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La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Deux classes d’ions métalliques sont distinguables dans le vivant. La premiére classe
comprend des métaux « toxiques » tels que le mercure et le plomb. Ces métaux doivent étre
¢liminés de 1’organisme via des processus de détoxication ou transformés en matiére moins
nocive pour le vivant. La mise en place de tels processus nécessite la présence de protéines
capables de détecter a basse concentration (10" a 10"*M) ces métaux.

La seconde classe comprend des métaux de transition « essentiels » tels que le fer, le zinc, le
cuivre et le nickel. Ils participent indirectement a de nombreux processus physiologiques en
agissant soit en tant que cofacteur d’enzymes soit en facilitant le bon repliement des
protéines. Ces métaux sont certes essentiels, toutefois leurs concentrations intracellulaires ne
doivent pas dépasser un certain seuil au dela duquel ils seront toxiques pour 1’organisme. Les
bactéries régulent finement ces variations de concentration en contrélant 1’importation,
I’exportation et le stockage des métaux. Le contrdle de ces fonctions passe par une régulation
de I’expression génique particulieérement au niveau transcriptionnel par des protéines dites

métallorégulatrices.

Cette introduction bibliographique sera constituée de plusieurs parties.

Dans un premier temps, je redéfinirai les fondements de la transcription (I.1 p- 30 -)
chez les procaryotes avant de présenter les différentes familles de métallorégulateurs
présentes chez les bactéries (1.2 p- 36 -). Une présentation des caractéristiques de ceux-ci sera
faite en insistant entre autre sur les modes d’actions de ces régulateurs. Il est a noter que la
lecture de cette partie n’est pas indispensable a la compréhension des résultats.

Dans un second temps, je présenterai les deux métallorégulateurs sur lesquels mes
travaux se sont principalement portés: NikR d’Escherichia coli (1.3 p- 68 -) et NikR
d’Helicobacter pylori (1.4 p- 88 -). Une présentation des données de la littérature actualisée
sera faite. De nombreuses données ont été publiées en paralléle de mes travaux de theése (cf.
année des références bibliographiques). Ceci m’a d’ailleurs conduit & réorienter a plusieurs

reprises mon travail.
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I.1. La transcription chez les procaryotes

I.1.1.  Généralités

Les bactéries produisent des milliers de protéines différentes qui sont indispensables pour les
fonctions cellulaires ou pour 1’adaptation a des changements environnementaux. Toutes ces
protéines ne sont pas nécessaires en méme temps ou dans les mémes proportions. La
régulation de I’expression des génes est de ce fait nécessaire pour permettre a la bactérie de
faire face « rapidement » a des changements mais aussi pour limiter la synthése inutile de
protéines. Les mécanismes de régulation mis en place affectent les deux étapes requises pour
la synthése d’une protéine : la transcription et la traduction. Seule la transcription sera

abordée par la suite.

[.1.2. La transcription en quelques mots

La transcription d’un geéne s’effectue en trois temps: I’initiation, 1’¢longation et la
terminaison.

L’initiation de la transcription comprend de nombreuses étapes (Figure 1.1) (Wosten, 1998).
La premicre, consiste en la liaison d’une enzyme, I’ARN polymérase couplée a un facteur o,
sur une séquence d’ADN spécifique reconnue comme étant un promoteur. Cette
reconnaissance est permise par le facteur . La liaison du complexe actif au promoteur résulte
dans la formation d’un complexe dit fermé qui est ensuite converti en complexe ouvert avec
un dépliement de ’ADN a proximité du +1 de transcription. Une transcription abortive est
alors initiée (formation de petits ARN de 2 a 12 pb), le complexe ternaire formé reste au
niveau de la région promotrice. L’initiation de la transcription est limitée par la difficulté a
former des complexes ouverts. Le facteur ¢ se dissocie ensuite de I’enzyme, cette dernicre
perd alors son affinité et sa spécificité pour le promoteur. La transcription débute alors, c’est
I’étape d’¢longation caractérisée par la synthése de I’ARN messager. L’¢longation de I’ARN
se fait dans le sens 5° — 3. La transcription de I’ARN se poursuit jusqu’a la rencontre d’un
motif de terminaison par I’enzyme. Cette derniére se dissocie alors de I’ADN et I’ARNm est

libéré.

-30 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

ARN polymérase Facteur o

@ Complexe actif

Complexe fermeé

Complexe ouvert

Complexe ternaire

Elongation
Relargage
du facteur
5

Figure I.1 Représentation schématique des différentes étapes de I’initiation de la transcription avec I’ARN
polymérase associée a son facteur 6. L’enzyme activée (complexe actif) se lie au promoteur pour former un
complexe fermé. Des changements conformationnels de ce dernier ont lieu permettant I’ouverture dans la région
-10 du promoteur. Dans cet état I’enzyme commence la transcription en formant des ARN abortifs, un complexe
ternaire est formé. Ensuite le facteur o se dissocie et I’enzyme débute 1’élongation de I’ARNm (Wosten, 1998).

I.1.3.  Larégulation de la transcription

La transcription constitue un niveau de contrdle essentiel dans la régulation de 1’expression
génique. Les mécanismes mis en jeu font intervenir dans un premier temps I’ARN polymérase
et le facteur sigma qui sont les partenaires de la transcription ainsi que des partenaires
extérieurs : « des régulateurs de la transcription » qui peuvent réprimer ou alors activer cette

derniére.

[.1.3.1. Régulation par I’ARN polymérase et les facteurs sigma
L’initiation de la transcription est dépendante de I’ARN polymérase (ARNpol) et du facteur
sigma.
Il n’existe qu'une ARNpol chez les procaryotes contrairement aux eucaryotes. Cette enzyme
comprend différentes sous-unités : 2 unités o, 1 unité B, 1 unité B’ et 1 unité ® qui servirait de

chaperonne pour 1’unité 8’ (Figure 1.2) (Browning & Busby, 2004).
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!

UP element Extension
-10

Figure 1.2 Machinerie de transcription chez les procaryotes avec I’ARN polymérase associée au facteur o
positionnée sur les régions -35 et -10 du promoteur d’un geéne. La fléche indique le début et le sens de la
transcription. Le facteur o permet, avec ses régions 4 et 2, la reconnaissance des régions -35 et -10 du promoteur.
La région 3 est impliquée dans la reconnaissance d’extension de la région -10. Le domaine N-ter de la sous unité
o (o) interagit avec le corps de I’enzyme constitué des unités 3 et f°. Le domaine C-ter de la sous-unité a (o.c)
interagit ici avec une région en amont du promoteur (UP element) plus précisément en amont du motif -35
(séquence riche en A/T). La contribution des différents éléments (-10 ;-35 ; extension -10 ; et UP element) du
promoteur fluctue d’un promoteur a I’autre (Browning & Busby, 2004).

Cet ensemble constitue le ceeur de I’enzyme c'est-a-dire la machinerie qui permet la synthése
de ’ARN a partir de ’ADN. Cependant cet ensemble ne peut initier la transcription de géne
seul. Cette enzyme présente une haute affinité pour ’ADN mais aucune spécificité. Sa
spécificité provient de sa liaison avec une sous-unité supplémentaire appelé facteur . Leur
association induit des changements conformationnels qui tend a diminuer Dl’affinité du
« complexe actif » pour ’ADN. Les facteurs ¢ s’associent de fagon réversible au coeur de
I’enzyme pour former le « complexe actif » capable d’initier une transcription spécifique. Ces
facteurs permettent a 1’enzyme de reconnaitre spécifiquement des régions d’ADN, les
promoteurs des geénes et de s’y lier. Les facteurs ¢ reconnaissent deux séquences conservées
dans la région promotrice : un motif en -10 (boite de Pribnow) et un motif en -35 par rapport
au site d’initiation de la transcription. L’espacement entre ces deux motifs est important pour
le bon positionnement de 1’enzyme et I’initiation de la transcription.

Plusieurs facteurs ¢ sont synthétisés par les bactéries (Tableau I-1). Ils sont capables de
reconnaitre spécifiquement des motifs et donc de permettre la distinction entre différentes
classes de promoteurs.

Ces différents facteurs ¢ permettent a la bactérie de maintenir une expression basale de génes
ainsi que de réguler ’expression de certains autres génes en réponse a un stimulus
environnemental particulier. Par exemple le facteur o'’ permet la transcription des génes du
systéme de transport Fec chez E.coli aprés une activation indirecte conduite par le citrate de

fer (Gruber & Gross, 2003).
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Nom du Stimulus // Systéme transcrit .
Facteur ¢ | ; Motifs consensus reconnus
géne Régulon
o’ rpoD ~1000 genes // Fonctions basales TT-C?ZC A —17pb-T A”}IA? AT
& rpoS ~190 géne§ // Entrée en phase s.tationnaire / COUrbUre ——mer CTATACT
réponse a un stress (force ionique / pH)
o rpoH ~40 génes // Choc thermique CCCTTGAA —14pb-CCCGATnT
o 1poE Protéines dénaturées a la membrane externe ATTGAACTT —16pb-TCTGAT
o rpoF ~40 geénes // Chemotaxie // Synthése de flagelle | TAAAGTX — 11pb-GCCGATAA
Appauvrissement en fer et présence de complexe
o’ fecl ferric-citrate // Transcription de 1’opéron AAGGAAAAT — 17pb-TCCTTT
fecABCDE
54 . . . , -24 -12
c rpoN ~15 génes // Métabolisme de 1’azote CTGGnA —6pb-TTGCA

Tableau I-1 Les différents facteurs ¢ présents chez E.coli. Les génes transcrits et les motifs reconnus par ces
facteurs sont présentés (Gruber & Gross, 2003; Ishihama, 2000; Wosten, 1998).

Chez les bactéries, au moins 14 classes de facteurs ¢ ont été identifiées, et sont assimilées soit
a la famille des facteurs '°, soit a la famille des facteurs 6>*. Cette seconde famille utilise des
mécanismes particuliers pour assurer la formation du complexe ouvert (besoin d’un activateur
et d’ATP) a la différence de la famille des facteurs o

Chez E.coli, au moins 6 facteurs de la famille 6”° (6" 6° 6°* 6** 6** 6'%) ont été identifiés ainsi
qu’un facteur ot (Gruber & Gross, 2003; Ishihama, 2000; Sadhale et al., 2007; Wosten,
1998), alors que chez H. pylori, seuls trois facteurs sigma ont été identifiés jusqu’a présent :
" (RpoD), ot (RpoN) et o (FliA) (Scarlato ez al., 2001). La différence de composition en

facteur o chez les micro-organismes suggére que ceux-ci utilisent des mécanismes différents

pour répondre a un stress.

1.1.3.2. La régulation par des facteurs supplémentaires

La transcription des génes dépend certes de I’ARN polymérase et des facteurs o (reflet de
I’état de la bactérie : stress, phase stationnaire...) mais également de facteurs qui vont la
moduler.

Parmi ces facteurs, on dénote la présence de protéines qui modulent I’activité¢ des facteurs o
indépendamment de leur synthése (transcription/traduction) en interagissant spécifiquement
avec certains facteurs ¢ (Ishihama, 2000; Wosten, 1998). Ces protéines sont des facteurs anti-
sigma. De nombreux facteurs anti-sigma séquestrent leur facteur o cible afin que ce dernier ne
puisse se lier a ’ARN polymérase. Ils agissent comme des inhibiteurs de D’activité. Ils
permettent a la bactérie de répondre de fagon appropriée aux stimuli de I’environnement. La

liaison au facteur ¢ a lieu jusqu’a ce qu’il soit requis pour une transcription donnée de genes.
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Il existe d’autres facteurs de modulation de la transcription qui vont €également permettre a la
bactérie de répondre aux stimuli via des mécanismes différents. Ce sont ces facteurs qui vont
plus particuliérement nous intéresser dans ce travail. Ils peuvent agir soit comme répresseur
soit comme activateur de la transcription (Browning & Busby, 2004; Ishihama, 2000; Wosten,

1998). Seuls les mécanismes simples de régulation sont présentés.

La répression de la transcription peut étre expliquée par trois mécanismes (Figure 1.3) :

e Le premier modele implique une géne stérique au cours de laquelle une liaison du facteur
de transcription sur une séquence opératrice qui chevauche les motifs -35 et/ou -10 du
promoteur a lieu.

e Le second modele implique une torsion de ’ADN due a [Dinteraction entre deux
répresseurs.

e Le troisitme modéle implique une modulation de I’activité d’un facteur de transcription
activateur sur un promoteur donné.

Ces régulateurs dits de répression empéchent totalement ou partiellement un bon

positionnement de 1’enzyme ou modifient la courbure de 1I’ADN, ce qui réprime la

transcription.

L’activation de la transcription, quant a elle, nécessite 1’association de la protéine activatrice

au complexe enzymatique. Cette protéine est requise soit pour le recrutement initial de

I’enzyme, soit pour faciliter la conversion du complexe fermé en complexe ouvert, soit pour

I’accessibilité au promoteur (espacement entre les motifs). Deux modeles ont été proposés

pour expliquer les mécanismes d’activation «simple» de ces protéines (Figure 1.3)

(Browning & Busby, 2004; Rhodius & Busby, 1998) :

e Soit un contact direct est réalis¢ avec le complexe enzymatique : interaction avec le
domaine C terminal de la sous unité o (Classe I) et/ou interaction avec la région 4 du
facteur o (Classe II).

e Soit aucun contact n’est établi entre les deux partenaires, la protéine modifie la
conformation du promoteur. Un alignement des régions -10/-35 peut avoir lieu, ce qui
facilite le positionnement de I’enzyme et I’initiation de la transcription.

Généralement ces activateurs lient I’ADN sur des régions en amont du promoteur (régions -30

-90 par rapport au site initial de transcription). Le motif -35 de ces promoteurs présente

souvent peu d’homologie avec le motif -35 consensus du facteur sigma requis (Wosten,

1998).
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Activation

Géne stérique

Torsion de 'ADN

[7-73/5/'{1
(> 8
bA

-10

Modulation d’un activateur

gﬁWV///A

-36 -10

Figure 1.3 Quelques mécanismes de régulation de la transcription par des facteurs de transcription (FT).
Activation soit par contact direct du FT avec le domaine o de ’ARN polymérase ou avec le domaine 4 du
facteur o (dans certains cas des contacts directs peuvent étre établis entre an-FT et o4) soit en absence de
contact entre ’enzyme et le FT, celui-ci induit des changements dans ’orientation des régions -35 et -10 du
promoteur. Répression soit par liaison directe du FT sur le promoteur (géne stérique), soit par formation de
boucle, soit par une modulation de ’activité du FT activateur par un FT répresseur (Browning & Busby, 2004).

Un méme facteur de transcription peut agir soit comme un répresseur soit comme un
activateur selon le promoteur impliqué et le positionnement des séquences reconnues et liées
(Ishihama, 2000).

L’activité propre des facteurs de transcription est modulée soit par des ligands (métal), soit
par des modifications covalentes (phosphorylation), soit par d’autres facteurs de transcription,

soit par séquestration via des protéines dites de régulation.
Parmi les facteurs de transcriptions présents chez les bactéries se trouvent les

métallorégulateurs dont la fonction est de réguler I’expression de génes en réponse a un métal.

Les caractéristiques de ces derniers vont étre présentées maintenant.
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I.2. Les métallorégulateurs chez les procaryotes

L’homéostasie des métaux chez les procaryotes est réalisée par des protéines
métallorégulatrices qui agissent au niveau transcriptionnel. Les geénes régulés codent
principalement pour des protéines responsables de la détoxication des métaux, le stockage,
I’importation et I’exportation de ceux-ci.

Cinq familles de métallorégulateurs ont été clairement identifiées a ce jour a partir des
analyses de séquences et sont listées dans le Tableau I-2. Une sixiéme famille de
métallorégulateurs a derniérement été¢ suggérée. RcnR, son unique membre, sera bri¢vement
présenté dans le cadre de ’homéostasie du nickel chez E. coli (Iwig et al., 2006). Chaque

famille est nommée en fonction du nom du premier membre caractérisé.

Ion métallique
Famille Régulateurs Fonctions Renvoi
reconnu
MerR Hg(I) Résistance au Hg(Il)
MerR . 12.1
CueR Cu(l), Ag(I), Au(l) Résistance au Cu(I)
SmtB Zn(II) Homéostasie du Zn(II)
SmtB/ArsR ) 122
ArsR As(III), Sb(III) Résistance au As(I11)
DtxR Fe(II) Homéostasie du Fe(II)
DtxR 123
MntR Mn(II) Homéostasie du Mn(II)
FUR Fe(1D) Homéostasie du Fe(II)
PerR Fe(II), Mn(II) Lutte contre le stress
FUR 124
oxydant
Zur Zn(II) Homéostasie du Zn(II)
NikR NikR Ni(II) Homéostasie du Ni(II) 1.2.5
RenR (?) RenR Ni(ID) Homéostasie du Ni(II) 1.3.5

Tableau I-2 Les différentes familles de métallorégulateurs chez les bactéries

Ces régulateurs répondent a différents ions métalliques et les modifications induites par la
liaison ou non du cofacteur sur les régulateurs influencent leurs fonctions. Les caractéristiques
structurales, les mécanismes d’activation et les modes de régulation de ces différentes classes
de régulateurs en lien avec I’homéostasie des métaux vont étre présentés.

Différents travaux ont ¢té utilisés afin de faire cette présentation générale des
métallorégulateurs (Brown et al., 2003; Busenlehner et al., 2003; Dosanjh & Michel, 2006;
Lee & Helmann, 2007; Pecqueur, 2005; Pennella & Giedroc, 2005).
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[.2.1.  La famille des régulateurs MerR

1.2.1.1. Géneéralites

La famille MerR est composée de régulateurs transcriptionnels homodimériques. Ces derniers
lient ’ADN et peuvent selon les conditions environnementales activer ou réprimer la
transcription de genes.

Les membres de cette famille répondent a différents stimuli environnementaux comme le

stress oxydant, les antibiotiques/drogues ou encore les métaux (Brown ef al., 2003; Pennella

& Giedroc, 2005).

Régulateur Stimulus Protéine dont I’expression est régulée Références
(Amabile-Cuevas &
Demple, 1991; Fuentes et
SoxR Stress oxydant SoxS )
al., 2001; Hidalgo et al.,
1998)
Composé lipophile - Rhodamine (Ahmed et al., 1995;
BmrR 6G - TétraPhenylPhosphonium Bmr (assure le transport de drogues) Heldwein & Brennan,
(TPP) 2001)
Protéines de I’opéron mer responsable (Ansari et al., 1995;
MerR Hg2+ ] o
de la résistance au Hg Summers, 1992)

Tableau I-3 Membres de la famille MerR (tous stimuli confondus)

La sous-famille répondant au stress métallique peut étre divisée en sous-groupe en fonction

du métal activateur (Brown et al., 2003; Checa et al., 2007; Hobman, 2007).

Régulateur transcriptionnel Métal activateur
MerR Hg™"
CueR / SctR Cu’
ZntR / PmtR Zn”
CadR cd
CoaR (CorR) Co™
PbrR Pb™
GolS Au’

Tableau I-4 Les régulateurs transcriptionnels de la famille MerR qui répondent au stimulus « ions métalliques »

Certains métallorégulateurs, tels que MerR, PbrR ou encore GolS, sont uniquement activables
par un type d’ion métallique : le mercure, le plomb et I’or respectivement. D’autres répondent
a des classes d’ions métalliques in vivo (Hobman et al., 2005), c’est le cas de ZntR qui est
activable par le zinc, le cadmium ainsi que le plomb (Binet & Poole, 2000) ou encore CueR
qui est activable par le cuivre, ’argent et I’or (Outten et al., 2000; Stoyanov et al., 2001;

Stoyanov & Brown, 2003). La sélectivité métallique des membres de la famille MerR dépend
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des métaux liés (degré d’oxydation +1/+2), de la coordination du site et de la nature des

ligands (au minimum 2 cystéines conservées) (Hobman et al., 2005; Pennella & Giedroc,

2005).

1.2.1.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille MerR

Bien que MerR soit le premier membre de cette famille a avoir été étudié, sa structure n’a pas

encore ¢té résolue, contrairement a celle de BmrR (Heldwein & Brennan, 2001; Newberry &

Brennan, 2004) et celle de MtaN (Godsey et al., 2001; Newberry & Brennan, 2004 ) (une

forme mutée du régulateur Mta). Ces deux premicres études ont permis de définir les

fondements structuraux des membres de la famille MerR ainsi que de donner un apergu du

mécanisme de liaison a I’ADN. En 2003, les structures de CueR (Changela ef al., 2003) et de

ZntR ont été résolues.

Ces protéines qui sont des homodimeéres comprennent trois domaines (Figure 1.4) :

e Un domaine de liaison a I’ADN avec un motif hélice-coude-hélice ailé situé¢ a I’extrémité
N-ter de chaque monomere. Ce domaine est bien conservé entre les différents membres de
la famille MerR (Brown et al., 2003; Heldwein & Brennan, 2001).
Les hélices al et a2 interagissent avec I’ADN au niveau de deux grands sillons et
constituent le motif hélice-coude-hélice. Les brins B2 et B3 forment le premier motif dit
«ailé ». Les hélices a3 et a4 constituent un second motif ailé apparent.

e Un domaine de jonction constitué de deux hélices antiparalléles entrelacées (coiled-coil)
permettant la dimérisation des deux monomeres. Il joint le domaine de liaison a I’ADN et
le domaine d’activation

e Un domaine d’activation permettant la liaison de métal ou d’autres cofacteurs

Hélice de dimérisation

Domaine de liaison
du métal

Domaine
de liaison a ’ADN

Figure 1.4 Structure tridimensionnelle de Cu(I)-CueR de résolution 2.2 A (Changela et al., 2003). CueR est un
dimére, une des unités monomériques le constituant est grisée. La structure comprend trois domaines : le
domaine de liaison a I’ADN (en bleu) avec le motif hélice-coude-hélice ailé, le domaine de jonction (en jaune)
permettant la dimérisation, le domaine d’activation (en violet). Ce domaine chez CueR lie le Cu(I) (sphére en
cyan) avec les cystéines 112 et 120.
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1.2.1.3. Mécanisme d’action général

Les membres de la famille MerR régulent la transcription de génes dont les promoteurs, qui
sont facteur o'’ dépendant, ont un espacement particulier entre les régions -10 et -35 (Tableau
1-5). Généralement les promoteurs dépendant du facteur o’° ont un espacement de 17 + 1 pb
entre les régions -10 et -35. Les promoteurs concernés par une régulation via les MerR-like
ont entre les deux motifs un espacement de 19-20 pb.

La différence d’orientation des deux régions, dont I’espacement varie de 17 et 19 pb, est une

translation de 6.8 A ainsi qu’une rotation de 72° autour de ’axe de 1’hélice (Brown et al.,
2003).

Promoter Metal Regulator Sequence® Spacer
(bp)
TnS04Tn2d mer Hg MerR 19
Bacillus mer Hg MerR 1t H 20
Staphylococcus mer  Hg MerR : STGTACTATGGTACAGGG H 20
E coli zntd Zn ZntR A GGAGTCGACTCCAGAG 20
E. coli copA Cu CueR ’ 19
E coli cuet) Cu CueR 19
Synechocystis coaT  Co CoaR 20
Ralstonia phrd Pb PbrR 1%
Pseudomonas cadd — Cd CadR 19200
E. coli soxS SoxR CGC CTCARGTTAACTTGAGGAA' 19
& fividans tipA TipAL GGC CACGTCACGTGAGGLG 19
Bacillus bmr BmrR C CTCCCCTAGGAGGAGGTC! 1%

Tableau I-5 Régions promotrices liées par les protéines MerR-like. Les régions-35 et -10 sont soulignées, les
motifs symétriques sont en gras, le début de transcription lorsqu’il est connu est précisé par / (Brown et al.,
2003)

La résolution a 3 et 2.7 A des structures des complexes BmrR-TPP-ADN (TPP ~ cofacteur)
(Figure 1.5) et MntA-ADN respectivement a permis d’expliciter le mécanisme de liaison et
d’activation des membres de la famille MerR a ’ADN (Heldwein & Brennan, 2001;
Newberry & Brennan, 2004).

dimérisation

Domaine de %

| q U .4 Domalne de
- “Arr liaison de
She A 5 o “drogue”
-- 34

Domaine de | X

Figure 1.5 Structure tridimensionnelle du complexe BrmR-TPP-ADN de résolution 3 A (Heldwein & Brennan,
2001). Le domaine de liaison a I’ADN est en bleu, le domaine de jonction est en jaune et le domaine d’activation
est en violet.

-390 .



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Un mécanisme d’action général des métallorégulateurs de la famille MerR a été proposé
(Figure 1.6).

En absence d’activateur, le régulateur est li¢ a ’ADN sur une dyade symétrique entre les
régions -10 et -35 (Tableau I-5). La courbure de ’ADN ¢étant augmentée, les deux motifs du
promoteur ne sont plus en phase. Le complexe de transcription (ARN polymérase et facteur
sigma) ne peut s’y fixer correctement et donc initier la transcription des génes.

L’activation par le cofacteur entraine une rotation des domaines de liaison a I’ADN autour
d’un axe formé par le domaine de jonction (coiled-coil). Cette rotation entraine une torsion de
I’ADN qui permet de mettre en phase les régions -35 et -10 du promoteur. L’ARN

polymérase peut se fixer correctement sur son promoteur et donc initier la transcription.

-3|5 | . {f%_\%

Répression Activation
de la transcription dela transcription

Figure 1.6 Mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille MerR. En absence de métal, le
métallorégulateur empéche la transcription des génes. En présence de métal, le métallorégulateur favorise la
transcription des geénes par distorsion de I’ADN. Schéma inspiré du mécanisme d’action de MerR sur son
promoteur propos¢ dans : (Brown et al., 2003; Hobman, 2007).

[.2.1.4. MerR et la résistance au Hg(1l)

1.2.1.4.1. MerR, sa fonction

Le geéne codant pour MerR a été identifi¢ au début des années 80 au niveau de deux
transposons, le Tn501 de Pseudomonas aeruginosa (Stanisich et al., 1977) et le Tn21 du
plasmide R100 de Shigella flexneri (Barrineau et al., 1984).

MerR régule la transcription de I’opéron mer (Figure 1.7) qui code, au minimum, pour quatre
protéines MerT, MerP, MerA et MerD. Elle controle également sa propre expression
transcriptionnelle, le géne est transcrit de facon divergente a I’opéron mer (Brown et al.,
2003).

MerT est un transporteur de la membrane interne (3 segments transmembranaires). Selon
I’opéron considéré, le transporteur MerC (4 segments transmembranaires) ou MerF (2

segments transmembranaires) peut également étre exprimé (Silver & Phung le, 2005).
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MerP est une protéine périplasmique. MerA est une réductase cytoplasmique a Hg(Il). Elle
réduit le Hg(II) en Hg(0) qui est volatile et donc moins toxique pour le micro-organisme qui
I’évacue.
MerD est un co-régulateur de 1I’opéron mer impliqué dans la modulation de I’activité de MerR
par décrochage de cette derniére de ’ADN en absence de mercure (Champier et al., 2004).
Ces différentes protéines conferent une résistance au Hg(II) a la bactérie.

+1 transcription merTPAD

-35 N P -10 ,—[::» merT

5- CATATCGOTTEACTC CGTACATGAGTACGGAAGTARGEGTIACGC TATCCAATTTCAATTCGARAGGACARAGCGCATG -3°
GTATAGCGAACTGAGGCATGTACTCATGC CTTCATTCCAATECGATAGETTAAAGT TAAGCTTICC TGTTCGCETAC

merR CJ—I -10 -35

+1 transcription merR

Figure 1.7 Organisation de la région intergénique : merR — merTPAD du tranposon Tn501 (Brown et al., 2003;
Hobman et al., 2005). Les boites -10 et -35 des deux promoteurs sont encadrées. Les +1 de transcription
(Transcription Start Point ou TSP) sont indiqués avec les fléches ouvertes. Le motif palindromique lié par MerR
est précisé avec les fléches pleines.

MerR reconnait un motif original (Tableau I-5 et Figure 1.7) pour se lier a I’ADN. Elle

présente une forte affinité pour I’ADN en absence de métal (Kd ~ 140 pM (O'Halloran et al.,
1989) ; Kd ~ 2 nM (Champier et al., 2004)), cette affinité tend a décroitre en présence de
mercure (Kd ~ 420 pM (O'Halloran et al., 1989) ; Kd ~ 17 nM (Champier et al., 2004)). De
plus, MerR présente une affinité trés élevée pour le mercure (Kd app : 107 M en présence de
10 M de thiols exogénes (Shewchuk ez al., 1989b)).

En dépit du fait que MerR posséde deux sites potentiels de métallation au Hg”", in vitro et en
absence d’ADN, seule la métallation d’un site a pu étre observée (Shewchuk et al., 1989a;
Shewchuk et al, 1989b; Zeng et al., 1998). Cette liaison induit des changements
conformationnels de la protéine qui rendraient le second site de métallation inaccessible. Le
mercure est coordiné par trois cystéines : C82 (monomere 1), C117° et C126° (monomere 2),

une géométrie de type trigonal est observée.

1.2.1.4.2. La résistance au Hg*"

Les bactéries, ayant [’opéron mer, peuvent faire face a des stress Hg(Il) associés a leur
environnement. Cinq étapes sont observées (Figure 1.8). En absence de mercure, I’ARN
polymérase se lie sur le promoteur pmerR et assure la transcription du géne merR (Figure
L8A). La protéine MerR, qui en résulte, se lie a I’ADN et recouvre en partie le promoteur
pmerT. Le positionnement du régulateur d’une part accentue la courbure de ’ADN et d’autre
part permet le « recrutement » de I’ARN polymérase (Figure 1.8B). MerR interagit avec les

sous-unités o, et o de ’ARN polymérase (Kulkarni & Summers, 1999). Elle réprime la
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transcription de I’opéron mer et de son gene. En présence de Hg(Il), MerR le lie ce qui
provoque des changements conformationnels de cette dernieére et permet une distorsion de
I’ADN ainsi qu’un réalignement du promoteur pmer (Figure 1.8C). L’ARN polymérase se
repositionne avant d’initier la transcription de 1’opéron. Les protéines MerT, P, A et D sont
synthétisées.

Une cascade est ensuite mise en jeu (Hobman et al., 2005; Silver & Phung le, 2005) afin de
piéger le mercure pour le réduire en Hg(0) volatile (Figure 1.8D). Une fois le stress
mercurique maitris€, la synthése de 1’opéron mer doit étre régulée. Cette régulation semble
étre réalisée par MerD, elle s’associe a MerR-Hg(Il) pour former un complexe ternaire
« MerD-MerR-pmerT » (Champier et al., 2004). Ce complexe déstabilise 1’interaction entre
MerR et pmerT pour permettre la synthése de nouvelle protéine MerR apo.

Le mécanisme d’action de MerR est en accord avec les structures qui ont été résolues pour
BmrR, Cu-CueR et ZntR.

A: Absence de Hg?* B : Absence de Hg?*

erR

merTPAD
;
Ganscripﬁon ++ Transcription - -

ARN polymérase
MerR sur pmerR

C : Présence de Hg? D : Présence de Hg?*_Régulation

ARM polymerase
surpmerT

Transcription ++
e —

—{Eem o mertPAD |

Transcription - -

Transcription ++
¢ e

o merTPAD

L T

E : Aprés élimination
du Hg?* -
M
Transcription ++ \
ARN polymerase
sur pmerR
MerR

(ko |
o

Figure 1.8 Représentation schématique (inspiré de Hobman et a/. (2005)) de la régulation du stress « mercure »
chez E.coli ayant I’opéron mer du transposon Tn501.
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[.2.2.  La famille des régulateurs SmtB/ArsR

1.2.2.1. Géneéralites

La famille SmtB/ArsR, qui doit son nom a SmtB de Synechococcus PCC 7942 (Morby et al.,
1993) et a ArsR de E.coli (Wu & Rosen, 1991; Wu & Rosen, 1993), est constituée de

régulateurs transcriptionnels homodimériques qui répondent uniquement au stress métallique.

Ces régulateurs, qualifiés de répresseurs, lient ’ADN en absence de métal. La liaison d’un

métal entraine des changements conformationnels du régulateur induisant une dissociation des

complexes ADN/Protéine. La transcription est de ce fait déréprimée. Les membres de cette

famille de régulateurs ont des affinités pour les métaux allant de 10° 4 10"> M™' (Busenlehner

et al.,2003).

Les caractéristiques de différents membres de cette famille sont décrites dans le Tableau 1-6.

Protéine régulée Site de
Répresseur | Métal activateur Sites métalliques Références
(fonction) Régulation
(Erbe et al., 1995; Kar et
SmtA )
Zn(II) ; Co(1D) ; o al., 1997; VanZile et al.,
SmtB (Métallothionéine de classe a3N, as oS
Cd(II) ) 2002a; VanZile et al.,

2002b)

CzrB (Transporteur de
CzrA Zn(II) ; Co(Il) ) o as as
cations par diffusion)

(Eicken et al., 2003)

NmtR Ni(II) ; Co(1) NmtA (ATPase) as5C a5C (Cavet et al., 2002)
(Busenlehner et al.,

CddI) ; Pb(II) ; CadA (ATPase de type 2002a; Busenlehner et
CadC a3N, as a3N

Bi(Il) ; Zn(IT) Plb) al., 2002b; Endo &

Silver, 1995)
ArsA (ATPase)
(Wu & Rosen, 1991; Wu

ArsR As(IIT) ; Sb(II) ArsB (Transporteur) a3 a3

ArsC (arsenate réductase)

& Rosen, 1993)

Zn(1I) ; Pb(I) ;
AztR AztA (CPx-ATPase) a3N a3N
Cd(I1)

(Liu et al., 2005)

o Site original
CmtR Cd(II) ; Pb(1D) CmtA (ATPase de type P1) Site original ]
3 cystéines

(Cavet et al., 2003;
Wang et al., 2005)

Tableau I-6 Caractéristiques de plusieurs membres de la famille SmtB/ArsR
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1.2.2.2. Sites métalliques
Deux types de sites métalliques (exception faite de ceux de CmtR qui sont atypiques (Cavet et
al., 2003; Wang et al., 2005)) ont été identifiés dans la famille des régulateurs SmtB/ArsR :
un site nommé a3N et un site nommé a5 (Busenlehner et al., 2003; Pennella & Giedroc,
2005).
Le site a3N implique des résidus cystéines situés dans le domaine N-terminal et dans le motif
ELCVCD de I’hélice a3. La sphere de coordination de ce site comprend 3 a 4 résidus. Le site
a5, quant a lui, est composé de résidus histidines et de carboxylates de 1’hélice a.5.
Il existe deux variantes de ces sites : ArsR présente un site a3 (aucun ligand issu du domaine
Nter) et NmtR présente un site aSC (certains ligands impliqués dans la coordination
proviennent de I’extrémité C-ter).
Les sites a5/a5C lient préférentiellement des ions métalliques divalents comme le Zn(II), le
Ni(II) et le Co(II) alors que les sites a3N/a3 lient plutoét des métaux lourds de type Pb(II) ou
encore Bi(Il) (exception faite de celui de AztR qui lie aussi du Zn(II)).
Certains régulateurs n’ont qu'une classe de sites : soit a3N/a3 (AztR/ArsR), soit a5/a5C
(CzrA/NmtR), d’autres ont les deux sites a3N/a5 (SmtB / ZiaR / CadC de S.aureus) (Tableau
1-6) mais n’en utilisent qu’un pour la régulation.
Les ligands présumés des sites métalliques de SmtB, CzrA et CadC sont connus. Ils ont été

identifiés lors de la résolution des structures cristallographiques des régulateurs.

1.2.2.3. Caractéristiques structurales des membres de la famille SmtB/ArsR

Les structures de 3 membres de la famille SmtB/ArsR ont été résolues depuis 1998 : SmtB

(Cook et al., 1998; Eicken et al., 2003), CzrA (Eicken et al., 2003) et CadC (Ye et al., 2005).

[.2.2.3.1. Les structures des protéines dites Apo

La résolution de la structure cristallographique de apo-SmtB de Synechococcus PCC 7942
(Cook et al, 1998; Eicken et al, 2003) a montré qu’il s’agissait d’une protéine
homodimérique avec un axe de symétrie. Chaque monomere de SmtB posséde 5 hélices o et
de 2 brins B avec un repliement de type ol a2 a3 a4 (noté aR) B1 B2 a5 (Figure 1.9A).
L’interface de dimérisation est constituée des hélices al N-terminale et a5 C-terminale de
chaque sous unité.

Le domaine de liaison a I’ADN de type hélice coude hélice ailé est formé par a3 a4 1 B2 ou

a4 servirait d’hélice de reconnaissance a I’ADN.
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Motif ailé avec
les brins B

Figure 1.9 Structures tridimensionnelles de (A) apo-SmtB de résolution 1.7 A (Eicken et al., 2003) et de (B)
”apo” CadC de résolution 1.9 A (Ye et al., 2005). Domaine de liaison a I’ADN (Bleu) / Interface de dimérisation
(Jaune) / Pour CadC : le zinc des sites a5 est en rouge.

En 2003, I’obtention par diffraction des rayons X de la structure de apo-CzrA de résolution
2.0 A (Eicken et al., 2003) a confirmé les données cristallographiques de SmtB et de RMN de
apo-CzrA (Busenlehner et al., 2003). Une différence est notable entre les deux structures apo

de SmtB et de CzrA. Cette derniére est plus compacte.

En 2005, la structure cristallographique de « Apo » CadC de résolution 1.9 A a été obtenue
(Ye et al., 2005). Bien que cette derniere soit qualifiée d’apo, elle possede du Zn(Il) dans ses
sites a5 qui ne sont pas les sites régulateurs. Des différences au niveau de la structure
secondaire existent entre SmtB et CadC. Cette derniére a 6 hélices a et 3 brins [ organisés
avec un repliement de type ol a2 a3 Bl a4 oS5 (noté aR) B2 B3 a6 (Figure 1.9C)

L’interface de dimérisation est constituée des hélices a2, a3 et a6 C-terminale de chaque
sous unité. L’hélice ol semble contribuer a la dimérisation en interagissant avec les hélices
a3’ et a4’ du monomere adjacent favorisant la création d’un site a3N inter sous-unités.

Le domaine de liaison a I’ADN de type hélice coude hélice ailé est formé par a4 a5 ou as

servirait d’hélice de reconnaissance a I’ADN.
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1.2.2.3.2. Les structures des protéines métallées

Les structures des formes métallées de SmtB (dépourvue de son site a3N (VanZile et al.,
2002b)) et de CzrA contenant 2 Zn(II) ont été résolues par cristallographie aux rayons X
(Eicken et al., 2003). La liaison des deux métaux induit des changements structuraux au
niveau quaternaire. Ces changements sont particulierement marqués pour StmB métallée avec
des mouvements de rotation/translation d’une sous unité par rapport a l’autre. Il a, par
ailleurs, ét¢ montré pour SmtB, que suite a la métallation, un réseau de liaisons hydrogenes
¢était mis en place. Ce réseau permet de mettre en relation des résidus coordinant le métal du
site a5 et de I’hélice de reconnaissance a I’ADN. Les changements imposé€s par ces liaisons
tendent a changer la position relative des hélices de reconnaissance de I’ADN, ce qui pourrait
expliquer la dissociation du complexe ADN/Protéine (Eicken et al., 2003; Pennella &
Giedroc, 2005).

[.2.2.4. Mécanisme d’action général
Les membres de la famille SmtB/ArsR régulent la transcription de génes en liant un motif

palindromique imparfait (motif 12-2-12 invers¢) (Tableau I-7). Tous les membres poss¢dent

un seul motif au niveau du promoteur régulé excepté SmtB qui en possede deux.

Régulateur | Opéron Motif 12-2-12

SmtB Smt A1 AACACATGAACA GT TATTCAGATATT

Smt A2 CATACCTGAATC AA GATTCAGATGTT
ZiaR Zia A AATATCTGAGCA TA TCTTCAGGTGTT
CzrA Czr AB AATATATGAACA AA TATTCATATGAA
NmtR Nmt A AATAAATGAACA TA TGATCATATATT
AztR Azt RA TACAATTGAATA GT TGTTCAATTGTT
BxmR Bxa 1 ATAATATGAACA TC TATTCATACTAT

Bxm RA AACATCTGAATA TA TGTTCAGATGTA
CadC CadCA TACACTCAAATA AA TATTTGAATGAA
ArsR Ars RBCA ATTAATCATATG CG CTTTTGGTTATG

Tableau I-7 Comparaison du motif palindromique imparfait (12-2-12 inversé) lié par les membres de la famille
SmtB/ArsR (Busenlehner ef al., 2003; Liu et al., 2004; Liu ef al., 2005)

Généralement ce motif (sauf pour SmtB) se situe en aval du motif -10 du promoteur régulé

(Busenlehner et al., 2003).

Aucune structure cristallographique d’un complexe ADN/Protéine n’a jusqu’a présent été
résolue, le mode de fixation des régulateurs de la famille SmtB/ArsR a I’ADN n’est pas

connu. Les études de liaison a I’ADN ont montré, que selon le régulateur impliqué, un a
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quatre dimeres peuvent se fixer sur ’ADN. Cette liaison est fonction de la longueur de la
séquence et de la force ionique appliquée pendant les mesures.

Un mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille SmtB/ArsR peut étre proposé
(Figure 1.10). En absence de métal, le régulateur est 1i¢ a I’ADN sur son palindrome imparfait
(Tableau I-7). Le complexe de transcription (ARN polymérase et facteur sigma) ne peut pas
initier la transcription des geénes.

La liaison du métal par le régulateur, dans ses deux sites, induit des changements
conformationnels de ce dernier. Ces changements affecteraient la position relative des hélices
de reconnaissance de I’ADN. Le régulateur métallé se dissocie de I’ADN, I’ARN polymérase

peut se fixer correctement sur son promoteur et donc initier la transcription.

Métal
- P |
Repression Dérepression .
de la transcription de la transcription -

Figure 1.10 Mécanisme d’action des métallorégulateurs de la famille SmtB/ArsR. En absence de métal, le
métallorégulateur empéche la transcription des génes. En présence de métal, la transcription est déreprimée en
raison de la dissociation de complexe holo-protéine de I’ ADN.

1.2.3.  La famille des régulateurs DtxR

1.2.3.1. Geneéralites

Cette famille de régulateur qui doit son nom au premier membre identifi¢ chez
Corynebacterium diphtheriae DtxR (Diphtheria Toxin Regulator) est constituée de
régulateurs transcriptionnels homodimériques qui répondent au stress métallique. Cette
famille est largement présente chez des micro-organismes Gram + tels Streptomyces,
Corynebacterium, et Mycobacterium ayant un pourcentage en guanine et cytosine ¢levé. Ces
régulateurs, qualifiés de répresseurs, lient ’ADN en présence de leur cofacteur métallique.
Cette liaison entraine des changements conformationnels du régulateur qui activent
I’homodimere et lui permettent de se lier a ’ADN sur une séquence palindromique. La

transcription est de ce fait réprimée.

Quelques caractéristiques des membres de cette famille sont rapportées dans le Tableau I-8.
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Métal
Génes
Régulateur Bactérie Fonction controlée activateur Réferences
régulés
in vivo
Tox, Synthése de la toxine
Corynebacterium . . . - (Pohl et al., 1999a;
DtxR irpl a s, diphtérique, Importation du fer, Fe )
diphtheriae Schmitt, 1997)
hmuO Réponse au stress-oxydant
Importation du fer, Réponse au
Mycobacterium stress-oxydant, Synthése e (Pohl et al., 1999b;
IdeR JfbxA o Fe )
tuberculosis d’enzyme impliquée dans le Schmitt et al., 1995)
synthése d’exochelin
Transport du Mn”" par un
mntABCD, transporteur de type ABC - (Que & Helmann,
MntR Bacillus subtilis Mn )
mntH et par un transporteur de la 2000; Schmitt, 2002)
famille NRAMP
Treponema Transport du Mn?/Zn?" (?) par (Hazlett et al., 2003;
TroR troABCD Mn*"/Zn**
pallidum un transporteur de type ABC Posey et al., 1999)

Tableau I-8 Caractéristiques de quelques membres de la famille DtxR

La famille DtxR peut étre divisée en deux sous-familles, celle des IdeRs (Iron Dependent
Regulator) a laquelle sont rattachées DtxR et IdeR et celle des MntRs (Manganese Transport
Regulator) a laquelle est rattachée MntR. Elles ont deux sites métalliques par monomere. Ces
sites sont soit indépendants (DtxR et IdeR (Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b)) soit de type
binucléaire (MntR (Glasfeld et al., 2003)). L’affinité de ces régulateurs (DtxR, MntR...) pour
le métal varie de 10* a 10”7 M (D'Aquino et al., 2005; Golynskiy et al., 2006; Sen et al.,
20006) selon le site impliqué.

[.2.3.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille DtxR

[.2.3.2.1. Aspect structural

Actuellement plus d’une trentaine de structures des membres de la famille DtxR (DtxR (Pohl
et al., 1998; Pohl et al., 1999a; Schiering et al., 1995)/IdeR (Pohl et al., 1999b; Wisedchaisri
et al., 2004; Wisedchaisri et al., 2007)/MntR (DeWitt et al., 2007; Glasfeld et al., 2003)
associées) sont connues. Leurs résolutions ont permis de définir les fondements structuraux de
cette famille, les sites métalliques et d’avancer des mécanismes d’activation pour la liaison a

I’ADN de ces régulateurs.
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Les membres de la sous-famille IdeRs présentent 3 domaines (Figure I.11A et B) :

e Un domaine de liaison a ’ADN avec un motif hélice-coude-hélice ailé qui implique les
hélices a2 et a3 ainsi que les brins B1 et f2 (motif ailé).

e Un domaine de dimérisation constitu¢ de deux hélices a5 et a6. Ce domaine est li¢ au
domaine de liaison a I’ADN par I’hélice a4.

e Un domaine de type SH3 avec un repliement particulier qui intervient dans la régulation

de la dimérisation, la coordination du métal. Ce domaine peut également se lier a une

région riche en proline (résidus 125-139) (Wang et al., 1999; Wylie et al., 2005).

Domaine de
type SH3

Domaine de
dimérisation

Domaine de
liaison a4 I’ADN

Figure I.11 Structures tridimensionnelles de Apo-DtxR de résolution 3.0 A et de Co-DtxR de résolution 3.2 A.
(A) Visualisation de la structure d’une unité monomérique d’apo-DtxR dimérique (Pohl ef al., 1998), (B) apo-
dtxR (Schiering et al., 1995) et (C) Co-DtxR (Pohl et al., 1999a). Domaine de liaison a I’ADN (Bleu) / Motif
ailé (vert) / Linker (rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Domaine de type SH3 (orange). Ce domaine n’est
pas précisé en B et C pour la clarté de la figure.

Des domaines similaires ont été décrits pour MntR (Figure 1.12) excepté le domaine de type
SH3 (Glasfeld et al., 2003). Le domaine de dimérisation de MntR implique une hélice a

supplémentaire o7 qui tend a stabiliser 1’état « dimérique » de apo-MntR en solution

(Glasfeld et al., 2003).
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A Domaine de dimérisation B

¥ o3
Domaine de liaison a FADN

Figure 1.12 Structures tridimensionnelles de (A) apo-MntR de résolution 2.8 A (DeWitt et al., 2007) et (B) Mn-
MntR de résolution 2.4 A (Kliegman et al., 2006). Domaine de liaison 2 ’ADN (Bleu) / Motif ailé (vert) / Linker
(rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Manganése (sphére cyan).

1.2.3.2.2. Site de métallation et structure

Les résolutions des structures par rayons X ainsi que les études par mutagénese dirigée ont

permis de caractériser les différents sites de métallation de ces métallorégulateurs.

Les sites dits « indépendants » (Figure I.11C) ont été caractérisés chez DtxR et chez IdeR
(Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b). IIs sont qualifiés de site 1 ou auxiliaire et de site 2
ou primaire (D'Aquino ef al., 2005). Les constantes de dissociation de ces sites chez DtxR
pour le Ni(II) sont de 2.107"M et 6.3.10*M respectivement. Elles ont été déterminées par
des titrations calorimétriques (ITC). Ces valeurs fluctuent selon les auteurs et la technique
utilisée mais restent toujours du méme ordre de grandeur.

Le métal présent dans le site 1 de DtxR est coordiné par 5 ligands avec une géométrie de
type « bipyramide trigonal ». Les résidus H79, E83 de I’hélice a4, H98 de I’hélice a5,
E170 et Q173 du domaine de type SH3 sont impliqués dans la coordination du métal
(Co®") (Pohl et al., 1999a). Le métal présent dans le site 2 est coordiné par 5 ligands chez
DtxR : les résidus C102 (via le soufre et le carbonyle), E105, H106 de I’hélice a5 et M10
de I’hélice al (Pohl et al., 1999a).

Ces deux sites sont a une distance de 9 A. Ils sont mis en connexion via une liaison
impliquant H79 et E105 (Pohl ef al., 1999b).

Un troisieme site a récemment été décrit chez IdeR, impliquant deux résidus histidines du
domaine de type SH3 ainsi qu’une molécule de solvant (Wisedchaisri et al., 2004). Son

importance au niveau « biologique » n’est pas encore établie.
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e Le site binucléaire a Mn(Il) (Figure 1.12B) a, quant a lui, ét¢ décrit chez MntR (Glasfeld
et al., 2003).
Les deux Mn(II) sont pontés par deux glutamates E102 et E11 et une molécule de solvant.
Les autres ligands sont H77 (H79 chez DtxR) et E99 (C102 chez DtxR) et une molécule
d’eau formant alors un octaédre distordu pour le premier Mn(Il) lié. Le second Mn(Il); a
également une géométrie octaédrique, il est coordiné par D8 (M10 chez DtxR), H103,
deux molécules d’eau et les deux glutamates E102 et E11. Les deux Mn(II) sont séparés
par 3.3 ou 4.4 A (Glasfeld et al., 2003; Kliegman et al., 2006; Sen et al., 2006) selon les

études considérées.

1.2.3.2.3. Mécanisme d’activation des membres de cette famille

Le mécanisme d’activation des membres de cette famille (Figure 1.13) ne peut étre le méme
en raison de différences présentes tant au niveau structural, qu’au niveau des sites
métalliques.

e Pour les IdeRs :

Apo-DtxR et apo-IdeR, en solution et a basse concentration, sont des monomeres. Dans cet
état, il a été montré que le domaine de type SH3 de DtxR se lie a une séquence d’acide-
aminés de la région « 125-139 » qui assure la liaison entre les domaines N et C-ter (Wang et
al., 1999). Les protéines se trouvent sous deux formes a 1’équilibre : une forme ouverte et une
forme fermée. En présence de métal dans les sites métalliques de DtxR et de IdeR, 1’équilibre
monomeére-dimere tend a étre déplacé vers la formation de dimeére (Kd ~ uM a 33 nM
(Spiering et al., 2003)). La liaison du métal dans le site 1 tend a déplacer le domaine de type
SH3 dont certains ligands sont impliqués dans la sphére de coordination.

L’utilisation de mutants DtxR soit du site 1, soit du site 2 a permis de mettre en évidence que
le site 2 ou site primaire est essentiel pour I’activité de liaison a I’ADN du régulateur (Ding et
al., 1996; Spiering et al., 2003). La métallation des sites 1 et 2 chez DtxR serait nécessaire a
la dimérisation du régulateur (D'Aquino et al., 2005) ce qui n’est pas le cas pour IdeR.
L’utilisation de mutant du site 2 chez IdeR a permis d’établir que le site 1 est important pour
la stabilisation et la dimérisation de ce régulateur et que le site 2 est impliqué dans la liaison a
I’ADN (Chou et al., 2004). Un processus ou la métallation des régulateurs serait séquentielle
doit avoir lieu pour en assurer I’activation. L’incorporation du métal dans le site 1 favorise la
dimérisation (chez IdeR), ce changement permet alors la liaison du métal dans le second site.
La liaison des cofacteurs est coopérative et dépendante de la dimérisation (Semavina et al.,

2006).
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Figure 1.13 Mod¢les d’activation pour IdeR (Chou ef al., 2004; Wisedchaisri et al., 2004; Wisedchaisri et al.,
2007), DtxR (D'Aquino et al., 2005; Love et al., 2004) et MntR (DeWitt ef al., 2007) en plusieurs étapes. Ces
mécanismes ont été proposés aprés recoupement de différentes données obtenues par cristallographie,
mutagenese dirigée, DLS, ultracentrifugation analytique, quench de fluorescence du tryptophane, ITC...

e Pour MntR :

L’activation de MntR ne peut pas suivre en totalité le processus des IdeRs. En effet, Apo-
MntR est un dimére stable en solution (Glasfeld et al., 2003; Lieser et al., 2003) qui ne
présente pas de domaine de type SH3. En absence de métal, les deux domaines déja structurés
présentent une certaine flexibilité I’un par rapport a I’autre. La liaison du premier métal dans
le site A tend a contraindre en partie le domaine de liaison a I’ADN ; ceci facilite la liaison du
second métal. Le domaine de liaison est alors totalement contraint. MntR est en mesure de se

lier a ’ADN (DeWitt et al., 2007; Golynskiy et al., 2005; Lieser et al., 2003).

1.2.3.3. Mécanisme d’action général

Les membres de la famille DtxR régulent la transcription de génes en réponse a un métal soit
le fer, soit le manganése in vivo. Ces régulateurs se lient a un motif palindromique souvent
imparfait (motif 9-1-9 inversé) (Guedon & Helmann, 2003; Lee & Holmes, 2000; Schmitt,
2002). Les motifs reconnus par les IdeRs présentent plus de similitudes entres eux que ceux
reconnus par MntR chez différents micro-organismes (Guedon & Helmann, 2003). Ce motif

dans le cas de DtxR de C. diphtheriae peut étre soit en aval du promoteur et chevaucher
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partiellement la région -10 (cas du pfox), soit se situer entre les deux régions -10 et -35 du
promoteur (cas du phmuO) soit chevaucher la région -35 du promoteur (cas de /RPI) (Lee &
Holmes, 2000).

5’- TTAGGTTAG-C-CTAACCTAA -3’

Figure 1.14 Séquence consensus reconnue par DtxR chez Corynebacterium diphtheriae (Lee & Holmes, 2000)

La résolution de structures par rayons X des complexes « Metal divalent-Protéine-ADN »

(Figure 1.15) a permis de proposer un mécanisme d’action des membres de cette famille

(Figure 1.16).

Figure I.15 Structure du complexe Co-DtxR-ADN (Pohl et al., 1999a). Le complexe présente une
stoechiométrie de 2 Homodimeres:1 ADN. Domaine de liaison & I’ADN (Bleu) / Motif ailé (vert) / Linker
(rouge) / Interface de dimérisation (Jaune) / Domaine de type SH3 (orange) / Co(II) (sphére cyan).

En absence de métal, les apo-protéines ne se lient pas a I’ADN. L’incorporation du métal dans
les 2 sites de métallation entraine un rapprochement des hélices a3 et a3’ impliquées dans
I’interaction avec I’ADN (déplacement du domaine N-ter par rapport au domaine de
dimérisation). Présentant un meilleur alignement, elles peuvent alors interagir avec les grands
sillons de I’ADN.

Deux homodiméres (Pohl et al., 1999a; Pohl et al., 1999b; White et al., 1998) se fixent sur la
séquence palindromique sans présenter aucune interaction entre eux (Figure 1.15 et Figure

L16).

Ce positionnement perturbe la liaison du complexe de transcription, cette derniére se voit

réprimée.
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Ex

Activation
de la transcription

Repression
dela transcription

Figure 1.16 Mécanisme d’action simplifi¢ des métallorégulateurs de la famille DtxR. En absence de métal, la
transcription des génes a lieu. En présence de métal, la transcription est reprimée par un positionnement du
métallalorégulateur sur sa séquence opératrice.

Des études d’interactions IdeR/ADN suivies par anisotropie de fluorescence ont indiqué que
la liaison a I’ADN est coopérative (Chou et al., 2004). Le travail des auteurs ne permet pas de
définir Dorigine de la coopérativité. En effet, celle-ci peut provenir de la fixation d’un
monomere sur I’ADN qui faciliterait la fixation d’un deuxiéme monomere par des interactions
protéines/ADN et protéines/protéines. Une seconde hypothése serait que la coopérativité
observée provienne de la fixation d’un dimere sur I’ADN qui faciliterait la fixation d’un
second dimere. En effet, bien qu’il n’existe pas de contact entre les diméres sur I’ADN, la
structure de I’ADN est déformée par rapport a la structure canonique d’un ADN B (Pohl et
al., 1999a; Pohl et al., 1999b; Wisedchaisri et al., 2004). On peut donc supposer que la
fixation d’un dimeére entraine une distorsion de I’ADN facilitant la fixation du deuxieéme

dimere.

De nombreuses propriétés des membres de la famille de DtxR sont également des

caractéristiques des membres de la famille de FUR.

1.2.4. La famille des régulateurs FUR

Les informations contenues dans cette partie ont été recueillies dans plusieurs revues (Lee &

Helmann, 2007) et theses (Pecqueur, 2005).

1.2.4.1. Geneéralites

Cette famille qui doit son nom au premier membre identifi¢é chez Escherichia coli FUR
(Ferric uptake regulator) (Bagg & Neilands, 1987; Hantke, 1981) est constituée de régulateurs
homodimériques qui répondent a divers stimuli (métal, ’acidité, le stress oxydant). Les
régulateurs de cette famille ont dans un premier temps été qualifiés de répresseur de la
transcription qui apres liaison de leur cofacteur métallique se lient sur une séquence opératrice

(mode d’action principal : RDM pour Répression Directe par la protéine Métallée).
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Cependant ce n’est pas I’unique mode d’action de ces régulateurs. Quatre autres modes, qui
seront présentés par la suite (p- 62 -), ont été proposés selon le régulateur considéré et le
micro-organisme dans lequel il intervient.

