33,4 kDa

28,3 kDa

19,4

@
Ht"

.fi.l,

i: ,:u':

Mb Ext
1 153

Pep
cH34

MbEX Mb Ext
104 CH34

Pep Pep
1153 104

Mb Cyt Mb Cyt Mb Cyt
1153 1U CH34

Fisure 30 : western blot des anti-Czc B

Or cette protéine étant un homodimère, la protéine révélée pourrait donc

correspondre aux sous-unités, séparées au cours de la préparation des

échantillons. Cependant, elle pourrait conespondre à 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 à 100 oÂ, il paraît très probable que l'épitope reconnu se situe dans le
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peptidoglycane et non dans la membrane cytoplasmique, qui contiendra les parties

à dominance hydrophobe de la protéine.

Pour confirmer cette hypothèse le spectre de densité a été comparé aux

spectres de densité des peptidoglycanes de Ra/sfonia eutrcpha CH34,1153 et 104

(fpure 31). Le spectre confirme que l'épitope reconnu par les anticorps est une

protéine du peptidoglycane exprimée principalement chez Ralstonia eutropha 1 153,

bien qu'elle soit faiblement apparente chez Ralstonia eutropha CH34.

Cette protéine est absente du peptidoglycane de Ra/sfonia eutropha 1M. Cette

observation confirme que la protéine identifiée est liée au système de résistance

aux cobalt, zinc, cadmium.

Le spectre de densité des anticorps, comparé aux spectres des membranes

extemes et cytoplasmiques (résultats non présentés), confirme qu'ils ne

reconnaissent aucune protéine de ces enveloppes.

Ainsi, t?nsemble de ces résultats tendent à confirmer les hltpothèses

formulées concernant Czc B. L'expression de cette protéine du peptidoglycane

est ampfifiée dans des milieux de culture suppfémentés en cadmium, cobalt ou

zinc. Elfe pourrait être constituée de deux sous-unités identiques de 33 à 36 ,

la séquence révéfée par les anticorps montre que fa partie péripfasmigue de

cette protéine est de 36 kDa.

134



ro(Y
'

F
I

t

$
E

e
ô

=
 

&
&

&
8

o
o

o
E

E
E

o
o

o
e

-x
x

x
o

o
o

o
o

o
c

c
c

E
8

E
€

9
-2

m
È

trtr.r
o

o
o

É

ltl
lrl

dl
9

* 
o

;-tr 
ô'Ècooo;auC

L

a
g

v
c

.fE

8EoEbËa
q

-g
â

€
g'6EoE

'oÎto
a

E
?

-Ë
e

o
C

L
llt

sto
l

3o,
lu

e
9

a
a

o
o

o
o

o
c

o
t\(0

t4
l$

O
N

F
é

o
d

o
o

o
d

o
o

o
enQ

ldo fltsuoq



Cette protéine membranaire, formée de deux sous-unités, aurait un poids

moléculaire proche de 80 kDa (GroBe 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 séquence

d'acide aminée czc C ont été analysés d'après les techniques développées pour

I'identification de Czc A et Czc B (figures 32 et 33).

82 kDa

48,3 kDa

33,4 kDa

Mb Ext Pep Mb Cvt Mb Ext Pep M-b Cvt y.b-çvt
cH34 cris+ cH34 1u 104 1u 1153

Figure 32 : western blot des anti-Czc C

Pep
1 153

Mb Ext
1 153

La protéine reconnue est une protéine de la membrane externe d'environ 88

kDa, exprimée par Ratstonia eutropha CH34 et Ralsfonia eutropha 1153 (figures 32

et 33). Bien que Rensing et at. suggèrenten 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 apparaît à un poids moléculaire d'environ 88

kDa, ce qui pourrait correspondre à une forme monomérique' En effet, la

bibliographie présente cefte protéine comme un homodimère d'environ 80 kDa.
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d. Analvse des anticorps polvclonaux produits contre la séquence aminée czc D

Cette protéine est, sans doute, la moins bien connue du système. En effet,

seule, elle permettrait l'excrétion des métaux vers le milieu extérieur, mais elle

jouerait également un rôle dans la régulation du système czc (Anton et al., 1999).

Elle serait localisée dans la membrane cytoplasmique, où 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).

+s , .'lrt-

'fins

ù,'4
tj:.

âsÈ,

Mb Erd Pep Mb Cyt Mb ext Pep Mb Cyt Mb Ext Pep Mb Cyt
1153 1153 1153 CH34 CH34 CH34 104 104 104

Figure 34 : Western Blot des enveloppes bactériennes en présence d'anti-CzcD

82 kDa

aS,S fOa ffi
'%,#frt

33,4 kDa

28,3 kDa

19,4 kDa
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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

çes anticorps n'étant identifiée que dans la membrane cytoplasmique, de la souche

cultivée en pÉsence de métaux, plusieurs points peuvent en être déduits :

Premièrement, I'expression de cette protéine est métalloîde dépendante, ce qui

expfique pourquoielle n'est pas présente chez Ralstonia eutropha 104.