Quelques caractéristiques des membres de cette famille sont rapportées dans le Tableau I-9 :

Métal structural Mode de
Régulateur Organisme Fonction(s) Références
/régulateur régulation
(Ernst et al., 2005a;
RDM-AIM

E. coli Zn**/Fe* Ernst et al., 2005b;

Homéostasie du
. ) Lavrrar ef al., 2002;
F . 2 ” Fer (importation RDM
ur P. aeruginosa Zn” (?)/Fe Masse & Gottesman,

/ utilisation /
2002; Masse &
stockage) RDM-ADM-

H. pylori 2/Fe*t Arguin, 2005; Pohl et
ADA-RDA
al.,2003)
. Importation du
Zur E. coli Zn""/Zn ) RDM (Outten et al., 2001)
Zinc
o Importation du (Diaz-Mireles et al.,
Mur R. leguminosarum -/Mn~" (Fe™) RDM
Manganeése 2004)
- Importation du
Nur S. coelicolor ?/Ni RDM (Ahn et al., 2006)
Nickel
(Lee & Helmann,
PerR B. subtilis Zn*'/Fe** (Mn®") | Stress oxydant | RDM-ADM 2006a; Lee &
Helmann, 2006b)
(Hamza et al., 1998;
Importation du Rudolph et al., 2006a;
Irr B. japonicum -/Fe-Héme Fer et le stress ADA-RDA | Rudolph ef al., 2006b;
oxydant Yang et al., 2006a;

Yang et al., 2006b)

Tableau I-9 Caractéristiques des certains membres de la famille FUR. Les modes de régulation sont définis par :
1" lettre R ou A pour Répression ou Activation _2"* lettre D ou I pour Direct ou Indirect 3™ lettre M ou A
pour présence du cofacteur métallique ou non.

Des sous-familles peuvent étre proposées pour faciliter la description de cette famille. La
premiere sous-famille concerne les FURs qui sont impliqués dans I’homéostasie du fer. La
seconde sous-famille « FUR-like » comprend des régulateurs impliqués dans I’homéostasie de
métaux autres que le fer (zinc, nickel, manganése). La troisiéme sous-famille inclue PerR

(senseur du stress oxydant) et Irr qui est un senseur de 1’héme.

Les caractéristiques des membres de cette famille de métallorégulateurs vont étre détaillées
(structure / sites métalliques / mode d’action) avant de présenter quelques propriétés de FUR
d’Helicobacter pylori dans le chapitre V. La caractérisation de cette protéine a été initiée au

cours de mes travaux de these.
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1.2.4.2. Caractéristiques structurales des membres de la famille FUR

Actuellement la structure « compléte » d’un membre de chaque sous-famille a été résolue :

e FUR de P. aeruginosa de résolution 1.8 A (Pohl et al., 2003) notée PaFUR

e FurB renommée Zur de M. tuberculosis de résolution 2.7 A (Lucarelli et al., 2007; Maciag
et al., 2007) notée MtZur

e PerR de B. subtilis de résolution 1.75 A (Traore et al., 2006) notée BsPerR

La structure cristallographique du domaine N-ter de FUR d’E.coli de résolution 1.8 A

(Pecqueur et al., 2006) notée EcFUR | g, a également été résolue.

La résolution de la structure de PaFUR métallée a permis de confirmer les fondements
structuraux de la famille FUR. Ces régulateurs sont des homodimeéres qui comprennent deux
domaines (Figure 1.17):

e Un domaine de liaison a I’ADN du coté N-terminal

e Un domaine de dimérisation du coté C-terminal

Chez PaFUR (Figure 1.17A), le domaine de liaison a I’ADN comprend quatre hélices a et
deux brins  formant un feuillet B antiparall¢le. Le motif de ce domaine permettant la liaison
a I’ADN est, comme pour DtxR, un motif hélice coude hélice ailé. L’hélice a4 sert d’hélice
de reconnaissance. Le domaine de liaison a ’ADN de PaFUR est similaire a celui de DtxR,
cependant il comprend une hélice a supplémentaire en N-ter « al ». Cette hélice, présente
¢galement chez BsPerR, est a I’inverse absente du domaine de liaison a I’ADN de MtZur.
Cette dernic¢re posseéde toutefois une premiére hélice trés longue. L hélice de reconnaissance
de I’ADN de MtZur est o.3.

Le domaine de dimérisation de PaFUR est constitué de trois brins 3 dont 5 et d’une longue
hélice o (a5) issus de chaque sous-unit¢é monomérique. Une hélice o supplémentaire est
présente chez BsPerR a I’extrémité C-ter « a6 ».

Méme si les repliements de MtZur et de BsPerR sont fortement similaires a celui de PaFUR,
les réarrangements spatiaux des deux domaines différent nettement (Figure I.17B et C) ce qui
suggere que le mécanisme d’activation de ces régulateurs doit différer (mouvements différents
des domaines de liaison a I’ADN par rapport au domaine de dimérisation au niveau de la

région charniére).
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Site structural

BsPerR

Figure 1.17 Structures tridimensionnelles de (A) Zn;Zn,PaFUR de résolution 1.8 A (Pohl et al., 2003), (B)
Zn,Zn,ZnsMtZur de résolution 2.7 A (Lucarelli et al., 2007) et (C) Zn;BsPerR de résolution 1.75 A (Traore et
al., 2006). Domaine de liaison a8 I’ADN (Bleu) / Domaine de dimérisation (Jaune) / Zinc (sphére cyan).

Une étude portant sur la caractérisation structurale de FUR d’E.coli par RMN et par
diffraction des rayons X a également été réalisée (Pecqueur et al., 2006). Cette derniére étude
a montré que les structures secondaires de Zn;Zn,PaFUR (forme activée) et de Zn;EcFUR
(« Apo » EcFUR) sont identiques mis a part pour I’hélice a.1. En effet, cette derniére n’est pas
structurée chez Zn;EcFUR bien qu’elle soit prédite au regard de la séquence chez E.coli et
observée sur le monomeére oxydé de EcFUR. La résolution a 1.8 A de la structure du domaine
N-ter de EcFUR, a permis d’observer cette hélice et de constater que les domaines de liaison a
I’ADN de PaFUR et EcFUR ¢étaient superposables. Il a été proposé que la structuration de

cette hélice dans le domaine N-ter soit provoquée par la liaison du métal.
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1.2.4.3. Les sites métalliques

Les différents ligands des sites métalliques de EcFUR, PaFUR, MtZUR et de BsPerR sont
précisés sur un alignement de séquence (Figure I1.18).

ECFUR ————- MTDNNTALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGEEIGLATV 55
PaFUR ————- MVEN-SELREAGLEVTLPRVEKILQMLDSAEQRHMSAEDVY KALMEAGEDVGLATV 54
MtZUR -—-———-——————- MSARGVRSTRQRAAISTLLETLDD-FRSAQELHDELRRRGENIGLTTV 47

BsPerR. MAAHELKEALETLKETGVRITPQRHAILEYLVNSMA-HPTADDIYKALEGKFPNMSVATV 59

ECFUR YRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGEVIEFSDDSIEARQREIA 115
PaFUR YRVLTQFEARAGLVVRHNFDGGHAVFELADSGHHDHMVCVDTGEVIEFMDAEIEKRQKEIV 114
MtZUR YRTLQSMASSGLVDTLHTDTGESVYRRCSEHHHHHLVCRSCGSTIEVGDHEVEAWAREVA 107
BsPerR YNNLEVFRESGLVKELTYGDASSRFDFVTS-DHYHAICENCGKIVDFHYPGLDEVEQLAA 118

EcFUR AKHGIRLTNHSLYLYGHCREGDCREDEHRHEGK 148

PaFUR RERGFELVDHNLVLY-—————-— VRKKK-———— 134
MtEZUR TEHGFSDVSHTIEIFG----—- TCSDCRS—-—— 130
BsPerR HVTGFKVSHHRLEIYG—-——-— VCQECSKKENH- 145

Figure 1.18 Les différents ligands des sites métalliques de plusieurs membres de la famille FUR. En rouge :
ligand du site structural ; en bleu : ligand du site de régulation ; en noir souligné : ligand potentiel mais non
observé du site de régulation ; en vert : ligand du site 3 de MtZUR.

1.2.4.3.1. Les sites de FUR d’Escherichia coli

Lors de la caractérisation de FUR d’Escherichia coli, il a ét¢ montré que cette derniére avait 2
sites métalliques par monomere et que ces sites n’avaient pas la méme affinité pour le métal.
Ces sites métalliques ont été caractérisés au travers d’études spectroscopiques (XAS, UV-Vis)
(Adrait et al., 1999; Gonzalez de Peredo et al., 1999; Jacquamet et al., 1998).

Le métal du site de régulation chez ECFUR est coordiné par 6 ligands dont au moins 3 azotes
provenant de résidu histidine, 1 oxygene provenant soit d’un résidu aspartate soit d’un résidu
glutamate et 2 autres atomes (N/O). Il présente une géométrie octaédrique. Parmi les douze
histidines de EcFUR, les histidines 32, 86, 87, 89 et 124 sont trés conservées ; mais seules les
histidines 32 et 89 sont indispensables a I’activit¢ de ECFUR (Braun et al., 1990; Coy et al.,
1994). Ces deux histidines ont donc été proposées comme ligands.

Le zinc du site structural est coordiné par 2 soufres provenant des résidus cystéine 92 et
cystéine 95 (motif CX,C) et par 2 autres atomes pouvant étre soit 1 azote et 1 oxygeéne soit 2
azotes (Gonzalez de Peredo et al., 1999; Jacquamet et al., 1998). Ce site présente une
géométrie tétraédrique qui tend a étre distordue lorsque le site de régulation est métallé. Ce
site structural est important pour la stabilisation du dimére (Pecqueur et al., 2006). 1l a par
ailleurs été montré que les cystéines 92 et 95 étaient indispensables pour ’activité de ECFUR
(Coy et al., 1994) contrairement aux cystéines 132 et 137 (motif CX4C). Les cystéines du
motif CX,C semblent importantes pour la structure des protéines FURs (Lee & Helmann,
2007). Toutefois toutes les protéines FUR ne présentent pas ce genre de motif, c’est le cas de

FUR de P. aeruginosa.
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1.2.4.3.2. Les sites de FUR de Pseudomonas aeruginosa

Pour FUR de P. aeruginosa, deux sites ont été identifiés lors de la résolution de la structure
(Pohl et al., 2003).

Le site 1 est situé¢ dans le domaine de dimérisation, le zinc est coordiné par 6 ligands (H86,
D88 bidentate, E107, H124 et une molécule d’eau) (Figure I.17A). Il présente une géométrie
octaédrique distordue.

Le site 2 implique des ligands du domaine de dimérisation et du domaine de liaison a I’ADN
(H32, E80, H89 et E100). Il présente une géométrie tétraé¢drique.

I1 a été proposé par Polh et al. suite a des expériences d’EXAFS faites au seuil du fer que les
sites 1 et 2 soient les sites de régulation et structural respectivement.

Cependant il a été montré par mutagenese dirigée que des substitutions de résidus amino-
acides du site 1 ne perturbaient pas les fonctions de PaFUR, contrairement a celles faites dans
le site 2 (Lewin et al., 2002). Le site 1 ne peut étre le site de régulation. Le site 2 pourrait
correspondre au site de régulation (Lewin et al., 2002). D’autres données portant sur la

caractérisation des sites des protéines FUR et FUR-like tendent a renforcer cette proposition.

1.2.4.3.3. Les sites de ZUR de Mycobacterium tuberculosis

Pour Zur de Mycobacterium tuberculosis, la résolution de la structure a permis de décrire 3
sites métalliques capables de lier du zinc (Lucarelli et al., 2007).

Le site 1 se situe dans la région charniére entre le domaine de liaison a I’ADN et le domaine
de dimérisation (Figure 1.17B). Ce site présente une géométrie tétraédrique, les ligands de la
sphére de coordination sont les résidus Asp 62, Cys 76, His 81 et His 83. Le métal présent
dans ce site est échangeable avec du cobalt. Ce site est proposé comme site de régulation.

Le site 2 se situe dans le domaine de dimérisation. Ce site présente également une géométrie
tétraédrique, les ligands du zinc sont les 4 soufres des cystéines 86-89 et 126-129. Ces
cystéines présentent un motif particulier : CX,C-n-CX,C. Ce site est proposé¢ comme site
structural.

Le troisicme site est également présent dans le domaine de dimérisation. Il implique de
nouveau 4 ligands pour coordiner le zinc (3 histidines 80-82-118 et 1 glutamate 101).
Curieusement, les ligands de ce site appartiennent au site 1 de PaFUR (initialement proposé
comme site de régulation).

Jusqu’a présent aucune fonction n’a été attribuée a ce site, il pourrait s’agir d’un second site
structural, d’un second site de régulation ou alors d’un artefact expérimental. Cependant, si

I’on considére son homologue chez E.coli, deux sites métalliques ont seulement été identifiés
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par des mesures spectroscopiques (Outten et al., 2001). Leurs caractéristiques sont proches de
celles des sites 1 et 2 retrouvés chez MtZUR. Le site 3, de ce fait, ne semble pas

indispensable.

1.2.4.3.4. Les sites de PerR de Bacillus subtilis

Pour PerR de Bacillus subtilis, 2 sites métalliques ont été proposés (Lee & Helmann, 2006a;
Lee & Helmann, 2006b; Traore et al., 2006).

Le site structural a zinc comprend les 4 cystéines des 2 motifs CX,C (C96, C99, C136 et
C139). 1l se situe dans le domaine de dimérisation (Figure 1.17C).

D’apres un modele appliqué a la structure de BsPerR apo (rotation de 160° du domaine C-ter
par rapport au domaine N-ter), il semblerait qu’il puisse exister, moyennant cette rotation, un
site de régulation potentiel a fer ou @ manganese qui soit pentacoordonné. Il se situerait dans
la région charni¢re entre le domaine de liaison a ’ADN et le domaine de dimérisation. Le
métal pourrait étre coordiné par les résidus His 37, Asp 85, His 91, His 93 et Asp 104. Ces
ligands correspondraient aux ligands du site 2 de PaFUR. In vivo, ces résidus semblent
essentiels pour la fonction de répresseur de BsPerR ; il reste & démontrer que ces résidus sont

les ligands du fer in vitro.

1.2.4.4. Meécanismes d’activation des régulateurs

La simple comparaison des structures tridimensionnelles des régulateurs suggere que ces
différents membres doivent présenter des mécanismes d’activation propres afin d’assurer leur
fonction. Deux mécanismes d’activation ont été proposés d’une part pour PerR de B. subtilis
et d’autre part pour FUR d’E.coli (recoupement de données biochimiques et structurales entre

EcFUR et PaFUR) (Figure 1.19).
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Figure 1.19 Schéma des mécanismes d’activation hypothétiques de BsPerR et de EcFUR

1.2.4.4.1. Mécanisme d’activation de BsPerR

PerR, qui « détecte » le peroxyde d’hydrogene, présente deux niveaux d’activation (Lee &
Helmann, 2006a; Lee & Helmann, 2006b; Lee & Helmann, 2007; Traore et al., 2006). Le
premier niveau d’activation doit lui permettre d’assurer sa fonction de répresseur de la
transcription de geénes. Il consiste en la métallation du site de régulation a fer ou a mangangése.
En considérant la structure RX allongée de apo-PerR, cette derniére ne peut lier le métal dans
son site de régulation simplement. Cette incorporation semble nécessiter une rotation de 160°
du domaine de dimérisation par rapport au domaine de liaison a I’ADN. Cette rotation
permettrait alors le repositionnement des ligands de la sphére de coordination du site de
régulation (Traore et al., 2006). Le dimere de PerR activé serait capable de lier I’ADN (Figure
L19).

Le second niveau d’activation doit permettre a PerR d’assurer sa fonction de « detecteur » du
peroxyde d’hydrogeéne. En présence d’H,O,, PerR subirait une oxydation des histidines 37
et/ou 91 du site de régulation via un mécanisme d’oxydation catalysé par le métal (Lee &
Helmann, 2006a). Cette oxydation entrainerait la formation de 2-oxo-histidine et induirait une
diminution de I’affinité de la protéine pour son métal de régulation. Cette oxydation l¢verait

la répression de PerR par dissociation du complexe Protéine/ADN (Figure 1.19).
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1.2.4.4.2. Mécanisme d’activation de ECFUR

EcFur contrairement a PerR ne présenterait qu’un niveau intégré d’activation lui permettant
d’assurer sa fonction de régulateur de la transcription (Figure 1.19). Le métal présent dans son
site structural, permet de stabiliser sa structure quaternaire a 1’état de dimere (Pecqueur ef al.,
2006) et non pas de ’activer. L’activation est permise par la liaison du métal (Zn*', Fe*",
Mn®"...) dans le site de régulation. Cette incorporation entraine des changements de la
conformation de la protéine avec une exposition plus importante de 1’hélice a4 au solvant.

Une meilleure exposition des domaines de liaison a I’ADN aurait lieu (Coy & Neilands, 1991;
Gonzalez de Peredo et al., 2001). Cet aspect a ét¢ confirmé par des études de cross-link a
I’EDC et au DMA (D'Autreaux et al., 2007). Le groupement -NH; de I’extrémité N-terminale
interagit via des interactions ioniques avec un ou plusieurs résidus acides du domaine C-
terminal et est aussi a proximité des lysines 76 et 97 de la région centrale chez Zn;EcFUR
(dimére inactif). Ces interactions impliquent une proximité spatiale. Ces derniéres n’ont plus
lieu lors de la métallation du site de régulation (M;Zn;EcFUR = dimére activé), preuve d’un
¢loignement de 1’extrémité N-ter et du domaine C-ter. Par ailleurs il a ét¢ montré au
laboratoire lors d’études structurales que I’extrémité N-terminale était plus ou moins
structurée en fonction de 1’état d’activation de la protéine (Pecqueur et al., 2006; Pohl et al.,
2003). Zn;Zn,PaFUR qui correspond a la forme active de FUR présente une hélice al a
I’extrémité N-terminale, contrairement a Zn;EcFUR, forme inactive de la protéine, qui ne
présente pas cette hélice. Il a donc été proposé que la métallation du site de régulation
entrainerait des changements conformationnels locaux avec entre autre une structuration de

I’hélice al et un repositionnement de I’hélice a4 pour permettre la liaison a I’ADN.
1.2.4.5. Modes de régulation

1.2.4.5.1. Généralités

Initialement les membres de cette famille de métallorégulateurs étaient qualifiés de
répresseurs de la transcription par liaison d’une séquence opératrice de 19 pb. Cependant, il a
ét¢é montré que ces régulateurs controlaient 1’expression des geénes par quatre autres
mécanismes de répression ou d’activation, directs ou indirects dépendants ou non d’une

métallation de FUR (Figure 1.20).
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Figure 1.20 Les différents modes de régulations des protéines FUR (Lee & Helmann, 2007)

e Répression Directe de la transcription en présence du cofacteur Métallique (RDM)

e Activation Directe de la transcription en présence du cofacteur Métallique (ADM)
(Alamuri et al., 2006)

e Activation Indirecte de la transcription en présence du cofacteur Métallique (AIM) (via
I’inhibition d’un partenaire intermédiaire) (Masse & Gottesman, 2002)

e Activation Directe de la transcription par la protéine Apo (ADA) (Delany et al., 2003)

e Répression Directe de la transcription par la protéine Apo (RDA) (Ernst et al., 2005b)

Seules les régulations réalisées par quelques membres de la sous-famille FURs seront

présentées.

1.2.45.2. La régulation par FUR d’E.coli

FUR d’E. coli qui est le premier représentant de cette famille de protéine métallorégulatrice a
avoir été étudié, contrdle ’expression de plus de 100 genes (Hantke, 2001). Soixante de ces
genes codent pour des protéines permettant 1’acquisition du fer (la machinerie de synthése et
de transport des sidérophores ...). D’autres geénes codent pour des protéines impliquées dans
le métabolisme (aconitase A) ou encore dans la réponse au stress-oxydant (SodB). EcFUR,
qui est assimilable a un facteur de virulence, est un régulateur global. Elle controle
I’expression de ces genes soit par répression (Figure 1.20A) soit par activation (Figure 1.20C)
en liant une séquence palindromique imparfaite (Figure 1.21A).

A 5" - GATAATGAT w ATCATTATC -3’

5’ - GGGGATAATGATAATCATTATCGGG -37
B 3’ CCCCTATTACTATTAGTAATAGCCC -3,

Figure 1.21 A) Séquence consensus de la FUR box ou w correspond a A/T (Escolar ef al., 1998). B) Mode de
liaison de FUR a I’ADN, reconnaissance d’un motif 6-1-6 (Lavrrar & Mclntosh, 2003)
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Plusieurs mode¢les ont été proposés pour la liaison de FUR a ’ADN (Baichoo & Helmann,
2002; Baichoo et al., 2002; Escolar et al., 1999; Lavrrar & Mclntosh, 2003; Lee & Helmann,
2007). L’un d’eux, présenté par Baichoo et al., proposait que FUR reconnaisse 15 pb
organisées en un motif 7-1-7 chez B. subtilis. Dans ce mode¢le, deux dimeres de FUR peuvent
se lier sur chaque FUR box et ce sur des faces opposées de la double hélice d’ADN (Baichoo
& Helmann, 2002). Ce mod¢le expliquerait I’enroulement de FUR sur I’ADN observé par De
Lorenzo et al. en 1988 (de Lorenzo et al., 1988). Un modele similaire a été proposé chez
E.coli par Lavrarr et al. Toutefois le motif reconnu serait de type 6-1-6 (soit 13pb) répété
deux fois de fagon inversée et constituant le motif de 19pb li¢ par EcFUR (Figure 1.21B)
(Lavrrar et al., 2002; Lavrrar & Mclntosh, 2003).

Ce modéle est compatible avec les données de positionnement de FUR sur ’ADN obtenues
suite a2 une ¢étude des pontages covalents du complexe EcFUR-ADN analysés par
spectrométrie de masse (Tiss et al., 2005). La proximité de la tyrosine 55 se trouvant dans
I’hélice de reconnaissance avec le doublet de thymine de la boite FUR contenue dans les
promoteurs régulés par FUR a ét¢ démontrée. Cette proximité doit étre importante pour la
liaison ADN/protéine de toutes les Fur-like dont Zur et PerR de Bacillus subtilis puisque que

la tyrosine et le doublet de thymine sont conservés.

Les régulations par EcCFUR dépendent essentiellement de la concentration en fer dans la
bactérie. Lorsque ce dernier est limitant pour sa survie, elle va produire et libérer des
molécules trés affines pour le chélater, les sidérophores (entérobactine..). Ces molécules sont
capables de solubiliser le fer a partir de complexes insolubles (hydroxyde ferrique) et d’entrer
en compétition avec des protéines de transport du fer chez 1’hote comme la transferrine. En
parallele, E.coli exprime a sa membrane des récepteurs (FepA...) de sidérophores pour
récupérer le complexe métallé ainsi que des systémes de transport (FepB/FepDGC) pour
transférer le complexe dans le cytoplasme. Ces transporteurs sont couplés a une machinerie
energétique ExbB/ExbD/TonB. En présence de fer, ECFUR est activée pour former Fe-
EcFUR et peut alors réprimer la transcription des geénes impliqués entre autre dans cette

machinerie d’acquisition du fer (Figure 1.22).
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Figure 1.22 Mécanisme d’action de FUR d’E.coli dans des conditions de carence en fer (partie supérieure du
schéma) ou de forte concentration en fer (partie inférieure du schéma) : Controle de I’homéostasie du fer par des
régulations négatives et positives. ® : ARN polymérase

Autant le mode de régulation de EcFUR par répression directe en présence de métal semble
évident, autant le mode de régulation par activation en présence de métal suscite encore de
nombreuses interrogations. EcCFUR active-t-elle directement ou indirectement ces génes
comme celui de la superoxyde dismutase a fer SodB et de la bactérioferritine ? En 2002, il a
été montré que cette régulation positive par EcFUR était indirecte. Cette régulation
dépendante de FUR est assurée via la répression de petits ARN régulateurs anti-sens (notés
ARNs) (Masse & Gottesman, 2002). Ces ARNs agissent au niveau post-transcriptionnel en
réprimant la traduction des geénes cibles. Globalement, la répression par ECFUR de ces ARNs
« répresseurs » conduit a un phénotype d’activation. Chez E.coli, RyhB, un ARNs de 90
nucléotides, est réprimé par ECFUR en présence de fer (Masse & Arguin, 2005). Des motifs
FUR box chevauchant le promoteur de ryhb ont été décrits (Vassinova & Kozyrev, 2000). Les
expressions de la superoxyde dismutase a fer SodB et de la bactérrioferritne sont dépendantes
de ce mécanisme de régulation (Figure 1.22). RyhB contréle au minimum 1’expression de 18

opérons soit environ 56 genes. Un contréle fin du métabolisme du fer est fait chez E.coli
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grace a EcFUR ainsi que RyhB (Masse & Arguin, 2005; Masse et al., 2007). Les modes de
régulation « RDM » et « AIM » sont donc utilisés par ECFUR.

1.2.4.5.3. Les autres modes de régulation

Les protéines FUR autres que EcFUR peuvent activer la transcription de génes via un
mécanisme direct (Figure 1.20B). FUR de Neisseria meningitidis, en plus de réprimer
I’expression de geénes comme thp2, peut activer 1’expression de certains génes comme norB,
panl (Delany et al., 2004). FUR métallée se lie en amont des promoteurs de ces génes et peut,
au moins pour norB, activer la transcription. Une activation directe de 1’expression du géne
nifS, via la liaison de FUR métallée d’Helicobacter pylori, a également été proposée (Alamuri
et al., 2006). FUR métallée se lie a deux régions en amont du promoteur de nifS (-155 -190 et
-210_-240).

Ce mode de régulation n’est pas unique pour FUR d’Helicobacter pylori (HpFUR). En effet
cette derniere peut également réprimer la transcription des geénes en présence de métal, ainsi
qu’activer et réprimer la transcription d’autres génes en absence de métal (Delany et al., 2001;
Delany et al., 2003; Ernst et al., 2005a; Ernst et al., 2005b; Lee et al., 2004). Les
caractéristiques structurales qui différencient les sites liés par HpFUR en absence ou en
présence de métal n’ont pas été ¢lucidées. Toutefois cette capacité que présente HpFUR, a lier
des sites distincts en présence ou en absence de métal, semble influencer sa fonction de
protéine autorégulatrice (Delany et al., 2002; Delany et al., 2003). Les modes de régulation
d’HpFUR seront présentés plus en détail ultérieurement dans le chapitre V qui lui est

consacreé.

[.2.5. La famille des régulateurs NikR

Cette famille qui doit son nom au premier membre identifié chez Escherichia coli NikR (De
Pina et al., 1999) est constituée de régulateurs tétramériques qui répondent a la concentration
intracellulaire en nickel. Actuellement seuls trois membres de cette famille ont été étudiés au
niveau biochimique et/ou au niveau structural et au niveau « mécanistique »: NikR
d’Escherichia coli (bactérie du tractus digestif généralement commensale) et NikR
d’Helicobacter pylori (bactérie pathogéne pour I’Homme) (Dosanjh & Michel, 2006) et NikR
de Pyrococcus horikoshii (Chivers & Tahirov, 2005). Comme il n’existe pas de
caractérisation biochimique de PhNikR, nous n’en parlerons que pour des comparaisons avec

Ec et HpNikR.
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Chez E.coli et H.pylori, le nickel est essentiel pour le bon fonctionnement d’enzymes comme
I’hydrogénase a NiFe et I’uréase qui sont des facteurs de virulence.

Toutefois sa concentration doit étre controlée sous peine de toxicité cellulaire. Ce controle
dépend de NikR.

Les protéines de cette famille sont constituées de deux domaines : un domaine de liaison a
I’ADN avec un motif ruban-hélice-hélice et un domaine de tétramérisation (dimérisation de
deux dimeéres) au niveau duquel se situe le site métallique dit de « haute affinité ». Seule NikR
métallée se lie a ’ADN. Cette liaison entraine soit la répression de la transcription des génes
soit ’activation (Abraham et al., 2006; Chivers & Sauer, 1999; Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002; Contreras et al., 2003; De Pina et al., 1999; Schreiter et al., 2003; van
Vliet et al., 2002).

Les propriétés connues jusqu’a présent des protéines NikR d’Escherichia coli et
d’Helicobacter pylori vont étre détaillées puiqu’elles sont essentielles a la compréhension de
ce travail. Il est clair que de nombreuses caractéristiques, qui vont étre présentées, ont été

décrites alors que ce travail de thése était en cours.
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I.3. NikR chez Escherichia coli

Le geéne nikR (anciennement nommé yhhG) de E. coli a été localisé et isolé en 1999 (De Pina
et al., 1999) a la suite d’une étude portant sur 1’expression de 1’opéron nik en présence de
nickel. Cet opéron de 5 geénes code pour une protéine périplasmique ainsi qu’un transporteur
de type ABC du nickel. A haute concentration de nickel I’expression de ce systeme de
transport est réprimée par NikR, présente a une concentration d’environ 200 nM chez E. coli
(Chivers & Sauer, 2002). Dans la méme période, il a été montré que NikR appartenait a une
famille de facteurs transcriptionnels de type Arc ayant un motif Ruban-Hélice-Hélice pour lier
I’ADN (Chivers & Sauer, 1999). Les caractéristiques de EcNikR, régulateur transcriptionnel,

vont étre présentées.

I.3.1. Laséquence protéique de EcNikR

Le géne nikR de E. coli code pour une protéine de 15094 Da contenant 133 acides aminés.
Cette protéine présente de nombreux résidus pouvant étre de potentiels ligands des métaux

tels que les histidines qui sont au nombre de 12.
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3]
—
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Figure 1.23 Séquence protéique de NikR de E.coli. En gras sont indiquées les histidines, les cystéines sont
soulignées. Les étoiles précisent les ligands du site de haute affinité. La structure secondaire de la chaine D
d’EcNikR apo décrite lors de la résolution de la structure cristallographique par rayon X (Schreiter et al., 2003).

L’alignement de 8 séquences de protéines NikR montre que certains acides aminés sont tres
conservés parmi les especes dont les quatre ligands du site métallique dit de haute affinité

chez EcNikR (His 76°, His 87, His 89, Cys 95).
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Figure 1.24 Alignement d’une sélection de séquences des protéines NikR de différents micro-organismes. Les
acides aminés en bleu sont parfaitement conservés, en jaune sont conservés au moins a 60% et en vert a plus de
25 %. Les étoiles précisent les ligands du site de haute affinité de EcNikR.

CVHTEDLSTE

[.3.2. Liaison du métal

Les premicres purifications de EcNikR sauvage ont révélé son aptitude a lier du nickel avec
une forte affinité. En effet la premicre étape de purification consistait en une colonne
d’affinité chargée en nickel (Ni-NTA). D’aprés Chivers et Sauer, EcCNikR ne pouvait pas se
lier directement a cette colonne car elle chélatait son métal (Chivers & Sauer, 2000; Chivers
& Sauer, 2002). La constante de dissociation des groupements NTA pour le Ni(I) est
pourtant de 3pM (Dawson et al., 1986). Ce comportement a laissé¢ suggérer que NikR
présentait un site de haute affinité pour lier le nickel. Pour remédier a ce comportement,
I’ajout d’un exces de nickel supplémentaire au tampon de charge semblait nécessaire pour
permettre sa liaison a la colonne via des sites a nickel de plus basse affinité. Cette étape,
comme nous le verrons par la suite, n’est pas nécessaire pour la purification d’EcNikR.

La protéine, purifiée en présence d’une surcharge en Ni(Il), était métallée. La chélation par
I’EDTA du nickel est permise par 1’exposition de la protéine a cet agent sur des temps longs
allant de 12 heures a plusieurs jours a température ambiante (Chivers & Sauer, 2000; Chivers

& Sauer, 2002).
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[.3.2.1. Site de haute affinité

Le site métallique dit de haute affinité de EcNikR a été caractérisé par des techniques de
spectroscopie (XAS, XANES, EXAFS, UV-Vis) (Carrington et al., 2003; Chivers & Sauer,
2000; Chivers & Sauer, 2002; Leitch ef al., 2007; Wang et al., 2004) ainsi que lors de la
résolution de la structure cristallographique du domaine de tétramérisation (Schreiter et al.,
2003).

Ce site présente une géométrie plan carré ou le nickel est coordiné par 4 ligands provenant de
deux unités monomériques (Schreiter ef al., 2003) : His 87, His 89, Cys 95 d’une premicre
sous-unité¢ et His 76’ d’une seconde sous-unité¢ adjacente. Lors de leur étude en 2003,
Carrington et al. avaient proposé que le résidu GIlu97 soit le quatriéme ligand du site a la
place de His 76. Il s’avére en fait que ce résidu est impliqué dans le réseau de liaison
hydrogéne qui stabilise le site de haute affinité et qui interagit avec His 87 (Schreiter et al.,

2003).

Cys95
1.39A\ Y I .-
His87 24 HisB9

Figure 1.25 Ligands du site de haute affinit¢ d’EcNikR ; His 87, 89 et Cys 95 proviennent d’une premicre unité
monomérique et His 76’ provient d’une seconde sous-unité adjacente.

La liaison du nickel dans ce site peut étre suivie par spectroscopie d’absorption UV-visible.
Des bandes caractéristiques sont notables sur les spectres : une bande de transfert de charge
entre le groupement thiolate de la cystéine et le nickel (bande a 302 nm) ainsi que des bandes
d-d de faibles intensités (460 et 570 nm) (Chivers & Sauer, 2000). Ce site lie jusqu’a 1
équivalent de nickel ajouté par monomére. EcNikR a donc quatre sites de haute affinité
(1/monomére). L’affinité de ce site pour le nickel (Tableau I-10) a été¢ déterminée en utilisant
un dosage indirect avec de I’EGTA. La technique employée pour cette détermination fera

I’objet d’une discussion dans les résultats exposés par la suite.
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EcNikR présente des affinités proches pour d’autres ions métalliques divalents (cobalt, cuivre,

zinc et cadmium) (Tableau I-10). Toutefois seul le nickel confeére une réelle stabilité

conformationnelle a la protéine (Dias & Zamble, 2005; Wang et al., 2004).

Technique pour le
Stoechiométrie Kd du site de haute Amax vt (nm)
Métal dosage par
de liaison affinité (M) [e (M'l.cm'l)]

compétition
Ni(I) 1 Ni/monomeére 1-7.10" 302 [3200-7200] EGTA
Cu(I) 1 Cu/monomere 1.4.10" 388 [4450] EGTA, EDDA
Co(II) 1 Co/monomére 2.107 307 [1100] Fura-2
Zn(II) 1 Zn/monomére <1.10" - PAR
Mn(II) Peu liaison ND - -

Tableau I-10 Liaison de métaux de transition par EcNikR, caractéristiques de la liaison (Constante de
dissociation Kd, la longueur maximale de la bande de transfert de charge et le coefficient d’extinction molaire,
technique employée pour le dosage par compétition (ND : non déterminé)) (Chivers & Sauer, 2002; Wang et al.,
2004).

La géométrie et la coordination des sites dits de haute affinité liant les différents ions

métalliques ont été étudiés récemment par XANES et EXAFS (Leitch ef al., 2007) :

e Pour le nickel : Le site implique bien 4 ligands et présente une géométrie plan carré

e Pour le cuivre: Le site présente également une géométrie plan carré, et le métal est
tétracoordonné avec 2 imidazoles, 1 ligand N/O et 1 ligand S.

e Pour le zinc : le site présente une géométrie tétraédrique, le métal est tétracoordonné avec
3 imidazoles et 1 ligand S.

e Pour le cobalt : la géométrie du site et sa coordination différent de celles prédites lors des
mesures faites en UV-Visible ou une bande de transfert de charge a 307 nm avait été
observée et prédisait la présence d’une cystéine dans la sphére de coordination du Co(II)
(Wang et al., 2004). Le site aurait une géométrie octaédrique et impliquerait 3 imidazoles
et 3 ligands N/O. Il n’y aurait pas de soufre. Le site a cobalt serait trés différent du site

initial a nickel ce qui est assez surprenant.

La géométrie du site a nickel en présence d’ADN a également été étudiée. Des premiers
travaux ont propos¢ qu’elle serait trés différente en présence d’ADN. La géométrie serait
octaédrique et impliquerait 6 ligands N/O, la liaison avec la cystéine serait rompue
(Carrington et al., 2003). Ces données ont été remises en question a deux reprises (Leitch et
al., 2007; Schreiter et al., 2006) et plus particuliérement lors de la résolution de la structure
cristallographique du complexe ADN-EcNikR-Ni par Schreiter et al. en 2006. Ce site a nickel
conserverait en fait ses ligands de coordination avec une géométrie plan carré ou la structure

serait Iégérement distordue.
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[.3.2.2. Sites dits de basse affinité

La présence de sites dits « de basse affinité pour le métal » a été suggérée a la suite d’études
portant sur la liaison d’EcNikR a I’ADN ou un exces de Ni(Il) en EMSA était nécessaire a la
fixation maximale de la protéine a ’ADN (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002). Le Kd de ces sites pour le nickel varieraient entre 30nM et 30uM
selon les ¢tudes considérées. L’analyse de la séquence d’EcNikR a permis de proposer des
ligands potentiels pour lier le nickel dans les sites de basse affinité. Le cluster d’histidines
H77, 78, 79 et 92’ ainsi que le cluster composé des résidus H123, 125 et C128’ ont été
proposés comme sites potentiels (Bloom & Zamble, 2004). Des études récentes ont apporté
des informations sur la nature de ces sites potentiels: 1’étude structurale du complexe
EcNikR-Ni-ADN en présence d’un exceés de Ni(Il) (Schreiter et al., 2006) et 1’étude par
spectroscopie d’absorption des rayons X (Leitch et al., 2007). Ces différents travaux seront

présentés par la suite (1.3.3.3 p- 76 -).

1.3.3.  Caractéristiques structurales

Les caractérisations biochimiques et biophysiques des domaines N-ter (résidus 1 a 47 couplés
a un tag de 6His), C-ter (résidus 48 a 133) ainsi que de la protéine native ont permis de mettre
en évidence qu’EcNikR est un tétramere ou plus exactement un dimére de dimere (Chivers &
Sauer, 1999; Chivers & Sauer, 2002). La structuration des domaines N-ter et C-ter a lieu
indépendamment. Les domaines N-ter, riches en hélice o (56%), s’homodimérisent ; la
constante de dissociation du dimére en monomére est de 9,9.10™"" M (Chivers & Sauer, 1999).
Les domaines C-ter, quant a eux, forment un homotétramére en présence ou en absence de
métal. La liaison du nickel dans les sites métalliques modifie la structure secondaire de la
protéine native ainsi que du domaine C-ter en augmentant le pourcentage d’hélice alpha
comme cela a été observé en CD (Chivers & Sauer, 2002).

Ces premicres caractéristiques structurales ont été confirmées lors de la résolution par
diffraction des rayons X des structures tridimensionnelles de la protéine EcNikR apo
(résolution : 2.3A (Schreiter et al., 2003)) (Figure 1.26) et plus récemment d’EcNikR métallée
(résolution : 2.1A (Schreiter et al., 2006)) (Figure 1.27). Ces différentes structures vont étre

présentées.
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1.3.3.1. Structure de la protéine EcNikR apo

Une sous unité monomérique de cette protéine tétramérique comprend deux domaines (Figure

L26B) :

e Le domaine N-ter impliqué dans la liaison a I’ADN. Il présente un repliement de type
Bao qui forme le domaine de liaison & I’ADN par dimérisation avec le domaine N-ter
d’une seconde sous unité adjacente.

e Le domaine C-ter impliqué dans la tétramérisation ainsi que dans la métallation. Il
présente un repliement de type Poppof caractéristique des domaines ACT . Ces
domaines sont retrouvés dans de nombreuses protéines dont certaines enzymes impliquées
dans le métabolisme des acides aminés et des purines. La liaison de petites molécules
(acides aminés, Ni(II)...) dans ce domaine y est permise, elle tend a réduire la flexibilité
structurale et semble corrélée a des mécanismes de régulation allostérique (Grant, 2006).
Ces mécanismes restent a définir.

Chaque homodimére comprend un domaine de liaison a I’ADN, ainsi qu’un cceur constitué

des domaines C-ter de chaque sous unité (Figure 1.26A). Le tétramere est maintenu par des

interactions hydrophobes ainsi que par des liaisons hydrogénes entre les brins (3 des
monomeres adjacents a I’interface de tétramérisation. En absence de métal, I’hélice a3 est
plus flexible et désordonnée, elle n’est d’ailleurs visualisée que sur une sous-unité
monomérique. EcNikR apo fait approximativement 90 A de long (distance entre chaque

domaine de liaison a I’ADN). Dans cette conformation, EcNikR apo ne peut se lier a I’ADN.

Coeur

Domaine de
liaison a I’ADN

homodimére

Figure 1.26 Structure tridimensionnelle de EcNikR apo de résolution 2.3A (Schreiter et al., 2003). A) Structure
entiére B) Une sous-unit¢ monomérique. Le domaine N-ter d’une sous unité monomérique avec le repliement
ruban-hélice-hélice est en bleu et le domaine C-ter équivalent, avec un repliement caractéristique d’un domaine
ACT, est en jaune. L’interface de tétramérisation est marquée par la fléche¥.

" ACT : Aspartate kinase-Chorismate mutase-TyrA (3 premiéres lettres de 3 enzymes ayant un tel domaine) ; Par
exemple : ’aspartate kinase lie la lysine dans son domaine ACT.
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1.3.3.2. Structure de la protéine EcNikR métallée

La résolution en 2003 de la structure du domaine de tétramérisation en présence de nickel a
permis de décrire pour la premiére fois le site a nickel chez EcNikR ainsi que de comprendre
les changements structuraux observés en dichroisme circulaire. Les changements structuraux
touchent essentiellement 1’hélice a3 ainsi que la boucle entre les brins B3 et B4. L’hélice a3
qui contient un des ligands du site de haute affinité H76, se voit ordonnée dans chaque C-ter.
Les brins 33 et f4 d’'une méme sous-unité monomérique, quant a eux, contiennent les 3 autres
ligands du site métallique adjacent. La liaison du nickel dans le site de haute affinité entraine
un mouvement au niveau de la boucle liant les deux brins afin de les rapprocher et donc
rapprocher les ligands pour former les sites (Figure 1.27C). La chaine latérale de His 89 subit
un déplacement de 2.6 A.

Ces observations ont été confirmées et complétées lors de la résolution en 2006 de la structure

complete d’EcNikR métallée (Figure 1.27A et C) (Schreiter ef al., 2006).

non structurée

Figure 1.27 Structures tridimensionnelles de EcNikR métallée et apo (Schreiter et al., 2003; Schreiter et al.,
2006). A) Structure d’EcNikR métallée de résolution 2.1 A, I’interface de tétramérisation est visualisée par la
fleche¥, les éléments de la structure secondaire ont été précisés. B) Superposition d’EcNikR apo (bleu foncé) et
d’EcNikR métallée (gris clair). C) Deux domaines ACT d’EcNikR métallée et apo, visualisation du mouvement
de la boucle entre les brins B3 et 4 lors de la métallation. L hélice a3 non résolue d’EcNikR apo est représentée
par la ligne.

La structure d’EcNikR métallée est comparable a celle d’EcNikR apo et du domaine de

tétramérisation métallé.
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Toutefois 1’orientation des domaines de liaison a I’ADN par rapport au domaine de
tétramérisation est différente (Figure 1.27B). Ce positionnement suggere que ces deux
domaines « rigides » se déplacent I’un par rapport a I’autre grace au domaine de liaison
flexible qui les lie (résidus 41-52). Cette flexibilité relative, observée en absence d’ADN, est
en accord avec les structures décrites pour NikR de Pyrococcus horikoshii (PhNikR). PhNikR
peut adopter plusieurs conformations : Ouverte ou Fermée avec un positionnement Trans ou

Cis (mode¢le) des domaines de liaison a I’ADN (Figure 1.28) (Chivers & Tahirov, 2005).

Conformation Trans-fermée

Modéle du complexe PhNikR-Ni-ADN
Conformation Cis-fermée

Figure 1.28 Structures tridimensionnelles de PhNikR métallée (A : conformation ouverte, B : conformation
Trans-fermée) et modéle du complexe PhNikR-Ni-ADN (C). Trois classes de sites a Ni(II) ont été proposées,
Ni(Il) dans le site de haute affinité, O Ni(Il) dans le site auxillaire et @ Ni(Il) dans le site dit de basse affinité.
Structures tirées de (Chivers & Tahirov, 2005).

Par ailleurs, la résolution de différentes structures cristallographiques de PhNikR, qui
comprend aussi un site dit de haute affinité, a permis de décrire deux autres catégories de sites
potentiels a nickel (Chivers & Tahirov, 2005). Le premier site décrit a été qualifié de site
auxiliaire. Il se situe a ’interface de tétramérisation et implique 3 résidus : His64, Asp65 et
Asp 75°. Cependant les résidus Asp65 et Asp75’ ne sont pas conservés parmi les especes. Ce
site ne serait donc pas caractéristique des protéines NikR. Le second site décrit se situe entre

le domaine N-ter et le domaine C-ter. Le nickel serait coordiné au minimum par les résidus
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Glu32 et Asp36 qui sont conservés parmi les especes. Ce site qui présente une stoechiométrie
de 1 Ni(Il) par dimére, n’a été visualisé¢ qu’apres un trempage des cristaux dans du nickel. 11
confére a la protéine une conformation originale qualifiée de trans-fermée.

Ces sites n’ont pas été observés dans la structure d’EcNikR métallée. Cependant un site
équivalent liant du K, situé entre le domaine N-ter et C-ter, a été noté lors de la résolution de

la structure du complexe EcNikR-Ni-ADN comme nous allons le voir.

1.3.3.3. Structure du complexe EcNikR-Ni-ADN

Récemment, la résolution a 3.1 A de la structure tridimensionnelle du complexe EcNikR-Ni-
ADN (Schreiter et al., 2006) a permis de décrire un nouveau site métallique et de confirmer la
conformation « cis-fermée » adoptée par EcNikR métallée pour se lier a I’ADN (Figure 1.29).
Un tel modéle de liaison avait été proposé auparavant pour la liaison de PhNikR-Ni a ’ADN

(Figure 1.28C) (Chivers & Tahirov, 2005).

A

Figure 1.29 Structure tridimensionnelle du complexe EcNikR-Ni-ADN de résolution 3.1 A (A) (Schreiter et al.,
20006) et agrandissement du domaine de liaison a ’ADN (B). ADN : 30pb du promoteur pnik. En bleu : Domaine
de liaison a I’ADN d’un dimére, les résidus R3, T5 font des liaisons hydrogénes avec les bases du grand sillon;
En jaune : Domaine de tétramérisation et liaison du Ni(I) ® ; Site 4 K™ @ : décrit entre le domaine Nter et Cter
coordiné par les ligands E30 et D34; En violet : des interactions entre les résidus K64-R65 de a3 et ’ADN *.

L’orientation des domaines de liaisons a I’ADN différe significativement de celle observée

pour la protéine apo ou métallée (Figure .26A et Figure 1.27A). Une rotation de ce domaine

autour du domaine flexible réoriente les feuillets B antiparalléles leur permettant alors
d’interagir avec le sillon principal de la séquence opératrice.

Différentes interactions entre EcNikR et la séquence opératrice ont été répertoriées :

e Interaction spécifiques : liaisons hydrogénes entre les chaines latérales de R3 et de TS et

des bases nucléotidiques.
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e Interactions qualifiées de non spécifiques entre le domaine de liaison a ’ADN et les
phosphates de I’ADN ainsi qu’entre le domaine de tétramérisation et I’ADN (interactions
entre K64-R65 et les phosphates de I’ADN)

En présence d’ADN, un second site métallique est observé entre le domaine Nter et le

domaine Cter. Il est analogue a celui décrit chez PhNikR a la différence prés qu’il contient du

potassium et non pas du nickel.

O &0

NIER E COLT —-MORVTITLDDOLLET LDSISQRREYNN RSEATRDTLASATLAOERTOUH--= 49
NIER P HORIEOSHII MELIRFSISIPSELLEEFDQITEEIGYENASERTRDLIRDEFIIRHEWEVGHNEE 53

o] L e e

® ® % ®
HIER E COLI TOEFAVLSYVYEHERRD LA SRIVS TOHHHHDLSVATIHVHINHDDCLETAVLEGD 104
NIER P HORTROSHTT VAC--TITIVYNHDECDVWWEALLDLOHEY IDETTSSTHVHMDEHNCLEVIVVECE 106
HNIER E COLT MG CHFEDDVIRQREVRHGHLO CLE——EED- 133
HNIFR P HORTFCSHII LAFFIFMIADKLISTECVEHCEELVMISTEEELY 128

o]

Figure 1.30 Alignement des séquences de EcNikR et PhNikR sur lesquelles ont été précisés les ligands des sites
de haute affinité * et de basse affinité a Ni(II) @ pour PhNikR et K O pour EcNikR. Les ligands stabilisateurs
du site a Ni(II) et 3 K” sont indiqués par O et ® respectivement.

Le potassium est coordiné par les résidus Glu30 et Asp34 (résidus conservés) du domaine N-
ter ainsi que par I’oxygene du carbonyle de Ile116, GInl18 et Vall2l du domaine de
métallation (Figure 1.30). Les deux résidus Glu30 et Asp34 semblent essentiels pour observer
une liaison a ’ADN en gel retard (Schreiter et al., 2006). Ce site a potassium semble
nécessaire pour que EcNikR se lie a ’ADN. Mais il n’explique pas pourquoi un exces de
nickel augmenterait I’affinit¢ de la protéine pour I’ADN. En effet il n’est pas prouvé que le
nickel puisse étre lié dans un tel site et remplacer le potassium.

En effet, aprés un trempage des cristaux du complexe NikR-Ni-ADN dans une solution de
nickel, d’autres sites ont été¢ observés, mais aucun ne correspond au site a K. Ces nouveaux

sites sont au nombre de six, les ligands sont répertoriés dans le tableau suivant :

Site Ligands impliqués
1 Metl

2 His125, His125'

3 His79, His92'

4 His78, His110, D114

5

6

His48
Aspl04, Aspl07

Tableau I-11 Les autres sites a nickel observés lors du trempage des cristaux du complexe NikR-Ni-ADN dans
une solution de Ni(II) (Schreiter et al., 2006).

=77 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

L’effet de ces nickels ne serait pas structural mais plutot électrostatique. Ils permettraient
d’augmenter 1’affinité de NikR pour I’ADN en augmentant la charge positive de la protéine

(Schreiter et al., 2006).

Récemment, la caractérisation d’un second site métallique par des techniques
spectroscopiques (XANES, EXAFS) a été menée en présence d’ADN (Leitch et al., 2007).
Pour ce faire, une double métallation de la protéine a été réalisée, en considérant les affinités
relatives de cette derniere pour les différents ions métalliques. La métallation du site de haute
affinité d’EcNikR a dans un premier temps été faite avec du cuivre. La protéine ainsi métallée
¢tait ensuite mise a incuber avec I’ADN avant que du nickel ne lui soit ajouté en sous-
stoechiométrie. Le second site dit de « basse affinité¢ a nickel » présenterait une géométrie
octaédrique et impliquerait 2 résidus imidazoles ainsi que 4 ligands N/O. 1l a été proposé que
ce site de basse affinité ne soit « correctement » formé qu’en présence d’ADN. La liaison de
nickel dans le second site dit de basse affinité entraine des modifications subtiles du site de
haute affinité. Il existerait donc « une communication » entre les deux sites (Leitch et al.,

2007).
[.3.4. Mode d’action de la protéine

1.3.4.1. Géneralites

EcNikR réprime I’expression transcriptionnelle des genes de 1’opéron nik en se liant sur une
séquence opératrice constituée d’une dyade symétrique de 6 pb séparée par 16 pb (Chivers &
Sauer, 2000). Cette séquence chevauche le promoteur prik4. Le complexe métallé, une fois

li¢ a sa séquence, empéche le positionnement de I’ARN polymérase et donc réprime la

—~

5" GTAATCAGTATGACGAATACTTAAAATCGICATACTATTCGCC 37
37 CATTAGTICATACTGCTTATGAATTTTAGCAGTATGRATAAGCGG 57
-10

transcription.

Figure 1.31 Dyade symétrique de la région opératrice du promoteur pnikA liée par EcCNikR métallée.

1.3.4.2. Activation de la protéine par le métal en présence d’ADN

In vivo, EcNikR est hautement spécifique du nickel (Leitch et al., 2007). Par contre, in vitro,
EcNikR peut lier la séquence opératrice en présence de différents ions métalliques (Ni(II),

Cu(Il), Co(Il), Zn(II), Mn(II), Cd(Il)) (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2000;

-78 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Chivers & Sauer, 2002). D’apres des ¢tudes faites par empreinte a la DNasel, la liaison du
nickel dans le site de haute affinité permet la liaison de la protéine a I’ADN avec une affinité
moyenne (Kd~5-50 nM). Cependant, en EMSA, le complexe 1:1 pour 1 tétramére:1 ADN n’a
pas pu étre observé dans ces conditions (Bloom & Zamble, 2004). 11 a également été montré
qu’en présence d’un exces de nickel (20-30uM), ’affinité de la protéine pour I’ADN était
augmentée (Kd ~ 10-20 pM). Il a été proposé que la région protégée en empreinte a la DNasel
soit plus grande (Chivers & Sauer, 2000; Chivers & Sauer, 2002) mais ceci n’a pas été
confirmé (Bloom & Zamble, 2004).

Un comportement similaire (meilleure affinité pour ’ADN) a été observé avec d’autres ions
métalliques méme si les Kd sont moins bons. Ces derniers sont récapitulés dans le Tableau

L12:

A :1éq. Métal / B : Excés de métal B : 1 équ. Ni(II) /
monomere Kd spn2 monomere
Métal divalent Rapport
Kd spni + Excés de métal
Me(II) Kd Apn2/ Kd apns
Kd ADN3

Empreinte a la Dnasel EMSA EMSA
Ni(IT) 5-50 nM 20 pM 20 pM 1
Cu(Il) 3nM 600 pM 80 pM 7.5
Co(II) 11 nM 1.4 nM 0.5 nM 2.8
Zn(1) 270 nM agrégation - -
Mn(II) NB 2.4 nM 0.5 nM 5

Tableau I-12 Constante de dissociation d’EcNikR métallée a I’ADN déterminée par diverses méthodes. A :
Empreinte a la DNasel, la protéine est incubée en présence d’1 equivalent de métal par monomere. B : EMSA, le
gel et le tampon de migration contient 35 pM du métal étudié (Bloom & Zamble, 2004) (NB : aucune liaison
observée).

Le fait qu’un excés de métal puisse augmenter I’affinité de la protéine pour I’ADN a été
attribué a la présence des sites métalliques annexes de basse affinité précédemment décrits
(13.22p-72-&1.3.33p-76-).

L’importance du site du haute affinité¢ a nickel dans la sélectivité ionique a été mesurée au
travers d’une étude complémentaire en EMSA ou différents ions métalliques étaient associés
(Ni(II) dans le site de haute affinité et un exces d’ions métalliques pendant la migration). De
nouveau une augmentation de I’affinité¢ de la protéine pour ’ADN a été mesurée. La liaison
du Ni(Il) dans son site de haute affinité assurerait alors une certaine sélectivité et induirait des
changements conformationnels propres (Bloom & Zamble, 2004). Des expériences, trés
récentes, d’échange H/D analysées par spectrométrie de masse ont confirmé cette hypothése.
Les temps des échanges H/D entre EcNikR-Co(II), EcNikR-Zn(II) et EcNikR apo sont
similaires et différent de ceux mesurés pour EcNikR-Ni(Il) et EcNikR-Cu(Il) (Leitch et al.,

-79 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

2007). Ces données suggerent que la protéine, selon la nature du métal (Zn(Il)/Co(Il) ou
Ni(II)/Cu(II)), adopte une conformation différente.

I1 a également été proposé que le second site de métallation soit plus sélectif du nickel (Bloom
& Zamble, 2004). Il semblerait qu’une communication entre le site de haute affinité et le

second site soit établi.

Les mesures faites par empreinte a la DNase I ou par EMSA ont révélé que la liaison a I’ADN
devait étre coopérative (facteur de Hill >1) (Bloom & Zamble, 2004). Cette coopérativité
positive a été attribuée a la liaison du métal par différents sites. Cependant un tel facteur a
¢galement été mesuré lorsque seul un équivalent de métal (Ni(II) ou autre) était ajouté. La

liaison du métal, coupl¢ a la liaison a ’ADN ne doit pas s’effectuer si simplement.

1.3.4.3. Mécanisme d’activation de la protéine

Plusieurs mécanismes d’activation d’EcNikR peuvent étre proposés au regard des données
concernant les caractérisations structurales d’EcNikR et de PhNikR ainsi que I’activation de

la protéine par le métal en présence d’ADN. Ils sont représentés dans la Figure 1.32.

(o)

188 Ni(ll) Kehyy = 7pM Ni(ll) =
B Sk, R
(o g8 @) O f ° aem M Fe Y
Kdipn1=5-50nM Kd uon2=20pM
Nifn) &
k-0 Ky ~ uM 88
ey
|
Ni(IT) _— 1
[ ] Oy Localisation ?
88 ofe @ G ig
ﬁ ./Q Kdyiz ~ uM Eﬁ]@ ¥
Kdapny = 5-50nM Kdona=20pM

Figure 1.32 Mécanismes d’action d’EcNikR en présence de métal et d’ADN. @ : Mécanisme proposé suite aux
études de liaison a I’ADN (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2002) ; @ : Mécanisme proposé suite a la
résolution de la structure du complexe EcNikR-Ni-ADN (Schreiter et al., 2006); © : Mécanisme proposé lors de
I’étude de Leitch et al. en 2007. @ Ni(II) du site dit de haute affinité, ® Ni(II) des sites secondaires.

EcNikR présente a 1’état de tétramere ne peut lier I’ADN en absence de métal. La liaison du
nickel dans son site de haute affinité¢ induit des changements conformationnels au sein du
domaine de tétramérisation. Le domaine de liaison a ’ADN présente une grande flexibilité.

EcNikR peut adopter différentes conformations. La liaison du Ni(Il) uniquement dans le site
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de haute affinité permet d’observer une liaison dite de moyenne affinité a I’ADN. La présence
d’un large exces de métal conduirait & une meilleure affinité de la protéine pour I’ADN.

Il semblerait que la liaison d’un K* dans un second site qui serait présent entre le domaine de
liaison a I’ADN et le domaine de tétramérisation, ou d’un second nickel, stabiliserait le
domaine de liaison a I’ADN dans une conformation dite « Cis » favorable a la liaison a
I’ADN. Ce site a potassium ou a nickel semble nécessaire pour que NikR puisse se lier a
I’ADN. L’exces de métal augmenterait 1’affinit¢é de NikR pour I’ADN en augmentant la
charge positive de la protéine. Un autre rdle sera proposé pour I’excédent de métal lors de

1I’étude des propriétés d’EcNikR dans le Chapitre II.

[.3.5. NikR et I’homéostasie du nickel chez E. coli

Escherichia coli a besoin de nickel pendant qu’elle croit en anaérobiose afin d’assurer
I’expression, la maturation et 1’activation de son pool d’hydrogénases a NiFe. Les
hydrogénases sont au nombre de quatre (Hyd 1 a 4), cependant seules les expressions de Hyd
1 (codée par les geénes hya), de Hyd 2 (génes hyb) et de Hyd 3 (genes hyc) ont été observées in
vivo. Hyd 1 et 2 assurent I’oxydation de H, en présence de fumarate (accepteur d’électrons)
pour générer de I’ATP. Hyd 3, quant a elle, constitue le dernier élément de la voie formiate
hydrogéne-lyase présente durant la croissance fermentative. Cette voie catalyse 1’oxydation
du formiate en CO, et en H,.

Les hydrogénases a NiFe ne sont pas les seules enzymes qui requiérent du nickel pour leur
activité chez E. coli. En effet cette derni¢re posséde également une glyoxalase (Glx I) qui est
Ni-dépendante (Clugston et al., 1998; Clugston et al., 2004). Elle est impliquée dans une des

voies de dégradation du méthylglyoxal, métabolite toxique pour la bactérie.

Malgré la nécessité pour la bactérie d’avoir un pool de nickel cytoplasmique, il peut aussi se

révéler toxique pour cette derniére, puisqu’une concentration intracellulaire trop importante

peut entrainer divers événements :

e La catalyse, par le métal, de la formation d’espéces oxygénées réactives (Torreilles &
Guerin, 1990, Torreilles et al., 1990)

e La fixation non spécifique du nickel a des protéines (Chivers & Sauer, 2000)

e Le déplacement de métaux de leurs sites actifs (Chivers & Sauer, 2000)

Il Tui est donc indispensable d’avoir des systémes de controle et de régulation de sa

concentration intracellulaire en nickel qui vont affecter son transport (importation et

exportation) et son stockage.
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Chez E. coli, aucune protéine n’a jusqu’a présent été identifiée comme protéine de stockage
du nickel, a la différence de bactéries comme Bradyrhizobium japonicum qui possede la
nickéline (ou HypB) (Olson et al., 1997; Olson & Maier, 2000) ou encore Helicobacter pylori
avec Hpn qui sera présentée par la suite. Il a toutefois été suggéré que SlyD qui participe a la
maturation de I’hydrogénase puisse également jouer cette fonction (Leach et al., 2007; Zhang
et al., 2005).

Seul le transport du nickel semble étre régulé chez E. coli (Figure 1.33).

Ni(lN) ) Nickelophore ?
O

Figure 1.33 Les différents partenaires de 1’homéostasie du nickel (Cherrier et al., 2005; De Pina et al., 1999;
Iwig et al., 2006; Meier, 2005; Rodrigue et al., 2005; Rowe et al., 2005) : NarL phosphorylé, EcNikR-Ni
réprime indépendamment 1’expression transcriptionnelle de ’opéron nik dont les génes codent pour le
transporteur NikABCDE impliqué dans I’importation du nickel nécessaire a la maturation des hydrogénases a
NiFe. FNR, en anaérobiose, active ’expression transcriptionnelle de 1’opéron nik. L’existence d’un second
importateur de nickel a été suggérée, cependant il n’a pas été identifié. RcnR réprime 1’expression
transcriptionnelle du géne rcnA codant pour le systeme d’efflux du nickel et du cobalt chez E.coli. L’expression
du geéne nikR par son promoteur serait sous la dépendance d’une répression catabolique par le glucose. Le
régulateur global CRP couplé a ’AMPc, en déficience de glucose, se lierait a pnikR et réprimerait son
expression. Il regulerait indirectement ’expression de 1’opéron nikABCDER dépendant du promoteur pnikA
(Meier, 2005).

[.3.5.1. L’importation du nickel

[.3.5.1.1. NikABCDE : transporteur de type ABC

L’importation du nickel, essentiel au bon fonctionnement de 1’hydrogénase a NiFe d’E.coli,
est assurée principalement par le transporteur de type ABC (ATP Binding Cassette) de la
sous-famille 2, NikABCDE (Navarro et al., 1993; Wu & Mandrand-Berthelot, 1986; Wu et
al., 1991).

Les geénes codant pour les protéines de ce transporteur sont organisés en opéron, I’opéron nik.

-8 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Le transporteur est constitué de 5 protéines :

e NikA : Protéine périplasmique a nickel

e NikB et C : Protéines transmembranaires qui formeraient un pore permettant le passage du
nickel du périplasme au cytoplasme.

e NikD et E : Protéines cytoplasmiques associées a la membrane interne. Elles possedent les
motifs de Walker A (GX,GXGKST) et B (h4DEX4LD ou h est un résidu hydrophobique)
ainsi que la séquence signature des transporteurs ABC (LSGG) (Linton & Higgins, 1998).
Ces motifs sont impliqués dans la liaison et I’hydrolyse de I’ATP permettant de générer
I’énergie indispensable au transport du Ni(II).

NikA d’E.coli est la seule protéine périplasmique caractérisée (biochimiquement et

structuralement) qui lie du nickel avec une affinité pour ce métal allant de 100 nM a 10 uM

selon les techniques employées (fluorescence (de Pina et al., 1995), ITC (Heddle et al.,

2003)).

Suite a la résolution de la structure cristallographique de NikA métallée par deux groupes

(Cherrier et al., 2005; Heddle et al., 2003), il a récemment été proposé que NikA ne lierait pas

directement le métal mais plutét un complexe « Ni(Il)-nickelophore » (Cherrier, 2005) par

analogie a des données existantes sur les sidérophores et le fer. Elle le transférerait ensuite a

NikB et C.

Un autre aspect remarquable de NikA est son role dans la réponse chimiotactique négative de
la bactérie vis-a-vis du nickel. Ce processus correspond a un déplacement des bactéries en
réponse a la présence « d’agents chimiques» répulsifs ou attractifs. Cela nécessite
I’intervention de protéines capables de détecter le signal chimique et d’adapter en
conséquence, la mobilité du micro-organisme (Mowbray & Sandgren, 1998). Ce mécanisme
est un autre moyen mis en place par la bactérie pour faire face a une éventuelle « toxicité »
métallique. En effet, en présence de trop fortes concentrations de Ni(Il), NikA interagirait
avec la protéine membranaire Tar (protéine chimioréceptrice qui transduit les signaux
aspartate, maltose et Ni(Il)), ceci provoquerait in fine la "fuite" de la bactérie devant I’exces

de nickel par un mécanisme de chimiotactisme répulsif (de Pina et al., 1995).
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[.3.5.1.2. Autres systemes

Le Ni(Il) peut également étre importé dans la bactérie de facon non spécifique lorsque ce
dernier est présent a de hautes concentrations dans le milieu extracellulaire par des
transporteur du Mg(Il) comme CorA.

Par ailleurs, il a été récemment proposé qu’un second transporteur de nickel existerait chez E.
coli, afin que les protéines a nickel autres que les hydrogénases (NikR, RcnR) puissent assurer
leur fonction lorsque le transporteur NikABCDE est inactivé (Iwig et al., 2006; Rowe et al.,
2005). Ce second transporteur, qui différerait de CorA, n’a pas encore ¢été identifi¢é mais
pourrait eventuellement correspondre a un second transporteur non spécifique de Mg(Il) de

type MgtA.

[.3.5.1.3. La régulation de I’importation du nickel

L’importation du nickel se voit réguler via un contrdle de I’expression transcriptionnelle des

genes du transporteur NikABCDE.

La transcription de ces génes est :

e soit activée directement par FNR (Fumarate Nitrate Regulator) en anaérobiose.

e soit réprimée directement par NarL phosphorylé du systéme a double composante NarL.X
de facon nitrate-dépendante (Rowe et al., 2005).

e soit réprimée directement par NikR de facon Ni-dépendante (Chivers & Sauer, 2002; De
Pina et al., 1999). Curieusement, il a été¢ decrit que I’activit¢ de NikR, qui est Ni-
dépendante, serait indépendante de 1’activit¢ de NikABCDE et serait inhibée par un ou
plusieurs partenaires de la maturation de Hyd3 (Rowe et al., 2005).

e soit activée indirectement par le régulateur CRP-AMPc qui réprime I’expression de NikR

lors d’une carrence en glucose (Meier, 2005).
[.3.5.2. L’exportation du nickel

[.3.5.2.1. RenA : Systeme d’efflux du nickel et du cobalt
Récemment une protéine impliquée dans I’efflux du nickel et du cobalt, RcnA anciennement
nommée YohM, a été décrite chez E. coli (Rodrigue et al., 2005). RcnA, protéine de 274
résidus, serait une protéine membranaire (membrane interne) d’apres 1’étude du profil
hydropathique. Elle comprendrait 6 segments transmembranaires. RcnA posseéde également

un domaine central (résidus 121 a 146) riche en histidines (17 His sur 26 résidus).
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Son mode d’action s’apparente a celui des protéines de la famille « Major Facilitator
Superfamily » ou MFS telles que NreB ou NrsD bien que ces dernieres n’exportent que du
Ni(II). RenA s’en distingue par sa structure puisque les protéines de la famille MFS sont
composées de 12 segments transmembranaires et présentent un domaine riche en histidines en
C-ter. RenA partage également des similitudes avec les membres de la famille de perméases
NiCoT qui comprennent 8§ segments transmembranaires. Mais elle ne posséde pas leur
signature caractéristique dans le second segment transmembranaire (H-X4-D-H) et est
impliquée dans I’efflux du métal et non pas dans I’importation.

RcnA présente des caractéristiques a part entiere qui font d’elle, le premier membre d’une

nouvelle famille de transporteur a efflux du Ni(II) et du Co(II).

[.3.5.2.2. La régulation de I’exportation du nickel

L’exportation du nickel se voit régulée via un contrdle de I’expression transcriptionnelle du
géne du transporteur RcnA par le répresseur RenR (Iwig et al., 2006). Ce dernier
(anciennement nommé YohL) serait un homologue fonctionnel des protéines
métallorégulatrices appartenant a la famille SmtB/ArsR. En absence de métal, RcnR lierait le
promoteur prcnA et empécherait le positionnement de I’ARN polymérase. En présence de
nickel ou de cobalt, Ni- ou Co-RcnR ne se lierait plus a ’ADN et I’expression du géne codant
pour la protéine d’efflux aurait lieu.

RcnR semble étre le premier membre d’une nouvelle famille de protéine métallorégulatrice
(Iwig et al., 2006). D’apres les prédictions de structure secondaire, RcnR comprendrait
uniquement des hélices a. RcnR et les membres de la famille SmtB/AsrR partagent peu de

similarités (séquences, structures secondaires).

L’expression transcriptionnelle de RcnA ne répond pas a la «loi du tout ou rien». Il
semblerait qu'une expression basale faible de rcnd puisse tout de méme avoir lieu a des
concentrations en nickel qui précédent son induction (Iwig et al., 2006). Lorsque le géne
codant pour rcnd est délété, I’expression du promoteur prik est diminuée de 50% en présence
de moins de 10nM de Ni(II). Cette diminution a été expliquée par 1’activation d’EcNikR par
le métal. Par contre, lorsque le géne codant pour rcnR est délété, 1’expression du promoteur
pnik est augmentée de 50% en présence de moins de 10nM de Ni(II). Cette augmentation
serait due a I’expression de RcnA. RenA permettrait I’exportation du Ni(II) excédentaire et

limiterait ’activité de NikR.
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Cette expression de RcnA, lui permettrait d’entrer en « compétition » avec NikR pour la

liaison du nickel et d’en moduler son activité de répresseur.

En paralléle de I’étude proposée par Iwig et al. en 2006, Koch et al. se sont également
intéressés au systéme RcnRA et ont mis en avant un lien entre I’homéostasie de différents
métaux (Ni(Il), Co(Il) et Fe(Il)) chez E.coli. En effet ils ont montré que rcnAd appartenait au
régulon de FUR (Koch ef al., 2007). L’expression transcriptionnelle de rcnA serait induite en
présence de Ni(Il) et de Co(Il) tandis que celle rcnR serait induite essentiellement par du
Fe(IT) de fagon FUR-indépendante. L’expression transcriptionnelle de rcnA serait réprimée
par RenR et FUR métallée. Il existe donc une relation entre ces deux régulateurs. Cependant
le mécanisme de répression n’est pas encore ¢lucidé. D’apres Koch ef al., RenR ne se lierait
pas sur prcnA en présence de métal ni méme absence de métal. Cependant ces travaux ont été
faits a partir de protéines présentant des tags (strep-tag) en N-ter ou en C-ter, ce qui pourrait
expliquer la différence de résultat observée entre les travaux de Koch et al. et ceux d’Iwig et

al. qui eux ont travaillé avec une protéine native.

1.3.5.3. La régulation de I’homéostasie du nickel chez Escherichia coli

Un mécanisme simplifi¢ de la régulation de ’homéostasie du nickel est présenté dans la
Figure 1.34.

En anaérobiose, E. coli a besoin de nickel pour I’activation de ses hydrogénases a NiFe qui
pourront générer du pouvoir réducteur (¢éléctrons a bas potentiel) pour permettre in fine la
production d’énergie. L’importation du nickel est principalement faite par le transporteur
NikABCDE, bien que I’existence d’un second transporteur soit proposée. L’expression
transcriptionnelle des génes nik est activée par le régulateur FNR. En parall¢le de 1’expression
de nikABCDE, le régulateur NikR est lui-méme synthétisé (Figure 1.34 A). Ce dernier va
« sentir » la concentration en nickel dans la bactérie et au-dela d’un certain seuil va réprimer
I’expression de nikABCDE et donc empécher I’importation du nickel (Figure 1.34 C).
Cependant 1’action de NikR n’est pas unique pour réguler cette concentration en nickel
puisqu’un systéme d’efflux a nickel/cobalt, RcnA, est également présent avec une expression
basale méme a faible concentration de nickel (Iwig et al., 2006). Ce systéme d’efflux
permettrait d’éliminer le nickel issu du turn-over des hydrogénases NiFe et donc de limiter
I’action de NikR visant a réprimer 1’importation du nickel et donc limiter I’activation des
hydrogénases (Figure 1.34 B). L’expression de ce systeme d’efflux RcnA est également
régulée par RenR et par FUR (Koch et al., 2007). En surcharge de nickel, I’expression du

- 86 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

systtme d’efflux est induite et NikR réprime I’expression des genes codant pour le

transporteur NikABCDE (Figure 1.34 C). Toutefois, le Ni(II) peut étre importé de fagon non

spécifique via les transporteurs du Mg(II). La concentration intracellulaire de Ni(II) se voit

régulée avec ces différents mécanismes mis en jeu.
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Figure 1.34 La régulation de la concentration en nickel en anaérobiose par les régulateurs FNR, NikR et RenR.
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I.4. NikR chez Helicobacter pylori

Une protéine orthologue a EcNikR, avec 21% d’identité et 54% de similarité, est présente
chez H. pylori, HpNikR. D’aprés la comparaison des séquences protéiques, HpNikR doit
avoir des domaines de liaison du nickel et de liaison a I’ADN proches de ceux de EcNikR. La
premiere étude se référant a ’action de HpNikR date de 2002. Cette protéine régule
positivement la transcription des génes (ureAB) codant pour I'uréase en présence de nickel
(van Vliet ef al., 2002). De nombreuses études décrivant les fonctions de HpNikR au niveau
microbiologique ont suivi. Elles mettent en avant son réle de régulateur global chez ce
microorganisme (Contreras et al., 2003; Delany et al., 2005; Ernst et al., 2005c; Wolfram et
al., 2006). HpNikR active et réprime la transcription de nombreux génes en fonction du
nickel.

Les caractérisations biochimiques et structurales sont plus récentes et ont été publiées en
parallele du travail présenté dans les Chapitres III et IV (Abraham et al., 2006; Benanti &
Chivers, 2007; Delany et al., 2005; Dian et al., 2006; Dosanjh et al., 2007).

[.4.1. La séquence protéique d’HpNikR

Chez H. pylori, la protéine NikR, codée par le géne hpl338, comprend 148 acides-aminés
dont 7 histidines, 2 cystéines et 1 tryptophane (Figure 1.35). Sa masse théorique est de 17147
Da.
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(8] (8]
i1} o3 B P4
_— fg. )
NIKR H PYLORI DESKIAVLVVIYDHHQRELNQRMIDIQHASGTHVLCTTHIHMDEHNCLETIILQGNSFEL 120
NIKR E COLT G---FAVLSYVYEHEKRDLA SRIVSTQHHHHDLSVAT LHVH INHDDCLE TAVLKGDMGDV 108
* * % *
od B5 E
Y rm _— "
NIKR H PYLORT QRLQLEIGGLRGVKFAKLTKASSFEYNE 148
NIKR E COLT QHFADDVIAQRGVRHGHLQCLPKED——— 133

Figure 1.35 Alignement des séquences protéiques d’HpNikR et d’EcNikR. La structure secondaire de la chaine
B d’HpNikR a été précisée d’apres la structure RX (Dian et al., 2006). En gras sont indiquées les histidines, les
cystéines sont soulignées. En rouge sont précisés les résidus parfaitement conservés. Les étoiles précisent les
ligands du site de haute affinité et les cercles correspondent a 2 ligands du site & K chez EcNikR. Ces différents
ligands sont parfaitement conservés chez HpNikR
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A la différence d’EcNikR, HpNikR présente en N-ter 9 résidus amino-acides supplémentaires
(Figure 1.35). Des extensions similaires adjacentes au motif RHH ont été décrites chez
d’autres protéines membres de la famille RHH (Arc, Mnt, MetJ). La construction de protéines
hybrides entre Arc et Mnt, a révélé que 1’extension N-ter de Arc conférait a I’hybride Arcnier-
Mntcy, la capacité de lier la séquence opératrice Arc alors que la protéine sauvage Mnt ne se
lie aucunement a ce motif. Cette extension jouerait donc un réle important dans la spécificité
de reconnaissance de I’ADN (Knight & Sauer, 1989). Elle ne permettrait pas a elle seule la
liaison a I’ADN. Ce motif peut de ce fait influencer les propriétés de liaison d’HpNikR a
1’ ADN par rapport a celles d’EcNikR.

La présence de 3 résidus supplémentaires dans la séquence d’HpNikR entre le domaine de
liaison a I’ADN et le domaine de tétramérisation est ¢galement notable.

Les ligands des sites métalliques chez EcNikR sont, quant a eux, parfaitement conservés chez

HpNikR. Ces sites métalliques pourraient étre identiques et conservés entre les especes.
[.4.2.  Caractéristiques générales

1.4.2.1. Propriétés biochimiques et biophysiques d’HpNikR

HpNikR, tout comme EcNikR, est un tétramere en solution (Delany et al., 2005) qui lie du
nickel. Son état oligomérique n’est pas modifié en présence de ce dernier. Il induit néanmoins
des changements minimes au niveau de la structure secondaire (enrichissement en hélice a :
33% apo a 40% holo). Ces modifications n’ont aucune répercussion sur I’environnement du
tryptophane (W54) qui reste plutot exposé au solvant (338 nm), et n’améliorent pas la stabilité
structurale d’HpNikR et ceci a contrario d’EcNikR (Dosanjh et al., 2007).

HpNikR semble également sensible a 1’oxydation, cette propriété s’exprime via la formation
de ponts disulfures intermoléculaires entre les cystéines des différentes unités monomériques.

Il est important de maintenir HpNikR a 1’état réduit (Abraham et al., 2006).

1.4.2.2. Liaison du métal par HpNikR

Les premiers protocoles de purification mis au point se sont basés sur la propriété de liaison
métallique d’HpNikR. La premiere étape de purification consiste en une colonne d’affinité
chargée en nickel (Ni-NTA). A la différence d’EcNikR, HpNikR ne décroche pas le métal de
la colonne et se lie donc directement a cette derniére sans ajout supplémentaire de nickel. Ce
comportement a laissé envisager que les sites métalliques et/ou que les affinités étaient

différentes.
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Pour HpNikR, tout comme pour EcNikR, la liaison du premier équivalent de nickel par unité
monomeérique peut étre suivie par spectroscopie d’absorption UV-Visible ; deux bandes sont
notables : une bande de transfert de charge a 302-305nm avec une forte intensité (€302nm =
6600 M'.cm™) et une bande large a 475nm avec une faible intensité (bande d-d). Le spectre
d’absorption de Ni-HpNikR est similaire a celui de Ni-EcNikR. L’affinité de ce site pour le
nickel a ét¢ déterminée en utilisant une méthode indirecte (compétition avec de I’EGTA) :
Kdni = 3,5 pM.

Ce site a de nouveau été qualifié de site de haute affinit¢ chez HpNikR (Abraham et al.,
20006). 11 a été proposé que le Ni(II) de ce site soit coordiné par des résidus équivalents a ceux
d’EcNikR soit His 88’, His 99, His 101 et Cys 107 chez HpNikR dans le cadre d’une
géométrie plan carré. Ceci a été confirmé grace a la résolution de la structure par diffraction

des rayons X (Dian ef al., 2006).

HpNikR peut également lier d’autres cations divalents comme le cuivre dans le site dit de

haute affinité (Abraham et al., 2006; Dosanjh et al., 2007).

1.4.3.  Caractéristiques structurales

Récemment trois structures d’HpNikR (apo-HpNikR, holo-HpNikR forme 1 et 2) ont été
résolues par diffraction des rayons X (Dian et al., 2006). Ces résolutions ont permis de
confirmer les fondements structuraux des membres de la famille NikR ainsi que

d’appréhender le cheminement du métal au sein de la protéine pour I’activer.

1.4.3.1. Apo-HpNikR
Apo-HpNikR présente un repliement similaire aux autres protéines NikR qui est organisé¢ en
deux domaines (Figure 1.36) :
e Un domaine de liaison a I’ADN avec le motif ruban-hélice-hélice (B;o;0), la structure
des 9 résidus de I’extension N-ter n’a pas été résolue (trop de flexibilité)
e Un domaine de tétramérisation avec un repliement de type B.o3p3B404ps (repliement d’un
domaine de type ACT (Grant, 2006))
En dépit d’un repliement similaire, sa conformation différe de celle décrite pour apo-Ec et
PhNikR (conformation ouverte). En effet apo-HpNikR présente une conformation trans-
fermée. Deux canaux a solvants sont observés a I’interface de tétramérisation et sont delimités

par les hélices a3 et les brins 33 de chaque monomeére. Ces brins 33 sont essentiels puisqu’ils
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interviennent dans la stabilisation de D’interface de tétramérisation par des interactions
hydrophobes.

Des variations dans la structure quaternaire de apo-HpNikR ont également été observées. En
effet les hélices a3 sont ici bien structurées alors qu’elles ne le sont pas dans les formes apo de
Ec et PhNikR (flexibilité). Cette méme hélice et ’hélice a4 ne présentent pas non plus le
méme positionnement dans la structure. Or elles sont impliquées dans I’interface de

tétramérisation et dans les interactions entre les deux domaines de la protéine respectivement.

Vue de dessus boucle o2 B2

Non verrouillé

L\bc.ucle B M

vemrouilé
Conformation trans-fermée

Figure 1.36 Structure tridimensionnelle de Apo-HpNikR de résolution 2.1 A en conformation trans-fermée avec
une vue de face et de dessus pour mieux noter I’asymétrie des domaines de tétramérisation (Dian et al., 2006).
En bleu : Domaine de liaison a I’ADN d’une unité monomérique ; En jaune : Domaine C-ter impliqué dans la
tétramérisation. En pointillés rouges sont précisés les cystéines 96.

Dans cette conformation trans-fermée, une organisation asymétrique des domaines de
tétramérisation est notable : un c6té de la protéine est dit « verrouillé », ’autre coté est dit
«non verrouillé » (Figure .36 Vue de dessus). Cette asymétrie est également mesurable via
les distances entre les cystéines C96 des monomeres présentes a I’interface de tétramérisation

sur le brin [_))3 (ds_s verrouillé¢ — 2.8 A dS-S non verrouillé = 3.7 A) (Dian €f Cll., 2006).

1.4.3.2. Holo-HpNikR

Deux structures d’HpNikR métallée ont été résolues, apres trempage avec du Ni(Il), mettant
en évidence différents sites métalliques. Certains cristaux ont été trempés dans 100mM de
nickel (NiSO4) aboutissant a une structure avec 3 types de sites métalliques (forme 1) (Figure
L1.37). Pour d’autres cristaux, 20mM de nickel (NiCl,) ont été ajoutés ; une structure avec un

seul type de site métallique (forme 2) a été obtenue.
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Vue de face Vue de dessus

Site externe

Site intermédiaire Non verrouillé

— e

Site intermédiaire

Site haute affinité verrouillé

Figure 1.37 Structure tridimensionnelle de Holo-HpNikR (résolution : 2.3 A) (forme 1) en conformation trans-
fermée avec une vue de face et de dessus pour mieux noter I’asymétrie des domaines de tétramérisation (Dian et
al., 2006). Les cristaux ont ét¢ trempés pendant 24H avec du nickel a 100mM a 20°C dans un tampon
cryoprotecteur a pH 4.6. En bleu : Domaine de liaison a ’ADN d’une unité monomérique ; En jaune : Domaine
C-ter impliqué dans la tétramérisation. Trois sites métalliques sont notables : site de haute affinité (Ni(II) en
bleu), site intermédiaire (Ni(II) en vert) et le site externe (Ni(I[) en rouge).

[.4.3.2.1. Les sites métalliques de la forme 1

Trois sites métalliques ont été décrits dans la forme 1 de holo-HpNikR (Figure 1.38) :

e Le site dit de haute affinité
e Le site intermédiaire
e [ e site externe

Site de haute affinité Site intermeédiaire Site externe

9

His99

Mﬂ s101

Figure 1.38 Les sites métalliques décrits chez HpNikR : le site de haute affinité, le site intermédiaire et le site
externe.

Le site dit de haute affinité présente une géométrie plan carré ; le nickel est coordiné par 4

ligands (His 99, 101 et Cys 107 d’une unit¢ monomérique et His 88’ d’une unité
monomérique adjacente). Seuls deux sites de haute affinité sont métallés par tétramere au lieu
des quatre décrits chez Ec et PhNikR. Ils sont localisés du coté « verrouillé » de la protéine.
Aucune structure avec les quatre sites de haute affinité n’a encore été obtenue chez HpNikR.

Cependant tous les résidus impliqués dans la coordination ou dans le réseau de liaison
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hydrogéne sont conservés ; une telle conformation doit donc probablement exister mais étre
peut-&tre trop contraignante pour 1’obtention de cristaux par diffusion du métal.

Le site intermédiaire qui présente une géométrie octaédrique, coordine le nickel avec des

ligands du site de haute affinité et du site externe (His 74, 101 d’une unit¢ monomérique, His
88’ et Glu 87’ via une molécule d’eau d’une seconde unit¢ monomérique et deux molécules
d’eau pour compléter la sphére de coordination). Seuls deux sites par tétramere sont observés
du c6té non verrouillé.

Le site externe présente également une géométrie octaédrique. Le nickel est coordiné par 3

ligands de HpNikR (His74, 75 et Glu 104) et par une molécule de citrate. Ce site est stabilisé
par un réseau de liaison hydrogéne (Asp85-His74 et Asp73-His105-citrate). Il se situe a
I’embouchure du site de haute affinité. Ce site est équivalent au site auxiliaire décrit chez
PhNikR (His64ph=His74my ; Asp65pn=His75m, et Asp75p=Asp83my), seuls deux sites ont été
observés par tétramere par opposition aux quatre décrits chez PhNikR. Les sites externes et

les sites de haute affinité peuvent cohabiter.

Le troisiéme site a Ni(II) décrit chez PhNikR équivalent au site 8 K™ chez EcNikR n’a pas été
observé chez HpNikR en dépit du fait que les résidus soient conservés entre les protéines
NikR. Ce site ne semble pas nécessaire pour contraindre HpNikR dans une conformation

fermée.(Chivers & Tahirov, 2005; Schreiter et al., 2006).

Les sites a nickel décrits dans la forme 2 de holo-HpNikR correspondent a un autre site
intermédiaire qualifié de « bis» qui est situé entre le site externe et le site intermédiaire
présenté précédemment. Quatre de ces sites par tétramere ont été décrits. Le Ni(Il) est
coordiné par les résidus H88 d’une unité monomérique et His74’ d’une seconde unité. Ces
sites présents du co6té non vérouillé de la protéine impliquerait un ion chlorure pour la
coordination du Ni(Il). La métallation de ces sites implique des changements
conformationnels de la protéine (déplacement de 1’hélice a3) du c6té vérouillé qui n’auraient
pas lieu du co6té non-vérouillé de la protéine (Dian et al., 2006). Le site intermédiaire bis du
coté vérouillé serait moins stable qu’un site de haute affinité.

L’obtention de ces deux structures a permis de proposer un mécanisme de métallation de la

protéine permettant son activation.
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1.4.3.2.2. Mécanisme d’activation de HpNikR : Le cheminement du nickel

Un mécanisme d’activation d’HpNikR (Figure 1.39) peut étre proposé en tenant compte des
informations obtenues lors des résolutions de structure (Chivers & Tahirov, 2005; Dian et al.,
2006) et des données concernant la capacité de métallation de HpNikR sans ADN (Abraham
et al., 2006). La métallation d’HpNikR se fait en plusieurs étapes au cours desquelles elle va
subir des réarrangements structuraux.

Le nickel serait transporté d’une « poche » a nickel au site intermédiaire pour ensuite atteindre
le site de haute affinité. Une fois les sites de haute affinité saturés, seuls les sites externes sont
susceptibles de lier du nickel. L’implication de la métallation de ces sites dans la liaison a

I’ADN in vitro n’a pas été étudiée et sera entre autre le sujet du chapitre IV de ce travail.

Vue de face Vue de dessus
Motlf RHH dessus

< it ﬂ) :»ﬁ % Motrf RHH dessous

Conformation trans fermée O Ni(l)
o
2 —%
] P o £ NIy o
% E:}Ez ?n?eﬁ?nuési:ﬁ:;te LLF’ 8 _a B_ 9] ’_’3 — a— "“'}3 2 sites intermédiaires
lo Niqit) 4 sites intermédiaires
. Ni(ll) )
2 sites externes = @ o 8] - Ni(l1) @ : s
2 S@tes (_ie haute_aﬁinité L‘rw 8 Ps  — g~ 8 '—};1 O—ba— @ fjg i EEE g;2r3r1u£ affinité
2 sites intermédiaires
2 sites externes
4 sites de haute affinité
2 Basculement
Basculement Trans-cis ?
Trans-cis ?
?
? H
g 8 N —i% $ —%

4 sites de haute affinité

(]

!
g 8N g 2N

Conformation cis fermée

Figure 1.39 Cheminement hypothétique du nickel dans HpNikR en vue de son activation (inspiré de (Dian et al.,
2006)). Les formes encerclées correspondent aux structures RX résolues.
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[.4.4. Mode d’action de la protéine

1.4.4.1. Géneéralites

Gréce a des études de transcriptomique il a ét¢ montré qu”HpNikR était un régulateur global.
Il est capable d’induire ou de réprimer I’expression transcriptionnelle de nombreux genes
impliqués dans le métabolisme du nickel (nixA, hpn, ureAB, hydABC, nikR), dans le
métabolisme du fer (pfr, fur, exbB-exbD-tonB) ou encore dans la mobilit¢ (flad, flab) en
fonction de la concentration intracellulaire en Ni(II) (Contreras et al., 2003; Ernst et al.,

2005c¢).

En considérant les similitudes existant entre HpNikR et EcNikR, il a été proposé que celle-ci
lie une séquence palindromique proche de celle de EcNikR (GTATGA -X16- TCATAC) pour
réprimer la transcription de génes.

Une telle séquence a été identifiée en amont du géne codant pour ApnikR : GCATGA -16X-
TCATGC (Chivers & Sauer, 2000). Des mesures, en utilisant les techniques du gel retard et
des geénes rapporteurs, ont permis de mettre en évidence qu’HpNikR se liait sur une séquence
contenant ce motif. L’altération du motif palindromique perturbait la liaison d’HpNikR
(Contreras et al., 2003). Une étude in silico a montré que ce motif n’était pas présent dans le
reste du génome de H. pylori et plus précisément dans les régions en amont des genes
réprimés. Une absence de liaison par gel retard sur ces séquences (pfr, fur) a également été
constatée. Il a été proposé¢ que les autres génes réprimés par HpNikR le soient via un

mécanisme indirect (Contreras ef al., 2003).

Ces deux derniéres années, différents travaux ont mis en évidence la liaison d’HpNikR sur
différentes séquences opératrices en présence de métal (nickel, cuivre, manganese) : (uredB,
nixA, fur, nikR, exbB, fecA3, et frpB4 (Abraham et al., 2006; Benanti & Chivers, 2007;
Contreras et al., 2003; Davis et al., 2006; Dosanjh et al., 2007; Ernst et al., 2005c; Ernst et
al., 2006).

Un motif consensus reconnu par HpNikR qui differe significativement du motif prédit lors de
I’étude de Contreras et al. en 2003, a ét¢ proposé:

TATWATT -Ni;- AATWATA
Le détail de la liaison d’HpNikR sur 4 de ces séquences opératrices va étre décrit avant de

présenter un mécanisme d’activation général d’HpNikR. Une étude portant sur la liaison
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d’HpNikR sur ces séquences sera présentée dans le chapitre IV, certaines données de la

litérature présentées par la suite ont été publiées en parallele de travaux que je réalisais.

1.44.2. Liaison d’HpNikR sur la séquence opératrice de pureA

Les génes codant pour 1’uréase, enzyme a nickel essentielle chez H. pylori, voient leur
expression transcriptionnelle induite entre autre en présence de nickel par HpNikR (Contreras
et al., 2003; van Vliet et al., 2002). Un motif de 19 pb (-70 a -52 par rapport au TSP) situé en
amont de promoteur pureA avait été proposé¢ comme étant le motif lié par HpNikR (Shirai et
al., 1999; van Vliet ef al., 2002). Le promoteur pureA controle I’expression des genes ureA et
ureB codant pour les sous-unités de I’enzyme. La construction d’un geéne rapporteur
ureA::lacZ au niveau chromosomique chez H.pylori (souche 1061) avait permis de tester le
role de cette séquence dans 1’expression inductible de 1’uréase par le Ni(Il) (van Vliet et al.,
2002).

Des mesures d’empreintes a la DNase I ont montré qu’HpNikR sauvage (WT) ne protégeait
pas ce motif mais plutot la région -87 a -54, soit 34 pb (Abraham et al., 2006) (Figure 1.40).
Ce résultat a confirmé les données observées lors d’études faites avec une protéine taggée en
N-ter (Delany et al., 2005; Ernst et al., 2005c¢).

—-145 TAAATTCTAA AGGGGTATTA AACGCACTTC TAATAACGAT TTTATAGCGC TTCAAAGATA —86
-85 TAACACTAAT TCATTTTAAA TAATAATTAG TTAATGAACG CTTCTGTTAA TCTTAGTARA -26
—25> TCAAAACATT GCTACAATTA CATCCAACCT TGATTTCGTT ATGTCTTCAA GGAAAAACAC +35
+36 TTTAAGAATA GGAGAATAAG ATG

Figure 1.40 Séquence en amont du géne ured chez Helicobacter pylori 26695. La numérotation est fonction du
+1 de transcription (souligné), la région protégée par HpNikR définie par empreinte a la DNase I est en gras
(Abraham et al., 2006), le motif de 19 pb initiallement proposé est souligné en pointillé (Shirai et al., 1999; van
Vliet et al., 2002).

La liaison d’HpNikR sur cette région a ¢été étudiée par trois techniques différentes,
I’empreinte a la DNase I, PTEMSA et ’anisotropie de fluorescence (en parall¢le de notre
travail, cf. Chapitre IV). Comme pour EcNikR, la liaison du nickel dans le site de haute
affinit¢ de HpNikR, mesurée par empreinte a la DNase I, permet la liaison de la protéine a
I’ADN avec une affinit¢é moyenne (Kd~50 nM) (Abraham et al., 2006; Benanti & Chivers,
2007).

En EMSA, un exces de nickel est nécessaire pour observer un complexe ADN-Protéine.
L’affinité de la protéine pour I’ADN dans ces conditions n’augmente que treés légerement (Kd
~ 3-20 nM) contrairement a EcNikR et la région protégée en empreinte a la DNasel est

inchangée (Abraham et al., 2006).
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En anisotropie de fluorescence, I’excés de nickel ne semble pas suffire pour permettre la
liaison a ’ADN d’HpNikR, au contraire il induit sa précipitation (Dosanjh et al., 2007).
Aucune variation d’anisotropie n’est observée. La liaison a ’ADN (se traduisant par une
variation d’anisotropie) n’est observée qu’en présence d’autres cations a forte concentration
(> 250 uM et de fagon optimale a 3mM) : le magnésium, le calcium et le manganese (Kd~ 20-
50 nM) (Dosanjh et al., 2007). Des résultats similaires ont été obtenus en métallant le site de
haute affinité par du cuivre au lieu du nickel.

Les résultats observés en empreinte a la DNase I en conditions stoechiométriques et en
EMSA, comparés a ceux observés en anisotropie de fluorescence pourraient paraitre
incohérents. Leur différence a été expliquée en partie par la présence de magnésium et/ou du
calcium dans les tampons utilisés en empreinte a la DNasel, ou en EMSA.

Ces différentes données ont laissé suggérer qu’HpNikR présentait un second site métallique
indispensable pour la liaison & ’ADN. Ce site serait de basse affinité et lierait des cations
autres que le nickel. Il a été proposé que ce site implique des ligands de 1’extension N-ter de
HpNikR (Dosanjh et al., 2007). Derniérement une étude s’intéressant plus spécifiquement a
cette extension a permis de mettre en évidence que ce domaine est requis pour une liaison
spécifique a I’ADN bien qu’il n’interagisse pas directement avec celui-ci (Benanti & Chivers,

2007). Toutes ces données seront rediscutées et comparées aux notres dans le chapitre IV.

1.4.4.3. Liaison d’HpNikR sur la séquence opératrice de pnixA

Le géne codant pour NixA, transporteur de la famille des perméases de type HoxN impliqué
dans I’importation du nickel, voit son expression transcriptionnelle réprimée par HpNikR en
présence de nickel (Ernst et al., 2005¢; Wolfram et al., 2006).

Une étude a montré par des empreintes a la DNase I que HpNikR protége une région qui
chevauche le promoteur prixA. Cette région fait 36 pb (-14 a +22 selon le TSP) (Ernst ef al.,

2005c¢).
-14 AAATATATTACAATEACCAAAAAAGTATTATTTTTC +22

Figure 1.41 Séquence protégée par HpNikR-Ni en amont du géne nix4 chez Helicobacter pylori 26695. La
numérotation est fonction du +1 de transcription (souligné), la région grisée correspond au motif -10 du
promoteur de pnix4 (Ernst et al., 2005¢).

Trés récemment 1’affinit¢ d’HpNikR pour prix4 a été déterminée par EMSA en excés de
nickel ou en empreinte a la DNasel (conditions stochiométriques 1 Ni(Il) par monomere)
(Benanti & Chivers, 2007). Comme pour la liaison d’HpNikR sur pured, I’affinité de la
protéine pour I’ADN est moyenne : Kdpixa ~ 3.8nM (en EMSA — excés de Ni(Il)) - 49nM
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(empreinte a la DNasel — stoechiométrie de Ni(II)). Cette liaison est é¢galement dépendante de
cations autres que le nickel. Le cation impliqué semble étre le magnésium d’apres les auteurs.
Il a également été mis en évidence que 1’extension N-ter jouait un role particulier dans la
liaison de NikR a pnixA4 par rapport a pureA. En effet, en absence de cation, HpNikR ne peut
se lier a pnixA, par contre elle peut s’y lier si I’extension est tronquée. HpNikR tronquée ne
peut pas lier pured en absence de cation (il en est de méme sur prnikR et sur pfur). Le nickel
du site de haute affinité pourrait donc suffire a activer la protéine selon la séquence
nucléotidique considérée. Les résidus Asp7 et 8 de cette extension N-ter sont responsables de
la liaison des cations permettant la liaison de NikR a pnix4. Leurs mutations en alanines
conférent a la protéine la méme propriété de liaison a pnixA que la forme délétée de
I’extension N-ter. Le cation li¢ pourrait éventuellement empécher des répulsions entre les
résidus Asp chargés négativement et I’ADN. Les mutations de ces deux résidus en alanine
n’ont pas le méme effet sur la capacité de liaison de NikR sur pnix4 et sur pured. L’extension
N-ter ne doit pas présenter la méme conformation selon la séquence liée par HpNikR. Un
mécanisme différent de liaison des cations doit étre mis en place pour la liaison d’HpNikR a
pureA. Les mécanismes mis en place doivent étre fonction des conditions dans lesquelles ces

différents génes sont régulés.

1.4.44. Liaison d’HpNikR dans la région intergénique : nikR-exbB

HpNikR réprime I’expression transcriptionnelle du gene nikR ainsi que des genes de 1’opéron
exbB-exbD-tonB en fonction du nickel (Contreras et al., 2003; Ernst ef al., 2006). Ces genes
présentent une organisation particuliere puisqu’il s’agit d’un systeme d’opérons divergents

(Figure 1.42).

transcription

35 -10 +1 :

o

nikR

— e

+1 —F —E

transcription

Figure 1.42 Organisation de la région intergénique nikR-exbB. Les motifs -10 et -35 des promoteurs sont
précisés ainsi que le TSP et le sens de transcription. La séquence palindromique prédite devant le géne nikR pour
la liaison d’HpNikR est représentée par deux fléches opposées.

En 2003, il a ét¢ montré par EMSA ainsi que par geénes rapporteurs qu’HpNikR liait une
séquence palindromique dans la région promotrice de son geéne pour s’autoréguler (Contreras
et al., 2003). Cependant ce résultat a été remis en cause en 2005. Il a été montré par des
empreintes a la DNasel que HpNikR ne liait pas ce motif mais plutdt une région (-27 a +10

par rapport au TSP) chevauchant le promoteur prnikR (Delany et al., 2005). Il s’avere que la
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séquence testée en EMSA lors de I’étude faite par Contreras et al. en 2003 comprenait le
motif de liaison identitifé¢ par Delany et al.

Il a également ét¢ montré qu’HpNikR lie une région (-37 a +1 par rapport au TSP)
chevauchant le promoteur pexbB (Figure 1.43). La protéine utilisée dans cette étude présente 3
acides-aminés supplémentaires en N-ter (GSH). La présence de ces résidus ne semble pas
influencer la liaison a I’ADN (liaison sur pureA similaire a la protéine sauvage) bien qu’il y
ait un ligand potentiel du Ni(II).

HpNikR lie ces deux séquences en présence d’un excés de métal (100uM de nickel ou de
manganese pour 0,13 ; 0,4; 1,2 et 4uM de protéine (monomeére)). Aucune influence du
magnésium, ni de I’extension N-ter sur la liaison d’HpNikR sur ces deux séquences n’a

encore été décrite.

GARTTAATTTARAAT tARCAATTATAATACAAACTGGAT

CTTALTTAMATETTASTTC TN T ATC T TTGACCTAS
R o
A -
* ¥
112 GTCATAAGA3cL:TIFI:TGGATTTGATTGTAATTATTAGCTTAATCATT TGTTATTATTARAACAA HNSINRNC AACRARCTARC-ATG 268
CAGTATTCTCGCAAACCTAARCTAACATTAATAATCGAATTAGTAAAAL TGAACAATAATAATTTTGTTATGT TAGTTGT TTGETTG-TAC
e o ] -

Figure 1.43 Région intergénique nikR-exbB. Les motifs -10 et -35 des promoteurs sont surlignés en noir. Le TSP
est indiqué par une fléche courbée. Le motif prédit pour la liaison de HpNikR pour réprimer sa transcription est
indiqué par les fleches en sens opposé. Les régions protégées par HpNikR sont dans les cadres ouverts. Les
régions protégées par HpFUR sont dans les cadres grisés. (Delany et al., 2005)

Lors de cette méme étude, il a également été montré que HpFUR, le métallorégulateur
impliqué dans le métabolisme du fer chez H. pylori, pouvait non seulement lier une séquence
opératrice chevauchant pnikR mais aussi une séquence opératrice qui chevauche tres
partiellement pexbB en présence de nickel et de manganése. Ces données ont mis en évidence
une éventuelle régulation croisée entre les deux principaux métallorégulateurs d’H.pylori en
fonction de la disponibilit¢ en ion métallique. Cette régulation nous a particuliérement
intéressés et nous a conduits a étudier la liaison d’HpFUR sur cette région, cet aspect sera

décrit dans le chapitre V.

1.44.5. Mécanisme d’action général d’ HpNikR

Un mécanisme d’action d’HpNikR peut étre proposé (Figure 1.44) au regard des données
concernant les caractérisations structurales d’HpNikR ainsi que I’activation de la protéine par

le métal en présence d’ADN.
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Figure 1.44 Mécanisme d’action hypothétique d’HpNikR pour la liaison sur pured et pnixA (Abraham et al.,
2006; Benanti & Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007).

HpNikR présente a 1’état de tétramere ne peut lier I’ADN en absence de métal. La liaison du
nickel dans son site de haute affinité¢ induit des changements conformationnels au sein du
domaine de tétramérisation. La liaison du nickel dans ce site unique ne semble pas suffire
pour rendre active la protéine (liaison sur pnixA, pureA). Elle requiert I’addition de cations
tels que le magnésium. Le site qui coordine ce cation n’est pas situé¢ entre le domaine Nter et
le domaine Cter comme le second site a nickel chez PhNikR ou a K' chez EcNikR. Des
mutations des résidus conservés Glu39 (équivalent a E30g, et E32pp) et Asp43 (équivalent a
D34g. et D36py) en alanines ne perturbent pas la liaison d’HpNikR a I’ADN (Benanti &
Chivers, 2007). Ce nouveau site serait localisé au niveau de I’extension N-ter. Cette derniére,
d’ailleurs, influencerait la liaison spécifique d’HpNikR sur les séquences opératrices et
contribuerait a des contraintes imposées a la protéine pour se lier a I’ADN (séquence
dépendante).

Pour lier ’ADN, HpNikR est plus contrainte structuralement que EcNikR. L’espacement
entre les deux motifs liés est de 11pb par rapport aux 16pb pour le motif de EcNikR. Cette
contrainte permettrait d’expliquer 1’absence de nécessité de lier du nickel ou du K* dans un
second site chez HpNikR. Les sites intermédiaires et externes chez HpNikR ne seraient que
des sites « d’acheminement » du métal au site spectroscopique (Dian ef al., 2006).

Tout cela sera rediscuté dans la discussion du chapitre IV aprés présentation de nos résultats.

[.4.5. NikR et le nickel chez H. pylori

Le nickel joue un role essentiel dans la colonisation et la persistance d’Helicobacter pylori
dans sa niche écologique, le mucus gastrique chez ’Homme. Cette importance vient du fait

que ce métal est le cofacteur de deux enzymes essentielles : ’uréase et ’hydrogénase a NiFe.
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L’uréase qui représente pres de 10% des protéines totales chez H. pylori, est essentielle pour
la colonisation et la virulence bactérienne. Elle assure I’hydrolyse de 1’urée en ammoniac et
en acide carbonique. Elle permet a la bactérie de tamponner son pH cytoplasmique et
périplasmique. L’hydrogénase, quant a elle, assure 1’oxydation de I’hydrogéne moléculaire.
Ce processus génere des é€lectrons a bas potentiel qui permettent par la suite la réduction de
différents substrats et la production d’énergie (Maier et al., 1996; Olson & Maier, 2002).

Ces enzymes nativement sont inactives, elles sont « immatures », leur site actif est dépourvu
de métal. La maturation et 1’activation de ces deux enzymes sont assurées par des protéines
accessoires et chaperonnes : Urel[EFGH et HypABCDEF. Les mécanismes de maturation

seront présentés par la suite.

La concentration en nickel intracellulaire est finement controlée afin de limiter sa toxicité
cellulaire. Le controle de ’homéostasie a lieu a différents niveaux : Le transport du nickel
(import/export) et le stockage. L utilisation du nickel (métabolisme) est également controlée.
La majeure partie de ces fonctions (homéostasie et métabolisme) dépend du régulateur
HpNikR (Figure 1.45) qui réprime ou active l’expression transcriptionnelle d’un grand
nombre de génes. Ce métallorégulateur, dont I’expression transcriptionnelle est dépendante de
I’acidification du pH (induction) (van Vliet et al., 2004), s’autocontrole négativement en
présence de nickel (Contreras et al., 2003).

D’autres systémes de régulation comme HpFUR et le systéme a double-composante ArsRS,
sont impliqués dans le métabolisme du nickel. HpFUR sous forme apo semble réprimer
I’expression de 1’opéron hydABC codant pour 1’hydrogénase NiFe (Ernst ef al., 2005a) et
I’expression génique d’HpFUR est elle-méme réprimée par HpNikR (Contreras et al., 2003;
Delany et al., 2005; van Vliet et al., 2004). HpFUR métallée semble également réprimée
I’expression transcriptionnelle du systeme énergétique ExbB-ExbD-TonB ainsi que la
protéine de stockage Hpn-like (Ernst et al., 2005a). Le systeme a double composante ArsRS
dont la fonction est acidité-dépendante contrdle 1’expression de plus de 100 genes (Pflock et
al., 2006a) parmi lesquels on retrouve les opérons ureAB et ure[EFGH (Pflock et al., 2005)
ainsi que les geénes codant pour ExbB-ExbD-TonB, Hpn, Hpn-like ou encore HypA et HypE
(Pflock et al., 2006a; Wen et al., 2006). L’expression de ce régulateur serait également
dépendante de FUR (Danielli et al., 2006).

Au travers du contréle de I’homéostasie du nickel et de son métabolisme, on constate que les
trois principaux régulateurs chez H. pylori, NikR, FUR et ArsRS sont li¢s (Figure 1.45). Ils le

sont également dans la résistance au stress acide (controle de I’expression des genes codant
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pour les amidases AmiE, AmiF et I'uréase) (Pflock et al., 2005; Pflock et al., 2006a; Pflock et
al., 2006b).

Figure 1.45 Le nickel chez Helicobacter pylori : le métabolisme et 1’homéostasie. Deux protéines essentielles
chez ce micro-organisme lient du nickel : I’'uréase (UreAB) et I’hydrogénase a NiFe (Hyd). Leurs activations
nécessitent avant tout une maturation permise par des protéines accessoires (UrelEFGH, HypABCDEF, HspA).
L’expression de ces protéines est sous le contrdle de régulateurs : NikR (T), FUR (T), ArsRS (T). Ces mémes
régulateurs controlent également I’homéostasie du nickel en contrélant I’expression transcriptionnelle des
transporteurs (NixA, FrpB4), des systémes énergétiques (ExbB/D/TonB), et des systémes de stockages (Hpn,
Hpn-like). Les régulations inductrices et répressives sont précisées par le + et — respectivement.
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Les différents partenaires impliqués dans I’homéostasie et le métabolisme du nickel vont étre

présentés a I’exception des régulateurs (HpNikR et HpFUR sont décrits par ailleurs en détail).
1.4.5.1. Les enzymes a nickel

[.4.5.1.1. L’hydrogénase a NiFe

L’hydrogénase est constituée de plusieurs sous-unités : une grande notée LS et une petite

notée SS. L hydrogénase a NiFe posséde un site binucléaire a NiFe.

Figure 1.46 Structure de 1'hydrogénase a NiFe de D. gigas (code PDB : 2FRV). A) Structure cristallographique
de I'hydrogénase a NiFe de D. gigas. La petite sous-unité est représentée en bleu. La grande sous-unité est
représentée en violet. A l'interface des deux sont représentés les clusters [4Fe4S] et [3Fe4S]. Le nickel et le fer
sont respectivement représentés par des spheres vertes et rouges. B) Site actif de I'hydrogénase a NiFe de D.
gigas. (Représentation tirée de (Cherrier, 2005)).

e La maturation

Les sous-unités nouvellement synthétisées ne peuvent former une enzyme active. Un
processus de maturation est nécessaire, au cours duquel la sous-unit¢ LS néosynthétisée
(notée LSp) va acquérir ses cofacteurs métalliques dans son site actif ainsi qu’étre protéolysée
avant de pouvoir interagir avec la sous-unité SS.

La maturation de I’enzyme est permise par des protéines accessoires HypABCDEF.

&H]ﬂm B-Ni(l)

co

LS
Hydrogénase co
(CN
Hydrogénase k

active

FeZ* HypCD

Figure 1.47 Mécanisme théorique de la maturation de I’hydrogénase a NiFe chez H. pylori en 4 étapes.

- 103 -



La transcription et les métallorégulateurs chez les procaryotes

Les étapes de maturation de 1’hydrogénase a NiFe de H.pylori doivent a priori étre proches de
celles décrites pour des hydrogénases a NiFe d’autres micro-organismes (Figure 1.47) (Bock
et al., 2006; Leach & Zamble, 2007; Maier et al., 2007).

La premiére étape consisterait en I’incorporation du fer avec ses ligands non protéiques par la
LSp. Cette étape requiert les protéines accessoires HypCDEF. Les protéines chaperonnes
HypC et HypD forment avec le fer un complexe qui est reconnu par le dimeére composé des
protéines HypE et HypF. Sous I’action de ces deux protéines et d’une hydrolyse d’ATP, le fer
va acquérir ses 3 ligands non protéiques (un CO et deux CN), constitutifs du site actif. La
fixation de HypC a la LSp est supposée provoquer un changement de conformation de cette
derniére, ce qui permet la liaison du fer et de ses 3 ligands.

La seconde étape consisterait en I’incorporation du nickel par le complexe CO-(CN),-Fe-LSp-
HypC couplée a une hydrolyse de GTP. Cette étape requiert un complexe protéique fait de
HypA et de HypB.

La troisieme étape consisterait en la dissociation du complexe CO-(CN),-Fe-Ni-LSp de HypC
ainsi que du clivage de I’extension Cter. Il en résulterait une sous-unité LS mature possédant
son site actif.

La quatriéme étape consisterait en 1’association de la sous-unité LS mature avec la sous-unité
SS permettant la formation d’une hydrogénase activée.

e Régulation de la synthése protéique de I’hydrogénase et des protéines de maturation
L’expression des geénes codant pour I’hydrogénase (hydABCD) ou pour des protéines
accessoires (HypA) est contrdlée au niveau transcriptionnel. HpNikR métallée et HpFUR apo
répriment la transcription des geénes de ’hydrogénase (Contreras et al., 2003; Ernst et al.,
2005a).

Certains genes de protéines accessoires comme /4ypA ont leur expression controlée par ArsRS
en fonction du pH (Wen et al., 2006). L’expression de hypB serait également régulée en

fonction du pH, mais serait ArsRS-indépendante.

1.4.5.1.2. L’uréase
L’uréase est une enzyme essentielle pour la colonisation et la virulence bactérienne. C’est une
macromolécule faite de quatre triméres d’hétérodimeres (Ha et al., 2001). L’unité de base est
constituée d’'un monomeére UreA et d’un monomeére UreB. Cette unité de base présente un site

binucléaire a nickel. L uréase a donc 12 sites binucléaires, soit 24 nickels par enzyme active.
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Figure 1.48 Structure de I'uréase d’Helicobacter pylori (résolution : 3A) (code PDB : 1e9Z). A) Structure
cristallographique de l'uréase, c’est une macromolécule faite de quatre triméres d’hétérodimeéres. Les sous-unités
A et B sont représentées en jaune et en bleu respectivement. B) Site actif de 1’uréase : site binucléaire a Ni(I) ou
la lysine K219 coordine les deux Ni(I) (Ha et al., 2001).

e [a maturation
L’enzyme néo-synthétisée n’est active qu’apres un processus de maturation au cours duquel,
I’uréase va acquérir son cofacteur métallique (Figure 1.49). Cette maturation fait intervenir 4

protéines accessoires UreEFGH (Maier et al., 2007).

o
°:_—_£. UreE

NiUreE * ™,
! 7 ﬁsﬁr pAB-Ni(ll)

o

Ni-uréase

Figure 1.49 Maturation de 1’uréase chez H pylori.

UreE, dimére liant 1 nickel, servirait de transporteur du nickel du cytoplasme a I’enzyme.
UreG serait, quant a elle, impliquée dans la maturation de 1’uréase en raison de son activité
GTPasique. L’hydrolyse du GTP serait requise pour le transfert du nickel et/ou les
interactions/dissociations des protéines. Les fonctions des protéines UreF et H ne sont pas
clairement identifiées. Ce seraient des protéines chaperonnes par analogie aux descriptions
faites pour UreD (équivalent a UreH chez H.pylori) et F chez d’autres micro-organismes.
UreH formerait un premier complexe avec ['uréase-apo induisant des changements

conformationnels de cette derniere. Apres quoi UreF s’associerait a UreH-uréase, puis UreG.
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UreE s’associerait alors a UreGFH-Uréase avant de transférer son nickel. Les protéines
accessoires se dissocieraient de I’enzyme métallée qui serait alors active (Maier ef al., 2007).
Certaines protéines accessoires indispensables a la maturation de I’hydrogénase, HypA et
HypB, interviennent ¢galement dans la maturation de 1’uréase avec un apport de Ni(IT) a UreE
(Benoit et al., 2007; Mehta et al., 2003; Olson et al., 2001). Il n’en est pas de méme pour les
protéines impliquées dans la maturation de ’'uréase comme UreE et UreG.

Derni¢rement une interaction entre HypA et UreE a ¢été décrite par des expériences de cross-
link (Benoit et al., 2007), il semblerait qu’elle ait lieu en présence de faible concentration en
nickel. HypA faciliterait I’apport de nickel pour I’activation de 1’'uréase en raison de sa

meilleure capacité a lier du nickel que UreE.

La maturation de 1’uréase semble également dépendante d’une protéine de choc thermique
appartenant a la famille GroES, HspA (Kansau et al., 1996). Elle jouerait plutot un réle de
chaperonne. Cette derniere présente deux domaines, un domaine N-ter qui est similaire aux
protéines de type GroES et une extrémité C-ter riche en histidines. HspA est capable de lier 2
nickels par protéine avec un Kd de 1,8uM.

e L’activité de ’'uréase

L’uréase métallée est donc active, cette derniére assure I’hydrolyse de I'urée en deux
molécules d’ammoniac et en acide carbonique. Ce dernier est converti en dioxyde de carbone
sous I’action de I’anhydrase carbonique 3 cytoplasmique (B-CA). L’ammoniac et le dioxyde
de carbone diffusent dans le périplasme. Le CO, est alors converti en bicarbonate par
I’anhydrase carbonique o périplasmique (a-CA). En raison de son pouvoir tampon ¢élevé (pKa
6.1), le bicarbonate va « tamponner » ce milieu (pKa : 6,1) (Sachs et al., 2005). L’ammoniac,
lui, va piéger les protons pour former de I’ammonium (Figure 1.50).