Deuxièmement, 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 à démontrer gue la protéine Czc D est au sein du

système czc, spthétisé par Ralstonia eutropha CH34, telle qu'effe a été

schématisée sur le modèle proposé.

e. Conclusigns cgncernant le svstème czc

Les protéines du système czc de résistances aux cobalt, zinc, cadmium chez

Ralstonia eutrophacHS$, ne sônt pas suffisamment exprimées par rapport aux

autres protéines des envefoppes pour être purifiées et identifiées par des

méthodes biochimiques. C'est pourquoi des anticorps spécifigues de chacune

des protéines du système ont été synthétisés chez des souris, par injections de

séquences d?cides aminés.

Afin d'identifier les protéines dans chacune des enveloppes, la liaison

antigèneanticolps a été révélée, en western blot, par un anticorps secondaire

rtrarqué à la phosphatase alcaline. Ces tests ont permis de concfure sur la

localisation des protéines et leur poids moléculaire:
- Czc A : serait une protéine ancrée dans la membrane clrtoplasmique, mais qui

s'étend dans le peptidoglycane et jusque dans la membrane externe. Or

Gofdberg et aI, en 1999 présentent cette protéine comme une protéine de fa

membrane cytopfasmigue iruec une partie périplasmique. Cependant, ceci
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expfiquerait pourquoi Êette protéine de l2O kDa, seufe, permet I'expufsion des

cations bivalents {Rensing et a1,,1997 ;Taghavi et aL, lE97l.
- Czc B : protéine de 33-36 kDa, elle est surproduit en pression métalfigue et

est focalisée dâns fe peptidoglycane. La protéine identifiée pourrait être

cqnstituée de deux sous-unités de 33 kDa. En effet, cette protéine apparaît

comme une protéine de fusion membranaire, dimérique de 66 kDa (GroBe ef

aL,19991.
- Czc C: protéine de fa membrane externe, de 88 kDa, efle pourrait être

monomérique ou constituée de deux sous-unité+ n'ayant pas été dissociées au

cours de | électrophorèse. En effet, cette protéine est présentée comme une

protéine dimérique, d'ttn poids total de 8O kDa et gui permet l'expulsion des

catiorts métalfiques vers le mifieu extracellulaire, au niveau de la membrane

externe, parGrope etal,,en 1999.

- Czc D : cette protéine de 6O,6 kDa a été identifiée au nive4u de la membrane

gttopfasmigue de Ralstonia eutropha CH34 uniquement. Or, Anton et aL, en

1999, révèlent que cette protéine, de la famille des Facifitateurs de Diffusion

de Cations, présente entre 4 et 6 hélices, ancrées dans la membrane

gdoplasmique
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1V.9. Perspectives pt prerniers résultats.

Cette étude a eu pour principal objectif d'identifier les systèmes de résistances

au cadmium, cobalt, zinc et de transport de fer chez Ralstonia eutropfia CH34, mais

également de révéler un lien éventuelentre ces deux mécanismes.

Or, dans des conditions de stress environnernental, tel la présence de

concentrations importantes de métaux, la cellule bactérienne devient ( avare ) en

énergie, afin de résister à ces conditions extêmes. Cependant, le transport de fef,

comme nous I'avons vu au çours de l'étude, est énergiedépendant (Postle, 1999).

Ces deux observations mises en relation, nous ont amenées à formuler I'hypothèse

suivante :

) I'excrétion des cations bivalents dans le milieu extracellulaire, par le système czc

pourrait être du, non pas à un gradient de protons, mais à un gradient de fer ferreux

(figure 36).

La première étape dans la démonstration de cette hypothèse est de vérifier la

présence de fer feneux dans le milieu de culture. En efbt, le fer est apporté sous

forme de citrate ferrique. Or le milieu de culture contient de I'acide gluconique,

apporté comme source de çarbone, qui est un réducteur. De plus, le milieu est

stérllisé avant ensemeneÆment, par chauffage à 120"C, pendant 20 minutes. Gefte

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 différence de ces deux dosages donne la quantité de fer fenique.

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 slgnificative de fer.

2. avant et après autoclave, afin de déterminer le rôle de cette étape dans le

processus de réduction du fer.
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Quantité d fornre du fer dans le milizu de culture de Ra/stonb eulrqpha CH34

Jp eoo,m
c
ct

o
l=

milizu sans fer miliqr avant autoclaw milieu aprèe autælaw

Fiqure 36 : composition du milieu dp ctllture en fer ll et fer lll

Les différents minéraux et mo!écules organiques apportent 28,3 + 3,58 pg/L

de fer fenique, soit 5 % du fer total avant stérilisation, Cependant, ll est

uniquement sous forme orydée.

Après autoelave (colonne 3), !e gnaphigue met en évidence que 34,3 o/o du fen est

sous fonne réduite (soit 2,5 fois plus qu'avant autoclave). Ainsi, pltrs de n13 dw ter

en solution est sor"ls fo{'me fe!'retnse, ph.!s hiodisponible pour la baetérie.

lf est donc loglque de supposer que [a baaténie absonbera d'abord le fer fenreux

biodisponib[e, et pflus panticutr[ènernent en présence de pressions nnétalliques.