Le substrat de I’enzyme, 1’urée, est transporté du périplasme au cytoplasme via le canal
proton-dépendant Urel. Le géne codant pour Urel est co-transcrit avec les génes codant pour

les protéines de maturation de 1’uréase.
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Figure 1.50 Mécanisme mis en jeu pour I’acclimation d’H. pylori a I’acidité (schéma tiré de (Scott et al., 2007))

e Régulation de la synthése protéique de I’uréase et des protéines accessoires
Cette synthese est régulée a deux niveaux (Pflock et al., 2006b) :
- au niveau transcriptionnel par NikR en fonction du Ni(Il) et par ArsRS en fonction
du pH
- au niveau post-transcriptionnel par le « pH » (Akada et al., 2000)
Le systtme a double composante ArsRS induit en fonction du pH [’expression
transcriptionnelle des génes de 1’opéron ureAB et de 1’opéron urelEFGH. ArsR phorsphorylé
se positionne sur deux régions en amont de pured (site distal et site proximal) et sur le
promoteur purel (Pflock et al., 2005). Trois transcrits peuvent étre synthétisés urcAB,
ureABIEFGH et urelEFGH. Ces deux derniers vont étre soumis a la régulation post-

transcriptionnelle. IIs sont sensibles a la dégradation (Akada et al., 2000).

-87 -54
@ NIKRNIP— P [ ureas [{ P2 | uzersrem |-
139 105 T4 21 50 3
Site distal Site proximal

Figure 1.51 Organisation de la séquence en amont de pured (P1) et purel (P2). ArsR phosphorylé peut lier deux
motifs en amont de pureA et un motif sur purel. Il y a un recouvrement de séquence lié¢ par ArsR-P et HpNikR
au niveau du site dit proximal (Pflock ef al., 2005).

HpNikR, quant a elle, n’induit I’expression que de I’opéron ure4B. Elle se positionne sur un
site en amont de pured (Delany et al., 2005; Ernst et al., 2005¢) et qui chevauche le site
proximal de ArsR-P.
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1.4.5.2. Les transporteurs de nickel

[.4.5.2.1. L’importation du nickel

Le transport du nickel a travers la membrane externe est effectué principalement par NixA,
qui appartient a la famille des transporteurs NiCoT. C’est une protéine membranaire (8
segments transmembranaires) qui présente une haute affinité pour le nickel (Kd: 11.3 nM)
(Fulkerson & Mobley, 2000; Mobley et al., 1995). L’expression transcriptionnelle de son
gene est réprimée par HpNikR de fagon nickel-dépendante (Ernst et al., 2005¢; Wolfram et
al., 2006).

Jusqu’en 2007, il était considéré que le passage du nickel du milieu extérieur au périplasme se
faisait par diffusion au travers de porines. Dernierement, un récepteur de la membrane externe
FrpB4 couplé a la machinerie énergétique ExbB/ExbD/TonB a été décrit comme permettant le
transport du nickel a travers la membrane externe a pH acide (Schauer et al., 2007).

Ce genre de récepteur (FrpB1 / FecAl /FecA2) couplé a cette machinerie n’avait jusqu’alors
¢été décrit que pour le transport du fer et était controlé par FUR (Ernst et al., 2005a).

I1 vient d’étre décrit que I’expression transcriptionnelle des génes codant pour FrpB4 et pour
la machinerie ExbB/ExbD/TonB était réprimée par HpNikR de fagon Ni-dépendante
(Contreras et al., 2003; Davis et al., 2006; Ernst et al., 2006; Schauer et al., 2007). 1l en serait
de méme pour le récepteur membranaire FecA3, qui ne serait régulé que par NikR de fagon
Ni-dépendante (Ernst et al., 2006). Le controle de I’expression transcriptionnelle de la
machinerie ExbB/ExbD/TonB (genes 1339 a 1341) par HpFUR (Delany et al., 2005; Ernst et
al., 2005a) est sujette a discussion (Ernst ef al., 2006). Cette machinerie n’est pas unique chez

H. pylori qui présente deux autres genes exbB-exbD et un autre géne fonB.

1.4.52.2. L’exportation du nickel

Un systéme de pompe a efflux CznABC a récemment été décrit (Stahler et al., 2006). 1
assure I’exportation du Cadmium, du Zinc et du Nickel. Des mutants de ce systéme ont
uniquement montré une sensibilité accrue face au stress Cd(II), Zn(II) ou Ni(Il). Il n’en est
pas de méme face au Fe(Il), Co(II), Cu(II) et Bi(III).
I1 a été proposé que ce systeme in vivo module 1’activité de 1’uréase :

Par réduction de son activité via I’exportation du nickel

Par protection d’une inhibition fonctionnelle via I’exportation du cadmium et du zinc
Aucun contrdle de I’expression transcriptionnelle des génes de ce systéme n’a jusqu’a présent

été décrit.
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1.4.5.3. Les protéines de stockage et de détoxication

Deux protéines riches en histidines, Hpn et Hpn-like, sont impliquées dans le stockage ainsi
que dans la détoxication du nickel (ainsi que du cobalt et du cadmium) en fonction de sa
disponibilité cellulaire (Seshadri et al., 2007). A des concentrations modérées en Ni(Il), ces
deux protéines peuvent lier du nickel afin de limiter 1’activité de 1’uréase si cette derniére
n’est pas requise. L’expression protéique n’est par ailleurs pas modifiée. Une compétition
entre Hpn/Hpn-like et les protéines de maturation de I'uréase semble é&tre mise en jeu.
L’activité de I’hydrogénase, quant a elle, ne semble pas affectée par la fonction de ces
protéines.

A haute concentration en nickel, Hpn et Hpn-like protege la cellule de la toxicité métallique.
Ce mécanisme assure une réponse rapide de la cellule pour faire face au nickel avant que les

changements concernant I’expression des transporteurs ne soient efficaces.

Hpn, pour H. pylori nickel, qui représente pres de 2% des protéines totales chez H. pylori , est
une petite protéine cytoplasmique de 60 résidus amino-acides dont 28 sont des histidines
(Gilbert et al., 1995). Hpn qui forme des oligomeres (20 unités), peut lier jusqu’a 5 nickels
par unit¢ monomérique avec un Kd de 7,1pM. Cette liaison est réversible en présence de
chélateur ou en conditions acides (Ge et al., 2006a). In vitro Hpn peut lier de nombreux
métaux parmi lesquels le nickel, le cuivre, le zinc, le bismuth..., cependant in vivo elle semble
plus sélective du nickel (Ge et al., 2006b).

Hpn-like, est également une protéine cytoplasmique de 72 résidus amino-acides dont 25% et
42% sont des histidines et des glutamines respectivement. Sa séquence en N-ter présente 56%
d’identité avec Hpn, c’est pour cette raison qu’elle a ét¢é nommée Hpn-like (Maier et al.,
2007; Seshadri et al., 2007).

L’expression transcriptionnelle des génes codant pour ces deux protéines est activée par NikR
de fagcon Ni-dépendante (Contreras et al., 2003) et par le systéme a double composante ArsRS
en condition acide (pHS) (Pflock et al., 2006a).

Les différents partenaires impliqués dans le métabolisme et 1’homéostasie du Ni(Il) qui
viennent d’étre présentés, sont schématiquement représentés dans la Figure 1.45. Elle traduit
un certain niveau de complexité cellulaire ou les régulations menées par HpNikR, HpFUR et

ArsRS s’entrecroisent.
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I.5. Les autres métallorégulateurs du Ni(II)

Il existe au moins trois autres classes de protéines métallorégulatrices capables de répondre
face a un stress Ni(Il) en controlant 1’expression transcriptionnelle de génes. Il s’agit de
NmtR, de SrnRQ et de Nur.

NmtR et Nur appartiennent respectivement aux familles de métallorégulateurs SmtB/ArsR et
FUR qui ont été présentées en détail en premiere partie. StnRQ, quant a elle, est un complexe
octa-hétérodimerique, ou SrnR joue le role de répresseur et présente un motif de liaison a
I’ADN similaire au membre de la sous-famille Ars. SrnQ joue le role de co-répresseur qui lie
le Ni(II). En dépit du fait que SrnR présente une homologie de séquence avec des membres de

la sous-famille Ars, le mode d’action différe fortement.

NmtR, de Mycobacterium tuberculosis, réprime 1’expression transcriptionnelle du géne nmtA
qui code pour une ATPase de P1 (Cavet ef al., 2002) en absence de Ni(Il) et de Co(II). Sous
stress Ni(II)/Co(Il), la transcription est déréprimée, le systeme d’efflux NmtA est exprimé et
ces deux métaux sont alors expulsés de la bactérie.

Nur, de Streptomyces coelicolor, réprime directement, aprés activation par du Ni(Il),
I’expression transcriptionnelle des geénes sodF, nikABCDE codant respectivement pour la
superoxyde dismutase a Fe(Il) et pour un transporteur putatif a Ni(II) de type ABC (Ahn et
al., 2006). Elle activerait également 1’expression transcriptionnelle du géne sodN codant pour
la SOD a Ni(Il). Cependant Nur ne se lie pas en amont du geéne, un mécanisme de régulation
indirecte est fortement envisageable.

SrnRQ, de Streptomyces griseus, réprime de fagon originale 1’expression transcriptionnelle de
la SOD a FeZn en présence de Ni(Il) (Kim ef al, 2003). SrnRQ, forme un complexe
protéique, en absence de Ni(Il). Ce complexe dans cette condition ne se lie pas a I’ADN. En
présence de Ni(Il), des changements conformationnels sont opérés au niveau de SrnQ,
permettant alors au complexe SrnRQ-Ni de se lier a ’ADN via SrnR. Bien que SrnRQ et Nur

présente une homologie fonctionnelle, il n’en est pas de méme au niveau de la séquence.
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1.6. Présentation du travail

Au début de ce travail, I’objectif premier était de comprendre les mécanismes impliqués dans
le controle de la sélectivité ionique de protéines métallorégulatrices comme NikR
d’Escherichia coli vis-a-vis des métaux. En effet, cette derniére est activable in vitro par
différents métaux bien qu’in vivo elle ne soit impliquée que dans I’homéostasie du nickel. La
sélectivité ionique peut avoir des origines diverses : la nature du site de liaison (la géométrie
du site, le nombre et la nature des ligands), I’affinité pour le métal, la disponibilité en métal
dans la bactérie, la présence de métallochaperonne ou encore la cinétique de liaison du métal.
Des caractérisations spectroscopiques et cinétiques de la métallation d’EcNikR et d’un
mutant, ECNikR Q2E, ont dans un premier temps €été initiées. Une partie de mon travail,
présentée dans le chapitre II, a consisté a montrer que EcNikR sauvage et son mutant ont des
propriétés de métallation similaires. Ceci afin de valider les études antérieures, réalisées par
un stagiaire post-doctoral (Rutger Diederix), portant sur I’affinit¢é d’EcNikR Q2E pour le
nickel. Ce travail a permis de remettre en cause les constantes de dissociation de I’ordre du
picomolaire décrites dans la littérature pour le complexe EcNikR-Ni(II). Nos données
conduisent a une constante de dissociation de 1’ordre de la centaine de nanomolaires.

Ce travail a toutefois été restreint en raison d’une propriété d’EcNikR qui est peu décrite dans
la littérature. Elle précipite en présence de plus de 1 équivalent de nickel ajouté par sous unité
monomérique. Ce comportement perturbe sa liaison a I’ADN et donc son évaluation.

Des travaux ont été initiés afin de comprendre cette agrégation, de s’en soustraire pour
faciliter I’étude de la protéine in vitro. L ensemble des travaux menés sur ECNikR ont conduit
a I’écriture de deux publications, I’une étant parue dans Biochimie et la seconde étant soumise
a JBIC. Elles sont présentées dans le chapitre II.

Les difficultés de travail rencontrées chez EcNikR, nous ont amenés a travailler sur une
protéine voisine, NikR d’Helicobacter pylori a partir de fin 2005. Cette dernicre est impliquée
dans la régulation de I’expression transcriptionnelle d’une enzyme de virulence, ['uréase, qui
est essentielle au développement d’Helicobacter pylori dans I’estomac de 1’étre humain. Ce
microorganisme est amené a faire face a des stress acides en raison de sa niche écologique. Le
pH cytoplasmique s’en trouve parfois diminué (acidification), bien qu’il soit rapidement
tamponné par 1’action entre autre de ’'uréase qui est non seulement Ni(II)-NikR-dépendante
mais aussi pH-dépendante ; nous nous sommes donc intéressés aux effets du Ni(Il) et du pH
sur cette protéine. Ce travail a également été décrit dans la publication parue dans Biochimie

et est présenté aussi dans le chapitre III.
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Deux projets ont ét¢ développés autour d’HpNikR. Le premier traite des propriétés de liaison
métallique d’HpNikR, les résultats obtenus sont présentés dans le chapitre III. Le second
s’intéresse a la liaison d’HpNikR a I’ADN (régions promotrices de genes induits ou réprimés)
et les résultats sont présentés dans le chapitre IV. Pour cette étude, trois techniques ont été
utilisées : la mesure de retard sur gel, I’anisotropie de fluorescence et un test de protection a la
nucléase.

Par ailleurs des travaux publié¢s en 2005, par Delany et al., ont mis en évidence une potentielle
régulation croisée entre les deux principaux métallorégulateurs d’H.pylori NikR et FUR en
fonction de la disponibilité en ions métalliques (Delany ef al., 2005). Afin d’étudier plus
spécifiquement cette régulation croisée, des travaux préliminaires de caractérisation de FUR
d’H.pylori ont été initiés et seront présentés dans le chapitre V.

Enfin une conclusion générale portant sur I’ensemble des résultats sera développée dans le

chapitre VI.
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Chapitre 11
Les propriétés d EcNIRR,
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II.1. Les fondements de I’étude d’EcNikR

L’objectif premier de cette étude était de comprendre le ou les mécanismes impliqués dans la
spécificité ionique de EcNikR; comme FUR, NikR était décrite comme activable par
différents ions métalliques in vitro (Wang et al., 2004). Pour ce faire une caractérisation de
ses propriétés de liaison métallique était nécessaire (stoechiométrie, affinité pour le métal,
cinétique de liaison). Ce travail, comme nous allons le voir par la suite, a permis de mettre en
avant une caractéristique de la protéine peu explicitée dans la littérature, sa capacité
d’agrégation, ainsi que de remettre en question certains travaux publiés antérieurement (Kdy;
du site de haute affinité). Différentes caractéristiques de métallation d’EcNikR décrites dans
la littérature qui ont attiré notre attention, vont étre présentées ci-dessous avant 1’exposé de

nos résultats.

II.1.1. La métallation d’EcNikR par le nickel

NikR d’Escherichia coli, in vitro, est capable de lier différents métaux dont le nickel (Wang
et al., 2004). D’apres la littérature la liaison de ce métal aurait lieu dans deux classes de sites :
un site dit de haute affinité pour le nickel (site 1 ou spectroscopique) et un site dit de basse
affinité (site 2).

La liaison du nickel dans le site dit de haute affinité peut étre suivie en spectroscopie
d’absorption UV-Visible (Chivers & Sauer, 2000). Il en résulte des bandes caractéristiques
avec d’une part la bande de transfert de charge (Cys S'—Ni(Il)) a 302 nm et une bande d-d a
460 nm (Figure II.1A-B).

Ce site lie jusqu’a 1 équivalent de nickel ajouté par monomeére. Expérimentalement ceci se
traduit par une métallation qui s’effectue linéairement jusqu’a approximativement 1

équivalent de nickel ajouté par monomere de protéine (Figure I1.1C).

Dans ces conditions, il est possible de déterminer le coefficient d’extinction apparent (Eapparent)

du complexe Ni-EcNikR en se basant sur la relation de Beer-Lambert. Ce dernier est
caractéristique de I’espece et est invariable sur un systéme a 1’équilibre.

Toutefois différents groupes ayant contribu¢ a la caractérisation biochimique de EcNikR ont
observé des ccefficients variables allant de 3200 a 7200 M'.cm™ (Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002; Wang et al., 2004). Cette valeur fluctue non seulement entre

différentes équipes, mais aussi au sein d’'un méme groupe.
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Un second événement est observé au-dela de 1 équivalent de nickel ajouté a la protéine, en
effet cette dernicre s’agrége (Figure II.1A). Curieusement dans la littérature, cet état n’est que
vaguement évoqué (Chivers & Sauer, 2000; Chivers & Sauer, 2002; Wang et al., 2004). 11 est
dit que la protéine précipite en présence d’un large exces de métal (Chivers & Sauer, 2000),
pour limiter son impact sur les mesures expérimentales, il est proposé d’ajouter de la glycine,
du NTA (chélateur) ou de centrifuger 1’échantillon (perte de protéine). Cependant cet excés
est « trés relatif » dans la mesure ou il s’agit de plus de 1 équivalent de métal ajouté. Cet état
d’agrégation se traduit par une augmentation générale de 1’absorption (Figure II.1A et C). Il
pourrait étre corrélé a la métallation de sites annexes de la protéine (site 2). Cette agrégation
peut étre contrélée en présence de chélateur plus ou moins fort. En absence d’un tel composé,
la détermination de 1’affinité et 1’étude de la spécificité ionique ne sont pas envisageables.
Une caractérisation de ce phénomene ainsi qu’une étude pour déterminer des conditions

limitant ce comportement ont donc été faites et seront présentées par la suite.
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Figure I1.1 Métallation de EcNikR par le nickel. A) Spectres d’absorption UV-Vis de EcNikR a 40uM a 1’état
apo et en présence de différents équivalents de nickel. B) Spectre de différence entre Ni-EcNikR (0.8 eq de
Ni(II)) et apo-EcNikR. C) Titration de EcNikR par le nickel, suivi de ’absorption a 302nm en fonction de la
quantité de nickel ajoutée. Conditions : 20mM HEPES pH 8, 100mM NaCl 20°C, Sel métallique : NiSO,.

- 128 -



Les propriétés ' EcNIRR,

Un dernier aspect de la caractérisation des propriétés de métallation d’EcNikR a attiré notre
attention, il s’agit de la technique employée pour déterminer 1’affinité de la protéine pour le

nickel.

I1.1.2.  Une affinité¢ de I’ordre du picomolaire ?

L’affinité du site dit de haute affinité pour le nickel a été décrite comme étant de 1’ordre du
picomolaire. Afin de la mesurer, une technique de dosage indirecte nécessitant une
compétition entre la protéine et ’EGTA a été utilisée dans les travaux publiés antérieurement
(Chivers & Sauer, 2002; Wang et al., 2004).

Ce dosage consiste en I’incubation d’EcNikR avec des concentrations croissantes de nickel
dans un tampon contenant de ’EGTA en exces. Apreés au moins 30 minutes d’incubation a
20°C, la fraction de métal liée a la protéine est déterminée en fonction de ’absorbance a
302nm ainsi que de I’epsilon du complexe Ni-EcNikR déterminé au préalable. La quantité de
métal libre est ensuite calculée. Cette détermination implique de tenir compte de différents
parameétres parmi lesquels on retrouve la concentration de chélateur ajouté ainsi que 1’affinité
relative de ce dernier pour le métal dans les conditions expérimentales utilisées.

Il s’avere que les deux groupes, ayant mesuré un Kd de 1’ordre du pM pour EcNikR, ont tous
les deux utilis¢ de '’EGTA. Ce dernier est pourtant présenté comme étant un chélateur
inapproprié pour 1I’étude de la complexation du nickel (Martell & Smith, 1974) et la constante
de dissociation de "EGTA pour le nickel considérée dans ces deux travaux différe (3.16.10™
M (Chivers & Sauer, 2002) et 5.21.10"''"M (Wang et al., 2004)). De plus, I’epsilon considéré,
pour déterminer la quantité de métal liée par la protéine, différe entre les groupes.

Ces trois points laissent envisager que la technique utilisée pour déterminer ce Kd n’était pas
appropriée et que le Kd déterminé ainsi n’est qu’apparent et n’est pas réellement représentatif
du comportement de NikR vis-a-vis du nickel.

C’est pourquoi nous avons choisi de redéterminer 1’affinité de la protéine EcNikR pour le

nickel en utilisant des mesures directes comme nous le verrons par la suite.

II.1.3.  Une caractérisation en deux temps

L’¢tude des propriétés de métallation et d’agrégation d’EcNikR en fonction de la
concentration en nickel a été réalisée sur deux protéines : ECNikR sauvage notée ECNikR WT
et EcNikR mutée notée EcNikR Q2E. La mutation porte sur le second résidu de la protéine

(GIn2 — Glu2) présent dans le domaine de liaison a I’ADN.
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Dans un premier temps, les propriétés du mutant EcNikR Q2E, fourni par le laboratoire de
Microbiologie Adaptation et Pathogénie (MAP) de I’'UCB Lyon I, ont été étudiées par Rutger
Diederix, qui était en stage postdoctoral au laboratoire.

Lors de son étude, il a montré par spectroscopie d’absorption UV-Vis et par mesure de la
cinétique de métallation que le mutant EcNikR Q2E ne présentait pas pour le site dit de haute
affinité un Kd de I’ordre du picomolaire. Il a par ailleurs déterminé le coefficient d’extinction
molaire du complexe Ni-EcNikR a 302nm par extrapolation et obtenu une valeur de 10400 +
300 M.cm™.

I1 s’est également intéressé a 1’agrégation de EcNikR Q2E qui fait suite a la métallation du
site de haute affinité. Il a montré que cette derniére est maximale pour 1,5 équivalents de

nickel ajoutés par monomere et qu’elle est réversible « rapidement » en présence d’EDTA.

Dans un second temps, pour valider I’ensemble des travaux réalisés sur le mutant (capacité de
métallation, agrégation, affinité pour le nickel), de nombreux contréles ont été réalisés sur
EcNikR WT. Cet aspect de I’étude a constitué¢ une partie de mes travaux de thése. Apres
réversion de la mutation, la production et la purification d’EcNikR sauvage (WT) ont été
réalisées via un nouveau protocole (Fauquant et al., 2006). 11 s’est avéré qu’EcNikR WT
pouvait étre purifié¢e comme EcNikR Q2E, c'est-a-dire sur une colonne d’affinité chargée en
Ni(II) sans qu’aucune addition supplémentaire de ce métal ne soit nécessaire a la différence
des protocoles décrits dans la littérature. Toutefois afin de se soustraire & une éventuelle
métallation de la protéine, un nouveau protocole consistant en I'utilisation d’une colonne
échangeuse d’anions suivie d’une colonne d’exclusion moléculaire a été préféré.

Une troisiéme technique, la liaison sur filtre, a été employée afin de mesurer et de confirmer
I’affinité d’EcNikR Q2E et WT pour le nickel. Rutger Diederix a réalisé les ajustements de
ces expériences.

Afin de déterminer des conditions expérimentales pour faciliter la caractérisation d’EcNikR,
une étude portant sur I’effet du pH sur les propriétés de métallation et d’agrégation de

EcNikR a été réalisée. Une étude comparable a été faite sur son homologue chez H. pylori.

Les différents résultats obtenus sur ECNikR Q2E et WT vont étre présentés.
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I1.2. L’affinité de EcNikR pour le nickel : Sous-micromolaire !

Afin de redéterminer I’affinit¢ d’EcNikR pour le nickel, trois techniques directes ont été

employées :

e La spectroscopie d’absorption UV-Visible en suivant 1’absorbance a 302nm qui est
caractéristique de la métallation par le nickel au site dit spectroscopique

e La cinétique rapide de la métallation (suivie de I’absorbance a 302nm dans le temps)

e La liaison sur filtre en mesurant la quantité totale de “Ni(II) liée a la protéine

Les deux premiéres techniques ont permis de mesurer 1’affinité apparente du site de haute

affinité pour le nickel.

La technique de liaison sur filtre ou « FBA », quant a elle, a non seulement permis de

déterminer le nombre total de sites métalliques par unité monomérique de protéine mais aussi

de déterminer un Kd apparent pour le site de haute affinité et pour les sites de plus basses

affinités.

L’ensemble de ce travail est décrit dans une communication qui est actuellement soumise a

publication et qui est présentée a la suite.

Nos résultats suggerent que EcNikR WT et Q2E présentent un Kd sous-micromolaire pour le
site de haute affinité (Kp moyen de 82 + 24 nM par FBA, 379nM par titration en UV-Vis a
I’équilibre et 363nM par cinétique rapide) contrairement a ce qui est décrit dans la littérature.

Par ailleurs, nos données suggerent que la métallation du site de haute affinité s’effectue selon
un mécanisme en deux temps avec la formation d’un premier complexe [EcNikR-Ni]
intermédiaire n’ayant pas de signature UV-Visible. Le cluster d’histidines présent a
I’embouchure du site de haute affinité pourrait constitu¢ ce premier « site» dont la

métallation serait transitoire.

Communication soumise : Sub-micromolar affinity of Escherichia coli NikR for Ni(II)

Le matériel supplémentaire constitue I’Annexe A.
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Summary

Equilibrium and time-dependent binding
studies of Ni(Il) to the nickel-responsive
transcription repressor NikR from Escherichia
coli are reported. Using UV/vis equilibrium
titrations, filter binding assays, and rapid
kinetics experiments, respectively, values for
the dissociation constant of 0.379, 0.082 and
0.363 uM are found for the Ni(II) in the high
affinity site. These values are significantly
higher than previously reported picomolar
values. The values reported here are more in
line with the dissociation constants normally
associated with Ni(II)-binding proteins. Ni(II)
binding follows two-step binding kinetics with
binding rates kon = 1.76-10* M'ls'l, and ko =
0.0064 s™'.
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Text of the report

NikR is a Ni(Il)-responsive transcription
factor that regulates levels of Ni(Il) in E. coli
and other bacteria such as Helicobacter pylori
[1-3]. In E. coli, NikR is involved in nickel
homeostasis through Ni(II)-dependent
repression of the nikABCDE operon, thus
suppressing expression of the ABC transporter
specific for the import of Ni(Il). E. coli NikR
consists of 133 amino acids, of which 12 are
histidines, and forms a tetrameric structure
with several Ni(Il)-binding sites [4-7]. One of
these sites has square planar His;Cys co-
ordination [5, 8] and is buried at the interface
between the two dimer pairs making up the
tetramer [4]. A picomolar dissociation
constant has previously been ascribed for this
high affinity (HA) site, using competition
assays [9-11]. This report presents a re-
evaluation of the Ni(Il) binding properties of
E. coli NikR using direct measurements:
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UV/vis equilibrium titrations, filter binding
assays, and rapid kinetics experiments.

Ni(IT) binding to the HA site activates NikR
for operator binding (Kp ~30 nM). Ni(Il)
binds to several other (low affinity, LA) sites,
which may number up to 7 per monomer [12].
These are less well characterized, and have
lower affinity (0.03-50 pM) [9-11]. Ni(II)
binding to (one of the) LA sites increases the
affinity of NikR for DNA about 1000-fold (Kp
~10-20 pM) [9-11]. This implies that NikR is
sensitive or responsive to two greatly different
Ni(Il) concentrations, and thus acts at two
distinct levels of regulatory control. This
feature of NikR is, to our knowledge, unique
for a metallo-regulatory protein. The cellular
levels of Ni(Il) in living E. coli cells have
been estimated to lie between 10™® and 10° M
[13], and the experimentally determined Kp
lies in the low uM range for many bacterial
Ni(Il)-binding proteins [14-19]. An apparent
inconsistency thus exists between the pM
affinity of NikR for Ni(II) on the one hand,
and cellular nickel levels and affinities of
Ni(II) binding proteins on the other hand. This
clearly warrants further investigation, which is
reported here. We have chosen for direct
titration techniques to study Ni(Il) binding by
E. coli NikR, rather than assays based on
chelator-protein competition, which may lead
to errors in interpretation (vide infra, and
[20]). We find that the HA site of NikR
certainly does not have pM affinity for Ni(Il),
but rather an affinity four orders of magnitude
lower, consistent with NikR being responsive
to sub-micromolar levels of nickel. Similarly,
in a recent study on Helicobacter pylori NikR
[20], the affinity for Ni(Il) as determined by a
direct assay (isothermal titration calorimetry)
was three orders of magnitude lower than
previously determined by competition assays
[21].

NikR binds Ni(II) in the HA site with square
planar geometry and with cysteine ligation [4,
8], as observed by UV/vis spectroscopy |6,
12]. Increase of the Cys S'—Ni LMCT band
at 302 nm is linear up to one Ni(II) equivalent,
after which mass aggregation is seen, which is
complete at less than 1.5 equivalents of Ni(II)
[12]. Binding of Ni(II) is still possible by the

aggregate however, between 4 and 7 Ni(Il)
ions per NikR monomer [12]. No aggregation
at all is observed with 0.1 or less equivalents
Ni(I) using dynamic light scattering (see
Supporting Material). When the concentration
of Ni(Il) is much lower than that of NikR,
Ni(Il) binding is approximately linear, and the
degree of Ni(Il) binding is expected to
decrease as the NikR concentration nears the
actual Kp of the binding site (see Supporting
Material). We thus monitored the linear
increase in absorbance at 302 nm as a function
of Ni(II) at varying NikR concentrations. The
dependence of this ‘apparent extinction
coefficient’ on the Q2E NikR concentration is
shown in Figure 1, together with a hyperbolic
fit to the data (see Experimental Section, eq.
2), giving Kp = 0.379 + 0.068 uM and &3p; =
10,400 + 300 M'cm™. Earlier reports are
confusing in this aspect, with &30, varying
between 3200 and 7200 M'em™ [6, 9, 10].
The small differences in absorbance
intensities preclude the determination of the
apparent extinction coefficient at NikR
concentrations  lower than 0.6 pM.

Nevertheless, the downward tendency of the
apparent extinction coefficient at lower NikR
concentration is very clear and it is
incompatible with picomolar affinity. At the
applied,

concentrations NikR  remains

tetrameric [12].

M'em™)
3

apparent ¢,
o o N e (] ©

1 1 10 100 1000
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Figure 1. Dependence of the ‘apparent extinction
coefficient’ of Ni(II)-bound NikR as a function of Q2E
NikR concentration (e®). The data were fit (line) to a
hyperbolic function (See Supporting Information for
details of the fitting procedure). Note that the x-axis is
logarithmic.

Ni(Il) binding to NikR was also determined
using a filter binding assay. The amount of
®Ni(Il) bound as a function of NikR
concentration is shown in Figure 2A and B for
wt NikR and EDTA-treated wt NikR,
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respectively. Q2E NikR shows similar binding
(not shown). EDTA-treated NikR contains
Ni(I) in only the HA site (as concluded from
UV/vis experiments and metal quantification
[12]), whereas the non-treated sample also
contains Ni(I) bound to other sites [12]. This
is because Ni(Il) is only very slowly released
from the HA site [12]. We also studied the
double mutant Q2E/H89N NikR (Fig. 2C and
D), which does not bind Ni(I) in the HA site
since His89 is missing (indeed, EDTA-washed
Q2E/H89N NikR does not retain Ni(Il), Fig.
2D).
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Figure 2. Ni(Il) binding by wt NikR (A), wt NikR
washed with EDTA (B), Q2E/H8IN NikR (C) and
Q2E/H89N NikR washed with EDTA (D), respectively,
as determined using a filter binding assay. NikR
concentration is 0.1 uM (black), 0.2 pM (red) and 0.4
uM (blue). Fits to the data are shown as solid lines.

The data were fit using Dynafit [22], assuming
independent binding to two categories of
binding sites, each with a different affinity for
Ni(I). The HA site is considered one
category, while all other sites that are rapidly
depleted by EDTA are considered the second
category (LA). The best fits to all binding data
yield average Kp values of 82 + 24 nM for the
HA site (78.9 and 85.7 nM for the Q2E and wt
proteins, respectively) and 2.2 + 0.7 uM for
the LA sites assuming three additional sites
per NikR monomer. Note that if a site of pM
affinity would be present, a curve with unity
slope would be observed up to one Ni(Il)
equivalent, with no relevant difference
between the different protein concentrations
used.

40 60 80 100 120
time (s) [NIKR] (uM)

Figure 3. A) Stopped-flow traces of Ni(II) binding by
NikR. Here, NikR concentration was 2, 4, 8, 16 and 32
uM and NiSO, was 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 uM
respectively. The data (black lines), corrected for
background absorbance, were fit globally (red lines) to
a two-step binding mechanism. B) Exponential rate
constants of the slow phase (A;) as a function of NikR
concentration. The rate constants (e) were derived by
fitting the traces to a bi-exponential function. The fast
phase (not shown) shows too much scattering to be
useful for analysis. The line through the data is a
simulation using the kinetic constants obtained via
numerical fitting.

We determined the kinetics of Ni(Il) binding
to the HA site (Fig. 3). Fitting of the stopped-
flow traces to a mono-exponential function
gives imperfect fits (not shown), with
deviations at the beginning of the reactions
(i.e. a lag-phase). The approximate rate
constants derived from this fitting display a
hyperbolic dependence on NikR
concentration. Together, this is evidence of a
binding mechanism with a colorless
intermediate [23, 24]. A two-step binding
mechanism (eq. 1) is the most simple and
from a structural point of view, the most likely
mechanism; the HA site is in the interior of
the protein, and the most direct route for
Ni(Il) to this site is through a cluster of His
residues located on the surface [4, 7].
ky k,
Ni(II) + NikR Z [Ni(II)*NikR] \k( Ni(His,Cys)NikR
—1 -2
(eq. 1)

The data were fit globally using Dynafit [22]
to this mechanism (see Supporting Material
for details), yielding the following values for
the kinetic constants: k; = 3.65 (+ 0.46)-104 M
's k1 =0.095£0.0155", k, = 0.088 £ 0.016
s' and ky = 0.0123 £ 0.0012 s (kon =
1.76:10* M's™, ko = 0.0064 s-1). The Kp
derived from these values is 0.363 (£ 0.105)
uM.

We clearly show here, using three distinct
methods, that NikR binds Ni(II) in the HA site
with sub-micromolar affinity. In addition to
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this site, Ni(Il) also binds to several other
sites, with slightly lower affinity. The affinity
determined here by direct methods contrasts
strongly with the picomolar value previously
determined using competition assays [9-11]. A
similar difference was observed by Zambelli
et al. between values obtained through direct
and indirect methods with NikR from H.
pyvlori [20]. It was argued that the competitor
used in these assays, EGTA, may not be
innocent: The presence of EGTA inhibits
NikR binding to DNA [9] suggesting that it
may form ternary complex with NikR and
Ni(Il) which would affect the apparent
dissociation constant of Ni(II)-NikR complex.
Further, the value of the stability constant of
the Ni-EGTA complex, which is fundamental
for calculation of the affinity of the HA site, is
subject of disagreement spanning several
order of magnitude [25-27]. Finally, we
should also mention that when relevant, we
have also taken the secondary Ni(Il) sites into
account. These have only slightly poorer
affinity for Ni(Il) than the HA site, and
obviously, when not accounted for, Ni(II)
binding by these sites (cf. Fig. 2A, C and B,
D) will lead to an overestimation of the
affinity of NikR for Ni(Il) in a competition
assay.

One can now question the claims that E. coli
NikR has two distinct affinities for its cognate
DNA [9-11], based on whether Ni(Il) is bound
to the HA sites only, or also to additional
site(s). The lower affinity for DNA binding
was concluded from experiments performed
with an equimolar mixture of Ni(II) and NikR,
assuming that NikR was fully saturated with
Ni(I[). We now know that probably only a
fraction of the NikR was saturated with Ni(II)
under these conditions. The higher affinity for
DNA observed in the presence of excess,
micromolar  Ni(Il) may thus simply
correspond to conditions where the HA site is
fully occupied.

In the cellular environment, Ni(Il) is thought
to be present in nM-uM concentrations. The
major  Ni(I) binding proteins  have
approximately uM affinity for their cofactor
[14-19]. It is thus consistent that NikR, a
major regulator of nickel levels in the cell,

displays a sensitivity to Ni(II) at micromolar
levels. Here we show that this is indeed the
case, and that previous estimations of the
affinity of NikR for Ni(II) are too high.

Experimental Section

Protein samples The nikR gene containing the
Q2E mutation, described previously [12], was
used as a template for the HS8ON mutation.
The resulting Q2E/H89N mutant (verified by
sequencing) was expressed and purified as
Q2E NikR, and Q2E and wt NikR were over-
expressed and purified as before [12]. Protein
concentrations are expressed in monomer
units.

UV/vis spectroscopy UV/vis spectra were
acquired using a Hewlett—Packard 8453 diode
array spectrophotometer, thermostated at 293
K. Ni(Il) titrations were performed with Q2E
NikR (between 0.6 and 860 pM), in 20 mM
Hepes pH 8.0, 0.1 M NaCl, 293 K. The
samples were allowed to equilibrate for at
least 30 min. Depending on the NikR
concentration, cuvettes were used with optical
path lengths of 0.1, 1 and 10 cm. The
‘apparent extinction coefficient” was defined
as the linear dependence of absorbance at 302
nm on NiSO4 concentration. The apparent
extinction coefficient shows a hyperbolic
dependence on NikR (eq. 2), as justified in the
Supporting Material:

[NikR']lOt
&5, (apparent) = &5, - (K N [NikR] )
d tot

(eq. 2)
Filter binding assay Filter binding assays
were performed as described [12, 19]. Wt,
Q2E and Q2E/H89N NikR were incubated for
45 min at room temperature with varying
concentrations of “NiCl,, and subsequently
immobilized on buffer-equilibrated 0.2 pm
Sequiblot PVDF membranes (Biorad). The
membranes were washed thoroughly with
buffer. Protein-bound *Ni was quantified by
counting the radioactivity of the filters.
Controls were performed as described [12].
Background radioactivity (in the absence of
protein) was negligible In some experiments,
the NikR variants were washed with a 250-
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fold excess of Na,EDTA for 20 min before
immobilization and washing, as above.

Ni(ll) binding kinetics Time-dependence of
Ni(II) binding by Q2E NikR was followed at
302 nm, using a Bio-logic SFM400 stopped-
flow apparatus equipped with a MOS-450
UV/vis spectrophotometer, in 20 mM Hepes
pH 8.0, 0.1 M NaCl, 293 K. NiSO4 (between
0.2 and 6.4 pM) was mixed with NikR
(between 2 and 64 pM), in series of
experiments with a Ni(II):NikR ratio of 1:10
and 1:20. NiSO4; was also mixed at a fixed
concentration (6 uM), with NikR between 10
and 105 puM. NikR was consistently in excess
to avoid protein precipitation. The average
was taken of at least 5 traces for subsequent
analysis.
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I1.3. L’agrégation métal-dépendante d’EcNikR

I1.3.1. Un phénomene réversible

Comme on peut le voir sur la Figure II.1, au-dela de 1 équivalent de nickel ajouté a EcNikR,
cette dernicre s’agrege. Ce phénomene débute a partir de 0.8 équivalent de nickel ajouté, et
est maximal au-dela de 1,5 équivalents de nickel comme on peut le voir sur la Figure I1.2 qui
montre le suivi de 1’agrégation de la protéine.

Cette stoechiométrie suggere que 1’agrégation est liée a la liaison au minimum de 2 nickels
supplémentaires par tétramere de protéine dont les sites de liaison présenteraient une affinité

proche de celle du site de haute affinité.

1.0 === SRV 2 X

0.8—-
0.6—-
0.4—-
0.2—-

protein fraction

0.0

o 1 2 3 4
[Ni(IDJ/[NikR] (equiv.)

Figure I1.2 Précipitation de EcNikR Q2E en fonction du nickel. La fraction soluble de protéine (carré plein) et la
fraction précipitée (cercle ouvert) ont été déterminées par spectroscopie d’absorption aprés centrifugation et
dissolution du culot protéique par de 'EDTA (5mM) et du KCN (2.5mM) (1h d’incubation). Les croix
représentent la somme des deux fractions correspondant a 80uM de protéine.

Cette agrégation Ni-dépendante est réversible rapidement (quelques secondes) en présence
d’agent chélateur tel que ’EDTA. Ce comportement suggere que le nickel responsable de
I’agrégation est li¢ dans des sites exposés au solvant. L’action de ’EDTA sur le nickel du site
dit de haute affinité est beaucoup plus lente (t;» : Sh) ce qui est en accord avec la littérature
(Chivers & Sauer, 2002), mais peut étre accélérée en présence de cyanure de potassium. Ceci
indique que le site dit de haute affinité est enfoui et peut étre rendu inaccessible a des

chélateurs comme ’EDTA.
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I1.3.2.  Un phénomene dépendant de la métallation de sites annexes

Afin de déterminer la quantit¢ maximale de nickel liée par EcNikR Q2E et WT, deux
techniques ont ét¢ employées.

La premicre technique a consisté en la détermination de la quantité de nickel liée a la protéine
agrégée en dosant le nickel libre en solution apres agrégation et élimination du culot
protéique. Un dosage colorimétrique avec du PAR a été¢ employé pour doser le Ni(II) libre.

La seconde technique a consisté en la mesure de la quantité de nickel liée a la protéine par
FBA. Cette technique est présentée en Matériel et Méthodes.

Les deux techniques employées donnent des résultats concordants. ECNikR peut lier entre 5 a
8 Ni(Il) par monomere selon la technique employée (Dosage du Ni(Il) libre ou FBA

respectivement), cependant la spécificité de liaison de ces différents sites n’est pas connue.

L’ensemble du travail concernant l’agrégation métal dépendante est décrit dans une

publication a Biochimie (p — 140 -).
I1.4. Effet du pH et du Ni(Il) sur la métallation

[1.4.1. Résumé

Les propriétés de métallation et d’agrégation d’EcNikR sont Ni- et pH-dépendantes.

L’acidification du tampon de métallation a conduit a deux observations :

e Plus de 1 équivalent de Ni(Il) doivent étre ajoutés a la protéine pour observer une
saturation du site dit de haute affinité. L’affinité de ce site pour le Ni(Il) est affectée par la
protonation de deux classes de résidus (pKa 4.1 (Glu97 ?) et 6.1 (H87, 89 ?)) impliqués
soit directement dans la liaison du Ni(II), soit dans le réseau de liaison hydrogéne.

e [’agrégation de la protéine est « retardée ». Une addition plus conséquente de Ni(Il) doit
étre faite pour ’observer. Ce « décalage » est de nouveau corrélé a la protonation des
résidus responsables de 1’agrégation. Le pKa apparent d’agrégation serait de 5.4. Des
histidines, dont le pKa est proche de 6, pourraient &tre responsables de 1’agrégation. Ce
sont de bons ligands potentiels du nickel (48 histidines par protéine native (tétramere),

dont 12 sont impliquées dans la liaison du Ni(II) dans le site de haute affinit¢).

Une étude comparative a été faite sur la protéine NikR d’Helicobacter pylori : HpNikR. Cette
derniere lie 1 équivalent de Ni(Il) dans son site de haute affinité avant que ne soit observée

une phase de saturation.
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HpNikR ne présente pas la méme susceptibilit¢ a 1’agrégation en présence de nickel
qu’EcNikR. A pHS, 3 équivalents de Ni(Il) sont nécessaires pour observer sa précipitation.
Cette différence de sensibilité peut étre corrélée a la présence de sites supplémentaires décrits
dans la structure de HpNikR (site externe) et absent chez EcNikR et la moins grande richesse
en histidines (28 par protéine native dont 20 sont impliquées dans la liaison du Ni(II) du site

de haute affinité et du site externe).

Ces différents travaux ont été décrits dans une publication publiée dans le journal Biochimie
qui est présentée par la suite (p — 140 -).

Nos résultats nous ont amenés a proposer qu’un cluster d’histidines (H77, H78, H79) exposé
au solvant présent a I’embouchure du site de haute affinité chez EcNikR mais absent chez

HpNikR soit un site potentiel impliqué dans 1’agrégation de la protéine.

Ec 55 VLSYVYEHEKRDLASRIVSTQHHHHDLSVATLHVHINHDDCLEIAV
Hp 67 VLVVIYDHHQRELNQRMIDIQHASGTHVLCTTHIHMDEHNCLETITI

Figure I1.3 Comparaison du contenu et de la localisation des histidines entre EcNikR (A) et HpNikR (B). Le
Ni(I) du site dit de haute affinité (HA) est en orange et le Ni(II) du site externe est en jaune (chez HpNikR). Les
histidines et la cystéine impliquées dans la liaison du Ni(I) du site HA sont en vert et en jaune respectivement.
Les histidines impliquées dans la liaison de Ni(II) du site externe sont en vert pale. Les histidines qui ne sont pas
impliquées dans la liaison du Ni(II) sont en rouge. Le cluster d’histidines se situe a ’embouchure du site HA.
Une comparaison des séquences entre Ec et HpNikR est montrée, les résidus impliqués dans la liaison du Ni(II)
sont en gras. Le cluster d’histidines est encadré (Fauquant et al., 2006).

Afin de vérifier notre hypothese, une étude des propriétés de métallation d’un triple mutant

d’EcNikR ne possédant plus ce cluster a été entreprise et sera présentée en I1.5 p- 153 -.

11.4.2. Publication

pH dependent Ni(Il) binding and aggregation of Escherichia coli and Helicobacter pylori
NikR

- 139 -



Les propriétés ' EcNIKR,

Available online at www.sciencedirect.com

*>.%"ScienceDirect BIOCHIMIE

Biochimie 88 (2006) 16931703

www elsevier. comdlocatebiochi

pH dependent Ni(Il) binding and aggregation
of Escherichia coli and Helicobacter pylori N1IkR

C. Fauquant™', R.EM. Diederix™"*, A. Rodrigue”, C. Dian®, U. Kapp®, L. Terradot®,
M.-A. Mandrand-Berthelot”, I. Michaud-Soret™*

* Laharatoire de Physicochimie Des Métaux en Biologie, Département Réponse et Dyvnamigque of Cellulaires, CEA-Grenobile,
I7, avenue dex Martyrs, 38054 Grenoble cedex 8, France
B inité de Micrahiologie et (énétigue (UMR 5122 CNRS-UCE-INSA), Université Lyvon-l, 10, e Raphaél-Dubois, 69622 Villeurbanne cedex, France
“ The European Synchrotron Radiation Facility BP 220, 38043 Grenoble cedex 9, France

Received 2 February 2006; accepted 19 July 2006
Available online 14 August 2006

Abstract

NikR. protems are bacterial metallo-regulatory transenption factors that control the expression of the mckel uptake system and/or nickel
contaiming enzymes such as wrease, and are mvolved in the acid stress response. Here, a comparative study 1 reported on NikR from Helico-
bacier pvlori (HpNIkR) and Escherichia coli (EcNIkR), as well as the Q2E mutant of EcMikR. Most attention was focused on the Ni{ll) bmdmg
properties of these proteins, as a function of pH. The influence of the pH on the Ni(Il) binding and aggregation properties was studied wsing gel
filtration analysis and UV-visible absorption spectroscopy in the presence of an increasing concentration of nickel. Q2E and wt EcNikR are
identical in Ni(Il) binding but the Q2E mutant is impaired to some extent in DNA-hinding. For EcNikR it is shown that between pH 6 and §,
addition of Ni(Il) above | equiv. induces mass aggregation and precipitation, concomitant with binding of Ni(Il) up to a maximum of 5-8 Ni(II)
ions per monomer. The Ni(Il) site with highest affinity is the well-described square planar site with three histidines and one cysteine ligands.
Aggregation 15 complete m the presence of less than | extra equiv. of Ni(Il) and aggregation 1s fully reversible and precipitates are rapidly
solubilized by addition of EDTA. The sensitivity of EcNiIkR to aggregation decreases with decreasing pH, concurrent with histidmes being the
mam ligands of the site responsible for aggregation. HpNikR does not display aggregation except at alkaline pH, where 3 Ni(Il) equiv. are
needed. The participation of a cluster consisting of surface-exposed histidines present in EcNikR but not m HpNikR, 15 proposed to be involved
m aggregation. Our results on HpNIkR are compatible with the crystallographic data and with the ability of this protein to bind more than one
nickel.

@ 2006 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

NikR is the Ni(IT}responsive transcription regulator that is
responsible for maintaining appropriate levels of Ni(Il) in
Escherichia coli and a variety of other Gram-negative bacteria
and archaea, including the gastro-intestinal human pathogen
Helicobacter pylori. This organism relies heavily on Ni(Il), as
the nickel-dependent enzyme urease is essential for combating
the acidic pH of the stomach, through generation of ammonia.
Indeed, H. pylori mutants devoid of urease are unable to colo-
nize the gastric mucosa in animal models (reviewed in [1]).
Urease 1s regulated by an intricate interplay of different envir-
onmental signals including the concentration of urea, metal
ions or pH value. The activity of urease depends critically on
the availability of nickel ions that are required for the synthesis
of a functional urease complex [2]. Nickel bicavailability is
dependent on nickel sequesters or transport proteins such as
Hpn and NixA, respectively [3.4] whose expression levels are
controlled by the HpNikR regulator [5], a homologue of NikR
from E. coli (EcNIkR) [6-8].

HpNikR is a 148 amino-acid (17 kDa) protein which has the
capacity to directly regulate multiple genes and can act as both
an activator (for the urease gene expression) and repressor in
response to nickel. HpNikR can regulate /L pylori nickel meta-
bolism by directly controlling transcriptional repression of
NixA-mediated nickel uptake and transcriptional induction of
urease expression [5,9-11]. HpNIkR is a member of the rib-
bon-helix-helix (RHH) family of transcription factors which
displays low sequence similarity with EcNIKR (21% identity
and 54% homology) [5] and contains less histidines than the
EcMikR protein.

FcMNikR is involved in nickel homeostasis and represses the
expression of the nikdABCDE operon which codes for a nickel-
specific ABC transport system [6,12]. This permease is synthe-
sized under anaerobic conditions to provide nickel ions neces-
sary for hydrogenase activity [7]. EcNIkR is able to bind Ni{II)
and subsequently binds to an operator sequence preceding the
nikABCDE operon [7]. EcNIKR is a 133 amino-acid (15 kDa)
protein, member of the RHH family of transcription factors,
which recognizes a 28 bp palindromic operator sequence
(GTATGAMN)1sTCATAC in E. coli), preventing the recruit-
ment of RNA polymermse [6,13,14]. EcNIkR is a histudine-
rich protein (12 residues per monomer) that is tetrameric in
solution, and is known to bind several transition metals in
two categones of binding sites [14-16].

The crystal structure of apo-EcMNikR displays two separate
domains, a C<erminal oligomernzation domain and an N-
terminal dimeric DNA-binding domain containing the RHH
motif [8]. The crystal structure of the truncated C-terminal
MNi(IT)-bound MNikR shows a Ni{Il) 1on bound at the interface
of the C-terminal part of the protein involved in the tetramer-
ization [8]. Per monomer, one Ni{Il) is present which is coor-
dinated in a square planar geometry by three histidines and one
cysteine [8,14]. Binding to this His;Cys site 15 easily detected
by UV/vis spectroscopy because of the absorption due to an
S—Ni(II) LMCT band observed at 302 nm. Ni(II) 15 located
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at the interface between two monomers, whereby one of the
three histidines comes from the adjacent monomer [8]. The
Ni(Il)-binding site is approximately 30 A away from the
DNA-binding site, suggesting that Ni(Ill) can activate DNA-
binding over a long-distance in FcNikR, which could trigger
the necessary structural rearrangement upon DNA-binding, as
the DNA-binding regions in EcMNIkR are too far apart to
accommodate both binding sequences on the DNA [8]. In addi-
tion to the His;Cys site, evidence of at least one other nickel
binding site has been reported, based on enhanced DNA-
binding affinity in excess Ni(Il) [15,16]. This second site is
UW/vis silent and has a lower affinity for nickel than the
HisyCys site.

The more recently solved apo- and metallated structures of
NikRs from Pyrococcus horikoshii (PhNIkR) [17] and
H. pyvlori confirmed the general properties of the NikR protein
family [18] and showed strict conservation of the His,Cys Ni
binding site. Interestingly, the DNA-binding domain of
PhNIkR could adopt several conformations, reflecting its flex-
ibility and possibly illustrating a DNA-binding regulation
mechanism modulated by the nickel content [17]. In HpNikR,
two additional binding sites were found at the interface result-
ing in a stable conformation in the crystal with only two
HisyCys sites, two intermediate sites and two extemnal sites
per tetramer. Moreover, the residues belonging to the three
sites were shown to be necessary for HpNikR response to
nickel in vivo, suggesting that in HpNikR, the particular nickel
binding organization is an imporant feature of that protein
[18]. This illustrates that despite their homology, NikR proteins
from different species possess distinct properties, and that the
exact mechanisms by which NikR proteins bind their cognate
DNA upon nickel binding are probably different as well.

In this paper we present a characterization of the Ni(II)
binding and oligomerization properties of HpNikR, and wt
EcNikR and Q2E EcNikR as a function of pH. The Q2E
mutant of EcNikR contains a mutation in the [-sheet in the
DNA-binding domain involved in recognition of the cognate
DNA [13]. We show that this mutation affects DNA-binding
but has little effect on the Ni(Il)-binding behavior of EcNIKR.
Both EcNikR and HpNikR bind MNi(Il) in the HisyCys site, the
affinity of Ni(Il) for this site decreases with decreasing pl. At
low pH, NikR from both organisms dissociates into dimers,
which is reversed by Ni(IlI) binding. In addition to the
HissCys site, additional Ni(Il)-binding sites exist, with lower
affinities, which in the case of EcNikR results in mass aggre-
gation and precipitation. The aggregated FcMNIkR protein
remains capable of binding Ni(Il) with micromolar affinity up
to five to eight nickel ions per monomer. Aggregation is
rapidly reversed by addition of EDTA and is strongly pH
dependent, with an approximate apparent p&, of 5.4, consistent
with the involvement of histidines in Ni(II) binding. A possible
new role of EcNikR as a Ni(Il)-storage protein beside its
repressor role will be discussed. The participation of surface-
exposed clusters of histidines in EcNikR is likely, as HpNikR,
which does not have these clusters, 1s much less sensitive to
Ni(IT}-induced precipitation.
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2. Materials and methods
2.1, Chemicals

Trizma, Bis—Tris propane, MOPS, HEPES and MES buf-
fers, EDTA, NiSO4 or NiCl; were purchased from Sigma-
Aldrich.

2.2 Cloning and site-directed mutagenesis

E. coli nikR gene, from p8611 [6] was subcloned into the
Neol and Hindl11 site of the vector pET28a (Movagen ), resulting
in pET28NiIkRQ2ZE. This construct was used to produce
p2BETNIkRWT, which contains the gene for wt MNikR. The
QuikChange® site-directed mutagenesis kit (Stratagen) was
used for mutagenesis, with the following primers (mutated base
undedined):  pamer nikRl:  S-CAAGGAGATATACCAT
GCAACGAGTCACCATCACGC and primer nikR2 5'-GCGTG
ATGOTGACTCGTTGCATGGTATATCTCCTTC. The result-
ing plasmid was sequenced by Genome Express (Meylan,
France). Cloning of the HpNikR encoding gene (hpl338) into
the pETI11 expression vector resulting in pILL6Y5 has been pre-
viously described in [5].

2.3, Protein over-expression and purification

All the purification procedures were performed at 4 °C
using Amersham Biosciences columns and centrifugations
were run at 6 °C. All protein concentrations are expressed in
monomer units. BE34DE3) or BL21(DE3) star competent
cells were freshly transformed with the recombinant plasmids.

Owvernight cultures of E. coli BL2I(DE3) with pET28-
MikRO2E were diluted [00-fold in 3 | flasks containing | |
LB medium supplemented with kanamycin (50 pg ml™) and
grown at 37 “C. At ODgp = 0.6, the cells were induced with
0.5 mM [PTG for 3 h. The cells were harvested by centrifuga-
tion, resuspended in 10 ml (per SO0 ml of culture) of sonication
buffer (20 mM Tris'HCI pH 8, 0.3 M NaCl, 10% glycerol and
lysed by sonication. The lyvsate was centifuged at 20,000 = g
for 200 min. The supernatant was loaded on a nickel loaded-
chelating column (iminodiacetic acid in Sepharose 6B Fast
flow, Sigma). The column was washed with 8 volumes of buf-
fer A (20 mM Tns/HCI pH 8, 0.3 M NaCl), followed by 3, 3
and 4 column volumes of buffer A containing 25, 50 and
75 mM imidazole (pH 8), respectively. The protein was eluted
with 2 volumes of buffer A plus 250 mM imidazole. EDTA
was added to 20 mM to the eluted solution to prevent protein
aggregation and the protein was dialvzed overnight at 4 °C
against buffer B (20 mM TrisHC] pH 8, 0.3 M NaCl, 5%
glycerol, 2 mM EDTA and 2 mM p-mercapto-ethanol). Buffer
exchange and sample concentration were performed with
Ultrafree (15 ml, 5 kDa cut-off, Millipore). The concentrated
sample was injected on gel filtrmtion column (Superdex 75 prep
grade HR 16/6() in order to obtain a pure protein (as confirmed
by SDS PAGE). Protein concentration was measured using
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LW /vis spectroscopy at 278 nm using the theoretical absormption
coefficient of 5000 M~ em™.

Because this protocol does not apply to the punfication of
wt EcNIKR, a different protocol was used: E. coli BL2Z I{DE3)
cells containing pET28NIKRWT were grown as described
above. The cells were harvested at 6000 = g for 10 min and
the pellet was suspended in 40 ml 20 mM Tris/HCI pH 8 con-
taining 50 mM EDTA. The cells were disrupted by sonication
in ice and centrifuged at 15,000 = g for 20 min. The super-
natant was dialyzed twice against 3 | of 20 mM Tris/HCI pH
8. A DNase treatment was performed by addition of 4 pl
DNase [ (Sigma) at 6.4 pg ul_l and 70 pl 500 mM MgS0,
and incubation for 15 min at 37 °C. The crude protein mixture
was loaded on a Mono) column (HR10/10) equilibrated with
200mM Tris/HCI pH 8 and eluted with a linear gradient ranging
from 0 to | M NaCl Homogeneous NikR samples were
obtained after elution and the purity verified by SDS-PAGE
and gel filtration analysis on Superdex 75 prep grade
(HR16/60). Pure protein fractions were concentrated with
Ultrafree (15 ml, 5 kDa cut-off). Protein concentration was
determined by UUV/vis spectroscopy at 278 nm and the theore-
tical absomption coefficient of 5000 M ' em ™. The vield was
30 mg of pure protein per liter of bacterial culture. Before use,
Q2E and wt EcNIkR were exchanged to EDTA- and f-mer-
capto-ethanol-free buffer by ultracentrifugation.

Recombinant native HpNikR protein was punfied from | 1
of LB medium containing ampicillin (30 mg ml™") inoculated
with BL21 star cells harboring plILL695. Expression was
induced at ODgg, = 0.6 with | mM IPTG for 3 h at 37 °C.
The harvested cells were re-suspended in 20 ml of Iysis buffer
(200 mM Tris/HCI pH 8 containing 100 mM EDTA and one
tablet of mini “complete” EDTA-free protease inhibitor
(Roche) and lysed by sonication (6% 15 s) on ice. The soluble
lvsate obtained by centrifugation for 200 min at 20,000 = g was
dialyzed twice for 2.5 h against 2 | of 20 mM Trs/HCI pH &
containing one tablet of mini “complete” EDTA-free protease
inhibitor (Roche). A DNase treatment was performed by addi-
tion of 4 pl DNase T at 6.4 pg pI™ and 10 mM MgS0,, and
incubation on ice for | h. The solution was loaded onto a 5 ml
HiTrap(Q column equilibrated with 20 mM Trs/HC] pH 8 at
3 ml min~'. The proteins were eluted by a 50 ml linear gradient
of 0—-0.5 M NaCl (buffered with 20 mM Tris'HCI pH 8), fol-
lowed by a platean at 0.5 M NaCl for 20 ml, and a second
linear gradient between 0.5 and 1| M NaCl (30 ml). The frac-
tions containing NikR (as verified by SDS PAGE) were pooled
and dialyzed overnight against 2 1 of 20 mM Tris/HC1 pH 8,
containing 5 mM [-mercapto-ethanol and one tablet of mini
“complete” EDTA-free protease inhibitor. The protein was
loaded on a second HiTrapQ column and eluted as described
above. The protein was dialyzed overnight against 2 | of
10 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.2 M NaCl, 5 mM p-mercapto-etha-
nol. After concentration by ultrafiltration (10 kDa cut-off, Ami-
con), the protein was further purified on a gel filtration column
(Superdex 200) equilibrated with [0 mM Tns/HCl pH 7.5,
0.2 M NaCl. The vield of purification was 50 mg I"". Protein
concentration was measured using UVAvis spectroscopy at
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280 nm using the theoretical
9600 M~ em™".

The presence of residual nickel or other transition metals in
thus purified NikR proteins was determined as follows. To
EeNIikR (500 pM) and HpNikR (290 pM), trichloroacetic
acid (TCA) was added to a final concentration of 10%. The
protein was allowed to precipitate, for 30 min on ice, after
which the precipitate was spun down (10 min, 13,000 * spm).
The supernatant was neutralized with 2 M NaOH and buffered
with | M Tris—HCI (pH 7.5 at 20 °C) to a final concentration
of 0.5 M. The concentration of Ni(Il) or other transition metals
in the solution was determined colometrically using 4-(2-pyri-
dvlazo) resorcinol (PAR) [19]. The solutions obtained as above
were diluted five times in buffer containing 100 pM freshly
prepared PAR and incubated for exactly | hour. The change
in the UV/ivis spectrum of PAR due to binding of Ni(Il) or
other transition metals was followed, and compared to calibra-
tion curves recorded the same day with different transition
metals. No evidence for Ni(Il) or any other transition metal
was detected in EcNikR (Q2E and wild type) and less than

% of transition metal was detected in HpNIkR. Pre-
incubation of EcNikR solutions with varying known amounts
of Ni50, vielded quantitatve results with this method, exclud-
ing e.g. that the TCA precipitation is not effective in liberating
the metal from the protein.

absorption  coefficient of

2.4, Analysis of oligomeric forms by zonal and frontal gel
exclusion chromatography

Analytical gel filtration chromatography (exclusion chroma-
tography) experiments were performed using a Superdex 75
HR 10/30 gel filtration column (Amersham Biosciences),
coupled to an Akta purifier chromatography system (Amer-
sham Biosciences). Flow rates used were 1.0 ml min™ and
the experments were performed at room temperature. The col-
umn was calibrated using the LMW gel filtration calibration kit
(Amersham Biosciences) which conmins the following weight
markers: ribonuclease A (13.7 kDa), chymotrypsinogen A
(25 kDa), ovalbumin (43 kDa), bovine semum  albumin
(67 kDa) and blue dextan 2000 (2 MDa). The stock NIkR
solutions (kept frozen at —800 °C) were incubated for at least
I h before use. as otherwise heterogeneous elution profiles
were recorded. For zonal exclusion chromatography, 100 pl
of wt or Q2E EcNikR or HpNikR in 20 mM HEPES pH 8,
I M NaCl, or 50 mM sodium acetate (pH ranging from 6 to
4.5), 1 M NaCl, were loaded on the column (equilibrated in the
stdied buffer). Frontal exclusion chromatography [20,21] was
performed with apo Q2E EcNikR wvarying in concentration
from 0.2 to 100 pM and with a sample volume of 9 ml. Buffer
conditions are as mentioned in the text. The elution profile was
monitored at 278 nm, and also at 302 nm when Ni(Il) was
present. Midpoints of the advancing and trailing fronts of the
elution plateaun were defined as the maximum and minimum,
respectively, of the first-order derivative of the elution profile.
Broadening of the trailing front and a shift in the advancing
front as a function of protein concentration were interpreted

as evidence of dissociation of NikR oligomers [20,21]. This
shift in the elution volume as a function of NikR concentration
was fit (non-linear least-squares) assuming an equilibrium
between tetrameric (a dimer of dimers) and dimeric NikR,
and expressed as [21]:

14y TH T, WAk, o . X . . \
(—“—+ +“_, 2R ems ¢ (e — F.M._.) + ([NikR] g * Framme)

Fe=— —

with [NIikR Jima expressed in weight concentration, Fajme, and
Fietramer are the eluation volumes of dimeric and tetrameric
NiIkR, respectively, and F, is the elution volume of a mix
thereot.

2.5, Nuclease protection assay

NikR binding to the nikd promoter was assayed by protec-
tion of a single engineered PsiI site in the nik4 operator DNA
from digestion. To obtain the DNA construct we amplified by
PCR a region ranging from —127 to +27 related to the ATG
start codon of mik4. This fragment was cloned into the Hindlll
and Hincll sites of vector pUCIE. A Psil restriction site was
introduced in the NikR operator site by changing the central
region TATGAATTTTA into TATGACGTCTA. Mutations
in this region had previously been shown to have no effect
on the binding of NikR [14]. The resulting plasmid, pP342, is
thus 2820bp long and contains a unique Psil site located in
between the two EcMNikR binding half sites. Digestion by
Scal or Hinfl, of which there are one and five restriction
sites, respectively, on the plasmid, was used t© estimate non-
specific DN A-binding.

The 20 pl reaction mixture contained 20 pM EeNKkR,
200 ng (6 nM final concentration) of plasmid pP342 in a buffer
consisting of 20 mM Tris/HCI pH &, 100 mM KCI, 3 mM
MgCls, 5% glycerol and wvarying concentrations of NiCls.
The reaction was incubated for 25 min at 20 °C before addition
of one unit of Pstl, and/or Scal or Hinfl. The reaction was left
for an additional | h at room temperature, and mixed with 2 pl
of sample loading solution (0.25% bromophenol blue, 0.25%
xvlene cyvanol and 30% glycerol). Immediately afterwards, the
samples were loaded on a 0.8% agarose gel containing ethi-
dium bromide and the electrophoresis was run at 40 V for
90 min. The intensity of the bands was quantified using
Image Master Total Lab (Amersham Biosciences).

2.6. Nickel binding followed by UVvis spectroscopy

UWV/vis spectra were acquired using a Hewlett—Packard
8453 diode array spectrophotometer, thermostated at 293 K.
Ni(Il) binding experiments were performed in a 150 pl quartz
cuvette (1 cm pathlength) using 200 pl protein solution at 40—
200 pM and adding small volumes of NiS0,. Spectra were
recorded every 40 min. Samples were prepared by diluting
concentrated protein solutions 10 times in the appropriate buf-
fer and incubated overnight at 4 “C. The buffer used was
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20 mM HEPES pH 8, 0.1 M NaCl, except when studying the
pH dependence of binding, in which case 50 mM sodium acet-
ate (pH ranging from 6 to 4.5) | M NaCl was used.

2.7, Nickel-dependent precipiiation

2.7 1. Quantification of Q2E EcNikR proiein precipitation

Q2E EcNikR precipitation as a function of Ni(Il) concentra-
tion was determined as follows. Q2E EcNikR (80 pM, 20 mM
HEPES pH &, 0.1 M NaCl) was incubated for 2 h with (-
1000 pM NiSO4. The samples were then centrifuged at
12,000 = g for 20 min. Na;,EDTA and KCN were added to
the supernatant to final concentrations of 5 and 2.5 mM,
respectively, and buffer containing 5 mM Na:EDTA and
2.5 mM KCN was added to the pellet. The samples were incu-
bated for | h, and the protein concentration of the supernatant
and now dissolved pellets was verified by determining the
absorbance at 280 nm and subtracting the absorbance of buf-
fer/EDTA/KCN alone.

2.7.2. Stpichiometry of nickel binding to precipitated Q2E
EcNikR

The amount of nickel bound to Q2E EcNIkR as a function
of nickel concentration was detenmined under conditions where
the protein is fully precipitated (i.e. above 1.5 equiv. NiSOy).
Q2E EcNikR samples (80 pM Q2E EcNikR 20 mM HEPES
pH 8, 0.1 M NaCl) were incubated for 2 h with 0—1000 pM
NiS0y, and subsequently centrifuged, as above. The superna-
tant (containing negligible amounts of protein) was diluted
between 10 and 50 times in buffer containing 100 pM freshly
prepared PAR and incubated for exactly | hour. The change in
the UV /vis spectmum of PAR due to Ni(Il) binding was then
monitored at 480 nm. The concentration of Ni(Il) in the super-
natant was determined by comparing the absorbance with a
calibration curve recorded the same day. The increase in absor-
bance at 480 nm of PAR depends linearly on nickel concentra-
tion up to 10 pM [19]. The concentration of Ni(IT) in the super-
natant thus determined, subtracted from the total concentration

1A - apo wt EcNikR
30- ) pH &
A
y I ~pHS
20 - :,t? =r=iepH 45
1-

Py 1)
7 8 9 10 11 12 13 14
elution volume (mL)

of Ni(Il) inigally added to the sample was used as a measure of
Ni(Il} bound to the precipitated Q2E EcNikR.

The stoichiometry of Ni(IT) binding to EcNikR was also
determined independently, using a filter binding assay [22,23].
6"Nic|3 (396 nCi nmnl'l] was purchased from Amersham Life
Science. Sample volumes of 300 pl contaming 4.5 pM wt or
Q2E EcNikR were incubated with increasing concentrations of
63“_\“(11] in 20 mM HEPES pH 8, 0.1 M NaCl) for 45 min at
room temperature. Aliquots (50 pl—three deposits) were fil-
tered through buffer-equilibrated Sequiblot PVDF membranes
(02 pm—Biorad) in a Bio-Dot® Microfiliration apparatus
(Biorad). In each well, the membrane was washed eight times
with Ni(Il)-free buffer. Total 63‘_\“(11] was determined by count-
ing two 50 pl samples of the reaction mixtures with PCS scin-
tillation cocktail {Amersham Biosciences), thus correlating
measured mdicactivity with [Ni(I)] in the sample. The amount
of ®Ni(I) bound to the protein was determined by counting
filters (square cut around each well) with OCS scintillation
cocktail (Amersham Biosciences). Non-specific binding of
ﬁ"NrifII] to the membrane (in the absence of protein) was also
measured. This amount to 2 (£ 1.3) % of the total Ni(Il), and
can thus be neglected. An identical procedure as above was
followed to detenmine the residual Ni(ITI) bound to Q2E
EcNikR remaining after a 20 min incubation of the Ni(Il}/
NikR solutions with excess EDTA.

3. Results
3.1 Gel filiration analvsis at different pH values

Using classical, zonal gel exclusion chromatography, appar-
ent molecular weights of Q2E and wt EcNikRs, and HpNikR
were estimated to be 49.4, 46.9 and 58 4 kDa based on their
respective elution volumes at 9.56, 9.7 and 9.1 ml at pH 8
(Fiz. 1, and data not shown for Q2E EcNikR). These molecular
weights are lower than the theoretical molecular weight for the
putative tetramers (60 and 6% kDa for EcNIkR and HpNikR).
This is most likely due to the fact that NikR proteins are not

B apo wt HpNikR
40 - pH 8
- - - p'_{ﬁ
o s pH S
5 - =:=:-pH45
E 2
8
< 10-
0 . e

7 8 9 10 11 12 13 14
elution volume (mL)

Fig 1. Gel exclusion chomatogmphy chromatograms of EcMNikR and HpNikE. Wit EcNikR (60 pM) and HpMNikR (40 pM) were loaded on a Superdex 75 HRE 10¢30
column {Amersham Biosciences) equilibrated with 20 mM HEPES pH 8, 1 M NaCl (solid ling), or with 30 mM sodium acetate pH 6 (dashed ling) pH 5 (dotted ling )
pH 4.5 (dash dotted ling), I M MNaCl, respectivelv. The solutions were allowed to equilibrate 1 h at mom temperature before mjection. At pH 8B wt EcNikR, (ZE
EcMikR (not shown) and HpMNikR are eluted at 9.7, 9.6 and 9.1 ml, respectively, At pH 4.5, wit EcNikR, QE2 EcNikR and HpNikR are eluted a1 10, 9.8 and 11,1 ml,

respectively.
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strictly spherical, but are fairly oblong-shaped [8,1 8]. This may
result in a relatively slower passage through the gel materal
and consequently lead to underestimation of the mwolecular
weight. It should be noted that NikR proteins have the ten-
dency to form heterogeneous oligomer mixtures when frozen,
and need to be incubated at least | h at room temperature
before further expenmentation. These data are in accordance
with previous reports for EcNIkR [8,15] and very recently for
HpNikR [9, 18], Our data clearly show the absence of an effect
of the pH on the apparent molecular weight at micromolar con-
centrations of protein in the mnge of pH from 6 to 8 (although
there is a slight effect on elution volume). However, at lower
pH such as 4.5, HpMNikR elutes at 11.1 ml, corresponding to a
molecular weight of 30.5 kDa, which in principle is compatible
with a dimeric protein (theoretical weight 34 kDa). It is possi-
ble however that the peak observed at pH 4.5 corresponds to
acid-unfolded protein and indeed, at this pH, a large part of the
sample is lost because of precipitation. This also is observed
when HpMNIkR at neutral 1s exchanged for buffer at pH 4.5 by
dialysis. However, this is much less the case when Ni(II)-
complexed HpNikR, prepared under neutral buffer conditions
15 exchanged against pH 4.5 bufter. This suggests that Nill)
binding stabilizes the protein against unfolding, which is com-
parable to the increase in themmal and chemical stability of
EcNIkR when Ni(Il) is bound to the protein, as previously
described by Wang et al. [24].

In contrast to HpNikR, Q2E and wt EcNikRs are perfectly
stble at this acidic pH (provided that the buffer contains | M
NaCl). When | equiv. of Ni(II) is added to the protein sample,
NikR elutes with a clear absorbance at 302 nm, indicating that
Ni(IT} is incorporated in the HissCys site. This is observed at
pH 8 and 6, but not at pH 4.5 for EcNikR. This is fully com-
patible with 1I'V/vis data (vide infra) and indicates that EcNikR
has diminished affinity for Ni(Il) at pH 4.5. Much more cleardy
than in the case of HpNikR, EcNIkR appears to dissociate into
dimers at low pH. This was probed by frontal exclusion chro-
matography, which was used to quantify the self-association
behavior of Q2E EcNikR. In this technique [20,21], a large
sample volume (in our case 9 ml) is applied to the analvtical
gel filtration column. The elution occurs as a plateau, of which
the inflection points of the advancing and trailing fronts corre-
spond to the elution volume of the protein and the elution
volume plus the sample volume, respectively. In case of a rapid
self-association equilibrium, the symmetry between advancing
and trailing fronts is lost, and the inflection point of the advan-
cing front is a function of elution volumes of the self-
associating oligomers and their respective concentrations in
the sample. In contrast to the more commonly used zonal
exclusion chromatography, the sample concentration is not
diluted upon passage through the column, allowing control of
the protein concentration and permitting injection of very low
protein concentrations on the column. In 20 mM HEPES pH &,
0.1 M NaCl, there was neither change in shape of the elution
profile nor in elution volume, using Q2E EcNikR concentra-
tions between 100 and 0.2 pM. This indicates that no dissocia-
tion oceurs above 002 pM Q2E EcNIkR. Identical results were
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Fig. 2. Elution volume of Q2E EcMikR as a function of protein concentration.
The volumes of QZE NikR in the absence (solid squares) and in the presence of
I mM NSO, (open circles) were determined using frontal exclusion
chomatography, and the data were fit (solid ling) as discussed in Section 2.
Buffer conditions: 50 mM sodium acetate pH 3, 1 M NaCl

observed at | M NaCl and in 50 mM MES pH 6, | M NaCl.
However, in 50 mM sodium acetate pH 5, | M NaCl, the shape
of advancing and trailing fronts of the elution platean are dif-
ferent, and the inflection point of the advancing front is dis-
tinctly shifted to lower elution volumes at lower Q2E EcNikR
concentrations (Fig. 2, filled squares). The Q2E EcNikR oligo-
mer thus clearly displays a rapid dissociation equilibrium at
this pH and 1onic strength. The data could be well fit assuming
gquilibrium between dimenc and tetrameric Q2E EcNIkR
(Fiz. 2, solid line), yielding a value for the association constant
of dimerization of dimers K. =508 (£1.4) ml mg_l_
Expressed in molar tetrameric EcNikR, this translates to a
value of 0.33 pM for the corresponding dissociation constant.
The concentration dependence of the elution volume together
with the evidence for a rapid equilibrium argues against protein
untfolding as the cause of the shift in elution volume, although
it cannot be ruled out that the protein dimers are partially
unfolded. Interestingly, in the presence of | mM NiSOy, no
evidence of dissociation was apparent, at least not down to
0.2 pM Q2E EcNikR (Fig. 2, open circles). At this concentra-
tion, Ni(Il) 15 bound to the protein, and thus stabilizes the tetra-
meric state considerably. We should note the slight difference
in elution volume under these conditions for tetrameric apo-
and holo Q2E EcNIKR, coresponding to apparent molecular
weights of 60 and 52 kDa, respectively. This may indicate a
change of conformation upon binding of Ni(Il} (Fig. 2) result-
ing in a highly stabilized local conformation of EcNIKR as sug-
aested by previous studies [25].

3.2, Nuclease assay on Q2E EcNikR and wi EcNikR shows
a difference in protection

The DNA-binding capacity of wit and Q2E EcNikR was
assayved using a nuclease protection assay like the one
described in the case of protection of the Fur box by the Fur
regulator [26]. The capacity to protect from digestion the
unique Psil site that we introduced in the NI6 sequence
between the NIkR dvad boxes [14] on the nikd operator region
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(see Section 2) was assayed as a function of the Ni(IT) concen-
tration. In the presence of 20 pM protein and twofbld excess of
nickel, all the DNA was protected from digestion by wi
EcMikR (Fig. 3) in agreement with previous studies using
DNAsel protection or band shift assavs [15]. In contrast, only
partial protection by the Q2E mutant was visible from 10 Ni

1004 o o o o o
a0
5 ! §
g
B 40- %
&
T
i = Q2E EcNikR
0 e o WT EchikR

5 10 15 20 25 30
[NIJ[ECNIKR] (equiv.)
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Fig 3. Percentage of protection against nuclease action by wt (open circles) and
Q2E EcNikR (solid squares), respectively. The protection assay was performed
using plasmid pP342 which bears a unique Pul restriction site between the two
MikR operator half sites of the nikd repulatory region. When NikR interacts
with its tarpet DNA the Pwil site is pmtected from digestion. OZE and wit
EcNikR were incubated in the presence of DNA and increasing [MNi(II)]. After
nuclease action and migration on agamse pels, band quantification allows to
estimate the %% of protection due to NikR binding to the DNA (see Section 2).
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(IT) equiv. and it reached a maximal level of 70% when an
gxcess of more than 25 equiv. of Nill)/NikR was added.
This is in line with expectations, as the Q2E mutation lies in
the RHH fold of the N-terminal domain mediating DNA recog-
nition [13]. In the absence of added nickel, no protection by the
wild type protein or by the Q2E mutant was observed (data not
shown). The presence of aspecific binding was alse estimated
using a second nuclease (Scal or Hinfl) to digest the plasmid
used in our assay in sites which do not contain similarity with
the mik box. In presence of excess Ni(Il), aspecific binding was
consistently observed, albeit to a lesser degree than the specific
binding (not shown). The amount of aspecific binding followed
roughly the amount of specific binding, meaning that it was
stronger for wt EcMNikR than Q2E EcNikR. Also, it was not
observed in absence of nickel for both proteins. In vivo tran-
scriptional activities in the presence of increasing amount of
nickel displayed differential patterns between the wt and Q2E
EcNikR proteins corroborating these in vitro DNA protection
assays (AR, MAMB unpublished observations).

3.3, Nickel binding to NikR followed by UVivis spectroscopy

Addmion of up to | equiv. of Ni(Il) to wt EcNIKR results in
a UWV/vis spectrum with bands at 243, 262, 302, 370(sh), 460
and ~570 nm (Fig. 4A, B), in agreement with previous report
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Fig 4. A: UV /ivis spectra of circa 40 pM wi EcNikR in the absence (solid ling) and in the presence of increasing concentrations of NiS0, (0.4 equiv. (dashed ling),
0.5 (dotted line), 0.8 (dash dotted ling) and 1.1 equiv. (dash dot dot line), respectivelv). B: Difference spectum between wit EcNikR loaded with 32 pM NiSOy (0.8
molar equiv.) and apo-wit EcNiKR. C: UVivis spectim of circa 40 phM wit HpiNikR in the absence (solid ling) and in the presence of increasing concentrations of NiS0y
(04 equiv. (dashed ling), 0.5 (dotted ling), 0.9 (dash dotted line), 1.1 equiv. (dash dot dot line) and 2.1 equiv. (short dashed ling), respectively). D Difference
spectrum between HpNikR loaded with 36 pM NiSOy (0.9 molar equiv.) and apo-HpNikE. Buffer conditions: 20 mM HEPES pH 8, 0.1 M NaCl at 293 K.
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[14] and consistent with Ni{Il) binding in the His,Cys site. The
lower energy bands at 460 and 560 nm are assigned to square
planar Ni(Il) d—d tansitions [27,28], while the intensity and
position of the bands at 370, 302, 262 and 243 nm suggest
they are ligand to metal charge transfer bands, namely Cys
ST—Ni(I) [27,28]. This agrees with previous EXAFS and X-
ray crystallographic studies, where Cys95 was assigned as a
ligand to the nickel, and where the site was assigned a square
planar geometry [8,29]. A similar spectrum is obtained for the
Ni(IT)}-Q2E EcNikR complex (data not shown) and for the
Ni(IT}-HpMikR complex (Fig. 4C, D).

Interestingly, in our hands, addition of more than | equiv. of
Ni(IT) to Q2E and wt EcNikR consistently leads to mass aggre-
gation and precipitation, apparent in the form of scattering in
the UV/ivis spectum (Fig. 4A). This aggregation has been
investigated in more detail and will be discussed further below.

3.4. pH dependence of Nifll) binding and aggregation of NikR
profeins

Binding of Ni(IT) to the HisyCys site and Mi(Il})-dependent
aggregation site were studied as a function of pH for all three
NikR warants by monitoring the absorbance at 302 nm
(Fig. 5). The initial increase in absorbance up to | equiv. Ni
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(IT) per monomer comesponds to Ni(II) binding in the His,Cys
site. A second increase in absorbance upon increasing [Ni(Il)]
i1s due to light scattering and is related to the appearance of
protein aggregates. These aggregates are clearly visible to the
eve and tend to stay dispersed in the solution, providing a
rough relation between intensity of the light scattering and
degree of aggregation (vide infra).

Lowering the pH has three noticeable effects on Ni(Il)
uptake by EcNikR (Fig. 5B). i) The linear increase in absor-
bance at 302 nm due to Ni(Il) binding in the HisiCys site
becomes less steep. This may be due to a decrease in the
extinction coefficient of the site, but it is more likely that the
site 1s only partially filled by Ni(II) due to a lowering of the
affinity of the site for Ni(II) at lower pH. Also, saturation of the
HissCys site with Ni(IT) requires more than | equiv. Ni(II) at
lower pH. If we consider that the extinction coefficient is inde-
pendent of pH, then the linear dependence of the absorption on
[WNiIl)] (provided that [NikR]==[Ni(I[)]) is indicative of the
binding constant. This ‘apparent extinction coetficient” is
plotted in Fig. 5D for Q2E EcNikR and HpNikR as a function
of pH. The data concerning the Q2E EcNikR were fit to the
Henderson—Hasselbalch equation for a single protonation
(Fig. 5D, solid line), yielding a fairly poor fit (pK,=5.2).
The fit was considerably improved assuming the minimal
involvement of two protonating ligands (Fig. 5D, dashed line)
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Fig 5. Ni(ll) binding by EcNikR and HpNik followed by UV/vis spectroscopy at 302 nm. A: Ni(ll) titmtions performed in 20 mM HEPES pH 8, 0.1 M MaCl. B: Ni
(I} titrations performed on Q2E EcNikR in 20 mM HEPES pH 8, 0.1 M NaClL and 50 mM sodium acetate with 1 M NaCl, at the pH value indicated, respectively. C:
Wi(ll) titrations of HpMikR, as in plane B. D: pH dependence of the apparent extinction coefficient of Q2E EcNikR (filled squares) HpNikR (open circles),
respectively, The apparent extinetion coefficients were determined as the linear increase in absotbance as a function of [Ni(II)], between 0 and 0.3 equiv. NilI),
divided by the protein concentration. The (2E EcNikR data were non-linear squares fit assuming a single pk, (solid ling) or with two independent pfl, s (dashed
ling), and assuming that the fullv protonated species has an extinction coefficient with zero value,
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yielding pK, values of 4.1 and 6.1, respectively. ii) The forma-
tion of aggregates requires more MNi(ll} at lower pH. This may
be in line with a decreased affinity of the site(s) responsible for
aggregation with decreasing pl. The apparent pK, of the
aggregation is roughly 5.4, as judged from Fig. 5B, which is
in line with the involvement of histidine residues in aggrega-
tion. i1i) The increase in absorbance due to light scattering
becomes less steep at lower pll, indicating that aggregation
apparently becomes less coopemative. This can be explained
by considering that aggregation requires Ni(II) binding to an
as vet unidentified site. A diminished affinity of this site for
Ni(Il) at lower pH then lowers the amount of ‘aggregation-
prone’ protein, which consequently is reflected in a less steep
dependence of aggregation on [NI(II)]. Aggregation, which
immediately follows saturation of the HissCys site at pH 8§,
becomes a cleary separate process at pH 5.1 (Fig. 5B}, indicat-
ing that aggregation is a cooperative process involving NikR
with Ni(Il) bound in a site different than the HisyCys site. At
pH 4.5 the affinity of Q2E EcNikR for Ni(Il) is very low, both
for the HissCys site as for the second site.

As can be seen in Fig. 5A, at pH 8§ Q2E EcNIkR and wt
EcNIkR display similar behavior in terms of binding of Ni(Il)
to the His;Cys site as well as in terms of light scattering,
whereas HpNikR behaves slightly differently. The pH depen-
dence of HpNIkR is in essence the same as of Q2ZE EcNikR
(Fig. 5C), meaning that with decreasing pH, aggregation
requires higher [Ni(Il}]. However, the ‘apparent extinction
coefficient” appears to be lower than the one for Q2E EcNikR
and appears to decrease with decreasing pH (although there are
only data points down to pH 5.2, Fig. 5D). It is relevant to note
that this may be compatible with the recent structural study
which indicated that only two of the four His;Cys sites are
occupied, and additional Ni(II) ions are bound to other, spec-
troscopically silent, sites [18]. It is interesting that aggregation
requires a more than doubled amount of Ni(Il) compared to
EcNikR, which could point to the presence of one or more
additional sites as those descrbed in HpNikR crystal structure
[18] that are not present in EcNIkR. Moreover, whereas
EcNikR starts to aggregate at | equiv. Ni(Il) at pH 86, this
decrease in pH has a much larger effect on HpNikR aggrega-
tion: at pH 8, 3 equiv. of Ni(Il) are required and at pH 6 no
aggregation 15 seen up to 20 equiv. of Ni(II) (Fig. 5C). This
suggests that HpNikR will not aggregate in presence of high
concentrations of nickel within the cell.

3.5, EcNikR aggregation is reversible and requires sub-
stoichiometric Ni(ll)

As discussed above, wt and Q2E EcNikR are highly sensi-
tive to the concentration of Ni{Il), and readily form aggregates
or precipitates. This is manifested by light scattering in the UV/
vis spectrum, starting at close to | equiv. Ni(IT) for both pro-
teins. The aggregates does not have a great tendency to settle,
and tend to stay dispersed rather long. Once centrifuged, the
precipitate may be easily being dispersed once more. This indi-
cates that the nature of the aggregates is very different from
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Fig. 6. A) Precipitation of Q2E EcNikR as a function of NiS0, in 20 mM
HEPES pH 8 0.1 M NaCl The fraction of protein present in soluble form
(solid squares) and as precipitate (open circles) was determined by absorption
spectroscopy afler separation by centrifugation and dissolution of the protein
pellets using metal EDTA and KON, Crosses indicate the sum of both fractions,
comesponding to B0 pM protein. The solid lines are for illustmtive puposes
only.

those formed by denatured protein for example. Interestingly,
the addition of Ni(IT) scavenging agents such as EDTA leads to
immediate dissolution of the precipitate. In Fig. 6 the Ni(Il)-
dependent precipitation of Q2E EcNikR is quantified. Agare-
gation starts to become apparent in the presence of circa
0.8 equiv. Ni(IT) and is complete at 1.5 equiv. Ni(Il), whereas
half of the protein is aggregated at 1.1 equiv. Nill). Aggrega-
tion is thus likely to be due to binding of on average probably
between one to two Ni(Il) 1ons per tetramer with a K4 not far
above that of the HisaCys site. Addition of EDTA dissolves the
precipitate within seconds but does not affect the presence or
characteristics of Ni(Il) in the HiszCys site, making it unlikely
that Ni(IT) is transferred from the HisaCys site to a different site
as a result of aggregation. The fast action of EDTA on the
aggregate indicates that the Ni(Il) ion(s) responsible for aggare-
gation are bound to a highly exposed site, as well as that the
aggregate is probably permeable for molecules such as EDTA.
Interestingly, the Ni(IT) in the HisyCys site is only very slowly
released to EDTA (#;2 =5 h), but this is considerably acceler-
ated in the presence of small amounts of potassium cyanide
(RD, IMS, unpublished observations). This indicates that the
HisaCws site is in a relatively buried environment, 1.e. accessi-
ble to CN7, but not to EDTA, in accordance with the crystal
structure of wt EcNIkR [8].

We determined the amount of Ni(IT) bound to Q2E EcNikR
and wt EcNIKR by two different methods (Fig. 7A, B). In
Fig. TA the amount of Ni(IT) bound to Q2E EcNikR was deter-
mined by quantifying the amount of Ni(ll) remaining in solu-
tion after removal of the aggregate. In Fig. 7B the wtal amount
of Ni(IT) bound to EcMNikR as a tunction of Ni(II) concentration
was determined using a filter binding assay [22,23]. The
amount of Ni(Il) that can bind to the protein vares between
the different experiments with between 5 and 8 Ni(ll) ions
per NikR monomer. It is presently unclear how many of
these sites are due to a specific binding of Ni{Il). Note however
that the filter binding experiment was performed at relatively
low protein concentration (4.5 pM), making it unlikely that the
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EcMikR] = 4.5 pM (filled squares), [Q2E EcNikR] = 4.3 pM (open circles) and [Q2E EcNikR] = 4.2 pM plus EDTA (open stars). The solid lines represent a fit of the
combined data of wt and Q2E EcNikR to a model of sequential binding of eight Ni(Il) ions, vielding £y values of each binding step increasing from roughly 0.2 to
12 uM, and a fit of the EDTA-washed data, respectively. In the latter case, data were fit assuming binding of a single Ni(II) ion, vielding a &4 value of circa 0.2 pM.
Fitting was performed using Dwnafit [39]. Note that no physical meaning can be extracted Som mentioned Ky values, dug to the high protein concentmtion, and the

fits are meant to illustrate the stoichiometry of Ni(ll) binding only,

affinity of a number of these sites is much higher than micro-
molar. It is clear that EcNIkR has a remarkable propensity for
Ni(IT) binding, and that in aggregated form it may bind
between 20 and 30 Ni(Il) ions per tetramer.

4. Discussion

Under neutral and alkaline conditions, HpNikR and Q2E
EcMikR and wt EcMikRs are tetrameric in solution, in accor-
dance with previous reports (EcNIkR [15] and very recently for
HpNikR [9]). At lower pH wvalues, dissociation into dimers is
observed, with an estimated dissociation constant of 0.3 pM for
Q2E EcNIkR at pH 5. Binding of Ni(II) to the HisiCys site of
Q2E EcNIkR (and HpNikR) stabilizes the tetrameric state sig-
nificantly. The tetramer is made up of two pairs of dimers.
Each dimer is stabilized through extensive hydrophobic con-
tacts through the intertwine of their N-terminal domain and
hydrophobic contacts between the [} sheets in the C-terminal
domain [8]. In turn, the pairs of dimers are connected through
significantly less extensive hydrophobic contacts as well as a
hydrogen-bonding network at the interface containing the
His3Cys sites and an abundance of other histidine residues. It
is thus suggested that the tetramer dissociates into the
described dimers at low pH, through an as yet unknown
mechanism. It is interesting to observe the effect of Ni(Il) on
the quaternary state of NikR, in relation to the fact that the
tetrameric protein is required to bind its cognate DNA, but it
is unlikely that the observed dissociation into dimers also
occurs under in vivo conditions, knowing that the intracellular
NikR concentration has been estimated to 200 nM in aerobi-
cally growing E. coli cells [15].

When Ni(Il) i1s added to EcMNikR or HpNikR, Ni(Il) is
bound to the well-described square planar His,Cys site with
its typical UV/vis absorption spectrum [9,15,24]. This is thus
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the site with the highest affinity in NikR, estimated to have a
Kaof around 15 pM in earlier reports [9,15,24]. The affinity of
this site is strongly pH dependent however, and at low pH (pH
4.5) we show that Ni(Il) binding is very poor. The pH depen-
dence of the affinity of the EcNIkR His;Cys site for Ni(Il) is
best fit by assuming two protonation events, with apparent pK,
values of 6.1 and 4.1, respectively. These are protonating side-
chains involved in the Ni(Il) binding or in indirect stabilization
of the Ni(ll} binding sites. The best candidates for such a pK,
are the Ni(Il) ligands and close by residues such as those
involved in the H-bond network described by Schreiter et al.
[8] This H-bond network links the four Ni{Il)sites in the tetra-
mer and involves links between HE7(subunitA)-E97(A)-Y58
(A)-land Y6O{A))-QT5(A)-HES (subunitB). We can assume
that the pH dependence of the affinity of the HissCys site is
similar in HpNikR, although we have been able to study this
only down to pH 5.2,

In the case of Q2E and wt NikR, addition of Ni(Il} above
| equiv. leads to mass aggregation. At pH B, aggregation is
complete before the addition of 1.5 Ni(Il) equiv., indicating
that aggregation is caused by the binding of less than two Ni
(IT) ions per NikR tetramer in addition to the Ni(IT) bound to
the HisaCys sites. The EcNikR aggregate remains capable of
binding a significant number of additional Ni(Il} 1ons, with
micromolar affinity. It thus appears that in addition to its
HisyCys site, EcNIkR contains between four and seven addi-
tional sites of reasonably high affinity. This is corroborated by
an earlier study, where a total of up to five unique sites could
be identified by soaking EcNikR crystals with excess Ni(II)
[30]. As mentioned, mass aggregation requires on average
two NiIl) binding per tetramer, in a site with the second-
highest affinity after the HisyCys site. The crystal structure of
EcNIkR indicates that there are two clusters of histidine resi-
dues protmding from either site of the interface of the dimer
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Fig 8. Comparison of the histiding content between EcNIiKR and HpNikR structures, Ribbon diagrams of the EcNikR (Panel A) and HpNikR {Panel B) structures ina
view perpendicular to the twofold crystallogmphic axis of HpMNikR [18]. Subunits are colored in dadk gray (chains A and D for EcNIikR; chains A and C for HpNikR)
and white (chains B and C for EcNikR: chains B and D for HpNikR). Ni(Il) ions of the HiseCys site (both EcNikR and HpNikR) are represented by orange spheres
and the Ni(Il) ion from the HpNikR external site by a vellow sphere. Side-chains of histidines and other residues involved in Ni(Il) binding are in wirefraome
representation, Histiding and cvsteine side<hains involved in the HissCys site are colored in green and vellow, respectively. Histiding side-chains involved in the
HpMikR external site are colored in pale green Histidines that do not participate in Ni(ll) binding either in EcMikR or HpNikR are colored in red. The structural
alignment was generated by superimposing the C-terminal domain of HpNikR (PDE code 2CAD) on EcNikR (PDB code 1Q5Y) (r.am.s. deviation in C* positions is
2.51 A) [40]. The figures were prepared using the program PyMol [41]. Below, 2 sequence comparison of EcHikR and HpNikR is shown. The residues thought to be
involved in the histiding cluster (as discussed in the text) are boxed, and the residues involved in the external Ni(ll) binding site in HpNIiKR are undedined [18].

pairs (see Fig. 8). It is expected that these clusters have a fair
affinity for Ni(I) and they could be the two binding sites
involved in aggregation. The involvement of histidine side-
chains in this site is further comroborated by the pH dependence
of aggregation. This is roughly judged to have an apparent pk,
of around 5.4, based on the tendency to aggregate. Finally, this
cluster is not present, or contains much less surface-exposed
histidine side-chains, in HpNikR (Fig. 8), a protein that is
much less sensitive to Ni(Il)-induced mass aggregation. Aggre-
gation in HpNikR starts at around 3 equiv. Ni(Il) at pH &, but
1s hardly observable at lower pH (pH 6) (see Fig. 5C). It is thus
plausible that in EcNIkR, the cluster of histidines 77-79 is
directly involved in the Ni(ll) binding leading to aggregation
(Fig. 8). In addition, histidine 92, which is present in EcNikR
but not in HpNikR, and is highly solvent-exposed, i1s a good
candidate to participate in this site. Interestingly, a site with
these exact characteristics was indeed found in crystals of
EcNIKR soaked in excess Nill) [30]. In HpNikR, the non-
conserved histidine 93, located at the surface of the tetramer
interface 18 prone to bind nickel and could be invelved in
aggregation (data not shown).

As mentioned, at pH 8, where one would expect that all
potential Ni(II) ligands are deprotonated, aggregation in
HpMikR does not take place until 3 equiv. Ni(Il} are present.
HpMikR was shown to possess two additional Ni(IT) sites at the
interface of NikR dimers, called sites I {intermediate) and X
{external) [18]. It would appear that one or more of these
sites are filled in solution as well, and that occupation of
these sites does not cause mass aggregation. In the Ni(ll)-
solution soaked crystals it was observed that only two out of
four His;Cys sites were occupied with Ni(Il), with two addi-
tional Mi(IT) ions bound to two of the four [ sites and two addi-
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tional Ni(IT) bound to two of the four X sites (i.e. 6 Ni(IT) ions
per HpNikR tetramer). In solution, the distribution is either the
same in the presence of 1.5 equiv. of Ni(II) or the HissCys site
is saturated with Ni(Il) before binding to another sites occurs.
Nevertheless, it is clear that each monomer binds on average
two Ni(I) ions, until the binding of a third Ni(Il) is leads to
aggregation. At lower pH 5-6, which is probably the working
range of the pH in the H. piosr cytoplasm in acidic stress
conditions, HpNikR does not aggregate.

The presence of a functional Ni(II) binding site in EcNikR
additional to the HisaCys site has been reported previously in
[14.15,24]. Whereas Ni(Il) binding to the His;Cys site acti-
vates the protein for DNA-binding [15], the presence of excess
Ni(Il), where presumably the second site has Ni(Il) bound,
leads to a marked increase in DNA-binding affinity as well as
an increased footprint size on the operator DNA [15]. This
suggests that the second site, which in our hands consistently
leads to mass aggregation, may be equivalent to the site found
to be responsible for enhanced DNA-binding [14,15,24].

It 15 presently not fully resolved what is the mechanism of
aggregation is for EcNIKR, but EcNikR and HpNikR clearly
respond differently to nickel binding. Ni(IT}-induced aggrega-
tion may be the result of a conformational change following Ni
(I} binding, enhancing inter-tetramer affinity and thus facilitat-
ing formation of a matrix of NikR tetramers. Alternatively, tet-
ramer—tetramer interactions may be facilitated through binding
of two adjacent tetramers in the aggregate to the same Ni(Il)
ion. The fact that aggregation can be reversed completely and
rapidly may indicate that large conformational changes invol-
ving exposure of significant hydrophobic surface do not occur,
as this would be expected to vield a certain amount of mis-
folded protein. The aggregates remain dispersed in solution
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Scheme 1. Schematic summary of the pH dependent Ni(ll) binding and aggregation of £ coli and 5. pulori NikR.

for an appreciable amount of time, suggesting that the density
of the aggregates is not much different from water. As the aver-
age density of proteins is substantially higher than water, i.e.
around 1.4 g ml™ [31], this may indicate a high water content
of the aggregate, and possibly room for small molecules to
diffuse within the aggregate, facilitating Ni(IT) uptake and
release.

Scheme | shortly summarizes the features of NikR
described above. The Nijll)}-dependent aggregation and preci-
pitation behavior seen with EcNIkR has been mentioned in pre-
vious studies [14,15,24], but has never been described to be
such a dominant property of EcNIkR. Although transition
metal-dependent precipitation is not an uncommon feature of
proteins in general, this usually tends to take place at metal
concentrations far above the micromelar concentrations used
in our studies. In fact, reversible ligand-dependent mass aggre-
gation is to our knowledge a rare phenomenon, described in
only a few cases (vide infra). Since the affinity of most
Ni(IT}-binding proteins in the cytoplasm is around the micro-
molar range [23.32-35], it may be argued that this is the rele-
vant concentration in vivo, although such data were derived
from in vitro experiments. This may indicate that in the cellular
environment, EcMNIkR is also prone to mass aggregation.
Cleardy further research will be needed to clarify if NikR
aggregation occurs in vive. Two interesting properties pertain
to the NikR aggregates. First, the aggregates remain capable of
binding a significant amount of additional Ni(I[) ions. Sec-
ondly, the aggregation can be rapidly reversed upon addition
of Ni(IT) scavengers, presumably following release of the
bound Ni(Il) ions (interestingly, the Ni(Il) bound in the
HissCys site requires a small ligand such as cyanide to be
released within a physiologically relevant time-scale). These
are properties expected to be required for a protein involved
in the storage of Ni(Il). A role of NIkR in surplus Ni{Il) storage
has been suggested previously in [16]. It is an interesting
notion that EcNikR would be involved in Ni(Il) homeostasis,
both at the level of gene expression and at the level where the
response is more direct The advantages to the cell are obvious,
as a storage system consisting of NikR aggregates is capable of
immediate release of Ni(Il), perhaps increasingly so under con-
ditions of enhanced acidity, when required (i.e. when the free
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[Ni(I)] falls below a threshold concentration), and also capable
of absorbing excess (and thus toxic [36]) Ni(Il) mpidly. The
two proteins described to date expressing metal-dependent,
reversible mass aggregation, are P horikoshii CutA, and the
histidine-rich protein Hpn from H. pylori. The former was
shown to display this behavior with Cu{ll) and 1s thought to
be involved in transition metal storage and detoxification [37],
whereas the latter binds Ni(Il) and was attributed an identical
function [38]. No homologue exists for Hpn in E. coli. We
found that HpNikR is much less sensitive to metal-dependent
aggregation than EcNIkR, which thus may be related to the fact
that in vivo such behavior is not required as it is performed by
Hpn in A pylori. Tt would be interesting in future work to
assess the DNA-binding activity of purified HpNIikR as a func-
tion of its Ni(IT)-loaded state as well as a function of pH.
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II.5. Le mutant EcNikR 3HA

II.5.1. Obtention de la protéine

La construction du géne codant pour la protéine EcNikR 3HA dont les résidus His 77, 78 et
79 ont été¢ mutés en alanine, est décrite en Matériel et Méthodes. Sa séquence a été vérifiée et
la séquence protéique déduite est la suivante (Figure 11.4):

1 MOEVTITLDD DLLETLDSLS QRRGYNNRSE ATIRDILRSAT RAQEATQOHGT 50

51 QGFAVLSYVY EHEERDLASR IVSTQHAAAD LSVATLHVHI NHDDCLEIAV 100
101 LEGDMGDVQH FADDVIAQRG VRHGHLQCLP KED 133

Figure I1.4 Séquence de la protéine EcNikR 3HA, les 3 histidines (H77, 78 et 79) ont ét¢ mutées en alanine
(soulignées). Les ligands du site de haute affinité sont en gras (H76, H87, H89 et C95).

Cette construction ayant été réalisée, la protéine a pu étre produite et purifiée.

EcNikR 3HA a ét¢ obtenue a partir d’une souche BL21(DE3) d’E.coli surproductrice et a été
purifiée selon le protocole mis au point lors de ma thése et décrit dans la publication
(Fauquant et al., 2006) auquel quelques modifications ont été apportées et sont décrites dans

le Matériel et Méthodes.

L’obtention de la protéine a lieu en 2 temps, ces différentes étapes sont présentées sur la
Figure IL.5 :

La premicre étape consiste en la surproduction de la protéine a I’aide d’un systéme inductible
aI’'IPTG (étape 1).

La seconde étape consiste en la purification de la protéine. Cette derni¢re a lieu en deux
temps. Dans un premier temps la protéine est pré-purifiée sur une colonne échangeuse
d’anions (étape 2A) apres que I’extrait protéique ait été dessalé et traité a la DNasel.
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Figure I1.5 Obtention de la protéine EcNikR 3HA. Etape 1 : Gel SDS-PAGE montrant la surproduction de la
protéine dans des cellules B21(DE3) (NI : non induit ; I : induction pendant 3h avec de I'IPTG ; SS: extrait
protéique aprés cassage des cellules). Etape 2 : Purification A) Pré-purification de la protéine sur une colonne
Resource Q apres dessalage et traitement a la DNasel des extraits protéiques. B) Injection de la protéine EcNikR
3HA pré-purifiée sur une colonne d’exclusion moléculaire.
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Dans un second temps la protéine est injectée sur une colonne d’exclusion moléculaire afin
d’¢liminer les dernic¢res impuretés (étape 2B).

La protéine est ¢luée a un volume de 52 mL qui est proche de celui de EcNikR WT (53 mL).
L’état oligomérique de EcNikR 3HA est de la méme nature que celui de EcNikR WT, c’est
un tétramére (Figure I1.6A) (Fauquant et al, 2006). La mutation du cluster d’histidines

n’affecte pas ’état d’oligomérisation de la protéine.
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Figure 11.6 EcNikR 3HA purifiée. A) Profil EcNikR 3HA obtenu aprés élution sur une colonne d’exclusion
moléculaire, dans du 20mM Tris/HCI pH7.4, 400mM NaCl. B) Gel SDS-PAGE d’EcNikR HA purifiée.

L’analyse par SDS-PAGE montre que la protéine EcNikR 3HA est pure et présente un poids
moléculaire apparent de 14 kDa (Figure 11.6B). Le poids moléculaire théorique est de 14894
Da.

Afin de s’assurer de la masse exacte de la protéine en conditions dénaturantes, un échantillon
a ¢té¢ analysé par spectrométric de masse (ESI-TOF). L’analyse, faite par D. Lascoux du
LSMP de I'IBS Grenoble, a révélé que le poids moléculaire était de 14895 Da. La protéine

purifiée correspond au mutant attendu. Ce dernier a ensuite ét¢ caractérise.
I1.5.2. Caractéristique de la protéine purifiée

I1.5.2.1.  Contenu métallique

Le contenu métallique du mutant aprés purification a été déterminé par un dosage
colorimétrique avec du 4-(2-pyridylazo)résorcinol (PAR) dont la technique est décrite dans le
Matériel et Méthodes.

La mesure du contenu métallique a été faite a deux reprises sur un échantillon de 166uM de
protéine ayant subi au préalable une dénaturation par le TCA afin de rendre accessible le

métal au PAR. Le dosage ainsi réalisé est comparé a une courbe de calibration mesurée le jour
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méme avec le nickel complexé au PAR (Figure I1.7). EcNikR 3HA en sortie de purification

contenait moins de 2% de métal.

049 Abs (Ni-Par} = 0.088[N i{l1}] . F
R*=0.987
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Figure I1.7 Gamme étalon du complexe PAR-Ni(II) en fonction du nickel ajouté. Tampon : 1M Tris/HCI pH 7.4
a20°C.

11.5.2.2. Structuration du mutant EcNikR 3HA

11.5.2.2.1. Les informations structurales apportées par le dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) correspond a I’absorption différentielle de la composante
circulaire droite et gauche de la lumicre par des chromophores qui possédent une chiralité
intrinséque ou qui sont placés dans un environnement chiral (Kelly & Price, 2000; Kelly et
al., 2005).

Dans I’UV lointain (180-250 nm), le dichroisme circulaire pour des protéines rend compte de

leur structure secondaire. En effet les liaisons peptidiques absorbent majoritairement dans
cette gamme de longueur d’onde.

Les spectres CD des différentes structures secondaires sont présentés dans la Figure 11.8 :
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Figure I1.8 : Spectres CD dans I’UV-lointain des différentes structures secondaires (Kelly & Price, 2000; Kelly
et al., 2005).
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Dans 1’UV-proche (250-320 nm), le dichroisme circulaire rend compte de la présence ou non

d’une structure tertiaire de la protéine. Ce sont essentiellement les chaines latérales des
résidus aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane) qui absorbent dans cette région.
Chacun de ces résidus a une signature caractéristique :

e Le tryptophane a un pic proche de 290 nm

e La tyrosine présente un pic compris entre 275 nm et 282 nm

e La phénylalanine présente des maxima d’absorbance compris entre 255 et 270 nm.

Le spectre CD des résidus aromatiques peut étre influencé par de nombreux facteurs parmi
lesquels le nombre de résidus aromatiques, leur environnement, la rigidité¢ de la molécule et
des interactions entre ces résidus plus particuliérement si la distance les séparant est inférieure
alnm.

Dans certains cas, les protéines présentant des ponts disulfures peuvent avoir une signature
dans I’UV-proche se caractérisant par une bande large centrée sur 260 nm.

Des chromophores non protéiques comme par exemple la flavine peuvent également donner

un signal en CD qui dépend de I’environnement de ce chromophore.

Afin de nous assurer de la structuration du mutant, des mesures en CD dans I’UV-lointain
(200 - 250 nm) et dans ’'UV-proche (250 — 320nm) ont été enregistrées en absence et en

présence de nickel et comparées a celles faites sur la protéine WT.

11.5.2.2.2.  La structure secondaire de EcNikR 3HA
Le spectre CD du mutant EcNikR 3HA apo ne présente aucun minimum ou maximum
caractéristique d’une structure secondaire particuliere a la différence du spectre d’EcNikR
WT. Cela suggére que la structure secondaire d’EcNikR 3HA est un mixte d’hélice a et de
feuillet B (Figure I1.9A) et est 1égérement différente de celle d’EcNikR WT.
L’addition de nickel a la protéine modifie 1’intensité de 1’ellipticité molaire d’EcNikR 3HA
(Figure I1.9A) ce qui se traduit par un maximum a 240 nm et un minimum a environ 216 nm

observable sur le spectre de différence (Figure I11.9B).
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Figure I1.9 Structuration d’EcNikR 3HA-WT a 10uM suivie par dichroisme circulaire A) Spectres CD
enregistrés dans I’'UV lointain et normalisés par rapport a la concentration et au nombre de résidus par sous unité
(WT: A ;3HA : B ; et 3HA avec 0.8 équivalent de nickel : ). Les spectres ont été enregistrés dans du tampon
MOPS 20mM pH7, KCI 40mM a 20°C. Le spectre du tampon est soustrait de chaque courbe expérimentale. B)
Spectre de différence entre le mutant métallé par 0.8 eq de nickel et le mutant apo.

Un comportement similaire a été observé dans la littérature pour la protéine EcNikR WT, si
ce n’est que le minimum sur le spectre de différence a été observé pour une longueur d’onde
comprise entre 218 et 220 nm. Cette variation correspondrait a une structuration de la protéine
par le nickel (Chivers & Sauer, 2002). Ceci a été confirmé lors de la résolution de la structure
cristallographique de la protéine. En effet d’aprés les données RX, la présence de nickel
favorise la structuration de I’hélice a 3 et entraine un mouvement de la boucle située entre les
brins 33 et B4 (Schreiter et al., 2003).

Dans le cas du mutant 3HA, les 3 résidus mutés sont situés dans la boucle entre I’hélice a3 et
le brin B3 d’apres la prédiction de structure secondaire faite sur JPRED. Cependant une telle
prédiction avait également été faite pour EcNikR WT et d’aprés les données RX, les 3
histidines sont dans I’extrémité terminale de 1’hélice a3 et non pas dans la boucle. La
différence existante entre les deux spectres des protéines WT et 3HA refléte une différence de

structuration nette. Les 3 alanines sont peut-étre dans la boucle entre I’hélice a3 et le brin (33.

11.5.2.2.3. La structure tertiaire de EcNikR 3HA

Le spectre CD dans I’'UV-proche d’EcNikR 3HA apo présente une bande large centrée sur
278 nm qui témoigne de la structure tertiaire de la protéine. Elle serait due principalement a
une contribution des tyrosines (Figure II.10A) (Kenig et al., 2001). Ce spectre de CD est
similaire a celui observé pour EcNikR WT (Figure I1.10B).

EcNikR comprend 3 résidus « tyrosine » par sous unité, 2 sont situés dans le domaine C-ter et

le troisiéme est localisé dans le domaine N-ter. EcNikR native présente donc 8 tyrosines dans
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le « cceur » de la protéine qui sont proches du site de haute affinité, et 2 tyrosines par domaine

de liaison a ’ADN (Figure I1.11).
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Figure I1.10 Structuration d’EcNikR 3HA et WT a 15uM suivie par dichroisme circulaire dans I’UV proche A)
Spectres CD enregistrés dans I’UV proche et normalisés par rapport a la concentration et au nombre de résidus
de EcNikR 3HA. B) Spectres enregistrés avec EcNikR WT. Les spectres ont été enregistrés dans du tampon
20mM MOPS pH7, 40mM KCIl a 20°C, sur les protéines apo et en présence de nickel aprés 10 min d’incubation.
Le spectre du tampon (avec les différents ajouts de nickel) est soustrait de chaque courbe expérimentale. C)
Spectre de différence entre EcNikR 3HA et EcNikR WT.

L’environnement des résidus aromatiques doit étre similaire pour les deux protéines.
L’addition de nickel sur le mutant et la protéine WT modifie 1’allure générale des spectres CD
avec ’apparition de deux bandes avec un minimum a 260 et a 298 nm. Ces bandes seraient
équivalentes aux bandes observées en UV-visible lors de la métallation du site de haute
affinité¢ (Chivers & Sauer, 2000). Les spectres de différences entre le mutant et la protéine
sauvage (Figure II.10C) montrent que le nickel modifie plus I’intensité de 1’ellipticité molaire
du mutant sans qu’aucune variation des minima ne soit notable. Ces variations reflétent peut-
étre un positionnement différent des aromatiques par rapport au site de haute affinité.

La délétion du cluster d’histidines pourrait modifier également la structuration « au niveau
tertiaire » de la protéine. Elle serait corrélée a la liaison du nickel dans le site dit de haute

affinité.
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Figure I1.11 Structure tridimensionnelle de ECNikR WT métallée (Schreiter ef al., 2006). En violet : les résidus

« tyrosine », en vert : les résidus « phénylalanine », en orange : les résidus « histidines mutés en alanine » et en
bleu : le Nickel

11.5.2.3.  Propriétés de métallation

Le mutant EcNikR 3HA a initialement été construit afin de vérifier I’hypothése que le cluster
d’histidines H77 a 79 était impliqué dans 1’agrégation de la protéine. La métallation de cette
protéine par le nickel a donc été suivie en spectroscopie d’absorption UV-Vis (Figure 11.12).
Suite a 1’addition de nickel sur la protéine EcNikR 3HA apo, des bandes a 302 et 460 nm
caractéristiques de la métallation du site dit de haute affinité par le Ni(Il) apparaissent (Figure

ILI2A et B).
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Figure I1.12 Métallation du mutant EcNikR 3HA par le nickel dans du tampon 20 mM HEPES pH8 100mM
NaCl. A) Spectres d’absorption UV-Vis de EcNikR 3HA a 48uM a I’état apo et en présence de différents
équivalents de nickel. B) Spectre de différence entre Ni-EcNikR 3HA (0,75 eq de Ni(Il) et apo). C) Titration de
EcNikR WT et 3HA par le nickel, suivi de 1’absorption a 302nm en fonction de la quantité de nickel ajouté
(NiCl).

- 159 -



Les propriétés ' EcNIRR,

La métallation dans le site dit de haute affinité a lieu jusqu’a 1 équivalent de nickel ajouté
comme le montre la titration (Figure II1.12C). L’epsilon apparent mesuré qui est de 8300 M
.em™, est comparable a celui mesuré pour EcNikR WT dans les mémes conditions.

Ces données suggerent que la mutation du cluster d’histidine n’affecte pas la liaison du métal

dans son site spectroscopique.

A partir de 0,9 équivalent de nickel ajouté, la protéine 3HA tend a s’agréger. Ce
comportement est similaire a celui observé pour EcNikR WT. Ce résultat suggere que la
délétion du cluster d’histidines ne modifie pas la sensibilit¢ de la protéine vis-a-vis de
I’agrégation Ni-dépendante.

Il serait toutefois intéressant de mesurer I’impact de cette mutation sur la cinétique de
métallation du site de haute affinité par stopped-flow et de la comparer a celle mesurée pour
EcNikR (Diederix et al., soumis a publication). En effet ces trois histidines sont situées a
I’embouchure du site de haute affinité, elles pourraient donc modifier I’incorporation du métal
dans le site de haute affinit¢é comme le suggérent éventuellement les mesures en CD et

modifier les capacités de liaison a I’ADN.