Afin de conflnnnen ou non ['hypothèse fonnulée, norJs étudierons I'expnessfron

des protéines du systèrne Gze, dans les envelopBes de Rafstonia ewtropha QV434

eultivée en présenae de fer réduit et en pressûons méta[liques.
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Cette étude a eu pour principal objectif d'identifier les protéines impliquées

dans le système de résistance czc et le transport du fer. La connaissance de ces

systèmes est essentielle pour I'utilisation de Ralstonia eutrcpha CH34 dans la

remédiation des métaux dans I'eau et les sols.

Deux souches dérivées de Ralsfonia eutropha QH34 ont été utilisées comme

témoin :
- Ralsfonla eutropha 1153, quisurexprime la production de sidérophores, est

le témoin positif des deux systèmes
- Ra/sfonia eutropha 104, dépourvue des plasmides de résistances, est le

témoin positif du système de transport de fer.

Après 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 Ra/sfonia eutrcpfia ont été séparées. Le reildernent de

cette étape et la pureté des enveloppes ont été déterminées par dosages de

rnarqueurs spécifiques et non spécifQues :
- le KDO, marqueur de la membrane exteme
- la SDH, marqueur de la membrane cytoplasmique
- les hexosamines, principalement retrouvées dans le peptldoglycane

Chaque enveloppe a été obtenue avec un rendement d'environ 98 %. Leur

composition protéique en pression métalllque eUou en absence de fer a été établie

par électrophorèse SDS-PAGE. Cette première partie de l'étude a révélé la présence

d'une protéine de la membrane externe, d'ênviron 45 kDa, dont I'expression est

régulée négativement par la présence de fer, chez Ralstonia eutropha 1M.

D'autres protéines impliquées dans la Ésistance 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 :
- Premièrement, une technique de purification de protéines membranaires a

été mise au point, afin d'isoler la protéine membranaire de 45 kDa de Ralstonia
eutropha 1M. 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.

- Deuxièmement, à partir de cette première série d'expériences, il a été
nécessaire de développer une technique d'identification spécifique des protéines

composant le système 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 après 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-octylpolyoxyéthylène,

dialyse et concentration de l'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 Ra/sfonia eutropha 104 et ont montré que :

- l'adsorption du fer ferrique par la membrane externe de cette souche

n'atteint pas la saturation, même en présence de 15 mg de fer/L. Par

contre, I'isotherme de Freundlich obtenu pour Ralstonia eutropha CH34,

dans les mêmes conditions opératoires, révèle au moins deux types

d'adsorption. Le premier, dont la constante d'affinité forte est comparable à

celle de Ralstonia eutropha 104 (Kç6a_1 = 12,75 Umg et Kto+ =14,48

L/mg). Ce phénomène de fixation pourrait correspondre au mécanisme

sidérophore - fer. Lorsque ce système arrive à saturation, un second

mécanisme intervient alors, d'affinité beaucoup plus faible (Kcnsr z =4,60

L/mg).
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- l'adsorption du zinc et du cobalt sur la membrane externe de Ralstonia

eutropha 104, semble être du au même système. 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 et43,44 L/mg pour le cobalt

et le zinc respectivement). Le premier pourrait correspondre à la fixation

des métaux par le sidérophore.

- I'isotherme d'adsorption du cadmium (métal non indispensable à la

bactérie) est inversée. En effet, la saturation du système qui fixe cet

élément est rapide, sans doute afin de limiter I'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 demière partie de l'étude a eu pour but de confirmer le modèle 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 et97

kDa dans les membranes cytoplasmique et externe respectivement, et de 80 kDa

dans le peptidoglycane. Ceci pourrait expliquer la capacité de transporter les métaux

à I'extérieur de la cellule, par cette protéine, seule.

La séquence de CzcB reconnue par les anticorps est une protéine de 36 kDa,

qui pourrait conespondre aux deux sous-unités de la protéine, ou à sa partie

périplasmique, ce quiest en accord avec la bibliographie.

Czc C a été identifiée dans le membrane externe, uniquement, à 88 kDa. Or la

bibliographie la présente comme un dimère de 80 kDa. Cependant Rensing et al.

suggèrent en 1997 que I'expulsion des métaux pourrait être due à ce niveau à une

Omp Y.

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 système. Nous suggérons un mode d'action différent de celui

proposé dans la bibliograPhie :

svstème czc

) le transport du fer feneux pounait être couplé à ce système de résistance, en

induisant un gradient qui permet l'expulsion des métaux toxiques. En effet, la

membrane exteme de Ralsfo nia eutroptra GH34 révèb deux modes de fixation du

fer, contrairement à Ralsfon ia eutropha 104 (qui ne synthétise pas czc), qui n'en

présente qu'un. Afin de confirmer cette hypothèse nous avons vériflé que le milieu de

cufture contient, en effet, pÈs de 30 o/o de fer feneux'

rI
Figure 38 : Proposition de fonctionnement du
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