Il existe de nombreux autres sites potentiels a nickel chez EcNikR n’impliquant pas le cluster
d’histidines comme cela a été montré derniérement lors de la résolution de la structure
cristallographique du complexe EcNikR-ADN mis en présence d’un exces de Ni(Il)
(trempage des cristaux dans du Ni(Il)) (Schreiter et al., 2006).

Nous pensons que ces sites pourraient étre impliqués dans 1’agrégation de la protéine résultant
en une liaison non spécifique a I’ADN et une estimation erronée de 1’affinité¢ de la protéine
pour I’ADN. En effet les propriétés de liaison a ’ADN d’EcNikR sont particuliéres comme

nous allons le voir.
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I1.6. La liaison a ’ADN de EcNikR

[1.6.1. Détermination de la stoechiométrie de liaison EcNikR:ADN

Afin de déterminer la stoechiométrie de liaison d’EcNikR sur sa boite pnikA4, les complexes
ADN/Protéine ont été visualisés par la technique des retards sur gel et le tout a été analysé par
la méthode de Ferguson (cf. Matériel & Méthodes). La séquence oligonucléotidique de 46 pb
utilisée pour cette étude, comprenant le motif 6-16-6 pb 1lié par EcNikR, présentait en
I’extrémité 5’ une sonde fluorescente, la fluorescéine (notée Fl) pour visualiser I’ADN
(Figure I1.13). Cette méme séquence a été utilisée pour mesurer la liaison a I’ADN de EcNikR
WT et Q2E en anisotropie de fluorescence.

5" F1-ACAGGTAATCAGTATGACGAATACTTAAAATCGTCATACTITATTTC 37
37 TCCATTAGTCATACTGCTTATGAATTTTAGCAGTATGAATAAAGGC 57

Figure I1.13 Séquence de 46 pb présentant le motif 1ié (en gras) par EcNikR sur le promoteur prnik4. Une sonde
fluorescente en 5’ (fluorescéine) a été ajoutée afin de visualiser I’ADN.

La technique des retards sur gel a permis de visualiser trois complexes Protéine:ADN ayant
des poids moléculaire apparents de 86, 190 et 224 kDa (Figure 11.14). Le poids moléculaire
apparent de I’ADN est de 37 kDa (versus 30 kDa théorique). Le complexe de 86 kDa
correspondrait a la liaison de 1 tétramere pour 1 ADN (1:1). Ce complexe n’est visualisé qu’a
partir de 5 uM de protéine pour un rapport de concentration protéine/ADN de 50.

Ce complexe est observable pour des concentrations croissantes en protéine, mais il est
associé a deux autres complexes. Le complexe a 190 kDa correspondrait soit & un complexe
2:1 soit 2:2 et le complexe a 224kDa correspondrait soit a un complexe 3:1 soit 3:2 (complexe

Protéine: ADN)

EcNikR WT (uM)
—
0 30 20 .10

Uuuquﬁ'uwu

Bande 1

Bande 2 1 } Pente PM calcule
}Bande?s ._\ 3 i - i ; (kDa)
/
l Bande 1 18.016 224
[ h b b ﬂ & ADN |
5 libre | Bande 2 15.466 190
Bande 3 7.5195 86
ADN libre 3.815 37

Figure 11.14 Retards sur gel visualisés par fluorescence montrant la migration de I’ADN. EcNikR WT (1.25uM

—30uM) a été incubée avec 100nM de pnikA-F1 en présence de 10uM de Ni(II) et de dIdC a 100 pg/mL. Le gel
(a 8%) et le tampon de migration contiennent également du Ni(II) a 10uM. Le poids moléculaire apparent des
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différents complexes a ¢ét¢ déterminé aprés réalisation d’un jeu de gel permettant de déterminer la pente
caractéristique du complexe et le report de cette derniére sur la courbe de calibration (montrée en Matériel &
Méthodes).

La stoechiométrie de liaison d’EcNikR WT a I’ADN que nous avons déterminé par la
technique de Ferguson a confirmé la stoechiométrie qui avait ét€ proposée en utilisant
uniquement la technique des gels retard par I’équipe de D. Zamble (Bloom & Zamble, 2004).
Les conditions appliquées mettaient en présence 50nM d’ADN spécifique (100pb) avec 35uM
de Ni(II) et une gamme de protéine allant de 25 nM a 500nM". La liaison maximale de I’ADN
avait été observée pour des rapports Protéine: ADN égaux ou supérieurs a 4.

L’absence de complexe protéine: ADN (rapport 12.5 et 25) en présence d’un exces de métal
dans nos conditions n’est pas en accord avec les données de la littérature. En effet a priori
I’affinité pour I’ADN serait de 20 pM (Bloom & Zamble, 2004). L’ADN fluorescent devrait
étre totalement complexé et ce n’est pas le cas.

Cependant si la protéine est amenée a précipiter (cf. ses caractéristiques de métallation), il est
possible qu’elle ne puisse plus lier I’ADN spécifique, ou au contraire le lier ainsi que ’ADN
compétiteur de fagcon aléatoire. Une telle hypothése permettrait d’expliquer 1’observation des
complexes a 190 et 224 kDa aprées qu’une saturation de I’ADN compétiteur ait eu lieu.

Le caractére agrégatif Ni-dépendant d’EcNikR semble perturber 1’étude de sa liaison a
I’ADN.

I1.6.2. Laliaison a I’ADN suivie par anisotropie de fluorescence

Les liaisons a ’ADN de EcNikR WT et Q2E sur la séquence pnikA-FI (utilisée en gel retard
ci-avant) ont été mesurées par anisotropie de fluorescence dont le principe est brievement
expliqué en Matériel et Méthodes. Lorsque la protéine se lie a I’ADN, cela se traduit par une
augmentation de 1’anisotropie (r) de la sonde fluorescente (la fluorescéine ici).

La liaison totale d’EcNikR WT et Q2E a pnikA-FI a été suivie au cours de titrations par le
nickel en absence d’ADN compétiteur (Figure I1.15). Leur liaison spécifique a également été
suivie en présence d’ADN compétiteur (poly dIdC) (Figure I1.15).

" Concentration en sous unité monomérique
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Figure I1.15 Liaison a I’ADN suivie par anisotropie de fluorescence au cours d’une titration par le nickel. 10 nM
de pnikA-Fl, 2.5uM de protéine (WT : B ; Q2E : [J) sont mis en présence dans un tampon 20 mM MOPS pH7,
150 mM KCl, 12 mM MgSO04, avec ou sans dIdC a 10pg/mL. ry,, du systéme : 0,2.

On peut remarquer que la liaison & ’ADN d’EcNikR WT et Q2E différe en absence d’ADN
compétiteur (rmax WT : 0,2 et rmax Q2E : 0,085) alors qu’elle est similaire en présence d’ADN
compétiteur (rmax : 0,082). EcNikR WT tend a lier significativement I’ADN de fagon
aspécifique. Les liaisons non-spécifique et spécifique a I’ADN des protéines sont
concomitantes et sont observées dans des conditions d’agrégations. Ces observations sont en
accord avec les résultats que nous avons concernant la liaison d’EcNikR a prnik4 mesurée par
un test de protection a la nucléase (Fauquant et al., 2006).

EcNikR WT tend a s’agréger sur I’ADN spécifique en absence d’ADN compétiteur. Bien
qu’EcNikR Q2E ait les mémes propriétés de métallation et d’agrégation qu’EcNikR WT, elle
ne se comporte pas de la méme fagon face a ’ADN. EcNikR Q2E agrégée ne semble pas se
lier a ’ADN.

La liaison spécifique d’EcNikR WT et Q2E sur pnikd débute a partir de 1 équivalent et est
maximale a 2,5-3 équivalents de nickel ajoutés par sous unité.

Les conditions expérimentales imposées supposent que le facteur limitant pour la liaison a
I’ADN ne soit pas la protéine (exceés de 62,5x par rapport a la concentration en ADN) mais
plutot la concentration en nickel. La proportion de protéine activée est dépendante de
I’affinité relative de cette derniére pour le métal. 50% de liaison a I’ADN est observable pour
1,5 eq de Ni(Il) soit 3,8uM. Si I’affinité du site de haute affinité d’EcNikR pour le Ni(II) était
de 7pM, alors plus de 90% de la protéine serait active a 3,8uM, il en serait de méme si le Kd
¢était plutét submicromolaire (Kd~100nM) comme nous le pensons. La liaison a ’ADN
devrait également étre maximale méme en considérant un Kd moyen de liaison a I’ADN de

20nM (Bloom & Zamble, 2004) en présence de 1 comme de 1,5 équivalents de Ni(II).
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Les données ne sont pas ajustables par un modele simple, I’allure est de type sigmoidale
(notion de coopérativité). D’aprés ces données, la simple métallation des 4 sites de haute
affinit¢ ne suffirait pas pour observer la liaison a ’ADN d’EcNikR par cette technique. La
liaison du nickel dans des sites annexes assurerait la liaison a I’ADN. Le fait que la liaison
d’EcNikR-Ni(Il) a I’ADN soit de nature coopérative a déja été décrit dans la littérature.
Cependant cette liaison pouvait étre mesurée en conditions stoechiométriques, ce qui n’est pas
le cas ici. Il ne faut pas oublier que dans les expériences d’empreinte a la DNasel (liaison a
I’ADN en conditions stoechiométriques), le tampon de complexation comprenait toujours du
K" qui pourrait éventuellement étre 1i¢ par EcNikR (Bloom & Zamble, 2004; Chivers &
Sauer, 2000). 11 est également possible qu’EcNikR se lie a pnik4-FI entre 0 et 1 équivalent de
Ni(I) ajouté mais que nous ne puissions pas mesurer cette liaison (bruit de fond). Les
variations d’anisotropie sont trés faibles. Ces conditions expérimentales ne sont pas optimales

pour étudier la liaison d’EcNikR a I’ADN.
I1.7. Discussion et Conclusion

I1.7.1. Liaison du nickel dans deux classes de sites métalliques

EcNikR WT et le mutant Q2E, lient 1 équivalent de Ni(II) par sous unité dans un site qualifié
de site de haute affinit¢ (HA). Ce site d’apres la signature en spectroscopie d’absorption UV-
Visible et la littérature présente une géométrie plan carré ou le métal est coordiné par 3
résidus histidines et 1 résidu cystéine (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2000;
Chivers & Sauer, 2002; Leitch et al., 2007; Schreiter et al., 2003). La métallation du site HA
ne serait pas directe mais passerait par la formation d’un état transitoire de métallation
d’EcNikR, n’ayant pas de signature en UV-Visible, ou le Ni(Il) pourrait étre coordiné par des
ligands présents a son embouchure (Diederix et al., soumis a publication).

La liaison du métal par EcNikR n’est pas limitée a la métallation du site HA. En effet EcNikR
peut lier jusqu’a 8 Ni(II) par monomere, soit 32 Ni(Il) par tétramere dont le Kd varie entre 0.2
et 12uM (Fauquant et al., 2006). Dans ces conditions de métallation et pour des pH compris
entre 6 et 8, EcNikR est agrégée. Cette caractéristique est minimisée dans la littérature
pourtant elle perturbe 1’étude des propriétés de métallation et de liaison a ’ADN d’EcNikR.
Ce phénomene d’agrégation débute au-dela de 1 équivalent de Ni(II) ajouté par sous unité et
est maximal a partir de 1,5 équivalents de Ni(Il) ajoutés a EcNikR Q2E. La liaison de 2 Ni(II)
supplémentaires aux 4 Ni(Il) présents dans les sites HA est donc suffisante pour induire une

agrégation maximale.
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Ces sites métalliques présentent une affinité pour le Ni(Il) proche de celle du site dit de haute
affinité sinon les deux phénomenes ne se succéderaient pas aussi rapidement dans une
titration métallique. Les deux phénomeénes que sont la métallation et I’agrégation peuvent étre
dissociés en assurant une protonation des ligands de liaison (Fauquant et al., 2006). Cette
protonation diminue 1’affinité¢ de ces sites métalliques pour le Ni(Il). Le pKa d’agrégation
serait proche de 5.4, il possible que les résidus protonés qui sont impliqués dans 1’agrégation
soient des histidines (pKa : 6) qui sont au nombre de 48 par tétramere. Il a été proposé que le
cluster d’histidines (H77, 78, 79, 92) présent a I’embouchure du site de haute affinité soit non
seulement le site de métallation transitoire facilitant I’incorporation du nickel dans le site HA
mais aussi celui dont la métallation induirait I’agrégation de la protéine. L’¢étude du mutant
3HA, auquel 3 résidus du cluster ont été mutés (H77 a 79), a révélé que la structuration au
niveau secondaire de la protéine était différente de la protéine sauvage. L’environnement
terminal de 1’hélice a3 serait affect¢ par la mutation. Malgré cette différence, le mutant a
conservé ses propriétés de métallation (liaison de 1 équivalent Ni(Il) par sous unité, puis
agrégation au-deld). La précipitation que nous supposions dépendante de ce cluster ne I’est
pas ou du moins pas uniquement (Fauquant et al., 2006). 11 serait intéressant de connaitre la
capacit¢ de métallation de ce mutant, le nombre de sites affectés par cette mutation, la
cinétique de métallation du site de haute affinité ainsi que les propriétés de liaison a ’ADN du

mutant.

L’agrégation observée est un phénomene réversible « rapidement » en présence de chélateur
comme I’EDTA. Les sites impliqués sont donc plutot accessibles et exposés au solvant. La
cinétique de chélation du Ni(Il) contenu dans les sites HA par de ’EDTA est lente mais peut
étre accélérée en présence de CN™ (RD-IMS observations). Ce comportement sous-entend que
la plus ou moins grande rapidité de chélation du Ni(II) ne dépend pas seulement de 1’affinité
de I’agent chélateur pour le métal mais aussi de son accessibilité au métal. Le Ni(Il) du site
HA est plutot enfoui dans la protéine. Par ailleurs les changements conformationnels du
domaine de tétramérisation (structuration de 1’hélice a3, déplacement de la boucle entre 33 et
B4) induit par la métallation de ce site par le Ni(Il) tend a « bloquer » ce domaine. Mesurer la
quantité de Ni(Il) liée par EcNikR directement n’équivaut pas a la mesure de la quantité de

Ni(II) liée par cette protéine en présence d’agent chélateur.

- 165 -



Les propriétés ' EcNIRR,

L’utilisation d’agents chélateurs comme I’EDTA ou encore 'EGTA n’est de ce fait pas
appropriée pour faire une détermination indirecte de l’affinité du site HA pour le Ni(Il)
comme cela a pourtant été fait par les groupes de P. Chivers et D. Zamble (Chivers & Sauer,
2002; Wang et al., 2004).

Trois techniques de mesure directe ont donc ét¢ employées afin de revisiter les données
concernant 1’affinité du site HA d’EcNikR pour le Ni(Il) ou le Kd décrit est de I"ordre du
picomolaire (Chivers & Sauer, 2002; Wang et al., 2004). 1l s’aveére que ce dernier serait de
I’ordre de la centaine de nanomolaires (Kp moyen de 82 & 24 nM par la technique de liaison
sur filtre, 379nM par titration en UV-Vis a I’équilibre et 363nM par cinétique rapide)
(Diederix et al., soumis a publication). Récemment des données similaires ont été proposées
par le groupe de S. Ciurli pour HpNikR (Zambelli et al., 2007) a laquelle une affinité de
I’ordre du picomolaire pour le site HA avait été attribuée par le groupe de D. Zamble
(Abraham et al., 2006). Une technique directe a de nouveau été employée, il s’agit de mesures
de calorimétrie (ITC). Les quatre sites de haute affinit¢ d’HpNikR ne seraient pas tous
équivalents mais égaux 2 a 2. Les deux premiers sites auraient un Kdyiar proche de 10nM et
les deux autres auraient un Kdniary proche de 100nM. L’affinité serait fonction du pH. Des
sites de plus basse affinité ont également été décrits pour HpNikR en utilisant I’'ITC. Nous
sommes en contact avec le groupe de S. Ciurli pour tenter des mesures d’ITC sur EcNikR tout

en sachant que les propriétés d’agrégation d’EcNikR risquent d’en limiter la faisabilité.

Le fait qu’EcNikR présente une constante de dissociation pour le Ni(II) de ’ordre de la
centaine de nanomolaires semble plus cohérent avec des aspects physiologiques. Cette
dernicre est le métallorégulateur du Ni(Il) chez E.coli et les principales protéines qui lient du
Ni(II) chez les bactéries présentent une constante de dissociation pour le métal de I’ordre du
uM (HypA (Atanassova & Zamble, 2005), HypB (Olson et al., 1997), UreE (Stola et al.,
2006), SrnQ (Kim et al., 2003), Hpn (Ge et al., 2006), SlyD (Hottenrott et al., 1997)...). Si
EcNikR présentait un Kd de I’ordre du pM, elle assurerait en permanence une répression de la
transcription et les protéines liant du Ni(Il) pour leur activité ne pourrait plus assurer leur
fonction. Il semble donc plus probable qu’EcNikR ait une sensibilité pour le Ni(IT) qui soit du

méme ordre de grandeur.
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I1.7.2. Fonction des sites secondaires

La présence de sites de basse affinité avait été suggérée pour expliquer le modéle de liaison a
I’ADN en deux temps (Kdniz : 30nM-30uM) (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer,
2000; Chivers & Sauer, 2002). Bloom et al. avaient d’ailleurs avancé que les deux clusters
H77-78-79-92" et H123-125-C128’ pouvaient étre des ligands potentiels du Ni(II).

D’apres ce modele, la liaison du Ni(Il) dans le site de haute affinit¢ d’EcNikR permettait la
liaison de la protéine a I’ADN avec une affinit¢ moyenne. La métallation de sites annexes
présentant une affinité¢ de I’ordre du micromolaire pour le métal permettait une liaison de la

protéine a I’ADN avec une haute affinité.
C o -0) :
ADN 2 Ni(l) &

lggmtm Kdm:V/- gitm _““\O%O
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Kdspn1=5-50nM Kd spn2=20pM

Figure 11.16 Mod¢le de liaison a I’ADN par EcNikR (Bloom & Zamble, 2004; Chivers & Sauer, 2002),
Ni(II) du site dit de haute affinité, ® Ni(II) des sites secondaires.

Ce modc¢le était fonction, entre autres, des propriétés de métallation de la protéine. En effet en
considérant un Kdyi; de 7pM pour le site HA, il était supposé que la protéine était 100%
métallée et activable dans les conditions expérimentales testées. Seulement en considérant que
le Kdni; n’est pas de 7 pM mais plutdt de ’ordre de 100nM, il est fort probable qu’une partie
de la protéine utilisée, dans les expériences de liaison a I’ADN en conditions
stoechiométriques, n’était pas active. La constante de dissociation ou Kdapn; est sans doute
légerement surestimée. L’exces de Ni(Il) nécessaire en EMSA permettrait alors de saturer les
sites de haute affinité. Une détermination d’un Kdapn: plus juste serait alors envisageable
(proche du Kdapnz), 'implication de deux sites métalliques ne serait pas nécessaire. Mais
cette hypothése ne tient pas compte de la capacité de liaison métallique et du caractére

agrégatif de la protéine.

La présence de sites métalliques secondaires a Ni(Il) a été confirmée par notre étude
(Fauquant et al., 2006) et lors de la résolution de la structure du complexe EcNikR-Ni-ADN
ou les cristaux avaient été trempés dans une solution a SmM de Ni(Il). Six autres sites
métalliques en plus du site de haute affinité (noté 0 sur la Figure 11.17) et d’un site 4 K™ ont
¢été observés (Schreiter et al., 2006).
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Figure I1.17 Structure tridimensionnelle du complexe EcNikR-Ni-ADN sur laquelle a été superposée
I’emplacement des Ni(Il) (%) liés a la protéine apres que le complexe ait été trempé dans SmM de Ni(Il). 15
Ni(II) supplémentaires ont été visualisés sur le complexe en plus des 4 sites de hautes affinités et des 2 sites 8 K
(Schreiter et al., 2006).

Ces sites secondaires a Ni(II) de basse affinité ne semblent pas directement impliqués dans la
liaison a I’ADN (Schreiter et al., 2006). La structure du complexe EcNikR-Ni-ADN trempé
dans du Ni(II) ne différe pas de la structure avant trempage des cristaux. Il a été suggéré que
I’effet de ces nickels supplémentaires ne serait pas structural mais plutdt électrostatique. Ils
permettraient d’augmenter 1’affinité d’EcNikR pour ’ADN en augmentant la charge positive
de la protéine (Schreiter et al., 2006).

Cette hypothése de « répulsion-attraction » permettrait d’expliquer pourquoi EcNikR WT et
Q2E ne présentent pas le méme comportement face a I’ADN. Ces deux protéines présentent
les mémes propriétés de métallation et d’agrégation en absence d’ADN. La liaison du Ni(II)
augmente alors tout autant la charge positive d’EcNikR WT que d’EcNikR Q2E. Pourtant
EcNikR WT présente un comportement de liaison a I’ADN plus aspécifique que le mutant
Q2E. EcNikR WT agrégée se lierait plus a I’ADN. Le mutant Q2E présente deux charges
négatives (E2) supplémentaires dans son domaine de liaison a I’ADN. Une répulsion entre le
domaine de liaison a ’ADN d’EcNikR Q2E et les groupements phosphates pourrait avoir lieu

et déstabiliser les liaisons hydrogenes opérées par les résidus R3 et TS avec I’ADN.

Un site métallique liant du K™ dans la structure a été identifié. Les résidus Glu30 et Asp34
(résidus conservés parmi les membres de la famille NikR) de ce site seraient indispensables
pour observer un complexe ADN/Protéine en EMSA.

Un site équivalent chez PhNikR a été décrit, a la différence prés que ce site liait du Ni(Il)
(Chivers & Tahirov, 2005).
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Récemment, Leitch et al. ont propos¢ que le second site métallé par du Ni(II) observé au
cours de leur travaux soit un site proche du site & K décrit dans la structure du complexe
ADN/Protéine. Cependant il n’y a aucune preuve de la localisation de ce site. Il ne faut pas
oublier qu’EcNikR peut lier jusqu’a 8 Ni(II) par sous unité. Ce site présenterait une géométrie
octaédrique et impliquerait 2 résidus imidazoles ainsi que 4 ligands N/O (Leitch et al., 2007).
Il ne serait (bien) formé qu’en présence d’ADN et présenterait une stoechiométrie de 2 Ni(Il)
par tétramere. Cette stoechiométrie est directement liée a la quantité de métal ajoutée lors de
cette étude. Dans cette condition (présence d’ADN), la protéine serait moins sujette a la
précipitation. Cet aspect n’est pas évident si I’on considére les résultats obtenus en EMSA et
en anisotropie dans notre étude.

Nous pensons que les sites de basse affinité a Ni(II) sont directement responsables de
I’agrégation de la protéine. Ce comportement perturberait I’étude de la liaison a ’ADN en
provoquant une liaison aspécifique de la protéine agrégée a I’ADN (mesure en gel retard —
anisotropie). Les équilibres de liaison a I’ADN seraient perturbés en présence d’exces de

Ni(ID).

11.7.3. Mécanisme d’action d’EcNikR

Au regard des données de la littérature et des données obtenues, un mécanisme d’action
d’EcNikR peut étre proposé (Figure I1.18).

EcNikR apo ne peut pas se lier sur sa s€quence opératrice pnikA.

La métallation de ses sites de haute affinité (HA) couplée a la métallation d’un site a
K" ou éventuellement & Ni(II) lui permettrait de se lier 8 ’ADN. Les sites de haute affinité ne
présenteraient pas une constante de dissociation de 1’ordre du picomolaire mais plutot de
I’ordre du submicromolaire. Dans ces conditions de métallation, EcNikR se lierait a ’ADN
avec un Kd inférieur ou égal au nanomolaire.

L’addition de Ni(Il) supplémentaire a la protéine métallée induit une agrégation
massive de cette derniére qui est corrélée a la métallation des sites de basse affinité. Ces sites
qui sont au nombre de 7 par monomere, présentent une affinit¢ de 1’ordre du micromolaire
(2,2uM). La réalité physiologique d’une forme agrégée d’EcNikR est sujette a discussion
puisqu’il n’a jamais été mis en évidence un tel état de la protéine in vivo. EcNikR pourrait
toutefois avoir une seconde fonction autre que la répression transcriptionnelle et qui serait le
stockage du Ni(Il). En effet E. coli n’a pas de protéine de stockage définie a la différence de
micro-organismes tels que Bradyrhizobium japonicum avec HypB ou encore Helicobacter

pyvlori avec Hpn. Cette derniére, d’ailleurs présentent des caractéristiques communes a
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EcNikR : formation de multimeres, liaison de 5 Ni(Il) par sous unité, richesse en histidine (28
par sous unité), Kdy; : 7,1uM, réversibilité d’agrégation en présence de chélateur.
Cependant, il se pourrait que cette fonction soit plutdt associée a la protéine SlyD. EcNikR
agrégée n’aurait pas de réalité physiologique. SlyD qui est une peptidyl-prolyl isomérase avec
des propriétés de chaperonnes (Hottenrott et al., 1997, Scholz et al, 2006) (limite
I’agrégation de la citrate synthase dénaturée (Leach et al, 2007)), tend a faciliter
I’accumulation du Ni(Il) chez E. coli (Zhang et al., 2005). SlyD est en mesure de lier
différents métaux dont 3 Ni(Il) avec une affinité¢ de I’ordre du micromolaire (Hottenrott et al.,
1997). Elle présente un domaine C-ter comprenant un stretch histidine (15H) proche de celui
retrouvé chez HypB de B. japonicum et R. leguminosarum. Cette protéine serait également
impliquée dans la maturation des hydrogénases (dont HycE la 3™ hydrogénase) en
interagissant avec HypB et en facilitant le relargage du Ni(II) contenu dans le site de haute
affinité de HypB (Leach et al., 2007; Zhang et al., 2005). 1l a été proposé qu'un ou plusieurs
facteurs de la maturation de HycE (inductible par le formate) perturbent 1’activité de NikR
(Rowe et al., 2005). L’un de ces facteurs pourrait étre SlyD bien que son activation par le
formate n’ait pas été rapportée. Elle pourrait empécher 1’agrégation de la protéine in vivo en
liant le trop plein de métal. Elle pourrait également entrer en compétition avec EcNikR et
faciliter le relargage du Ni(II) de son site de haute affinit¢é comme elle le fait pour HypB. Cela
impliquerait une interaction entre SlyD et NikR. Aucune relation entre ces deux protéines n’a
jusqu’a alors été mise en évidence mais il serait intéressant de I’étudier.
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Figure I1.18 Mécanisme d’activation et d’action d’EcNikR. Le cadre délimite un aspect du mécanisme qui
pourrait ne pas avoir de réalité physiologique.
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L’addition de Ni(I) supplémentaires au complexe EcNikR-Ni-ADN, ne modifie pas la
structure de ce dernier. L’effet des nickels serait de nature électrostatique et non pas
structural. Le Kd d’EcNikR-Ni a I’ADN serait diminué en présence d’un large exces de Ni(II)
en raison de I’activation totale de la protéine et/ou en raison de I’effet attractif imposé par le
métal (caractére stabilisateur du complexe).

La réalit¢ physiologique des deux niveaux de régulation proposés pour l’interaction avec
I’ADN est a remettre en question. En effet, aucun métallorégulateur n’a jusqu’a présent été
présenté comme ayant deux niveaux de « verrouillages » du contrdle de la transcription. Son
homologue chez H. pylori partage de nombreuses propriétés de métallation et de liaison a
I’ADN (Abraham et al., 2006; Fauquant et al., 2006). Cependant elle ne présente pas deux
niveaux de régulation alors qu’elle nécessite, elle aussi, un exces de cations pour que son
complexe HpNikR-Ni-ADN soit visualis¢ en EMSA (Abraham et al., 2006). D’autre part
HpNikR présente aussi un Kdy; dune centaine de nanomolaires pour le site HA (Zambelli et
al., 2007) mais par contre ne présente pas un caractére agrégatif aussi prononcé qu’EcNikR
(Fauquant et al., 2006). Son Kd pour ’ADN en présence d’un excés de métal n’est que
faiblement amélioré de ~ 50 nM a 3-4 nM (Abraham et al., 2006; Benanti & Chivers, 2007).
Il pourrait en étre de méme pour EcNikR si cette derniére ne liait pas autant de métal et
n’agrégeait pas in vitro.

Il a jusqu’a présent toujours été considéré que la liaison du Ni(Il) au site de haute affinité
d’EcNikR s’effectuait simplement sans qu’aucun partenaire extérieur autre que 1’ion Ni(Il) ne
soit associé. Toutefois, un modele aussi simple ne refléte pas la complexité cellulaire. En
2005, le groupe de J. Fontecilla-Camps a proposé que la protéine périplasmique du Ni(Il)
chez E.coli, NikA, ne liait pas directement le métal mais plutét un complexe « Ni-
nickelophore » (Cherrier et al., 2005) qui jouerait une fonction analogue au sidérophore pour
le fer (ferrichrome). La nature de cette molécule est en cours d’identification. Il pourrait s’agir
soit de 1,2,4-tricarboxylate butane soit de 1,2,3-tricarboxylate propane.

Une telle molécule pourrait étre véhiculée dans le cytoplasme bactérien pour ensuite apporter
le Ni(Il) aux protéines impliquées dans la maturation des hydrogénases ou encore a EcNikR.
La formation d’un complexe ternaire nickelophore/Ni(IT)/EcNikR pourrait étre envisagée. Un
tel complexe pourrait modifier les propriétés de métallation décrites jusqu’a présent sur le
systéme EcNikR-Ni. Il pourrait étre intéressant de regarder si un tel complexe existe in vivo

ou peut étre constitué in vitro.
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II1.1. L’objectif de I’étude

Au commencement de cette étude, HpNikR était connue comme étant un régulateur
transcriptionnel global, dont la fonction était Ni(Il)-dépendante. Toutefois aucune
caractérisation des propriétés de métallation n’était décrite dans la littérature. Il était de ce fait
intéressant de les ¢tudier afin de les comparer a celles d’EcNikR. D’autant plus qu’a cette
époque nous venions de regarder 1’effet du pH sur la métallation d’EcNikR. Un tel facteur
pouvait avoir une influence non négligeable sur les propriétés de métallation d’HpNikR en
raison des liens existants entre le Ni(Il) et le pH chez Helicobacter pylori.
La caractérisation de ces propriétés a ¢galement été initiée afin de faciliter la compréhension
et ’interprétation des données structurales d’HpNikR. En effet I’équipe de Laurent Terradot
(ESRF Grenoble) qui avait résolu les structures RX d’HpNikR Apo et Holo, avait obtenu des
structures avec les états de métallations suivants (Dian et al., 2006) :
e soit 4 sites dits intermédiaires « bis »
e soit 2 sites dits de haute affinité par analogie a ceux d’EcNikR, 2 sites intermédiaires et 2
sites externes
HpNikR était-elle capable de lier 4 nickels dans ces sites de haute affinité, bien qu’aucune
structure RX de la sorte n’ait été observée ? Le site dit de haute affinité et le site intermédiaire
ont des ligands communs et ne peuvent de ce fait pas coexister dans une stoechiométrie 4:4.
Les sites dits de haute affinité sont-ils tous équivalents dans la mesure ou la métallation
semble aller par paire d’aprés la structure ?
Dans un premier temps, la mise au point d’'un nouveau protocole de purification permettant
I’obtention de protéine apo a été nécessaire. Puis dans un second temps, la comparaison des

propriétés d’EcNikR et d’HpNikR a été initiée.

II1.2. Purification d’HpNikR WT

La protéine NikR d’Helicobacter pylori a été obtenue a partir d’une souche BL21(DE3)
d’E.coli surproductrice et a été purifiée selon un protocole mis au point au laboratoire et décrit
en Matériel et Méthodes. Ce protocole différe des protocoles décrits dans la littérature. Ces
derniers imposaient I’utilisation au minimum d’une colonne d’affinité chargé en Ni(Il)
(Abraham et al., 2006; Contreras et al., 2003; Delany et al., 2005; Dian et al., 2006; Ernst et
al., 2005). La protéine purifiée, selon les études, était soit sauvage, soit « taggée » en Nter

(His-tag ou Strep-tag). Ici la protéine purifiée est sauvage.
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II1.2.1. L’obtention des extraits protéiques

Le géne hpnikR a été cloné dans un plasmide pET11a ou il est sous controéle d’un promoteur
reconnu par I’ARN polymérase du phage T7 (Dian et al., 2006). Ce plasmide contient un géne
conférant la résistance a I’ampicilline. Le plasmide, nommé pILL695, a été introduit par choc
thermique dans la souche surproductrice d’E.coli BL21(DE3). Cette dernieére synthétise
I’ARN polymérase du phage T7 qui est sous controle d’un promoteur inductible a I’'I[PTG. La
surproduction d’HpNikR est in fine induite (Figure I11.1)

PM NI 1SS CS

Figure III.1 Production de NikR d’Helicobacter pylori dans une souche BL21(DE3) d’E.coli inductible a
I’'IPTG contrdlée via un gel d’électrophorése a 17% d’acrylamide en conditions dénaturantes. NI : profil
protéique de la culture bactérienne avant induction ; I+SS : profil protéique du surnageant de culture aprés
induction par de I’'IPTG a 0.5 mM pendant 3H et cassage des cellules dans 20 mM Tris/HCI pH 7.4 contenant
100 mM EDTA, 0.5 mL de DMSO et 200 mg du cocktail d’inhibiteur de protéase (Sigma) ; CS : profil protéique
des débris cellulaires culottés apres cassage des cellules.

Afin de limiter la protéolyse de la protéine, un cocktail d’inhibiteurs de protéases (4-(2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), pepstatine A, E-64, bestatine, et de ’EDTA)
(Sigma) est ajouté dans la suspension bactérienne avant le cassage des cellules par sonication.

Environ 80% de la protéine surproduite sont récupérés apres cette étape.

II1.2.2. Purification sur une colonne échangeuse d’anions

Le choix de la premiere étape de purification a été¢ déterminé par le point isoélectrique
théorique d’HpNikR, pI = 5.2 (Swiss prot). C’est une protéine riche en résidus acides (Asp :
12, Glu : 13 vs résidus basiques : 16). La protéine a été purifiée sur une colonne échangeuse
d’anions, la Resource Q (Pharmacia Biotech), équilibrée avec un tampon Tris/HCI 20mM pH
7.4, NaCl 20 mM. Au préalable, I’extrait protéique est dialysé afin d’éliminer ’EDTA puis
traité avec la DNasel pour dégrader ’ADN. Dans ces conditions de pH, HpNikR, contenue
dans le dialysat, est théoriquement chargée négativement et donc est retenue sur la colonne
qui présente des groupements avec un ammonium quaternaire (-NH4"). L’élution d’HpNikR
est permise par un gradient en NaCl allant de 100 &4 400 mM (Figure II1.2). L’ion chlorure sert

de contre ion qui entre en compétition avec la protéine pour interagir avec le groupement
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ammonium. L’ADN qui est également chargé négativement, est retenu sur la colonne. II est
¢lué pour des concentrations en NaCl supérieures a 400 mM.
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Figure I11.2 A) Profil de purification d’HpNikR sur une colonne échangeuse d’anions (Resource Q) ou le
Tampon d’¢lution est du 20mM Tris/HCI pH 7,4 1M NaCl. B) Profil de purification des fractions élué¢es entre
140 et 180 mL visualisé sur SDS-PAGE a 17% en acrylamide.

HpNikR est retenue sur la colonne dans les limites de sa capacité. La protéine, ainsi purifiée,

est ensuite concentrée avant de procéder a la seconde étape de purification.

II1.2.3. Purification par filtration sur gel

En sortie de colonne échangeuse d’anions, HpNikR est a 70% pure, les 30% d’impuretés
restantes sont éliminées par une étape d’exclusion moléculaire. La purification est réalisée sur
une colonne Superdex 75 ((16/60) GE Healthcare) qui permet la séparation des protéines en
fonction de leur taille.

La Figure II1.3 présente le profil d’¢lution obtenu lors de 1’étape d’exclusion moléculaire d’un
extrait concentré de la protéine pré-purifiée sur la Resource Q. HpNikR ne présente qu’un

seul état oligomérique (pic unique d’¢lution, Figure I11.4A).
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Figure II1.3 A) Profil de purification d’HpNikR sur une colonne d’exclusion moléculaire (Superdex 75
préparative), HpNikR est éluée a ~50mL dans un tampon 20 mM Tris/HCI pH 7,4 400mM NaCl 5 mM DTT a
ImL.min™" a 5°C. B) Gel SDS-PAGE des fractions purifiées sur la colonne d’exclusion moléculaire.
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L’analyse par SDS-PAGE montre que la protéine « HpNikR » est pure et présente un poids
moléculaire apparent compris entre 14 et 20kDa (Figure 111.4B).
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Figure I11.4 A) Profil d’HpNikR obtenu sur une colonne d’exclusion moléculaire analytique Superdex 75
((10/30) GE Healthcare) dans un tampon 20mM Tris/HCl pH7.4 400mM NaCl. B) Gel SDS-PAGE d’HpNikR
purifiée.

Afin de s’assurer de la masse de la protéine, un échantillon a été analysé par spectrométrie de
masse. L’analyse faite par D. Lascoux du LSMP de I’IBS Grenoble a montré que le poids
moléculaire mesuré était identique au poids moléculaire théorique de 17147 Da.

La protéine purifiée correspond bien a HpNikR WT, cette derniére ne présente pas

d’oxydation de type adduit oxygéné ni de pont dissulfure intermoléculaire.

Le contenu métallique d’HpNikR aprés purification est déterminé par un dosage
colorimétrique avec du PAR. Cette derniére contient moins de 5 % de métal en sortie de
purification.

Ce protocole de purification est efficace pour I’obtention d’une protéine pure et dépourvue de
métal (traces métalliques <5%), en comparaison a un protocole de purification ne comprenant
aucun traitement « lourd » a ’EDTA de la protéine et usant en premiere étape d’une colonne
d’affinité chargée en Ni(Il). Dans ces conditions, la protéine purifiée peut contenir jusqu’a
50% de nickel (Dian et al., 2006).

50 mg de protéine pure sont obtenus par litre de culture apres toutes les étapes de purification.
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II1.3. Liaison des métaux

Les propriétés de métallation d’HpNikR ont été étudiées au travers de métallations dites
« simples » et dites « multiples ». Au cours des métallations « simples », un seul ion
métallique est ajouté a la protéine alors qu’au cours des métallations « multiples », plusieurs
ions métalliques sont successivement ajoutés. La technique employée afin de mesurer la
liaison du Ni(II), du Cu(Il) et du Co(Il) a HpNikR est la spectroscopie d’absorption
¢lectronique (mesure en UV-Visible).

Lorsque ce travail a ét¢ initié¢ aucune étude relatant de telles données n’avait été publiée.

II1.3.1. Mg¢étallation « simple » d’HpNikR

I1.3.1.1.  Par le Ni(1l)

La liaison du nickel par HpNikR dans ses sites métalliques et plus particuliérement dans le
site dit de haute affinité peut étre suivie en spectroscopie d’absorption UV-visible comme
pour EcNikR. Il en résulte des bandes caractéristiques avec d’une part la bande de transfert de
charge a 305 nm et une bande d-d a 465 nm (Figure III1.5A-B). L’évolution de 1’absorbance a
305nm en fonction de 1’addition du nickel peut étre rapportée afin de mieux visualiser la
liaison du métal (Figure II1.5C). Une titration comparative de 1’effet du Ni(Il) sur EcNikR y
est ajoutée.

La métallation s’effectue linéairement jusqu’a approximativement 1 équivalent de nickel

ajouté par sous unité monomérique de protéine.

Dans ces conditions, il est possible de déterminer le coefficient d’extinction apparent (Eapparent)

du complexe Ni-HpNikR en se basant sur la relation de Beer-Lambert. Bien que cette valeur

soit caractéristique du complexe, deux epsilons ont toutefois été obtenus sur des lots de

protéines purifiées soit en présence de B-mercaptoéthanol (E,pparent de 5970 £ 210 M'.em™),

soit en présence de DTT (Epparent de 7740 + 300 M'l.cm'l). Bien que ces deux composés

soient des réducteurs, le f-mercapthoéthanol, a la différence du DTT, peut former des adduits
sur les cystéines (8 par tétramere de protéine). De tels adduits ont d’ailleurs été visualisés lors
des études structurales faites par Cyril Dian a ’ESRF Grenoble. La structure d’HpNikR n’a

pas ét¢ affinée.
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Figure II1.5 Métallation d’HpNikR par le nickel. A) Spectres d’absorption UV-Vis de HpNikR a 40uM a I’état
apo et en présence de différents équivalents de nickel. B) Spectre de différence entre Ni-HpNikR (0,9 eq de
Ni(ID)) et apo-HpNikR. C) Titration d’EcNikR (H) et HpNikR (A) par le nickel, suivi de I’absorption a 302nm
et 305 nm en fonction de la quantité de nickel ajoutée. Conditions : HEPES 20mM pH 8, NaCl 100mM 20°C,
Deux sels métalliques ont été testés : NiSO, et NiCl,. Les spectres et les titrations sont identiques.

Dans les deux cas (HpNikR purifiée avec du B-mercaptoéthanol ou avec du DTT), le site
métallée d’HpNikR lie jusqu’a 1 équivalent de nickel ajouté par sous unité. La cystéine
touchée par de tels adduits n’est pas la cystéine du site de haute affinit¢ mais plutot la cystéine
96 qui est a proximité de celui-ci.

Aprés quoi un état de saturation (plateau) est observé. Au dela de 3 équivalents de Ni(II)

ajoutés par sous unité, HpNikR précipite dans ces conditions.

Deux hypothéeses permettent d’expliquer le « plateau » observé, il rend compte :

e soit de la saturation du premier site, et la précipitation, quant a elle, témoignerait de la
métallation d’un ou plusieurs autres sites ayant une moins bonne affinité

e soit de la métallation de site(s) silencieux qui précéderait la précipitation d’HpNikR

HpNikR comprend 3 types de sites de métallations observés lors de la résolution de la

structure cristallographique (Dian et al., 2006). La métallation des sites intermédiaires et des

sites externes pourraient correspondre a 1’état de saturation et/ou de précipitation.
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Les propriétés de métallation observées pour HpNikR en comparaison a celle d’EcNikR sont
similaires (métallation dans le site dit de haute affinité, précipitation en présence d’un exces
de métal) si ce n’est que la précipitation d’HpNikR nécessite plus de Ni(II). Une étude
complémentaire sur 1’effet du pH sur la métallation d’HpNikR a été réalisée comme pour
EcNikR (Figure II1.6) (Fauquant et al., 2006). Un effet net du pH sur la précipitation a été
noté¢. En effet HpNikR est moins susceptible de précipiter en présence d’une forte
concentration métallique (plus de 20 équivalents de Ni(Il)) dans des tampons acidifiés (pH6 a
5,2). Pour des pH < 5, la protéine en absence de métal précipite (dénaturation).

I1 est probable qu’HpNikR ne précipite pas in vivo, dans la mesure ou le pH d’Helicobacter
pylori tend a étre 1égerement acidifié (pH 6,9 a 5,8) en fonction du pH du milieu (pH 6,5 a 1-
2) dans lequel elle se développe (Stingl et al., 2001).
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Figure 111.6 Titration d’HpNikR par le nickel a différents pH (pHS (A) pH6 (LJ) pH 5,7 (%) et pHS5,2 (%)).
Suivie de I’absorption & 305 nm en fonction de la quantité de nickel ajoutée. Conditions : 20mM HEPES pH 8,
100mM NaCl 20°C et 50mM Acétate de sodium pH6 ; 5,7 ou 5,2, IM NaCl. Sel métallique : Ni(SO)s.

Les propriétés de métallation observées pour HpNikR sont en partie en accord avec les
données décrites dans la littérature (Abraham et al., 2006; Dosanjh et al., 2007). En effet elles
ne font allusion qu’a la métallation du site dit de haute affinité avec 1 équivalent de Ni(II)
pour lequel I’epsilon a 302nm serait de 6600 + 300 M™.cm™ (protéine traitée avec du DTT)
(Abraham ef al., 2006). Aucune allusion a la précipitation de la protéine n’est faite.

Par ailleurs, la détermination de la constante de dissociation du site de haute affinité pour le
Ni(II) a de nouveau été faite avec une technique indirecte : compétition de liaison du Ni(II) en
présence d’EGTA. Ce Kd serait de nouveau de I’ordre du picomolaire (3,5pM) (Abraham et
al., 2006) comme pour EcNikR.

Récemment, la constante de dissociation du site de haute affinit¢ d’HpNikR pour le Ni(Il) a

été « revisitée ». La détermination par un dosage directe (ITC) a été faite, le Kd serait de
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I’ordre de la dizaine de nanomolaires et non pas de ’ordre du picomolaire (Zambelli ef al.,
2007) et de fagon intéressante ce Kd évoluerait en fonction du pH. Ces données rejoignent les

résultats observés pour EcNikR dans le chapitre I1.

I1.3.1.2.  Parle Cu(ll)

La capacit¢ d’HpNikR a lier d’autres métaux que le nickel a été testée, en mesurant entre
autre la liaison du Cu(II).

I1 résulte de 1’addition du cuivre sur HpNikR, I’apparition d’une bande spectrale a 390 nm qui
est caractéristique d’un transfert de charge entre le groupement thiolate d’une cystéine et le
cuivre (Figure III.7A-B). Cette bande est similaire a celle observée lors de la métallation du
site de haute affinité de EcNikR par du Cu(Il) (Wang et al., 2004). Ce site chez HpNikR est

donc en mesure de lier du cuivre.
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Figure I11.7 Métallation d’HpNikR par le cuivre. A) Spectres d’absorption UV-Vis de HpNikR a 63uM a I’état
apo et en présence de différents équivalents de cuivre. B) Spectre de différence entre Cu-HpNikR (1 eq de
Cu(II)) et apo-HpNikR. C) Titration d’HpNikR par le cuivre, suivi de 1’absorption a 390nm en fonction de la
quantité de cuivre ajoutée. Conditions : 20mM HEPES pH 8, 100mM NaCl 20°C. Sel métallique : CuSO,.

La métallation de ce site s’effectue linéairement jusqu’a approximativement 0,8-0,9

équivalents de cuivre ajouté par sous unité monomérique de protéine (Figure II1.7C).
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L’epsilon apparent a 390nm est de 3575 + 85 M™.cm™. EcNikR quant a elle est en mesure de
lier 1 équivalent de Cu(II) par monomére avec un epsilon a 388nm de 4450 M .cm™.

Apres cette métallation, I’état de saturation est observé comme lors de la métallation par le
Ni(II) (Figure III1.5C). La précipitation est par contre plus précoce, puisqu’elle débute apres 2
équivalents. Si la précipitation est liée a la métallation de sites annexes d’HpNikR, soit leur

affinité relative pour le cuivre est meilleure que pour le nickel soit les sites sont différents.
I1.3.1.3.  Parle Co(Il)

[1.3.1.3.1.  Intérét de I’ion métallique Co(II) : sonde spectroscopique

Meétaller une protéine avec du cobalt présente un intérét certain, cela permet d’étudier, de
caractériser des sites métalliques silencieux a certains métaux comme le Zn(Il) en
spectroscopie d’absorption UV-Visible. L’ion Co(II) (structure électronique : 3d”) est une
bonne sonde spectroscopique. Il peut former des complexes soit de bas (1/2) soit de haut (3/2)
spins dont les propriétés différent. Généralement ce sont plutdét des complexes de haut spin
qui sont formés.
Deux types d’informations concernant I’environnement du métal sont extraites des mesures en
spectroscopie d’absorption électronique de protéines métallées au Co(Il) (Maret & Vallee,
1993):
e La géométrie du site : distinction entre les géométries de type octaédrique et tétraédrique
en considérant I’intensité (coefficient d’extinction molaire) des bandes d-d situées entre
400 et 800nm.

Les corrélations empiriques suivantes ont été établies (Banci et al., 1982):

€ <50 M".cm™ pour une coordination 6
50 <£<300 M".cm™ pour une coordination 5

€>300M"'.cm™ pour une coordination 4
e La présence ou non de cystéine dans la sphére de coordination et le nombre de résidus
impliqué dans le site en observant la présence ou non d’une bande intense qui correspond
a un transfert de charge situé entre 300 et 400 nm (900 < £ < 1300 M™'.cm™ pour une

cystéine dans la sphére de coordination (Vasak et al., 1981)). Des bandes de transferts de
charge entre 1’azote, ’oxygeéne et le cobalt existent également mais le maximum

d’absorption est dans une gamme de longueur d’ondes généralement inférieure a 300 nm.

185



HPNIRR et les métaux

I11.3.1.3.2.  Suivie par spectroscopie d’absorption électronique

La métallation d’HpNikR par du Co(Il) a également été réalisée. Il en résulte I’apparition de
bandes spectrales caractéristiques a 309, 370, 545, 585 et 630 nm (Figure III.8A-B). Les
bandes a 309 et 370nm de fortes intensités (€309nm moyen: 1084 M1tem? et €370mm moyen : 925 M’
".em™) sont la signature d’un transfert de charge entre un thiol et le Co(Il). L’intensité de la
bande a 309 nm indique que le site de métallation implique une cystéine dans la coordination
de I’ion métallique.

Ces bandes a 309 et 370 nm sont similaires a celles observées lors de la métallation du site de
haute affinité d’EcNikR par du Co(Il) (Wang et al., 2004). Ce site chez HpNikR est donc en
mesure de lier du cobalt. La métallation de ce site s’effectue linéairement jusqu’a
approximativement 1-1,2 équivalents de cobalt ajoutés par monomere de protéine (Figure
III.8C). Apres quoi un état de saturation est observé. La précipitation « massive » de la
protéine n’est pas observée méme a 4 équivalents de Co(II) par sous unité¢ monomérique.
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Figure I11.8 Métallation d’HpNikR par le cobalt. A) Spectres d’absorption UV-Vis de HpNikR a 196uM a 1I’état
apo et en présence de différents équivalents de cobalt. B) Spectre de différence entre Co-HpNikR (1,2 eq de
Co(ID)) et apo-HpNikR. C) Titration d’HpNikR par le cobalt, suivie de I’absorption a 309nm (H), 370nm (%) et
585nm (A) en fonction de la quantité de cobalt ajoutée. Les données ont été corrigées par soustraction de
I’absorbance & 800nm. Conditions : 20mM MOPS pH 7, 40mM KCI 20°C. Sel métallique : CoSO,4. Des
titrations identiques sont observées dans un tampon 20mM HEPES pH 8, 100mM NaCl.
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Les bandes a 545, 585 et 630nm dont les intensités croissent durant la métallation du site de
haute affinité, sont des bandes d-d qui renseignent sur la géométrie du site en cours de
métallation. L’intensité des bandes est faible, le coefficient d’extinction molaire apparent de
la bande a 585 nm est de 196 M'.cm™. Cette intensité laisse envisager que le site métallé
serait plutdt pentacoordonné et non pas tétracoordonné. Ces données suggerent que HpNikR
lie du Co(Il) dans un site dit de haute affinit¢ modifi¢é qui comprendrait 5 ligands dont une
cystéine. Le site pourrait présenter une géométrie de type pyramidal a base carrée. Un ligand
axial couplé aux ligands impliqués nativement dans le site permettrait 1’obtention d’une telle
géométrie.

Ce site est saturable par 1 €quivalent de métal ajouté.

L’état de saturation observé, aprés métallation du site de haute affinité, n’est qu’apparent. En
effet, au-dela de 1 équivalent on peut noter que la bande a 545 nm gagne en intensité en
comparaison a celle a 585nm (Figure I11.9). L’intensité de cette bande a été mesurée en
fonction de la quantité de cobalt ajoutée, le coefficient d’extinction molaire apparent est de 59
+ 10 M'.cm™. Dans ces conditions HpNikR serait capable de métaller un second site
métallique dépourvu de cystéine qui présenterait une géométrie hexa ou pentacoordonnée.
HpNikR pourrait également lier du nickel et du cuivre dans ce site. Cette liaison pourrait se
traduire par la phase de saturation observée au cours de la métallation.

Ce site serait « silencieux » au Ni(II) et au Cu(Il) en UV-Visible. Aprés sa métallation par

I’un de ces deux métaux, HpNikR précipiterait. Un troisieme site pourrait étre métallé.
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Figure II1.9 Métallation d’HpNikR par le cobalt au-dela de 1.2 équivalents ajoutés. Spectre de différence entre
Co-HpNikR (X eq de Co(II)) et apo-HpNikR. Conditions : 20mM MOPS pH 7, 40mM KC1 20°C.
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[I1.3.2. M¢étallation « multiple » d’HpNikR

L’avantage de faire des métallations multiples est d’observer si le second métal ajouté :

e s’additionne au premier (apparition d’une nouvelle bande spectrale sans perte des
premicres signatures)

e n’aaucun effet (aucune métallation ou métallation silencieuse en UV-Vis)

e ou au contraire se substitue au premier métal (apparition des nouvelles bandes spectrales
et perte des premicres signatures)

Cela apporte des informations sur les affinités relatives de la protéine pour les métaux, mais

aussi sur ’accessibilité des sites, et donc des éventuels changements structuraux (changement

de la géométrie des sites). Avant de réaliser ces métallations, il faut s’assurer du

comportement de la protéine face au métal dit 2, lorsque celui-ci est ajouté en premier. Le

métal dit 2, dans ces expériences, ¢était le Ni(Il). Dans les conditions expérimentales

appliquées, HpNikR liait 0,9 équivalent de Ni(II) dans le site de haute affinit¢ avec un

coefficient d’extinction molaire de 7490 + 100 M .cm™. Cette mesure sert de référence pour

le systeme.

1M1.3.2.1.  Par le Co(1l) suivi du Ni(Il)

Une premicre double métallation a été réalisée, avec du Co(II) et du Ni(II) comme premier et
second métal respectivement. Deux équivalents de Co(Il) ont été ajoutés a HpNikR. La
métallation du site de haute affinité a été observée avec ’apparition des bandes a 309, 370 et

585nm (Figure I11.10). La métallation du second site a également été notée a 545nm.
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Figure 111.10 Métallation d’HpNikR 205uM par le Co(II) puis par le Ni(II). Spectres de différence entre Métal-
HpNikR (X eq de métal) et apo-HpNikR. Conditions : 20mM MOPS pH 7, 40mM KCI 20°C.
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HpNikR lie 1 équivalent de cobalt dans le site de haute affinité qui comprend une géométrie
pentacoordonné (€sgsnm : 224 M'].cm'l) avec une cystéine comme ligand (€309nm : 1193 M1tem
' et €370nm 1 491 M .em™) (Figure IIL11A).
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Figure I11.11 Titration d’HpNikR par le cobalt puis par le nickel. A) Titration d’HpNikR par le cobalt, suivi de
I’absorption a 309nm (M), 370nm (%) et 585nm (A) en fonction de la quantité de cobalt ajoutée. B) Titration de
Co-HpNikR par le nickel, suivi de I’absorption & 305nm (@), 465nm (P) en fonction de la quantité de nickel
ajoutée. Les données ont été corrigées par soustraction de I’absorbance a 800nm. L’effet de dilution de la
concentration de la protéine a été pris en compte ([C] ayant varié de 205 a 181uM). Conditions : 20mM MOPS
pH 7, 40mM KCI 20°C.

L’addition du Ni(IT) sur HpNikR aprés le Co(Il) s’est traduite par I’apparition des bandes a
305 et a 465 nm (Figure I11.10). L’apparition de ces bandes est concomitante a la disparition
des bandes dues a la métallation par le Co(II). HpNikR a li¢ 0,8 équivalent de nickel dans le
site de haute affinité (e3p5pm: 6910 =+ 49OM'1.cm'1) (Figure II1.11B) avant saturation puis

précipitation au-dela de 1,2 équivalents de Ni(II) soit au-dela de 3,2 équivalents de métal.

Ces données suggerent que le Ni(Il) se substitue au Co(Il) dans le site de haute affinité. Ce
site est plus affin pour le Ni(II) que pour le Co(II). La protéine est capable de précipiter en
présence de 2 équivalents de Co(Il) et de 1,2 équivalents de Ni(II). HpNikR doublement
métallée présente les mémes propriétés d’agrégation que la protéine métallée uniquement par
du Ni(II). En présence uniquement de Co(II), HpNikR ne précipite pas méme a 4 équivalents
de Co(Il). Ceci laisse suggérer que la liaison du nickel dans le site de haute affinité,
contrairement a celle du Co(II) dans le méme site, pourrait induire des changements de
conformations qui favoriseraient la liaison de métal supplémentaire dans des sites capables
d’induire la précipitation. Une seconde hypothése peut étre envisagée. L’exces de Ni(Il) se
lierait directement dans les sites d’agrégation sans impliquer des changements

conformationels. La double métallation inverse a été réalisée.
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I11.3.2.2.  Par le Ni(Il) suivi du Co(Il)

1,1 équivalents de Ni(Il) ont été additionnés a HpNikR afin de saturer son site de haute
affinité. Puis 1 équivalent de cobalt a été ajouté a la protéine. Aucune bande a 585 nm n’est
apparue. Ceci confirme le fait que le Co(II) ne peut se substituer au Ni(II) dans le site de haute
affinité. Par contre la conformation imposée par la métallation du site de haute affinité par le
Ni(II), n’empéche pas la métallation d’un site 2 modifi¢ par le cobalt (épaulement & 555 nm,

-1 -1 . . ‘ e ,
(&s555nm: 89 M .cm™)). Ce site aurait une géométrie hexa ou pentacoordonnée.
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Figure I11.12 Métallation d’HpNikR 173uM par le nickel puis par le cobalt. Spectres de différence entre Métal-
HpNikR (X eq de métal) et apo-HpNikR. Conditions : 20mM MOPS pH 7, 40mM KCI 20°C.

I11.3.2.3.  Par le Mn(Il) suivi du Ni(Il)

Une troisieme double métallation a été réalisée, avec du Mn(II) et du Ni(II) comme premier et
second métal respectivement. Deux équivalents de Mn(Il) ont été¢ ajoutés a HpNikR. La
métallation du site de haute affinit¢ ou d’un autre site si elle a lieu n’a pas de signature

spectrale notable (Figure III.13A). Des mesures de RPE a température ambiante pourraient

nous donner cette information.
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Figure I11.13 Métallation d’HpNikR 205uM par le Mn(II) puis par le Ni(Il). A) Spectres de différence entre
Meétal-HpNikR (X eq de métal) et apo-HpNikR. B) Titration d’HpNikR par le nickel, suivi de 1’absorption a
305nm (@), a 465nm (W) en fonction de la quantité de nickel ajoutée. Les données ont été corrigées par
soustraction de 1’absorbance a 800nm.Conditions : 20mM MOPS pH 7, 40mM KCI 20°C. Sels métalliques :
MIlC12 et N1C12
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L’addition du Ni(II) est corrélée a 1’apparition des bandes a 305 et a 465 nm. Le site de haute
affinité¢ est saturé avec 0,7 équivalents de Ni(II) ajoutés par monomere et le coefficient
d’extinction molaire apparent est de 5770 + 480 M'.cm™. Le Ni(I) est capable de se
substituer au Mn(II) en supposant que ce dernier se lie dans le site de haute affinité. Son
affinité est donc plus grande pour le Ni(II). Cette substitution semble totale. Cependant
I’epsilon mesuré est plus faible que pour une métallation directe par du nickel (gapp : 7490 M
".em™). L’addition de Mn(II) aurait perturbé la métallation du site de haute affinité par le

Ni(Il). De plus, a plus de 3,5 équivalents de métal total, la protéine ne précipite pas.

L’addition de Mn(Il) puis de Ni(Il) en comparaison a 1’addition de Co(II) puis de Ni(II) ne

conduit pas a un méme comportement. Les sites secondaires et tertiaires (associés a

I’agrégation) ne lieraient pas de Mn(Il) ou présenteraient une affinit¢ moins bonne pour ce

métal.

Différentes hypotheses permettraient d’expliquer le comportement de métallation observe :

e Le Mn(Il) a pu lier un site de haute affinit¢ modifiée (géométrie différente : possiblement
octaédrique ?). Bien que la substitution par le Ni(I) paraisse totale, 1’epsilon est diminué.
I1 pourrait refléter une double métallation concomitante, avec la métallation de deux sites
de haute affinité par la Ni(II) et la métallation de deux sites silencieux par du Ni(II) ou par
du Mn(IT) comme les sites intermédiaires.

e Le Mn(Il) a peut-étre été li¢ dans des sites métalliques autres que le site de haute affinité
ayant induit des changements conformationnels. Ceci n’empécherait pas le métallation du
site de haute affinité par le Ni(II) mais pourrait éventuellement modifier sa géométrie et
donc son affinité. L’epsilon pourrait en étre affecté.

Un epsilon de cet ordre (5770 M™.cm™) pour la bande 4 305nm a été auparavant observé pour

des lots de protéines ayant été purifiés avec du P-mercapthoéthanol (5970 M'.cm™). Ce

dernier peut former des adduits avec les cystéines et donc perturber I’environnement du site
de haute affinité. 4 cystéines du tétramére sont impliquées dans la coordination du Ni(II) dans
le site de haute affinité et les 4 autres cystéines (C96) sont a proximité de ce site. Le Mn(II)
aurait donc perturbé I’environnement du site de haute affinité. HpNikR serait donc bien en
mesure de lier du Mn(Il) dans I’environnement du site de haute affinité et sa liaison

modifierait le liaison du Ni(II) dans le site de haute affinité.
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111.4. Effets des métaux sur la conformation

Deux techniques ont été employées afin d’observer les effets des métaux sur les changements
conformationnels d’HpNikR responsables de I’activation de la protéine pour sa liaison a

I’ADN.

I1.4.1. Effets des métaux suivis par la fluorescence du tryptophane

Cette technique renseigne sur I’environnement du tryptophane. En fonction de la longueur
d’onde maximale d’émission, on peut évaluer si le tryptophane est enfoui dans la protéine

(Amax vers 310 nm) ou exposé au solvant (Amax vers 350 nm).

HpNikR comprend 1 tryptophane par unit¢ monomérique (W54), qui est situ¢ a la fin de
I’hélice a2 du domaine de liaison a I’ADN (Figure I11.14). Les changements de conformation
de la protéine induits par la métallation pourraient se refléter au travers d’une évolution du
Amax d’émission du tryptophane qui traduirait des changements d’environnement de ce

dernier.

Figure I11.14 Structure tridimensionnelle d’HpNikR sur laquelle ont été indiqués les tryptophanes. Les deux
tryptophanes visualisés dans la structure sont précisés par les deux fléches. L’emplacement des deux
tryptophanes non observés est précisé par les astérisques.

Il1.4.1.1.  Fluorescence d’HpNikR apo

Le spectre d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpNikR apo a 3uM, enregistré dans
du tampon MOPS 20mM pH7 KCIl 150mM, montre que ce dernier est partiellement exposé au
solvant puisque la A max d’émission est de 341 nm (Figure III.15).
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Figure II1.15 Spectre d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpNikR apo a 3uM enregistré dans du
tampon 20mM MOPS pH7 150mM KCI a 25°C apres excitation a 295 nm_cut off & 290nm.

Ceci differe 1égerement du A,y de la protéine proposé par Dosanjh et al. et qui est de 338nm
(Dosanjh et al., 2007). Cette variation pourrait venir du fait que I’excitation est faite a 280 nm
au lieu de 295 nm. La longueur maximale d’excitation des tryptophanes est a 280 nm mais est
proche de celle des tyrosines a 275 nm. C’est pourquoi I’excitation dans notre étude est faite a
295nm associée a un filtre a 290nm. La contribution dans le spectre d’émission des tyrosines

(3 par monomeére) est donc faible.

I1.4.1.2.  Fluorescence d’HpNikR métallée

L’effet des métaux sur la fluorescence du tryptophane a ensuite été observé (Figure I11.16).
Les spectres ont été¢ enregistrés sur HpNikR apo a 1’équilibre et en présence de différents

équivalents de métal qui ont été ajoutés progressivement dans I’échantillon.

L’addition des métaux sur HpNikR ne modifie pas la longueur d’onde maximale d’émission
du tryptophane. L’environnement de ce dernier ne semble pas modifié¢. Toutefois on peut
constater que 1’addition des métaux provoque un « quench » de ’intensité de la fluorescence
du tryptophane variable selon le métal considéré.

Pour le Ni(IT) et le Cu(II), le quench semble étre maximal a partir de 1 équivalent de métal
ajouté par monomere. Ce quench semble corrélé a la métallation du site de haute affinité
d’HpNikR par ces métaux. Pour le Co(Il), le quench n’est pas aussi intense ; il est méme
inexistant pour le Mn(II) (non montré).

L’absence de quench pourrait refléter soit I’absence de liaison du Mn(II) dans le site de haute
affinité soit une moins bonne affinité de ce site pour ce métal si I’on considére que le quench

et la métallation du site de haute affinité sont corrélés.
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Figure II1.16 Spectres d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpNikR apo (2,5 ; 3 et SuM) et en présence
de différents métaux (Ni/Cu/Co) enregistrés dans du tampon 20mM MOPS pH7 150mM KCl a 25°C aprés
équilibration et aprés excitation a 295 nm _ cut-off a 290nm. Sels métalliques : NiSO,4, CuSO,4 et CoSOy,.

Les métaux de transitions sont connus comme ¢étant de bons quencheurs de la fluorescence
(Rupcich et al., 2006). Ce quench a lieu selon différents mécanismes parmi lesquels les
phénoménes de transfert de charge, les transferts d’énergie via les électrons et le transfert
d’énergie via du FRET (Forster Resonance Energie Transfer). Ce dernier mécanisme implique
une proximité spatiale ainsi qu’un chevauchement entre le spectre d’émission du donneur et le
spectre d’absorption de I’accepteur.

Ces mécanismes pourraient expliquer le quench observé dans la limite d’une proximité
spatiale entre le tryptophane et le métal lié. HpNikR peut lier du nickel dans au minimum trois
sites qui sont a 31, 28 et 36 A des tryptophanes pour le site de haute affinité, le site
intermédiaire et le site externe respectivement. Seule la liaison du premier équivalent du
nickel par HpNikR induit ce quench. Ils sont donc corrélés. D’autres part seuls le Ni(Il), le
Cu(II) et le Co(II) ont une signature en spectroscopie électronique et ces spectres d’absorption
chevauchent en partie le spectre d’émission de fluorescence du tryptophane. Ces données
confirment le fait que le quench observé est dépendant de la métallation du site de haute

affinité.

194



HPNIRR et les métaux

Dans ces conditions, il est possible de déterminer 1’affinité apparente de la protéine pour les

métaux en rapportant I’évolution du quench en fonction de la quantité de métal ajoutée

(Figure I11.17) (Chou et al., 2004; Dunning Hotopp et al., 2003; Tao et al., 1995).
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Figure II1.17 Evolution du quench de la fluorescence du tryptophane d’HpNikR (2.5uM pour les expériences
avec le cuivre et le cobalt et 3 uM pour les autres métaux) a 341nm (Amax d’émission) en fonction du nombre
d’équivalents de métal ajoutés par unité monomérique de protéine. Ni(Il) l, Cu(Il) @, Co(Il) A et le Mn(II) V.
Des ajustements ont été réalisés pour chaque série expérimentale, pour les données du Ni(IT) et du Cu(Il), seul un
modele complexe permet de les ajuster, pour les données du Co(II) un modele simple 1 métal pour 1 monomeére
permet I’ajustement.

Afin de déterminer le Kd de liaison des métaux, des modeles d’ajustementjt ont été testés. Un
premier mod¢le simple, reposant sur ’hypothése qu’HpNikR lie 1 ion métallique par sous
unité monomérique ou plus précisément dans le site de haute affinité, a été testé. Ce modele a
permis d’ajuster les données obtenues uniquement avec le Co(II), et le Kd apparent est de 2,5
+ 0.18 uM. Afin d’ajuster les données obtenues avec le Cu(Il) et le Ni(Il), le modele de Hill a
été utilisé. Le Kd apparent pour le Cu(Il) serait de 0,65 + 0,05 uM et celui pour le Ni(II) serait
de 0,9 + 0,12 uM. Dans les deux cas, le coefficient de Hill est supérieur a 1 (n= 1,6 et 1,7 £
0,3 respectivement). Ces coefficients peuvent témoigner d’une coopérativité positive mise en
jeu lors de la métallation des sites de haute affinit¢ de la protéine. Les sites métallés
pourraient ne pas étre équivalents. La métallation d’un ou deux sites de haute affinité
pourraient induire des changements conformationnels facilitant la métallation des autres sites
de haute affinité. La métallation par le cobalt ne semble pas impliquer de mécanisme de

coopérativité. Les sites métallés au Co(II) seraient alors tous équivalents.

* Les modéles d’ajustement sont présentés en annexe B.
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Le fait de ne pas observer de changement d’environnement du tryptophane n’est pas si
surprenant. En effet quelques soient les modifications conformationnelles engendrées par le
métal sur le domaine de tétramérisation et sur les domaines de liaison a I’ADN (basculement
en cis ou en trans des domaines de liaison a I’ADN), les tryptophanes conservent toujours le

méme environnement moyen (Figure I11.18).

Yoy 4R

Conformation trans fermée Conformation cis fermée Conformation trans fermée

|

Liaison a 'ADN

Figure II1.18 Schéma du positionnement moyen des tryptophanes dans la structure d’HpNikR en fonction du
basculement des domaines de liaison a ’ADN. @ et @ : tryptophane 54 dans des environnements 1égérement
différents.

Une seconde technique a été¢ employée afin de mesurer des changements conformationnels

globaux de la protéine en cours de métallation.

[11.4.2. Effets du nickel suivis avec la fluorescence de I’ANS

Cette technique rend compte de I’accessibilité des régions hydrophobes de la protéine et de ce
fait d’éventuels changements induits par la liaison d’un ligand comme le Ni(II).

Lorsque le 8-anilino-1-naphtaléne sulfonate (ANS) est mis en présence de protéine, il se lie
aux régions hydrophobes exposées. Cette liaison entraine une modification de la fluorescence
moyenne de I’ANS. Sur un spectre d’émission, cette liaison est identifiable avec un
déplacement de la longueur d’onde d’émission maximale de ’ANS ainsi qu’avec une
augmentation de I’intensité. Un tel comportement a été observé lors de la mise en présence
d’HpNikR avec 50uM d’ANS (Figure II1.19A). Certaines régions hydrophobes d’HpNikR
sont donc accessibles a I’ANS. L’addition de Ni(I) provoque une modification de la
fluorescence de I’ANS associée a HpNikR avec une perte d’intensité ainsi qu’un déplacement
«inverse ». Il est a noter que le Ni(Il), en absence de protéine, n’a aucun effet sur la
fluorescence de I’ANS. Le Ni(Il) induit donc des changements conformationnels de la
protéine rendant moins accessible ses régions hydrophobes a I’ANS.

L’évolution de ces changements a ¢té représentée sur la Figure II1.19B. L’addition de 0,25
équivalent de métal suffit a provoquer 50% des changements conformationnels. Un peu plus

de 75% des changements conformationnels est permis par 0,5 équivalent de Ni(II).
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Figure I11.19 Effet du Ni(Il) sur la conformation d’HpNikR mesuré par le suivi de la fluorescence de I’ANS. A)
Spectres d’émission de I’ANS seul et en présence d’HpNikR (3uM) avec différents ajouts de Ni(II) mesuré dans
du 20mM MOPS pH7, 150mM KCl a 25°C apres excitation a 370nm _ cut-off a 390nm. B) % perte d’intensité
de la fluorescence de I’ANS a 473 nm en fonction du nombre d’équivalents de Ni(II) ajouté par unité
monomérique de protéine (HpNikR a 3uM B eta 5uM A).

Le premier site métallé est le site de haute affinité. HpNikR posséde 4 sites de haute affinité
par tétramere. D’aprés 1’étude portant sur la fluorescence du tryptophane, ces sites ne seraient
pas équivalents. Le suivi de fluorescence de I’ANS en fonction de la quantité de Ni(II) présent
montre que la liaison de 2 Ni(Il) par tétramére suffirait & engendrer plus de 75% des
changements conformationnels de la protéine. La liaison de ces deux nickels pourrait faciliter
la liaison des deux autres nickels par tétramere et donc faciliter in fine I’activation d’HpNikR
pour la liaison a I’ADN.

Des premiers essais ont montré que la liaison du Cu(Il) et du Co(Il) par HpNikR rendaient
¢galement moins accessibles les zones hydrophobes a I’ANS a pH7 (Figure 111.20). Il n’en
serait pas de méme pour le Mn(Il), & moins que I’affinit¢ de I’ANS pour HpNikR (Kdgpparent ~
10-20uM) soit supérieure a celle de cette derniere pour le Mn(II).
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Figure II1.20 Effet du Co(Il), Cu(Il) et du Mn(II) sur la conformation d’HpNikR mesuré par le suivi de la
fluorescence de I’ANS. Spectres d’émission de I’ANS seul et en présence d’HpNikR (3uM) avec différents
ajouts de métal mesuré dans du 20mM MOPS pH7, 150mM KCI a 25°C apres excitation a 370nm _ cut-off a

390nm.

La métallation du site de haute affinité et son impact sur les changements conformationnels

subits par la protéine nous ont conduit a étudier I’impact du métal sur une protéine dépourvue

de ce site, le mutant M1. Une étude préliminaire, réalisée par nos collaborateurs, a montré

qu’une bactérie exprimant un tel mutant devenait sensible au stress métallique Ni(Il) (Dian et

al., 2006)

Ceci confirmait que ce site était impliqué dans ’activité d’HpNikR. Mais qu’en est-il des

propriétés in vitro du mutant ?

IILS. Caractéristiques du mutant H99A-H101A-C107S : M1

II1.5.1. Généralités

L’¢étude des propriétés d’un triple mutant d’HpNikR, pour lequel trois résidus du site de haute

affinité H99A, H101A et C107S ont ét¢ mutés, a été¢ développée. La construction plasmidique

a été faite par Kristine Schauer (Dian et al., 2006).

198



HPNIRR et les métaux

La premicre étape de caractérisation a consisté en sa production et en sa purification. Cette
derni¢re a été faite en utilisant le méme protocole que la protéine sauvage (cf. Matériel &
Meéthodes). Une protéine pure et présentant le méme état oligomérique que la protéine

sauvage a été obtenue (Figure I11.21). Le mutant d’HpNikR noté M1 est donc un tétrameére.
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Figure I11.21 A) SDS-PAGE d’HpNikR M1 purifiée B) Etat oligomérique d’HpNikM1. Profil obtenu sur une
colonne d’exclusion moléculaire analytique dans un tampon 20mM Tris/HC1 pH7.4 400mM NaCl.

La masse de I'unité monomérique a été vérifiée par spectrométriec de masse en conditions
dénaturantes. La masse mesurée de 16999g/mol est en accord avec la masse théorique de
16998 g/mol. Le mutant M1 purifi¢ ne présente pas d’adduit oxygéné.

Par ailleurs, ce mutant apres purification ne contient pas non plus de métal (< 0.5 %) d’apres

un dosage fait avec du PAR.

La structuration de la protéine M1 au niveau secondaire et tertiaire a été comparée a celle de

la protéine sauvage (Figure I11.22).
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Figure I11.22 A) Spectres CD enregistrés dans I’UV lointain et B) dans I’UV proche, normalisés par rapport a la
concentration et au nombre de résidus du monomere (HpNikR WT a 10uM B et M1 a 10uM O). Les spectres
ont été enregistrés dans du tampon 20mM MOPS pH7, 40mM KCIl. Le spectre du tampon est soustrait de chaque
courbe expérimentale.
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Les spectres CD en UV-lointain d’HpNikR WT et M1 sont identiques et présentent deux
minima a 210 et 221 nm. Cela suggere que les mutations imposées n’ont pas modifi¢ la
structure secondaire initiale de la protéine (Figure II1.22A). Il en est de méme au niveau de la

structure tertiaire (Figure I11.22B).

[I1.5.2. Propriétés de métallation

Les propriétés de métallation par du Ni(II) de M1 ont été mesurées par spectroscopie
d’absorption ¢lectronique, par suivi de la fluorescence du tryptophane et par suivi de la

fluorescence de 1’ANS.

I1.5.2.1.  Par spectroscopie d’absorption électronique

L’addition de Ni(II) sur le mutant HpNikR M1 n’est pas suivie de 1’apparition de bande
caractéristique comme dans le cas de la protéine sauvage (Figure I11.23). Ce comportement est
parfaitement normal dans la mesure ou le site de haute affinité a ét¢é muté et n’existe plus.
Cependant M1 a conservé sa capacité de précipitation qui débute au-dela de 2 équivalents.
Cette précipitation est plus précoce que dans le cas de la protéine sauvage. Cette précipitation

est bien liée a la métallation de sites annexes comme un site externe modifié.
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Figure 111.23 Métallation d’HpNikR M1 par le nickel. Spectres d’absorption UV-Vis de HpNikR M1 a 47uM a

I’état apo et en présence de différents équivalents de nickel. Conditions : 20mM HEPES pH 8, 100mM NaCl
20°C . Sel métallique : NiSOj.

11.5.2.2.  Effet du Ni(1l) sur la conformation de la protéine : suivi de la fluorescence

Dans un premier temps, la fluorescence du tryptophane du mutant M1 a été enregistrée. Son
spectre d’émission montre que ce dernier est partiellement exposé au solvant puisque le Amax
d’émission est de 340 nm comme la protéine sauvage (Figure I11.24A). La mutation n’a pas
affecté I’environnement moyen du tryptophane du mutant. L’addition de Ni(II) ne modifie pas

plus I’environnement du tryptophane que dans le cas de la protéine sauvage (aucun
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déplacement n’est observé). Une légere variation de D’intensité est notable. Cette légeére
variation pourrait étre liée a des effets de quench par des résidus proches du tryptophane. Cet
aspect n’a pas pu étre mesuré avec la protéine sauvage, en raison du quench intense observé

lors de la métallation du site de haute affinité.
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Figure I11.24 Effets du Ni(Il) et de la mutation sur la conformation d’HpNikR M1. A) Spectres d’émission de la
fluorescence du tryptophane d’HpNikR M1 apo (3 puM) et en présence de différents équivalents de Ni(II)
enregistrés dans du tampon 20mM MOPS pH7 150mM KCI a 25°C apreés équilibration et aprés excitation a 295
nm _ cut-off a 290nm. B) Spectres d’émission de I’ANS seul et en présence d’HpNikR WT apo/M1 (3uM) et
avec 1 équivalent de Ni(II) mesuré dans du 20mM MOPS pH7, 150mM KCl a 25°C aprés excitation a 370nm _
cut-off a 390nm.

Dans un second temps, la fluorescence de I’ANS en présence du mutant M1 et donc
I’accessibilité de ses régions hydrophobes a cette molécule a été mesurée (Figure 111.24B). La
fluorescence moyenne de I’ANS en présence de M1 en comparaison a celle observée avec le
WT est tres différente. Son spectre d’émission est similaire a celui obtenu lorsque I’ANS est
mis en présence d’HpNikR WT métallée par 1 équivalent de Ni(II). Ceci signifie que les
régions hydrophobes de mutant M1 sont moins accessibles a I’ANS que pour la protéine
sauvage apo. Sachant que les mutations affectent les sites de haute affinité qui sont présents a
I’interface de tétramérisation, cela signifie que I’ANS ne doit plus pouvoir accéder a cette
région. L’interface de M1 serait « fermée ». M1 présenterait a priori une conformation
similaire a la protéine sauvage métallée. /n vivo, un tel mutant ne permet pas a la bactérie de
faire face au stress nickel, il ne doit pas assurer ses fonctions (liaison a I’ADN...). Sa
conformation « fermeture de I’interface de tétramérisation » ne suffit donc pas a I’activation
de la protéine. La métallation du site de haute affinité permet d’induire non seulement des
changements au niveau du domaine de tétramérisation mais aussi au niveau des domaines de
liaison a I’ADN. Les deux domaines « communiquent ». Il serait intéressant de résoudre la
structure RX du mutant M1 afin de connaitre [’organisation de son interface de

tétramérisation.
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I11.6. Discussion

NikR d’Helicobacter pylori, tout comme sa protéine homologue chez E.coli, peut lier
différents ions métalliques in vitro (Ni(Il), Cu(Il), Co(II), Mn(II)). D’aprées les données de
spectroscopie d’absorption UV-Vis, elle est en mesure de lier 1 équivalent de Ni(II) ajouté par
sous unit¢ monomérique avant qu’une phase de saturation ne soit observée. Cette liaison
métallique est la signature de la métallation du site de haute affinité (not¢ HA). HpNikR aurait
donc bien quatre sites de haute affinité qui ne sont probablement pas tous égaux comme le
discuterons plus tard. Des métallations similaires ont été obtenues en ajoutant du Cu(II) ou du
Co(II) a HpNikR. Par contre la métallation du site HA par du Mn(II) ne semble pas évidente
d’apres nos données.

La nature du site HA semble varier selon le métal impliqué. Le site HA, pour le Ni(II) et pour
le Cu(Il), tend a présenter une géométrie similaire et identique a celle du site HA d’EcNikR a
savoir une géométrie plan carré. Les ligands de la sphére de coordination du Ni(II) dans le site
HA, d’aprées la résolution de la structure RX d’HpNikR, sont la cystéine 107, les histidines 99
et 101 d’une premiere unit¢ monomérique et I’histidine 88’ de I’unité monomérique adjacente
(Dian et al., 2006). Le site HA, pour le Co(I), serait quant a lui pentacoordonné avec une

géométrie pouvant étre une bipyramide trigonale ou encore une pyramide a base carrée.

Au-dela de la métallation des sites de haute affinité, deux caractéristiques sont notables en
UV-Vis. Une phase de « saturation » est observée entre 1 et 3 équivalents de métal ajoutés,
elle correspondrait a la métallation d’une seconde classe de site présentant une géométrie hexa
ou pentacoordonnée dépourvue de cystéine dans la spheére de coordination. Au-dela de cette
phase de saturation, HpNikR s’agrege. Cet état serait associé a la métallation de sites annexes.
Ces sites lieraient plutdét du Cu(Il) et du Ni(Il). La métallation de cette troisiéme classe de
sites pourrait dépendre de changements conformationnels induits par le métal dans le site HA
mais pas uniquement. En effet bien que le mutant M1 d’HpNikR soit dépourvu de site HA, ce
dernier a conservé sa propriété d’agrégation.

Les propriétés de métallation et d’agrégation d’HpNikR sont non seulement métal-
dépendantes mais aussi pH-dépendantes. Pour des pH acides (5 < pH < 6), HpNikR est moins

susceptible de s’agréger.

D’apres les mesures faites par spectroscopie d’absorption électronique (double métallation)

ainsi que par spectroscopie de fluorescence du tryptophane, 1’affinité relative du site HA pour
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ces différents métaux chez HpNikR semble suivre la série d’Irving-Williams concernant la
stabilit¢ des complexes métalliques, Mn(Il) << Co(II) < Ni(IlI) < Cu(II), tout comme chez
EcNikR (Wang et al., 2004).

Bien qu’HpNikR présente 4 sites de haute affinité (données de spectroscopie UV-Vis), ces
sites ne seraient pas équivalents mais plutot égaux 2 a 2 (données spectroscopie de
fluorescence) sauf en présence de Co(II). On peut donc parler de 2 sites HA et de 2 sites HA”’.
Le suivi de la fluorescence du tryptophane montre que la liaison du Ni(IT) ou du Cu(II) dans le
site de haute affinité ne suit pas un modele simple, mais tend plutot a impliquer un mécanisme
de coopérativité positive. Le suivi de la fluorescence de I’ANS montre que la liaison du
Ni(II), du Cu(Il) ou du Co(Il) tend a rendre moins accessibles les zones hydrophobes de la
protéine. L’addition de 2 Ni(Il) suffit a rendre inaccessibles ces zones hydrophobes. Les
premiers sites métallés étant les sites de haute affinité, alors la métallation des 2 premiers sites
HA serait suffisante. L’étude du mutant M1, dépourvu de site de haute affinité, montre qu’il
tend a ne pas présenter de zones hydrophobes accessibles a I’ANS. La fluorescence de I’ANS
est similaire a celle observée pour HpNikR métallée par 1 équivalent de Ni(Il). Ce site de
haute affinité étant présent a I’interface de tétramérisation, I’hypothése la plus simple voudrait
que I’addition de Ni(Il) rende aussi moins accessible cette région a I’ANS en induisant un
changement conformationnel. Ce changement pourrait faciliter la liaison des deux autres
Ni(Il) dans les 2 sites HA’ et/ou permettre une « communication » avec les domaines de

liaison a I’ADN pour favoriser un basculement.

L’ensemble de nos données suggerent 1’existence de deux populations de sites de haute
affinit¢ notées HA et HA’ qui présenteraient des propriétés spectroscopiques UV-Vis
relativement proches. C’est pourquoi la liaison métal dans les sites HA et HA’ s’effectuerait
de fagon linéaire entre 0 et 1 eq (Abraham et al., 2006; Dosanjh et al., 2007; Fauquant et al.,
2006). Cependant leurs affinités différeraient.

En 2006, le groupe de D. Zamble, qui considérait que les 4 sites HA étaient équivalents, a
proposé que ’affinité du site HA pour le Ni(II) était de I’ordre du picomolaire (Abraham et
al., 2006). Un dosage indirect avec de ’EGTA avait été employé comme pour EcNikR. Cette
valeur a derniérement été revisitée par le groupe de S. Ciurli qui a montré par des mesures
directes d’ITC que I’affinité serait plutdt de 1’ordre de la dizaine de nanomolaire (Zambelli et
al., 2007). L’existence des sites de haute affinité égaux deux a deux a également été montrée

par cette étude. En effet les 2 premiers sites HA auraient un Kdyian de 12nM et les 2 autres
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auraient un Kdyiar) de 125nM a pH7. La liaison du Ni(II) et I’affinité relative de ces sites pour
ce métal seraient dépendantes du pH comme nous 1’avions suggéré lors de notre étude
(Fauquant et al., 2006). En effet I’acidification tend a diminuer I’affinité des sites pour le
métal ; a pH8, les sites HA et HA’ auraient des Kds de 0,5 et 6 nM respectivement alors qu’a
pH6,5 ces Kds seraient de 12 et 160 nM. La présence de 3 sites additionnels au site de haute
affinité par sous unit¢ monomérique ayant un Kd de 0,5uM a été observée. Zambelli ef al. ont
observé par ITC que la liaison des deux premiers Ni(II) suffisait a engendrer des changements
conformationnels et ont fait I’hypothése que ceux-ci pourraient permettre a la protéine de se
lier a I’ADN (Zambelli et al., 2007). Notre étude est en accord avec le fait que la liaison des
deux premiers Ni(Il) induit des changements conformationnels significatifs a la différence de
la liaison des deux autres Ni(II). Cependant aucune de nos données ne nous permet de
suggérer que ces changements permettraient la liaison a I’ADN. Nous pensons plutot que la
liaison des deux premiers Ni(Il) dans les 2 sites HA faciliterait la fermeture de 1’interface non
verrouillée de la protéine pour alors faciliter la métallation des deux derniers sites HA’ a
I’interface verrouillée. Un basculement des domaines de liaison a I’ADN pourrait avoir lieu
mais n’est pas mesurable avec nos données de fluorescence.

Le fait que les sites de haute affinité soient égaux deux a deux est également en accord avec
I’asymétrie qui avait été mise en évidence lors de la résolution par nos collaborateurs de la
structure RX d’HpNikR (Dian et al., 2006). Cependant quelques soient les conditions de
trempage des cristaux appliqués, aucune structure avec les quatre sites de haute affinité n’a été
résolue. Dans le meilleur des cas, seuls deux sites HA étaient observés avec deux sites
externes et deux sites intermédiaires. La métallation d’un site externe « modifié » pourrait
d’ailleurs correspondre a la seconde classe de site métallique observée lors de nos titrations en
UV-Vis.

Le site intermédiaire (Figure II1.25), quant a lui, implique des ligands qui appartiennent a la

sphere de coordination soit du site de haute affinité soit du site externe.
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Figure I11.25 Visualisation d’un site intermédiaire ou I’ion Ni(II) est précisé en vert et d’un site de haute de
affinité ou I’ion Ni(Il) est précisé en bleu chez HpNikR. Les molécules d’eau présentes autour du site
intermédiaire sont précisées en rouge.

Les différents cristaux avec la protéine métallée ont été obtenus a des pH acides (4,6 et 5).
Sachant que le pH influence I’affinité des sites dits de haute affinité (protonation différente
des résidus/géométrie du site affectée ?), nous pourrions envisager qu’a ce pH (5) Iaffinité
des deux derniers sites HA’ n’est pas favorable a la liaison du métal, c’est pourquoi le métal
resterait au niveau du site intermédiaire dans le cristal. Bien qu’il soit difficile de distinguer
en spectroscopie UV-Vis les deux types de sites de haute affinité, cela pourrait étre tout de
méme envisagé en jouant sur le pH.

En effet, lors de notre étude des propriétés de métallation en fonction du pH (Figure I11.6),
nous avions pu noter qu’a pH 5,2, la métallation du site HA tendait a avoir lieu en 2 temps
(Figure 111.26). 1l faudrait modifier les conditions expérimentales pour accentuer cette légere
inflexion observable a 0,5 équivalent.

0.20 1 L L L L 1 L L L L |

0.15 L
0.10] L

[].(]5; L

A Absorbance 305nm

0.00] % L

T
0.0 0.5 1.0 1.5

Ni(ll) équivalent

Figure 111.26 Titration d’HpNikR par le nickel a pH 5,2. Premiére phase de métallation entre 0 et 0,5 eq : %,
seconde phase de métallation entre 0.5 et 1 eq : WM. Suivi de I’absorption a 305 nm en fonction de la quantité de
nickel ajoutée. Conditions : 20mM HEPES pH 8, 100mM NaCl 20°C et SOmM Acétate de sodium pH6 ; 5,7 ou
5,2, IM NacCl. Sel métallique : NiSO,.
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L’effet hypothétique du métal sur les changements conformationnels et du pH sur la protéine
a été schématiquement représenté sur la Figure I11.27.

Vue de face Vue de dessus

/Non verrouillé
Q = ﬂ‘ "_":"
% /4/ sites de haute afﬁnité:\\

2 HA et 2HA’

Conformation trans fermeée o 2

NiqI) g 8 &

L |
B_/ & % 9 2NI('”) Equilibre

pH dépendant

2 sites de haute affinité HA
5 J
& & 3

2 sites HA

Qsites interm édiaires //

Figure 111.27 Effet du métal sur la métallation des sites de haute affinité d’HpNikR. L’addition de 2 Ni(II)
permettrait le métallation des 2 premiers sites HA et induirait des changements de conformations (fléches en
rouge) qui permettraient la métallation des 2 derniers sites HA’. En fonction du pH imposé, la métallation des 2
sites HA’ pourrait plutot étre en compétition plutdt avec la métallation des sites intermédiaires.

-

Afin d’améliorer la caractérisation des sites métalliques impliqués dans le cheminement du
métal dans la protéine en solution et les changements conformationnels subits par la protéine,
des études de cinétique rapide en UV-Vis et en fluorescence pourraient étre développées. Ces
mesures de cinétique pourraient étre couplées a du « freeze quench » afin d’étudier par des
techniques spectroscopiques les complexes intermédiaires de la métallation.

Il serait également intéressant de résoudre la structure RX du mutant M1 afin de connaitre
I’organisation de I’interface de tetramérisation. La résolution d’un complexe ANS-HpNikR et
ANS-HpNikR-Ni permettrait de mieux comprendre le changement conformationnel induit par
le métal. La caractérisation d’un second mutant dont les sites externe et intermédiaire seraient
délétés, permettrait de compléter la caractérisation des sites de haute affinité. Ces sites de
haute affinité seraient-ils toujours égaux deux a deux ou alors tous équivalents ? Les ligands
de la sphére de coordination et la géométrie du site seraient-ils identiques a ceux identifiés

pour le site de haute affinité classique ?
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Chapitre 1V
La liaison a CADN & HpNiRR.
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IV.1. La liaison sur pureA et pnixA

IV.1.1. Objectif de I’¢tude

HpNikR est une protéine métallorégulatrice qui peut soit réprimer, soit activer la transcription
de certains geénes (Contreras et al., 2003). Ce mécanisme d’activation n’est pas décrit pour
EcNikR. Il n’est pas compris comment HpNikR peut assurer des régulations aux antipodes
alors qu’elle semble ne reconnaitre qu un motif consensus (Delany ef al., 2005). Son mode de
régulation est-il lié uniquement au positionnement de sa séquence opératrice par rapport au
promoteur, ou bien dépend-il également des caractéristiques du complexe ADN/Protéine
métallée formé ? Nous avons voulu comprendre les mécanismes impliqués dans ces modes de
régulation, nous avons donc choisi d’étudier la liaison d’HpNikR sur la séquence opératrice
du promoteur pureA ainsi que sur la séquence opératrice du promoteur pnix4. HpNikR active
la transcription des génes de 1’opéron ureAB (Contreras et al., 2003; van Vliet et al., 2002) et
réprime la transcription du geéne nix4 de fagon Ni(Il) dépendante (Wolfram et al., 2006).
Lorsque cette étude a été initi¢e, différents travaux relatant la liaison d’HpNikR sur sa région
opératrice en amont de pured ainsi que sur sa région opératrice sur pnix4 avaient été publiés
(Abraham et al., 2006; Delany et al., 2005; Ernst et al., 2005) (Figure IV.1). Les régions
protégées par HpNikR avaient été déterminées par empreinte a la DNasel en présence d’un
large excés de Ni(Il) (Abraham et al., 2006; Delany et al., 2005; Ernst et al., 2005). Ces
travaux ont été effectués avec une protéine HpNikR taggée en N-ter (His-tag clivé
partiellement ou Strep-tag) (Delany et al., 2005; Ernst ef al., 2005).

A) pureA

—-145 TAAATTCTAA AGGGGTATTA AACGCACTTC TAATAACGAT TTTATAGCGC TTCAAAGATA —-86

—85 TAACACTAAT TCATTTTAAA TAATAATTAG TTAATGAACG CTTCTGTTAA TCTTAGTAAA —26

—25 TCAAAACATT GCTACAATTA CATCCAACCT TGATTTCGTT ATGTCTTCAAR GGAAARACAC +35

+36 TTTAAGAATA GGAGAATAAG ATGCTG
B) pnixA
— 13 AAATATATTACAATTACCAAARAAAGTATTATTTTTC +21

Figure IV.1 A) Séquence en amont du géne ureAd chez Helicobacter pylori 26695. La numérotation est fonction
du +1 de transcription (souligné/gras). La région protégée par HpNikR en empreinte & la DNasel est précisée : de
-88 a -57 (—) (Delany et al., 2005) et de -93 a -58 (— —) (Ernst et al., 2005). B) Séquence protégée par Strep-
tag HpNikR sur pnix4 visualisée en empreinte a la DNasel (Ernst et al., 2005). Le +1 de transcription est
souligné.
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L’affinité d’HpNikR pour pnix4 n’était pas connue lorsque I’étude a été initiée contrairement
a celle pour pured. Son Kd pour cette région fluctue entre 9 et 50nM selon I’exces de nickel
et la technique employée (empreinte a la DNasel / EMSA) (Abraham et al., 2006; Benanti &
Chivers, 2007). Tout comme pour EcNikR, un complexe ADN/HpNikR ne peut étre visualisé

en EMSA sans qu’un excés de métal ne soit ajouté.

Afin de savoir si le mode de régulation était dépendant de la nature du complexe
ADN/Protéine, nous avons opté pour une approche cristallographique en essayant de
cristalliser et de résoudre en collaboration avec L. Terradot et G. Natrajan de I’ESRF-
Grenoble les structures des complexes pureA/HpNikR et pnixA/HpNikR. Dans un premier
temps, les séquences d’ADN minimales pour observer un complexe ADN/Protéine ont été
choisies pour ensuite étre utilisées pour les études cristallographiques menées par G. Natrajan
(Post-doc). L utilisation d’une séquence oligonucléotidique courte pour former des complexes
ADN/Protéine permet de limiter la taille du complexe a cristalliser ainsi que sa flexibilité et
donc d’augmenter la probabilité de le cristalliser.

L’affinit¢ d’HpNikR pour ces séquences a été mesurée en EMSA. La stoechiométrie de

liaison d’HpNikR a I’ADN a également été déterminée.

IV.1.2. Choix des séquences oligonucléotidiques

Trois séquences ont été choisies, pour observer ou non la liaison d’HpNikR a pureA et pnixA
(Figure IV.1). Les plus longues séquences ont été determinées en tenant compte des
empreintes a la DNasel observées sur un seul brin d’ADN (Abraham et al., 2006; Delany et
al., 2005; Ernst et al., 2005).

Pour pured, des séquences de 40 pb® (-93 & -56 par rapport au TSP), 34 pb (-89 a -56) et 32
pb (-88 a -57) ont été testées. La séquence de 40 pb présente en 5° et en 3’ une base

aspécifique supplémentaire (soulignée).

40 pb : 5" GCAAAGATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAGG 3’
34 pb : 5" GATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAG 3’
32 pb : 5" ATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTA 3’

¥ Numérotation similaire a celle employée dans la Figure IV.1
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Pour pnixA4, des séquences de 43 pb (-15 a +22 par rapport au TSP), 34 pb (-12 a +20) et 32
pb (-11 a +19) ont été testées. La séquence de 43pb présente en 5’ et en 3’ deux bases

aspécifiques supplémentaires (soulignées).

43 pb : 5" GGCAAAATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTTTCTGG 3’
34 pb : 5"AATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTTT 3
32 pb : 5"ATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTT 3’

La liaison a I’ADN a été mesurée par la technique des gels retards en présence d’un exces de
Ni(IT) dans le tampon de complexation et dans le tampon de migration (Figure IV.2). Quelque
soit la taille du duplex oligonucléotidique testé, et quelque soit la séquence (pured ou pnixA),
un seul complexe ADN/Protéine est observé. La taille minimale de 32pb pour I’ADN est donc
suffisante pour observer un complexe de liaison. L’affinit¢ d’HpNikR pour ces deux
oligonucléotides pureA32 et pnixA32 pouvait étre déterminée. Les oligonucléotides de 34 et
32 pbs ont été utilisés pour les tests de cristallographie.

pureA pnixA

40pb 34pb 32pb 43pb 34pb 32pb
PR R LS /_L ——

R e wue wee

et [ " . L

Figure 1V.2 Suivi par EMSA de la liaison d’HpNikR sur des oligonucléotides pured et pnix4A de différentes
tailles en présence d’un exces de Ni(II). HpNikR a 0, 50 et 500 nM (deux répétitions) a été incubée avec les
oligonucléotides & 500pM marqués au préalable au **P dans un tampon de complexation contenant 20 mM
BisTrisBorate pH7.4, 50 mM KCI, 3 mM MgCl,, 2,5% Glycérol, 100 uM NiCl,. Le produit réactionnel est mis a
migrer dans un gel a 7% d’acrylamide. Le gel et le tampon de migration contiennent 100uM de Ni(II) (Sel
NiCl,).

IV.1.3. Avancement de I’¢tude cristallographique

Des premiers essais de cristallisation ont été faits en utilisant les séquences pureA32/34 et
pnixA32/34 et HpNikR contenant 1 équivalent de Ni(II) par site de haute affinité (suivie de la
métallation en UV-Vis). Sur les différentes conditions testées, 4 conditions pour lesquelles la
protéine et I’ADN étaient présents dans un ratio 1:1 (40uM [HpNikR-Ni]4 :40uM ADN), ont
permis I’obtention de cristaux. Cependant ces cristaux correspondaient a de la protéine apo.

De nouveaux essais vont étre initiés.

-213 -



La liaison a LADN d HpNiRR,

1V.1.4. Détermination de la stoechiométrie de liaison a I’ADN

La stoechiométrie de liaison d’HpNikR a I’ADN a été déterminée en utilisant la technique des
gels retard associée a la technique d’analyse du Ferguson (cf. Matériel & Méthodes). Elle a
été déterminée non seulement pour les séquences pured et pnixA mais aussi pour les
séquences NiFu et nikRS2 appartenant a la région intergénique nikR-exbB qui seront étudiées
par la suite (IV.2 p- 229 -). 1l s’est avéré que les rapports frontaux vrais RF calculés pour
I’ADN libre ainsi que pour l'unique complexe Protéine:ADN sont identiques pour les
différentes séquences étudiées. Leurs poids moléculaires apparents sont similaires et la
stoechiométrie de liaison d’HpNikR a I’ADN est donc indépendante de la séquence étudi¢e
(Figure 1V.3). Les poids moléculaires apparents de I’ADN libre et du complexe ont été
calculés aprés avoir déterminé la pente moyenne caractéristique de la taille de la molécule.
L’ADN libre a un poids apparent de 25 kDa (PM théorique : 26 — 31 kDa selon la séquence).
Le complexe Protéine:ADN a un poids apparent de 99 kDa, ce complexe correspondrait a la
liaison de 1 tétramere pour 1 ADN (PM théorique : 94 kDa — 100kDa).

HpNikR 1uM

W WEE ] WY

Pente | PM calcule PM théorique
L b i d moy. (kDa) (kDa)
Bande 1 85 99 942100
-  ® =" | | ADNlbre | 285 26 26231

A) pureA B) pnixA C)pnifu D) pnikRS2

Figure 1V.3 Détermination de la stoechiométrie de liaison d’HpNikR a I’ADN en présence d’un exces de Ni(Il)
100uM. 4 séquences ont été testées A) pured 40pb B) pnixA 43pb C) NiFu 47pb et D) nikRS2 44pb. La
migration est faite dans des gels a 7% d’acrylamide ayant migré simultanément (A et B / C et D). Les rapports
frontaux RF de I’ADN libre et du complexe protéique sont similaires pour les 4 séquences testées (RFapn ibre
0.59 et RFcomplexe : 0.35). Les poids moléculaires apparents de I’ADN libre et du complexe Protéine:ADN ont été
déterminés selon la technique de Ferguson (présentée en Matériel & Méthodes). La pente approximative a été
calculée a partir de deux jeux de données faits avec des gels a 7 et a 9% d’acrylamide.

La stoechiométrie de liaison d’HpNikR a I’ADN suit le rapport 1:1. Cette donnée va nous
permettre par la suite de choisir un modéle d’ajustement simple des données expérimentales
ou 1 tétramere lie 1 ADN. Par la suite, les concentrations protéiques et les Kds seront

exprimés en fonction de la concentration par sous unité monomérique.
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IV.1.5. Affinit¢ d’HpNikR pour pnixA4 et pureA

IV.1.5.1. Affinité d’HpNikR pour pnixA32

L’affinit¢ d’HpNikR pour sa séquence opératrice chevauchant le promoteur pnix4 a été
déterminée par EMSA en présence d’un exces de Ni(Il) a partir de 4 jeux de gel dont I’un
d’entre eux est présenté en Figure IV.4. Deux concentrations d’ADN ont été testées (50 et 250
pM), les données étant similaires, la concentration de 250 pM a été utilisée pour mesurer le

Kd.
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Figure IV.4 A) Liaison d’HpNikR a prix432 en présence d’un excés de Ni(II). HpNikR (0;0,5;1;2;5;10;
20; 50 ; 100 et 500nM) incube avec 250pM de pnixA32 en présence de dIdC a 1.5pg/mL pendant 20 minutes
dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1%
Triton et 100pM de NiCl). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le
tampon 100mM (BisTris Borate pH7,4) contiennent du Ni(Il) & 100uM (NiCly). B) 4 jeux de gels ont été
exploités pour déterminer le Kd, un modéle simple (—-—-) et le modéle de Hill (— — —) ont été utilisés pour
ajuster les données.

Deux modeles ont été testés afin d’ajuster les données expérimentales. Sachant que la
stoechiométrie de liaison est de 1:1, un modele simple de type 4+ B <> AB a été appliqué.

La résolution de I’équation quadratique correspondante :

y= (Kd + Bt + Af) - \/(sz;Aljt Al 4x At x Bt ou y correspond a la fraction d’ADN li¢
(soit AB/ABmax), Bt correspond a la concentration totale du complexe Protéine-Métal, At
correspond a la concentration totale d’ADN, n’a pas permis d’ajuster les données
expérimentales (Kd : 1,4nM =+ 0,3) (Figure IV.4). Le second modele testé pour ajuster ces
données, consiste en la résolution de 1’équation de Hill. Les données ont été ajustées par ce
modc¢le, le Kd calculé est de 1,7 nM + 0,15 et le coefficient de Hill est de 1,8 £ 0,2. Ce Kd est
du méme ordre de grandeur que celui mesuré par le modele simple. Le coefficient de Hill est

supérieur a 1, ceci signifie que la liaison a ’ADN ne s’effectuerait pas aussi simplement.
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IV.1.5.2.  Affinité d’HpNikR pour pureA32

L’affinit¢ d’HpNikR pour sa séquence opératrice en amont du promoteur pured a également
été déterminée par EMSA en présence d’un exces de Ni(Il) a partir de 4 jeux de gel dont ’'un
d’entre eux est présenté en Figure IV.5.

La liaison maximale est de 70%, avec une perte moyenne de la radioactivité d’environ 20%
pour les concentrations en protéine supérieures a 50 nM. Cette perte pourrait étre liée a une

éventuelle précipitation de la protéine et n’a pas été prise en compte pour la détermination du

Kd apparent.
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Figure IV.5 A) Liaison d’HpNikR a pure432 en présence d’un excés de Ni(Il). HpNikR (0;0,5;1;2;5;10;
20 ; 50 ; 100 et 500nM) incube avec 250pM de pureA432 en présence de dIdC a 1.5pg/mL pendant 20 minutes
dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1%
Triton et 100uM de NiCl,). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le
tampon (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du Ni(II) a 100uM (NiCl,). B) 4 jeux de gels ont été
exploités pour déterminer le Kd, un modéle simple (—-—) et le mod¢ele de Hill (— — —) ont été utilisés pour
ajuster les données.

De nouveau le modele simple et le modele de Hill ont été testés pour ajuster les données
expérimentales. Les données ont été mieux ajustées par le second modele, le Kd calculé est de

2,5nM = 0,3 et le coefficient de Hill est de 1,5 +0,3.

Les Kd d’HpNikR pour pure432 et pour pnix432 sont du méme ordre de grandeur. L’affinité
d’HpNikR pour ces deux séquences opératrices ne semble pas étre impliquée dans le
mécanisme de régulation positive ou négative mis en jeu.

Il est intéressant de noter que bien que le rapport du complexe ADN/Protéine soit de 1:1, la
liaison ne semble pas s’effectuer simplement (1,5 <n < 2).

Une détermination rapide du Kd de liaison d’HpNikR sur les séquences pure440 et pnixA43

montre que celui-ci serait 1égérement plus élevé (5nM < Kd < 15nM) que les Kds des
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séquences de 32pb et que le coefficient de Hill ne serait pas aussi prononcé (1 <n < 1,5). La

longueur de la séquence semble influencer la liaison d’HpNikR a ’ADN (Kd, mode de liaison

plus simple). Deux hypothéses peuvent expliquer cette variation :

e Des effets de bord pourraient avoir lieu en raison d’un appariement incomplet aux
extrémités des duplex de 32pb alors que ces derniéres sont impliquées dans des
interactions importantes avec la protéine. L’addition de bases annexes et plus précisément
de guanines stabiliserait le duplex aux extrémités.

e Des interactions supplémentaires de la protéine avec les bases présentes en bordure des
séquences proposées par Delany ef al. et Ernst ef al. (séquence de 32pb) pourraient avoir
lieu sur les séquences de 40 et 43 pb. Ces séquences initialement ont été¢ déterminées a
partir d’un footprint fait sur un brin d’ADN. Un décalage des régions protégées pourrait
toutefois exister entre les deux brins.

Cette derniere hypothése semble la plus plausible d’apres des travaux récemment publiés par

le groupe de P. Chivers. En effet, il a été montré par différentes techniques d’empreintes

(DNasel, Fe-EDTA, DMS) employées sur les 2 brins des séquences opératrices pureAd et

pnixA que les régions d’ADN protégées par la protéine sauvage étaient décalées (Figure IV.6)

(Benanti & Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007).

Séquence opératrice de pureA

(G v — — — — — — — — — —— - (3

H =[=95) TTq%AAGATA TAACACTAAT TCATTTTAAA TAATAATTAG ﬂTAATGAACG (-46) -3'

37— AAGTTTETAT ATTGTGATTA AGTAAAATTT ATTATTAATC AATﬂRCTTGC =I5
(o 4 e C

Séquence opératrice de pnixA

S o m e i i i’ i i, ce
Of={—=11) AACAEAATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTTTﬁTTAAAAGGT (SH) =37

3’ TTGTTTTETATAATGTTAATGGT TTTTTCATAATAAAAAGAAT}TTTCCA =5"
] R A e B R P R S cc

Figure 1V.6 Séquences opératrices liées par HpNikR pour réguler la transcription des génes ureAB et nixA. Les
régions protégées sur ces séquences par HpNikR ont été identifiées par des empreintes a la DNasel. Les régions
identifiées lors des travaux de Benanti et al. (2007) sont précisées entre crochets. Les régions identifiées lors des
travaux de Delany et al. (2005) et Ernst ef al. (2005) sont soulignées : (—) et (—--). Les oligonucléotides utilisés
dans notre étude sont précisés : 40/43 pb (—+—=) et 32 pb ().
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Le fait que des interactions supplémentaires puissent avoir lieu, n’enléve rien au fait que les
motifs de 32pb soient suffisants pour qu’HpNikR se lie avec une affinit¢ de 1’ordre du

nanomolaire a ’ADN. L’influence de ces potentielles interactions sera rediscutée plus tard.

IV.1.6. Les derniéres avancées de la littérature ...

Alors que nous réalisions 1’étude de la liaison d’HpNikR sur pured et sur pnixA, deux
nouvelles études dont I’étude faite par le groupe de P. Chivers (Benanti & Chivers, 2007;
Dosanjh et al., 2007), ont été publiées. Ces travaux tendent a montrer 1’influence des métaux
et de ’extension N-ter d’HpNikR sur sa liaison a I’ADN (Benanti & Chivers, 2007; Dosanjh
etal.,2007).

L’équipe de S. Michel a montré lors d’une étude par anisotropie de fluorescence que I’exces
de Ni(II) ou de Cu(Il) ne suffisait pas pour permettre 1’observation d’une liaison d’HpNikR a
pureA (Dosanjh et al., 2007). Un second métal serait nécessaire (Mg(II), Ca(Il) ou Mn(II))
pour qu’une liaison & I’ADN ait lieu (variation d’anisotropie Ar: 0.03). Un duplex
oligonucléotidique de 49pb (-96 a -48 par rapport au TSP) présentant une thymine centrale
marquée a la fluorescéine a été utilisé (cf. ci-dessous).

5" — CTTCAAAGATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAGTTAATGAA — 3’

Figure IV.7 Séquence oligonucléotidique utilisée lors de I’é¢tude de Dosanjh et al., les sites potentiels de liaison
d’HpNikR sont soulignés, la thymine marquée a la fluorescéine est en gras/italique (Dosanjh et al., 2007).

Lors de ces expériences il a ét¢ montré que bien que cette liaison soit spécifique, elle était
surtout dépendante d’une perturbation de I’environnement de la fluorescéine accompagnée
d’une perte d’intensit¢ de fluorescence de la sonde (perte intensité Q: 0,45 ou Q =

Intbound/ Intfree) .

Les résultats obtenus par mesure de « I’anisotropie de fluorescence » sont assez différents de
ceux observés en empreinte a la DNase I en conditions stoechiométriques, ou en EMSA. Cette
différence a été expliquée par le fait que pour la réalisation de ces deux dernieres techniques

du Mg(II) ou du Ca(Il) sont ajoutés dans les tampons (de complexation et/ou de migration).
Nous avions déja mis en place des expériences d’anisotropie de fluorescence et d’EMSA afin

de tester I’effet du nickel sur la liaison d’HpNikR sur pureA, suite a la publication du groupe

de S. Michel nous avons testé I’effet du magnésium (sa nécessité).
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Les mesures d’anisotropie ont été faites sur le duplex oligonucléotidique de 40 pb ayant une
fluorescéine en 5°. La sonde fluorescente ne perd pas plus de 10% de son intensité (Q : 0,90).
HpNikR ne perturbe pas I’environnement direct de la sonde. Les mesures effectuées sont bien
représentatives de son anisotropie.

Des titrations protéiques ou métalliques ont été menées (Figure IV.8). Les titrations
protéiques (Figure IV.8A) ont été faites soit avec les conditions classiques d’anisotropie
utilisées au laboratoire (Tampon 20mM MOPS pH7 150mM KCI sans Mg(II) en présence de
100uM de NiCly) soit dans du tampon de complexation d’EMSA (20mM BisTrisBorate,
50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et 100uM NiCl,).
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Figure IV.8 Liaison d’HpNikR a pureA4-F1 (40pb) suivie par anisotropie de fluorescence. A) Titration protéique.
20nM de duplex sont mis dans du MOPS 20mM pH7, KCI 150mM, NiCl, 100uM (H) ou dans du 20mM
BisTrisBorate pH7.5, 50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton, 100uM NiCl, (@), auxquels est
ensuite ajouté HpNikR. L’ajout d’ADN compétiteur ne change pas 1’anisotropie. La variation d’anisotropie est
bien spécifique. B) Titration par le Ni(Il). 20nM de duplex ainsi que 2,5uM d’HpNikR sont mis dans du 20mM
MOPS pH7, 150mM KCI (H) puis du Ni(II) est ajouté. Le Ni(Il) seul permet la liaison a I’ ADN.

Le niveau de référence de ’anisotropie en absence de protéine différe en raison de la
présence, entre autres, du Mg(Il) qui se lie a ’ADN et donc change 1’anisotropie. Quelque
soit la condition appliquée, HpNikR se lie a I’ADN méme en présence d’un exces de Ni(Il)
qu’il y ait ou non du Mg(II). La liaison mesurée est spécifique comme le montre 1’absence de
variation d’anisotropie quand I’ADN compétiteur est ajouté. La variation d’anisotropie est
faible (Ar : 0,01) a partir de 0,045. Pour une anisotropie de 0,045, d’aprés I’équation de Perrin
(cf. Matériel & Méthodes) le temps de corrélation serait de 1,2ns et passerait a 1,5ns avec la
liaison de la protéine (Ar : 0,01). Le temps de corrélation de la sonde aprés liaison n’est donc
pas de I'ordre de grandeur du temps de demi-vie de la fluorescéine (4ns). La liaison de la

protéine doit entrainer une faible variation de la masse volumique.
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Pour obtenir une variation d’anisotropie plus importante, nous pourrions tester des duplex
oligonucléotidiques plus courts bien que cela ne soit pas conseillé d’apres les données
d’EMSA. Nous pourrions également changer la sonde fluorescente (temps de demi-vie plus
court) ou alors positionner notre sonde au niveau central comme Dosanjh ef al.. Dans cette
derni¢ére proposition, nous ne mesurerions plus 1’anisotropie mais plutdot la variation de

I’intensité de la fluorescence.

La titration métallique (Figure IV.8B) faite en absence de magnésium montre que la liaison
d’HpNikR a I’ADN est bien Ni-dépendante. La présence de moins de 1 équivalent de Ni(II)
semble suffire a cette liaison dans les conditions testées. Dans ces conditions, suffisamment
de protéines seraient actives pour se lier au 20nM d’ADN. De nouveau, la variation

d’anisotropie est trop faible pour permettre une conclusion définitive (Ar : 0,007).

Des gels retard ont également été réalisés afin de mesurer la liaison d’HpNikR a pure4A32 en
fonction des sels métalliques imposés pendant la complexation ADN/Protéine ainsi que
pendant la migration.

Lorsque HpNikR est mise a incuber avec de I’ADN avec différents exces de sels (aucun sel,
100uM NiCl,, 3mM MgCl, ou 100uM MnCl,) puis que le complexe est mis @ migrer dans un
tampon sans sel métallique, aucun complexe ADN/Protéine n’est observé (Figure 1V.9).

HpNikR (nM) HpNikR (nM) HpNikR (nM) HpNikR (nM)
5 500 500 i 500 500
e P ——__ R

X Ni(I1) 100uM Mg(ll) 3mM Mn(ll) 10 0uM

Figure 1V.9 Effet des sels contenus dans le tampon de complexation ADN/Protéine sur la liaison d’HpNikR a
pureA32. HpNikR (0;2;5; 10; 50 ; 100 et 500nM) est mise a incuber avec 250pM de pureA32 en présence de
dldC a 1,5pug/mL pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM
KCl, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et X : rien ou 100uM de NiCl, ou 3mM MgCl, ou 100uM MnCl,). Les
complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon (100mM BisTris Borate
pH7.4) ne contenaient aucun sel.

Ces données sont en accord avec la littérature, HpNikR apo ne peut pas se lier a I’ADN en
absence de métal et un excés de métal est nécessaire pendant la migration pour observer un

complexe. Deux hypothéses peuvent expliquer un tel comportement :
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e soit HpNikR présente un second site métallique de basse affinité qui doit étre métallé pour
I’observation du complexe (site entre le domaine de liaison a I’ADN et le domaine de
tétramérisation, le site externe modifié...). Cette hypothése initialement reposait sur le fait
que le Kd du site de haute affinité était picomolaire et donc que 100% de protéine était
métallée dans le site HA. Cependant ce n’est pas le cas d’aprés les Kds mesurés par le
groupe de S. Ciurli (Zambelli et al., 2007).

e soit le complexe ADN/Protéine est déstabilisé par 1’effet de dilution des sels métalliques
et/ou par le champ électrique imposés lors la migration (en comparaison aux données
obtenues en anisotropie)

Des gels similaires ont été réalisés en mettant dans le tampon de migration 100uM de NiCl.

Les retards sur gel observés sont présentés ci-dessous. Les données obtenues sont comparées

a celles obtenues pour la détermination du Kd de liaison d’HpNikR a pure432 dans les

conditions Ni(Il) en incubation (et Mg(Il)) et Ni(Il) en migration (not¢ NiMg/Ni) (Figure

IV.10). En absence ou en présence de sels (Ni ou Mg ou Mn) pendant I’incubation, puis de

Ni(II) pendant la migration, on observe des données similaires a la référence. Le sel imposé

pendant I’incubation ne semble pas essentiel contrairement au Ni(Il) mis dans le tampon de

migration.
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Figure IV.10 Effets des sels contenus dans le tampon d’incubation sur la liaison d’HpNikR sur pureA432 lorsque
du Ni(II) est ajouté dans le tampon de migration. HpNikR (0; 0,5;2; 5; 10; 50; 100 et 500nM) est mise a
incuber avec 250pM de pureA32 en présence de dIdC a 1.5pg/mL pendant 20 minutes dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et X : rien ou 100uM de
NiCl, ou 3mM MgCl, ou 100uM MnCl,). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%.
Le gel et le tampon (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient 100uM de NiCl,.
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En mettant 200uM de Mg(Il) dans le tampon de migration au lieu du Ni(Il), et tout autre
parametre étant équivalent pareillement, une liaison significative d’HpNikR a pured est
uniquement mesurée lorsque I’incubation a lieu en présence de Ni(Il).

Le métal mis lors de la phase d’incubation est tout de méme important : il permet d’activer en
partie ou totalement la protéine. Le Mg(Il) a basse concentration ne permet pas d’observer de
liaison significative a I’ADN individuellement. Il tendrait a jouer un role additif a celui du
Ni(Il). Il permettrait de stabiliser le complexe pour qu’il soit visualis¢ en EMSA mais ne
permet pas a lui seul la liaison a I’ADN (comparaison aux conditions d’anisotropie).

En présence d’un large exceés de Mg(Il) (3mM) dans le tampon de migration et en testant les
différents sels métalliques dans le tampon de complexation, des retards sur gel sont observés
dans les quatre conditions d’incubation. Ces données sont comparées a celles obtenues pour la
détermination du Kd de liaison d’HpNikR a pureA en conditions NiMg/Ni (Figure IV.11).
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Figure IV.11 Liaison d’HpNikR sur pureA32 lorsque 3mM de Mg(Il) sont ajoutés au tampon de migration.
HpNikR (0; 0.5; 2; 5; 10; 50; 100 et 500nM) incube avec 250pM de pureA32 en présence de dIdC a
1.5pg/mL pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 2.5%
Glycérol, 0.1% Triton et X : rien ou 100uM de NiCl, ou 3mM MgCl, ou 100uM MnCly). Les complexes
réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon (100mM BisTris Borate pH7.4)
contenaient 3mM de Mg(Il).

Quelque soit la condition d’incubation, en présence d’un large excés de Mg(Il) en migration
(3mM), des retards sur gel similaires a ceux observés pour la référence (NiMg/Ni) sont
obtenus. Ce comportement est surprenant mais reproductible. Cela signifierait que le Mg(Il)
soit allé dans le site de haute affinité, si ce dernier est ’'unique responsable de la liaison a

I’ADN, mais que I’affinité pour ce site HA particulier serait trés faible pour ce métal ou/et
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qu’il ait déplacé les équilibres des conformations adoptables par la protéine et favorisé la
liaison a I’ADN. Pour cette seconde hypotheése mécanistique, le Mg(Il) pourrait métaller des
sites secondaires de plus basse affinité qui stabilisent une conformation (site équivalent au site
a K chez EcNikR, site externe mis en évidence dans la structure RX...). Le Mg(II) & haute
concentration n’aurait plus de caractere « additif » et permettrait de stabiliser le complexe

pour qu’il soit visualisé en EMSA.

En présence de 100uM Mn(II) dans le tampon d’incubation et de migration (Figure IV.12), la
liaison d’HpNikR a pureA et a pnixA est similaire a la référence (NiMg/Ni). La liaison est de
100%. Le Kd de liaison a pureA32 et pnixA32 serait largement inférieur a 50nM. Le Mn(Il),
tout comme le Ni(Il) ou le Mg(II) a haute concentration permet d’activer la protéine.

HpNikR (nM)

0 50500 0O 50500

pureA32 pnixA32

Figure 1V.12 Liaison d’HpNikR sur pured32 et pnixA32 en présence de 100uM de Mn(Il) dans le tampon
d’incubation et de migration. HpNikR (0 ; 50 et 500nM) incube avec 250pM d’ADN en présence de dIdC a
1.5pug/mL pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 2.5%
Glycérol, 0.1% Triton et 100uM Mn(1I)). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%.
Le gel et le tampon (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient 100uM de Mn(II).

Les sels métalliques (et leur concentration) imposés pendant la migration en EMSA semblent
importants, ils faciliteraient la complexation a ’ADN d’HpNikR pré-métallée ou non et
stabiliseraient les complexes pouvant étre formés en incubation en métallant un potentiel
second site. L’influence des sels de migration n’est pas dépendante d’une classe d’ion
métallique (Mg(II) et Mn(II) : métal dur et Ni(Il) : métal « intermédiaire »). Ce site doit donc
présenter des ligands plutdt favorables a la métallation par ces différents cations. Si le
potentiel second site métallique était constitué majoritairement d’histidines une différence de
comportement (Kdapy) aurait été¢ observée lors des activations par le Ni(Il) ou le Mg(II).

Si ce site avait compris des thiols dans sa sphére de coordination, une signature en UV-Vis

aurait été notée au-dela de 1 équivalent de métal ajouté.
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I1 est de ce fait probable que les ligands coordinateurs des cations dans ce site potentiel soient
des ligands oxygénés de type carboxylate.

La conformation de liaison d’HpNikR métallée a I’ADN ne doit pas changer selon les sels
métalliques, sinon les affinités observées varieraient et la stoechiométrie de liaison pourrait en

étre affectée.

IV.1.7. Discussion

Nous avons ¢étudié la liaison d’HpNikR aux séquences opératrices des promoteurs pureAd et
pnixA en utilisant deux techniques : ’EMSA et I’anisotropie de fluorescence. Dans les deux
cas, une complexation de la protéine métallée respectant une stoechiométrie de liaison 1:1 a
été notée (pured : EMSA/Anisotropie ; pnixA : EMSA). Les essais préliminaires de co-
cristallisation ADN-Ni-Protéine se sont révélés peu concluants, seule la protéine apo
cristallise. Cependant, les séquences d’ADN testées pour ces essais étaient a bouts francs ; des
essais avec des oligonucléotides a bouts cohésifs pourraient étre intéressants pour essayer de
favoriser 1’agencement des ADN les uns par rapport aux autres. Par ailleurs, il serait
intéressant de tester des oligonucléotides légérement plus longs en tenant compte des
dernic¢res données d’empreintes décrites par Benanti et al. (Figure IV.6) et des variations de
Kd que nous avons mesurées en EMSA.

Des effets de bord pourraient avoir lieu ou alors des interactions supplémentaires de la
protéine avec les bases présentes en bordure des séquences de 32pb seraient mises en jeu sur
les séquences de 40 et 43 pb. Derni¢rement il a été proposé que I’extension N-ter (Nt9)
d’HpNikR (9 résidus dont 3 aspartates et 1 lysine) pourrait augmenter la spécificité de liaison
d’HpNikR a ’ADN en interagissant ce dernier. En effet, une délétion de ce motif accroit
I’aspécificité de liaison et étonnamment augmente 1’affinit¢ de ANt9-HpNikR pour ’ADN
(Benanti & Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007). Les variations de Kd que nous mesurons
selon la taille des oligonucléotides pourraient refléter une perte d’interaction entre les
extrémités N-ter d’HpNikR et I’ADN.

D’aprés un modele de liaison d’HpNikR sur une séquence de 32pb avec le motif de
reconnaissance 7-11-7 (Dian, 2007) (Figure IV.13), les feuillets B des domaines de liaison a
I’ ADN interagiraient moins spécifiquement avec le sillon principal de I’ADN en comparaison
a ceux d’EcNikR dans le complexe EcNikR-Ni-ADN (Schreiter ef al., 2006). Les extensions
N-ter (simulation du positionnement), quant a elles, interagiraient plus spécifiquement avec le

sillon principal de la séquence opératrice.
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A Structure Ni-EcNikR-ADN B Modéle Ni-HpNikR-ADN
6bp 16 % N bp 6 bp 7bp 3-11 x N bp 7bp
[TeTaTGa] [TcaTacl ] [ I-ATHATT] [RaTaraTAl ]

Extension N-ter
9 résidus !

Axe de I'hélice a2

Figure 1V.13 Mod¢le de liaison de Ni-HpNikR sur une séquence opératrice de 32pb riche en AT comparée a la
structure du complexe Ni-EcNikR-ADN (Dian, 2007). Les sous unités monomériques constituant une unité
dimérique sont colorés en rouge et en vert. Les motifs reconnus par la protéine sur I’ADN sont précisés en jaune.
Le Ni(II) du site de haute affinité et le K du site de basse affinité (chez EcNikR) sont précisés en orange et en
violet respectivement. Ce modéle montre que la plus longue boucle de jonction interdomaine chez HpNikR
couplée a I’absence d’un site de basse affinit¢é chez HpNikR permettrait au domaine de liaison a I’ADN
d’adopter une orientation différente par rapport a celui d’EcNikR. Cette orientation permet aussi a une extension
N-ter de se lier a I’ADN au niveau du sillon principal. Le modeéle Cis Ni-HpNikR a été construit sur le méme
principe que le modele Cis Ni-PhNikR (Chivers & Tahirov, 2005) soit en échangeant le positionnement de deux
sous unités monomériques en considérant la structure Nil-HpNikR (Dian et al., 2006).

Deux extensions sur les quatre interagiraient avec la séquence d’ADN. A priori, dans nos
conditions expérimentales et si le modele est juste, HpNikR devrait se lier spécifiquement a
pureA32 et a pnixA. Cependant les deux extensions N-ter non positionnées sur ce modele
pourraient interagir avec I’ADN, ou avec la protéine ou rester libre. Nous ne pouvons donc

pas exclure que les séquences pured32 et pnixA32 soient trop courtes.

Nous avons également montré que selon la technique employée, les exces relatifs de métaux a
ajouter variaient pour observer une liaison. Les principales conditions métalliques testées dans
notre ¢tude ont été récapitulées dans le Tableau IV-1.

En anisotropie de fluorescence, HpNikR se lie a pure4d40-FI en présence uniquement de
Ni(II), alors qu’il avait été proposé que cette liaison ne pouvait pas avoir lieu sans qu’un
second métal (Mg(II), Ca(II), ou Mn(II) et pas du Ni(II)) ne soit ajouté (Dosanjh et al., 2007).
Cette différence de résultat pourrait venir de la différence de longueur de 1’oligonucléotide ou
du fait du positionnement différent de la sonde fluorescente utilisée. En effet, dans leurs
travaux, la fluorescéine est centrale. Sa présence pourrait perturber la stabilit¢ du complexe
soit en engendrant une géne stérique soit en perturbant des interactions non spécifiques entre

le domaine de tétramérisation et I’ADN comme cela a été observé pour le complexe EcNikR-
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Ni-ADN (Schreiter et al., 2006) (interactions des résidus K64-R65 et les phosphates Figure
129 p- 76 -). La présence de sels supplémentaires pourrait alors augmenter la stabilisation du

complexe dans ces conditions.

. ) Conditions métalliques (sels) .
Technique Séquence Complexation Migration Liaison
pnixA32 Kd: 1,7 nM
pnixA43 Ni 100uM Kd ~ 5nM
132 et Ni 100uM Kd:2,5nM
pure Mg 3mM (=Référence)
pureA40 Kd ~15nM
0 0
Ni 100uM 0
Ni 100uM Aucune liaison
et 0
Mg 3mM
EMSA Ni 100uM Ni 100uM
0 Nil00uM
pured32 Mn 100uM Mn 100uM 3
0 Mn 100uM Idem a la Ref
Mg 3mM Mg 3mM
0 Mg 3mM
. Liaison
Ni 100uM Mg 200uM St
Mg 200pM Mg 200uM Pas de liaison
0 Mg 200uM significative
Ni 100uM 0
Anisotropie | pureA40-Fl L l(e)‘?“ il 0 Liaison
Mg 3mM

Tableau IV-1 Récapitulatif des techniques, des séquences et des principales conditions métalliques employées
pour étudier la liaison d’HpNikR sur pureA et pnixA.

En EMSA, nous avons montré que la liaison d’HpNikR a pured ne peut étre mesurée qu’en
présence d’un large exceés de métal dans le tampon de migration (Ni(Il) a 100uM, Mg(Il) a
3mM ou Mn(Il) a 100uM). Cette liaison est indépendante de la nature des métaux testés. Ces
larges exces métalliques sont suffisants pour « activer » la protéine et permettre une liaison a
I’ADN de cette derniére en favorisant la formation d’un complexe (métallation compléte du
site de haute affinité) et/ou en le stabilisant (métallation de site interdomaine protéique ou
métallation inter molécule ADN/Protéine).

Un cation en excés comme le Mg(II) pourrait étre 1ié dans le site équivalent au site a K chez
EcNikR (Schreiter et al., 2006) ou a Ni(Il) chez PhNikR (Chivers & Tahirov, 2005) du fait de
sa richesse en oxygene et stabiliser une conformation « cis fermée » de la protéine.

Il pourrait étre également li¢ au site « externe » présent a ’embouchure des sites de haute
affinité ou encore a I’extension en N-ter pour jouer un role de « neutralisateur » des aspartates

ou pour favoriser une conformation pour permettre des interactions entre la protéine et
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I’ADN. La liaison du métal pourrait étre directe ou mixte avec une coordination du Mg(Il)
entre I’ADN et les résidus aspartates de la protéine.
Les études faites par les groupes de S. Michel (Dosanjh et al., 2007) et P. Chivers (Benanti &
Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007) suggérent que le cation « additionnel » influencerait la
liaison d’HpNikR a I’ADN via I’extension N-ter qui comprend des ligands durs (aspartate).
Benanti ef al. ont observé qu’HpNikR WT pouvait se lier a pnix4 et a pure4 en EMSA en
présence uniquement d’un large excés de Ni(Il) ou de Mg(Il) dans le tampon de migration.
Lorsque D’extrémité N-ter était délétée, ANt9-HpNikR pouvait se lier a pnix4 en présence
d’un excés de métal en migration mais aussi en absence. Par contre ANt9-HpNikR ne pouvait
se lier a pured qu’en présence d’un exces de métal. L’extension N-ter n’aurait pas la méme
influence sur la liaison d’HpNikR selon la séquence opératrice. Il semblerait que la liaison
d’HpNikR a pnixA4 cation-dépendante, soit dépendante des résidus aspartates 7 et 8 (Benanti
& Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007). Cette différence de comportement laisse envisager
qu’une différence au niveau des séquences a lier existe, cependant elle n’est pas évidente
(Figure 1V.14).

Séquence opératrice de pureA

57— (-95) TTCEAAGATATBACBCTAATTCATTTTAABEBAEBATTAGﬂTAATGAACG (—46) —-37

3"- AAGTT#%TATBETGTGATTAAGTAAAATTTBETAETAATCAAT%ACTTGC =57

Séquence opératrice de pnixA

57— (-17) AAC4§AATATBETBCAATTACCAAAAAAGTAETAITTTTaTTAAAAGGT (+30) —-37

3 TTGTTT#%TATBAEGTTAATGGTTTTTTCAEBAEAAAAAGAA%TTTCCA -5

Figure 1V.14 Séquences opératrices liées par HpNikR pour réguler la transcription des génes ureAB et nixA. Les
régions protégées sur ces séquences par HpNikR ont été identifiées par des empreintes a la DNasel et précisées
entre crochets. Les demi-motifs reconnus par HpNikR sont en gras (6-13-6) (Benanti & Chivers, 2007). Les
motifs sont 1égérement différents de ceux considérés pour définir le consensus (7-11-7) (Ernst et al., 2006).

Par ailleurs ils ont observés que les délétions individuelles des résidus E39 et D43 (résidus
équivalents du site 8 K™ chez EcNikR) ne modifiaient pas le comportement de liaison a pnixA4
d’HpNikR (Benanti & Chivers, 2007). Le cation ne se lierait donc pas dans ce site, il ne serait
pas conservé entre les différentes protéines. Il serait tout de méme intéressant de s’assurer de
I’absence d’effet de cette mutation sur la liaison a pured4 dans la mesure ou I’influence de
I’extension N-ter dans le « recrutement » des cations n’est pas la méme sur les séquences
pureA et pnixA. Le comportement d’HpNikR pour sa liaison a I’ADN tend a varier selon la

séquence mais aussi les métaux mis en présence.
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L’effet stabilisateur que nous proposons pour les cations est en accord avec les données de la
littérature. Maintenant aucune de nos données ne nous permet d’affirmer le positionnement de
ce métal stabilisateur. Des études complémentaires avec la forme ANt9-HpNikR seraient
nécessaires. Il serait également intéressant de s’assurer du positionnement relatif des deux
extensions N-ter d’un domaine de liaison a I’ADN par rapport a I’ADN.

Un schéma récapitulatif du mode d’action hypothétique d’HpNikR pour se lier a pureA et
pnixA peut étre proposé a partir de nos données (Figure IV.15).

Site Haute Affinité

& Ni(ll) ADN

<}B“ fﬁi) Ni[”},MnI"},—Mgl";

Metal stabilisateur

Figure IV.15 Mode d’activation d’HpNikR pour la liaison sur pureA et pnix4. HpNikR peut étre activée avec du
Ni(II), du Mn(II) ou dans une moindre mesure par du Mg(II). La localisation du site stabilisateur est indéfinie.

D’aprés nos observations, et sous réserve de la résolution des structures cristallographiques
des complexes HpNikR/ADN, nous pensons que le mode d’action d’HpNikR (activation ou
répression de la transcription) n’est pas dépendant de la nature du complexe (affinité de la
protéine métallée pour ses séquences opératrices, stoechiométrie de liaison, activation par les
mémes métaux). Le mode de régulation différentielle dépendrait plutdt du positionnement
relatif de la séquence opératrice par rapport au promoteur. Pour qu’HpNikR puisse activer
I’expression des génes ureAB, il est possible qu’une interaction entre I’ARN polymérase et la
protéine métallée soit nécessaire (Activation par un mécanisme de classe I). Cette interaction
pourrait étre établie entre les extensions N-ter d’HpNikR et la sous unité o de I’enzyme.

Il serait intéressant de mettre en place un test pour visualiser ou non une interaction entre
I’enzyme et la protéine dans le cadre d’un complexe ternaire (ADN/HpNikR-Ni/ARN pol) ou
de mesurer I’activité de ’ARN polymérase en présence d’HpNikR sauvage et ANt9.
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IV.2. La liaison sur les motifs NiFu et nikRS2 de la région

intergénique : nikR-exbB

IV.2.1. Objectif de I’¢tude

Comme cela a été montré dans 1’introduction, HpNikR réprime I’expression transcriptionnelle
du géne nikR ainsi que des genes de 1’opéron exbB-exbD-tonB en fonction du nickel
(Contreras et al., 2003; Ernst et al., 2006). Ces génes se présentent sous la forme d’opérons
divergents.

En 2003, il a ¢ét¢ montré qu’HpNikR liait une séquence palindromique similaire a celle
d’EcNikR pour s’autoréguler (Contreras et al., 2003). Cependant ce résultat a été remis en
cause en 2005. Il a été montré par des empreintes a la DNasel qu’HpNikR ne liait pas ce
motif mais plutdt une région notée dans mon étude NiFu (-27 a +10 par rapport au TSP)
chevauchant le promoteur prnikR (Delany et al., 2005).

Cependant il est a noter que la majorité du travail de Delany et al. a été réalisée avec une
protéine issue d’une fusion taggée tronquée présentant 3 résidus supplémentaires (GSH) en N-
ter. Nous noterons cette protéine GSH-HpNikR car la différence entre les deux protéines
pourra avoir son importance vu la fonction du N-ter dans la réactivité HpNikR.

I1 a également été montré que HpNikR liait une région notée dans mon étude nikRS2 (-37 a +1
par rapport au TSP) chevauchant le promoteur pexbB (Figure 1V.16).

HpNikR lie ces deux séquences en présence d’un excés métal (100uM de nickel ou de
mangangse).

Site NiFu

1  CAT-GCATGAGTTCGTTAAAAGCCGCTCATGCTAGTATGATT TAATTITAAAATCAACAATTATAATACAARCT GGATT GGTTG 111
GTA-CCTACTCAACGCAATTTTCGGCCGAGTACGATCATACTAACTTAATTAART T T TACT TC TV Wl A TG TTTCACCTAAAT TT YRV

T

-

nikR

,—" axbB

[

112 GTCATAAGAGCGTITGGATTTGATTGTAATTATTAGCTTAATCATTA R TGTTATTBTPMACM@ CAACAAAOCAAC-ATG 268
CAGTATTCTCGCARACCTAAACTAACATTAATAATCCGAATTACT AATAACTGAACAATAATAATTTTGTTATATTAGTTGTT TGGTTG—TAC

Site furs2 Site nikRs2

Figure IV.16 Liaison de HpNikR et HpFUR sur la région intergénique au niveau des promoteurs de pnikR et
pexbB (schéma inspiré de (Delany et al., 2005)). Le +1 de transcription est indiqué par une fléche. Les boites -35
et -10 sont surlignées en noir. Les zones protégées par HpFUR ou par HpNikR ont été déterminées par des
empreintes a la DNasel faites sur un seul brin d’ADN. La zone de protection sur le second brin a donc été
extrapolée. Les zones protégées par HpNikR sont délimitées par le cadre ouvert (NiFu et nikRS2). Les zones
protégées par HpFUR sont délimitées par le cadre grisé (NiFu et furS2). Le motif de liaison prédit par Contreras
et al. pour HpNikR par analogie a celui de EcNikR est souligné. Le site NiFu désigne la région protégée par
HpNikR et HpFUR sur prikR. Les sites nikRS2 et furS2 désignent les régions protégées par HpNikR et HpFUR
sur pexbB respectivement.
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La séquence utilisée pour les gels retard faits en 2003 (Contreras et al., 2003), pour étudier la
liaison d’HpNikR au motif prédit, présentait non seulement le motif prédit mais également le
motif NiFu décrit par Delany et al. Plusieurs complexes ADN/Protéine ont été observés au-
dela de 1,5uM de protéine en présence de S0uM de Ni(IT). HpNikR était donc en mesure de
lier plusieurs motifs ou alors de s’agréger a I’ADN.

En 2006, une troisiéme étude (Abraham et al., 2000) s’est é¢galement intéressée a la liaison
d’HpNikR sauvage sur son motif prédit, de nouveau une séquence présentant les deux motifs
a ¢té utilisée. Un unique retard sur gel a été observé pour des concentrations protéiques
supérieures a 10uM et un exces en Ni(Il) de 800pM.

La liaison d’HpNikR sur sa séquence opératrice est sujette a discussion, nous avons donc
cherché a la mesurer en utilisant 2 techniques (Gel retard et un test nucléase construit pour

cette étude).

Par ailleurs lors de leur étude Delany et al. ont montré que HpFUR, le métallorégulateur de
I’homéostasie du fer chez H. pylori, pouvait non seulement lier une séquence opératrice
chevauchant pnikR (site NiFu) mais aussi une séquence opératrice qui chevauche tres
partiellement pexbB (site furS2) en présence de nickel et de manganese (Delany et al., 2005).
Ces données ont permis de mettre en évidence une régulation croisée entre les deux
principaux métallorégulateurs d’H.pylori en fonction de la disponibilité en ion métallique.
Nous nous sommes donc intéressés a cette hypothétique régulation entre ces deux
métallorégulateurs. La liaison individuelle d’HpNikR et d’HpFUR sur cette région a dans un
premier temps été caractérisée avant que des tests de compétition ne puissent Etre faits.

Une premiere caractérisation de la liaison d’HpNikR sur les séquences isolées NiFu et nikRS?2
a été faite par EMSA afin d’en déterminer son affinité en fonction des conditions métalliques

imposées.

IV.2.2. Choix des séquences oligonucléotidiques

Les séquences oligonucléotidiques testées pour étudier la liaison d’HpNikR sur les sites NiFu
et nikRS2 en EMSA sont précisées ci dessous.
Séquence NiFu (47pb)

F1-5’ CCTTTAAATCCAGTTTGTATTATAATTGTTCATTTTAAATTAATTCC 3’
3" GGAAATTTAGGTCAAACATAATATTAACAAGTAAAATTTAATTAAGG 5'

Séquence nikRS2 (44pb)

F1-5’ GGTATTGACTTGTTATTATTAAAACAATATAATCAACAAACCGG 3’
3’ CCATAACTGAACAATAATAATTTTGTTATATTAGTTGTTTGGCC 5’
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Les deux séquences présentent en 5’ et en 3’ des bases aspécifiques supplémentaires
(soulignées) pour stabiliser les duplex. Elles présentent également sur une extrémité 5° un
fluorophore (fluorescéine) pour les mesures d’EMSA en fluorescence.

Les demi-motifs proposés comme étant reconnus par HpNikR sont en gras (Delany et al.,

2005; Ernst et al., 2006)
IV.2.3. Affinit¢ d’HpNikR pour NiFu et nikRS2

IV.2.3.1. EMSA révélation en fluorescence

Dans un premier temps, des gels EMSA ou I’ADN était marqué en 5’ par la fluorescéine ont
¢été réalisés afin de déterminer la gamme de concentration pour laquelle la liaison d’HpNikR
sur pNiFu et pnikRS2 est observée. Ces premiers essais ont été faits dans des conditions ou la
liaison totale est mesurée (absence d’ADN compétiteur) et en présence d’un large exces de
Ni(Il) (100uM) (Figure IV.17).
HpNikR (uM) HpNikR (pM)
A0 01151 Booi115 10

,_.;”A!L .l n;u_“ﬁ . ™ ":__I'-J‘:' \
’ - Bl =
w-_--—\ . e _y i - -—

Figure IV.17 Liaison d’HpNikR a I’ADN (A : NiFu _ B : nikRS2) en présence d’un exces de Ni(II) mesurée en
fluorescence. HpNikR est incubée avec 100 nM d’ADN en présence de 100uM de NiCl,. Les complexes
réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 7% ; le gel et le tampon contenaient du NiCl, a 100pM.

Quelque soit la séquence d’ADN, NiFu ou nikRS?2, des retards sur gel sont observables pour
une concentration en protéine €gale ou supérieure a 1uM (50% de liaison). Les retards sur gel
des complexes correspondent a des complexes Protéine:ADN de 1:1. Pour des concentrations
supérieures a SuM de protéine, une perte du signal de I’ADN est observée. En raison de ces
propriétés d’agrégation, HpNikR dans ces conditions expérimentales est en mesure de
s’agréger. Il est probable que la protéine agrégée se soit liée ou alors ait piégé I’ADN
spécifique aboutissant a la formation de complexe ADN/Protéine qui ne puisse pas pénétrer
dans le gel. Par ailleurs, les gels ont été réalisés en absence d’ADN compétiteur. Cette

hypothése permettrait d’expliquer la disparition de I’ADN marqué en particulier de NiFu. Les

-231 -



La liaison a LADN d HpNiRR,

expériences de gel retard, qui ont suivi, ont été réalisées en présence d’ADN compétiteur
(poly dIdC) a 1.5ug/mL, et en utilisant des séquences d’ADN marquées en 5° par du *’P

(meilleure sensibilité).

IV.2.3.2.  EMSA révélation en radioactivité

Des gels retard ont été réalisés avec HpNikR sur les séquences NiFu et nikRS2 en présence
d’un exces de nickel (100uM dans le tampon d’incubation et de migration, conditions notées
NiNi) et d’ADN compétiteur (Figure IV.18).

HpNikR (nM) 3000 HpNikR (nM) 3000
0 - ] 0 BTN e e

CeBEEEEEEY DEEEEEEEE.

NiFu nikRS2

Figure 1V.18 Liaison d’HpNikR a ’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence d’un excés de Ni(I) dans le tampon de
complexation et de migration. HpNikR (0; 25; 50 ; 100 ; 200 ; 350 ; 700 ; 1000 et 3000 nM) incube avec
500pM d’ADN en présence de dIdC a 1.5pg/mL pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM
BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et 100uM de Ni(Il)). Les
complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de migration (100mM
BisTris Borate pH7.4) contenaient du NiCl, & 100uM. Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est
observée.

De fagon inattendue et reproductible, quelque soit la séquence considérée, moins de 10% de
complexe ADN/Protéine est observé pour les concentrations les plus importantes d’HpNikR
(BuM). Ce résultat est surprenant si I’on considére les données obtenues en EMSA
fluorescent. Cependant dans ces expériences il n’y avait pas d’ADN compétiteur. La liaison
observée pouvait étre en partie aspécifique.

La liaison d’HpNikR a I’ADN en présence d’un exces de Ni(Il) a toutefois été observée sur
les séquences pured et pnixA dans une méme gamme de concentration de protéine” . Ce
comportement serait alors séquence dépendante. L’affinit¢ d’HpNikR pour ces deux
séquences (NiFu et nikRS2), en présence uniquement de Ni(Il), serait tres faible (Kd > 3uM).
Ce résultat est en désaccord avec les données observées par Delany et al.. En effet en
footprint, 400nM de protéine suffisent pour observer une protection significative de I’ADN en

présence de 100uM de Ni(II) (Delany et al., 2005).

ok . . 3 4 o 14
Lors de migration de commune, cette différence de liaison est confirmée.
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Cette protéine, toutefois, possede en son extrémité N-ter, 3 résidus supplémentaires (GSH)
susceptibles de modifier le comportement de liaison a ’ADN (affinité). Cependant cette
méme protéine a été¢ employée pour déterminer la région protégée par HpNikR en amont de
pureA (Delany et al., 2005). La zone protégée par GSH-HpNikR est similaire a la protéine
sauvage. L’ effet du tag semble minime sur la liaison a pureA. La liaison a été mesurée par des
empreintes a la DNasel en présence des trois motifs NiFu, nikRS2 et les motifs prédits. La
présence de ces trois motifs pourrait éventuellement influencer la liaison (synergie des
séquences).

Nos résultats sont également en désaccord avec des données plus récentes ou il a été montré
qu’HpNikR sauvage se liait sur une séquence contenant le motif NiFu ainsi que le motif
prédit en présence de S0uM de Ni(Il) avec un Kd de 120nM + 50 (Benanti & Chivers, 2007).
Un complexe de liaison a I’ADN serait observé (Figure IV.19). Cependant le gel d’EMSA
montré dans la publication est discutable puisque aucun retard n’est visible. Une perte de la
radioactivité est notable pour des concentrations de 1’ordre du micromolaire et pourrait étre
dépendante de I’agrégation de la protéine comme dans notre cas. Ces données sont peu
convaincantes.

Ly [HPNIkR]
I —

349 pM

DNA

%:u if‘.:.fliuuuu M nikR

Figure 1V.19 Liaison d’HpNikR a prikR mesurée en EMSA en présence de S0uM de NiCl, F précise le niveau
de migration de I’ADN libre et B précise le niveau de migration de la fraction d’ADN lié. Gel extrait de (Benanti
& Chivers, 2007)

La seconde condition expérimentale employée par Delany et al. dans son étude pour observer
la liaison d’HpNikR a NiFu et a nikRS2, soit un exces de 100 uM de Mn(II) (conditions
MnMn), a été testée.

Dans ces nouvelles conditions, des retards sur gel ont été observés (Figure IV.20).
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HpNikR (nM) HpNikR (nM)
1000 ; 1000

e ——— e - -
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NiFu nikRS2

Figure 1V.20 Liaison d’HpNikR a ’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence de 100uM de Mn(II) dans le tampon de
complexation et dans le tampon de migration. HpNikR (0; 5; 10; 20; 50 ; 100 ; 200 ; 300 ; 500 et 1000 nM)
incube avec 500pM d’ADN en présence d’ADN compétiteur a 1.5ug/mL pendant 20 minutes dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et 100uM de
MnCl,). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de migration
(100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du MnCl, a 100puM.

La liaison maximale d’HpNikR a I’ADN (Bmax) est en moyenne de 65% bien que le systeme
soit saturé (plateau). Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est observée pour
des concentrations supérieures a 50nM, cette perte peut aller jusqu’a 30% pour des
concentrations supérieures a 300nM. Ces pertes peuvent étre corrélées a une éventuelle

agrégation de la protéine bien qu’aucune radioactivité n’ait été mesurée dans les puits.

Le Kd de liaison d’HpNikR sur NiFu et nikRS2 a pu étre déterminé en utilisant un modele

simpleou 4+ B <> AB

La résolution de I’équation quadratique (cf. Annexe C) a permis d’ajuster les données
expérimentales (Figure IV.21). Il a été considéré dans ces conditions que la totalit¢ de la

protéine était métallée.

1.2 .

* pniFu
1.04 = pnikRS2

}

E T
7
E 0.6 i i
-3 iJ
o 0.4 o .
L 0.2 ,i»' J
00f---=*% 1 ]
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1 10 100 1000
[HPNIkR], niM

Figure 1V.21 Liaison d’HpNikR sur NiFu (%) et nikRS2 (H) en présence de 100uM de MnCl,. 5 jeux de
données ont été traités pour chaque séquence. Les courbes représentent 1’ajustement obtenu par résolution de
I’équation quadratique. Kdy;r, = 74 nM + 8 et Kd,zs2 = 53 nM £ 4.
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HpNikR lie NiFu avec une constante de dissociation apparente de 74 nM et nikRS2 avec une
constante de dissociation apparente de 53 nM en présence d’un exces de Mn(Il). Aucune
coopérativité ne semble €tre mise en jeu dans cette condition a la différence des liaisons
observées sur pureA et pnixA.

L’observation de la liaison a I’ADN par HpNikR en présence de cet exces est en accord avec
les travaux réalisés par Delany et al. bien qu’aucune allusion a 1’agrégation de la protéine ne
soit faite, ni méme visualisée sur les empreintes a la DNasel réalisées.

HpNikR lierait NiFu et nikRS2 en présence uniquement de manganése mais ne pourrait pas

lier ces deux séquences en présence uniquement de nickel.

De nouvelles conditions métalliques ont été testées afin d’essayer de comprendre cette
spécificité ionique inattendue et sont répertoriées dans le Tableau IV-2. Les gels équivalents a
certaines des conditions testées ont été mis en Annexe C.

Deux phases d’exposition aux sels métalliques sont a considérer dans les expériences de
retard sur gel. Dans un premier temps, la protéine est mise a incuber avec I’ADN dans un
tampon de complexation comprenant une concentration en sels métalliques donnée, puis le
mélange réactionnel est mis a migrer dans un tampon de migration ayant une composition en

sels métalliques variable.

Incubation Mg(ll) 3mM
Rien Ni(ll) Mn(ll) Colll)
Migration 100uM 100uM 100uM
Rien Pas de Pas de Pas de
liais on liaison liaison
Ni(ll) Pas de Pas de Pas de
100pM liais on liaison liaison
Mn(ll) Liaison sur Liaison Liais on
pnifu et Kdnifu : 38nM Kdnifu : T4nM
100uM pnikRS2 | KdnikrS2 : 24nm | KdnikrS2 : 53nm
Co(ll) X Liaison sur Liaison sur
100uM pnifu et X prifu et
v pnikR52 pnikR52
Mg(ll) Pas de Pas de Pas de
3 mM liaison sur liaison sur liaison sur
L nikRS2 nikRS2 nifu

Tableau IV-2 Conditions expérimentales testées pour étudier la liaison a I’ADN d’HpNikR sur NiFu et nikRS2.
Les croix correspondent aux conditions non testées. Le magnésium dans le tampon de complexation est utilisé
pour saturer des sites aspécifiques sur I’ADN susceptible de lier du métal. Pour les conditions ou seul du Mg(II)
était présent en migration, la liaison n’a été testée que sur une séquence sinon la liaison a été sur les deux
séquences.

La liaison sur pNiFu et pnikRS2 d’HpNikR en présence d’un exceés de manganese pendant la

migration a également été observée dans deux autres conditions :
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e Lorsque la protéine est mise a incuber avec I’ADN en absence de métal.

HpNikR (nM) HpNikR (nM)
200 200

-_— bl B

LA A I T I L
NiFu nikRS2

Figure 1V.22 Liaison d’HpNikR a I’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence de Mg(Il) en incubation et en présence
de 100uM de Mn(II) dans le tampon de complexation et de migration. HpNikR (0 ; 5; 10 ; 20 ; 50 ; 100 ; 200)
incube avec 500pM d’ADN en présence d’ADN compétiteur a 1.5pug/mL pendant 20 minutes dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton 100X et
100uM de MnCl,). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de
migration (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du MnCl, a 100uM.

e Lorsque la protéine est mise a incuber avec I’ADN en présence de Ni(II).

HpNikR (nM) HpNikR (nM)
1000 1000

NiFu nikRS2

Figure 1V.23 Liaison d’HpNikR a ’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence de 100uM de NiCl, dans le tampon de
complexation et de 100uM MnCl, dans le tampon de migration. HpNikR (0; 5; 10; 20; 50; 100 ; 200 ; 300 ;
500 et 1000 nM) incube avec 500pM d’ADN en présence d’ADN compétiteur a 1.5pg/mL pendant 20 minutes
dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1%
Triton et 100uM de MnCl,). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le
tampon de migration (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du MnCl, a 100uM.

Dans cette deuxiéme condition, les Kd de liaison d’HpNikR sur NiFu et nikRS2 ont été
déterminés en utilisant de nouveau le méme mod¢le simple ou 4+ B <> AB et en résolvant

I’équation quadratique.
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Figure 1V.24 Liaison d’HpNikR sur NiFu (%) et nikRS2 (l) aprés une incubation en présence d’un exces de
Ni(Il) et une migration en présence d’un exces de Mn(Il). 5 jeux de données ont été traités pour chaque
séquence. Les carrés représentent les données expérimentales, les courbes représentent le fit obtenu par
résolution de I’équation quadratique. Kdy;z, =38 nM £ 3 et Kd,yzs> = 24 nM + 2.

La liaison maximale d’HpNikR a ’ADN (Bmax) dans ces conditions est en moyenne de 80%
bien que le systeme soit saturé. Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est
observée pour des concentrations supérieures a 100nM, cette perte peut aller jusqu’a 30%
pour des concentrations supérieures a 300nM. Ces pertes peuvent de nouveau étre corrélées a
une éventuelle agrégation de la protéine.

HpNikR lie pNiFu avec une constante de dissociation apparente de 38 nM et pnikRS2 avec
une constante de dissociation apparente de 24 nM en conditions NiMn. De nouveau, aucune
coopérativité n’est observée. L’affinité de la protéine pour I’ADN dans les conditions NiMn
est augmentée d’un facteur 2 par rapport aux conditions MnMn. Le nickel aurait alors un effet

« synergique » de I’effet du Mn(II) pour la liaison a I’ADN.

Lors de I’étude de la liaison d’HpNikR sur pured et pnix4, il a été noté que cette derniére
pouvait étre activée par un large excés de Mg(Il). Nous avons donc regardé s’il en était de
méme pour la liaison sur NiFu et nikRS2. Pour cela ’exceés de Mn(Il) en migration a été
remplacé par un exces de Mg(Il) a 3mM. Il s’avere que dans cette condition, HpNikR ne se
lie pas a nikRS2. Aucune liaison d’HpNikR a I’ADN n’est observée apres incubation et
migration de la protéine et de I’ADN avec du Ni(Il) ou du Mg(II) aux concentrations étudiées
(Tableau IV-2 et annexe C). Le Mg(Il) ne jouerait pas le méme rdle que le Mn(Il), il n’a
aucun effet sur la liaison d’HpNikR sur ces séquences. L’effet potentiel du Mg(II) (Benanti &
Chivers, 2007; Dosanjh et al., 2007) qui a été propos¢ pour expliquer la liaison d’HpNikR a
pureA et a pnixA via une conformation différente de 1’extrémité N-ter ne semble pas évident

pour expliquer la liaison d’HpNikR sur NiFu et nikRS2. Pour identifier un role éventuel de
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cette extrémité N-ter dans la liaison d’HpNikR a pNiFu et pnikRS2, sa délétion ou mutation

serait nécessaire.

Un quatriéme sel métallique, le sulfate de cobalt, a été testé pour essayer d’activer HpNikR.
Des retards sur gel ont été observés dans des conditions ou 1’excés de Mn(II) était remplacé
par un exces de Co(Il) (Figure IV.25). HpNikR se lie donc a ces deux motifs en présence d’un

exces de Co(Il). Un effet synergique avec du Ni(Il) est de nouveau observé de facon

qualitative.
HoNikR (nM HpNikR (nM)
BRI 1}000 1000 1000 1000
-
- “ -
NiFu NiFu nikRS2 nikRS2
Tpcomplexation:  100pM Ni(ll) 100pM Cofll) 100uM Ni(ll)  100uM Co(ll)
Tp migration : 100uM Co(ll) 100pM Co(ll) 100uM Co(ll)  100uM Cofll)

Figure 1V.25 Liaison a ’ADN (A : NiFu B : nikRS2) en présence d’un exces de Co(II) en migration. HpNikR
(0;0.01;0.05; 0.1; 0.5 et 1uM) incube avec S00pM d’ADN en présence d’ADN compétiteur a 1.5pg/mL
pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI, 3mM MgCl,,
2.5% Glycérol, 0.1% Triton et 100uM de Ni(Il) (A1/B1) ou de Co(Il) (A2/B2). Les complexes réactionnels ont
migré dans un gel d’acrylamide a 8% ; le gel et le tampon (100mM BisTris Borate pH7.4) contiennent du
CoS0O4 a 100pM.

Le Co(II) jouerait donc le méme rdle que le Mn(II).

Dans nos conditions, la liaison d’HpNikR sur ces séquences individuelles (NiFu et nikRS2)
n’a pas été mesurée en présence de Ni(Il) alors qu’il s’agit de son métal de régulation
contrairement a la liaison observée sur pured et pnixA. Cette particularité expérimentale
montre que 1’absence de liaison n’est pas due a des problémes expérimentaux mais bien a une
différence de réactivité et probablement a une faible affinit¢ d’HpNikR-Ni pour les séquences
NiFu et nikRS2 comme nous allons le confirmer en utilisant une seconde technique (IV.3 p-

242 ).
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IV.2.4. Discussion : Liaison sur NiFu et nikRS2 versus pnixA et pureA

Les conditions métalliques, pour qu’une liaison d’HpNikR sur les motifs individuels NiFu et
nikRS2 soit observée, ne sont pas identiques a celles identifiées pour sa liaison sur pnix4 et
pureA. Cependant HpNikR est en mesure de lier ces quatre motifs en suivant la méme
stoechiométrie 1:1 de liaison pour 1 tétramere lie 1 ADN.

Autant HpNikR peut se lier a pnixA4 et a pureA en présence d’un exces de Ni(Il), de Mn(II) ou
de Mg(Il) dans le tampon de migration avec un Kd de I’ordre du nanomolaire, autant HpNikR
ne peut se lier & NiFu et nikRS2 qu’en présence d’un exces de Mn(Il), ou de Co(Il) dans le
tampon de migration avec un Kd allant de la dizaine a la centaine de nanomolaires. En
présence d’un large excés de Ni(Il) en migration, une treés faible liaison d’HpNikR a I’ADN
(10%) est observée avec 3uM de protéine mis a part en EMSA fluorescent (Kd de ’ordre du
micromolaire). Dans les conditions d’EMSA fluorescent, 200 fois plus d’ADN sont
disponibles qu’en EMSA radioactif.

Le peu de liaison mesurée en conditions Ni/Ni est assez surprenant et difféere de ce que
proposait le groupe de V. Scarlato (Delany ef al., 2005). Cela signifie clairement qu”HpNikR
en conditions Ni/Ni présente une mauvaise affinité pour NiFu et nikRS2. Cette affinité se voit
augmentée en présence de Mn(Il) ou de Co(Il) (effet synergique des métaux). Ces deux
métaux joueraient donc un méme role dans le mécanisme d’activation ou du moins dans la
stabilisation du complexe a observer en EMSA en assurant la métallation d’un second site.

Le Mn(II) et le Co(II) sont également en mesure d’activer seuls HpNikR, cependant 1’affinité
du site HA d’HpNikR et/ou d’un site proche pour ces métaux est inférieure a celle pour le
Ni(II). En effet I’affinité de la protéine pour NiFu et nikRS2 en conditions Ni/Mn ou Ni/Co est
supérieure a celle en conditions Mn/Mn ou Co/Co qui est elle-méme largement supérieure a

celle en conditions Mn/Ni.

En résumé, la liaison du nickel dans son site de haute affinité, a priori, ne serait pas suffisante
pour induire la liaison a ’ADN d’HpNikR dans nos conditions (mauvaise affinit¢ de la
protéine pour les séquences testées). La présence d’un ion métallique autre que le Ni(II) tel
que le Mn(II) ou le Co(II) dans un site stabilisateur de basse affinité serait nécessaire.

La présence des trois acides aminés GSH en N-ter d’HpNikR utilisée par le groupe de V.
Scarlato modifierait le comportement de la protéine vis-a-vis du Ni(II) et peut-€tre du site

stabilisateur de basse affinité.
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La métallation de ce site stabilisateur pourrait :

e conférer a la protéine une conformation particuliere soit au niveau du domaine de liaison a
I’ADN par rapport au domaine de tétramérisation soit au niveau du positionnement de
I’extension N-ter pour qu’elle lie ’ADN.

e stabiliser le complexe ADN/Protéine comme cela semble étre le cas du Mg(Il) dans la

liaison d’HpNikR a pnix4 d’apres la littérature (Benanti & Chivers, 2007).
Le complexe Ni-HpNikR/NiFu ou Ni-HpNikR/nikRS2 pourrait étre aussi déstabilisé en
présence d’un large exceés de Ni(Il) en migration, la protéine alors s’agrégerait
massivement sans lier d’ADN et ne serait donc plus disponible pour se lier a ’ADN. La
protéine, ayant une mauvaise affinité pour le Mn(Il), ne s’agrégerait pas ou beaucoup
moins et serait donc plus disponible pour se lier a I’ADN. Le Mn(Il) et le Co(II) aurait
alors un caractére protecteur contre 1’agrégation.

Cette hypothese serait vraisemblable si aucune liaison d’HpNikR sur pured ou pnixA n’avait

été observée en condition NiNi a moins que D’affinité¢ de la protéine métallée pour ces

séquences tire 1’équilibre vers la formation du complexe Protéine/ADN plutét que vers

I’agrégation de la protéine. L’affinit¢ d’HpNikR-Ni seule pour NiFu et nikRS2 étant

mauvaise, 1’équilibre pourrait étre plutdt en faveur de 1’agrégation de la protéine que de la

formation et stabilisation du complexe Protéine/ADN. Le Mn(Il) et le Co(II) déplacerait les
équilibres en stabilisant le complexe. Le mécanisme de stabilisation n’est pas similaire a celui

du Mg(II).

Un schéma récapitulatif du mode d’action hypothétique d’HpNikR pour se lier aux différents
motifs peut étre proposé. Un équilibre entre la forme métallée d’HpNikR capable d’agréger et
la forme métallée d’HpNikR capable de se lier a ’ADN doit exister. Il serait fonction de
I’affinité de la protéine pour la séquence a lier et des conditions métalliques (Figure 1V.26).

pureA/pnixA
hm/hﬁlm, Mn(1l)
@ ou
3 UET)
CJQ“ - )

Mn{ll) ou
Ni{ll) S\NG Cofll)
NiFu / nikRS2

Figure 1V.26 Mode d’activation d’HpNikR pour la liaison sur pureA/pnixA versus NiFu/nikRS2. HpNikR peut
étre activée par différents métaux. La localisation et la nature du site stabilisateur (sphéres roses) sont indéfinies.
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Par ailleurs, notre ¢tude montre que le mécanisme de liaison d’HpNikR selon la séquence ne
serait pas non plus tout a fait similaire. L’absence de coopérativité mesurée pour la liaison
d’HpNikR sur NiFu/nikRS2 vs pnixA/pureA pourrait étre liée soit a la différence de séquence
propre, soit a I’absence de « contrainte » de la protéine pour se lier sur une séquence de 44 ou
47 pb par rapport a une liaison sur une séquence de 32 pb (pured et pnixA), soit a des

différences d’interactions de la protéine avec I’ADN.

Récemment, des travaux réalisés par le groupe de D. Zamble, présentés au congres ICBIC
XIIT a Vienne en juillet 2007, ont montré qu’HpNikR sauvage en footprint ne se liait pas sur
pnikR a pH neutre en présence d’un exces de nickel (Li et al, 2007). Cette liaison n’était
possible qu’a pH acide (5,8) alors que le groupe de V. Scarlato a observé cette protection a
pH 7.8 (Delany et al., 2005).

Contrairement aux travaux réalisés par 1’équipe de D. Zamble avec une protéine sauvage, les
travaux de groupe de V. Scarlato (Delany et al., 2005) ont été réalisés avec une protéine
présentant 3 résidus supplémentaires sur I’extension N-ter « GSH». La différence de
comportement observé en footprint entre ces deux équipes pourrait €tre principalement
dépendante de la modification de 1’extension N-ter. La présence d’une histidine, qui est un
bon ligand du Ni(Il), pourrait créer ou modifier la nature d’un potentiel site stabilisateur
présent dans I’extension N-ter et augmenter « artificiellement» D’affinit¢ de la protéine
métallée par du Ni(Il) pour les séquences NiFu et nikRS2.

Par ailleurs le groupe de D. Zamble a montré en EMSA qu’HpNikR se liait sur son motif
individuel pnikR en présence d’un large exces de Ni(Il) (800uM) avec un Kd de 7uM (Li et
al., 2007). Ceci montre clairement qu’HpNikR a pH neutre peut se lier a pnikR en présence
d’un large exceés de Ni(Il), mais que son affinité est trés mauvaise. La liaison que nous
observons en présence de Mn(Il) ou de Co(Il) traduit I’effet synergique de ces métaux a
I’effet du Ni(II), il serait intéressant d’analyser la réalité physiologique d’une telle synergie.
La liaison d’HpNikR sur cette séquence pnikR et éventuellement sur d’autres séquences
opératrices serait non seulement métal-dépendante mais aussi pH-dépendante. Modifier le pH
revient a modifier 1’état de protonation de certains résidus et donc modifier I’affinité des sites
potentiels pour les métaux, mais aussi changer moyennement la charge de la protéine. L’effet
du Mn(II) et du Co(Il) pourrait mimer 1’effet d’une acidification du tampon en neutralisant

des charges négatives et en limitant I’agrégation, mais pas le Mg(Il) ni le Ni(II).
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L’extension N-ter ne jouerait pas le méme rdle selon qu’HpNikR lie pnixA4, pured4 ou encore
pnikR ou pexbB. Des interactions différentes de cette extension avec la protéine et/ou ’ADN
pourraient étre mises en jeu. La métallation d’autres sites pourrait également avoir lieu.

En conclusion, il est clair que les mécanismes mis en jeu par HpNikR pour se lier a I’ADN
sont complexes mais il est clair qu’il existe une différence entre la liaison sur pnix4 et pureA
versus pnikR et pexbB. La réactivité de liaison d’HpNikR serait séquence, métal et pH
dépendante. Il serait intéressant d’étudier la liaison de la forme ANt9-HpNikR sur NiFu et
nikRS2 dans nos conditions expérimentales afin de savoir si 1’effet du Mn(Il) et du Co(II)

passe par cette extension ou non.

IV.3. Liaison d’HpNikR sur la région intergénique suivie avec un
test nucléase

Afin d’étudier la liaison d’HpNikR a ’ADN sur la région intergénique entiére, un test de
protection a la nucléase a €té construit. Pour cela la région intergénique a été introduite dans
un plasmide. Cette technique permet, d’une part, de s’approcher des conditions dans
lesquelles peut se trouver I’ADN in vivo (superenroulé / [C]~nM). D’autre part, si des
repliements de I’ADN sont nécessaires pour que des interactions avec plusieurs sites aient
lieu, nous pourrons les observer.

Le test de protection a la nucléase avait au préalable été utilisée au laboratoire pour étudier la
liaison d’EcFUR sur le promoteur de I’aérobactine (Bagg & Neilands, 1987; D'Autreaux et
al., 2002).

Une séquence liée par une protéine est insérée dans un vecteur plasmidique. Cette séquence
peut intrinséquement présenter un site de coupure pour une enzyme de restriction, si ce n’est
pas le cas un site de coupure est créé de préférence entre les demi-sites de liaison d’HpNikR.
La mutation doit étre la moins « lourde » possible pour éviter de perturber la liaison a I’ADN.
Par la suite, la liaison de la protéine a cette séquence sera déterminée en fonction du profil de

digestion du vecteur (Figure IV.27).
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Gel d’'agarose aprés

_ digestion du plasmide
Site 2

— /3 P uits

= s Site créé

Sens de migration

[N\

] Ir;lseg avec un Protéine Aucune Protection
SRC-GECOUPUIE protection du  du site créé
site créé

Figure IV.27 Principe du test de protection a la nucléase. Une séquence d’ADN liée par une protéine est insérée
dans un vecteur plasmidique. Un site de coupure pour une enzyme est créé¢ dans la séquence. Ce vecteur est
ensuite digéré par I’enzyme aprés qu’il y ait eu ou non une incubation avec la protéine. Si le profil de digestion
du vecteur plasmidique en présence de protéine différe du profil de digestion initial, cela signifie que la protéine
s’est liée a ’ADN.

Le plasmide comprenant la région intergénique modifiée a été construit en collaboration avec
Kristine Schauer de I’Institut Pasteur.

Pour ce test, la région intergénique nikR-exbB a été introduite dans un plasmide pUC18 entre
les sites de coupure HindIII-BamHI (Figure IV.28). Cette séquence comprend le motif de
liaison prédit pour HpNikR (nikR Box décrit par (Contreras et al., 2003)), le site reconnu par
HpNikR et HpFUR (noté NiFu), le site de liaison propre a HpFUR (notée furS2) et a HpNikR
(noté¢ nikRS2) (Figure 1V.28). Ces différents motifs peuvent étre liés par HpNikR et/ou
HpFUR, excepté le motif prédit.

5’ AAGCTTGTCTTTATTGGGTGTATCCATT TGAGARAAAT CCTTTTT TGGCATGAGTT CGT TAAAAGCCGCTCATGCTAGTATG

ATI"GAAT TAATTTAAAATCGAACAATTATAATACAAACTGGATT TFU—\A’I‘ GGTT GGTCATBAGPLGCG'I*I‘TGGBT‘ITGRTT CTAR

| ATTGACTTGTTATTAT TAARRCAT

TTATGCGAACGAAT GCTTCTTARAGAGTGCATGCT CTTAGAGTATGTCTGTATCGCATGT TGCTTTAAT CTTAAGGAARATTG

TTTTATCATAGACAAGGAGGGATCC 37

Figure 1V.28 Séquence intergénique introduite dans le pUCI1S8 entre les sites de coupure de HindIIl et BamHI
(précisés en italique, ombré). Le motif prédit est juste souligné. La séquence NiFu originale est précisée dans le
cadre ouvert, le site Psil natif est souligné en bleu. La séquence furS2 mutée est précisée dans le cadre grisé, le
site Hinfl créé est souligné en rouge et la base mutée est en italique. La séquence nikRS2 mutée est précisée dans
le cadre noir, le site Sspl créé est souligné en vert et la base mutée est en italique.

Le site NiFu contient un site de restriction reconnu par 1’enzyme Psil, le motif prédit présente
un site de restriction reconnu par I’enzyme BsrBI. Les sites furS2 et nikRS2 ne contiennent
aucun site de coupure pour des enzymes de restriction commerciales. Des sites de coupure

reconnus par Hinfl et par Sspl ont été créés respectivement dans les sites furS2 et nikRS2
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comme cela a été décrit en Matériel et Méthodes et présenté dans la Figure 1V.28. Seule une

base a ¢été mutée afin de minimiser les effets sur la liaison d’HpNikR a I’ADN (affinité).

Le plasmide construit a ét¢ nommé pHP2S, sa carte est représentée ci-dessous :

BsrBI - 2857 - CCG'CTC
Sspl - 2820 - AAT'ATT

Hinfl - 2011- G'AnT_C

HindI - 399 - A’"AGCT_T

BsrBI - 466 - CCG'CTC
Psil - 507 -TTA'TAA

Hinfl - 555-G'AnT _C
Sspl - 604 - AAT'ATT

BamHI - T46- G'GATC_C
BsBI-3815- CCG'CTC

Hinfl - 958 - G'AnT_C
Hinfl - 1023 -G'AnT C
BsrBI- 1056 - CCG'CTC

Hinfl -1098 - G'AnT_C

Hinfl - 1494- G'AnT_C

Digestion par Hinfl : {test site fur52
aucune protection 1547 ; 517 ; 403 ; 396 ; {75 et 65 non vus)
Protection spécifique 1950 ; 517; 396 ; (75 et 65 non vus)

Digestion par Sspl : (test site nikR 52

aucune protection 2216 ; 787

Protection spécifique 3003

Digestion par Sspl et BamH| : (test site nikRS2)

aucune protection 2074 ; 784 ; 142 (non vu)
Protection spécifique 2074 ; 929

aucune protection 2216 ; 690 ; (97 non vu)
Protection s pécifique 3003 {sspl et psil)
Protection s pécifique 2216 ; 787 (psil)
Protection s pécifique 2313 ; 690 {sspl)

Digestion par Psil et BamHI : (test site nifu
aucune protection 2764 ; 239
Protection spécifique 3003

Digestion par BsrBl : (test site prédit nikR box)
aucune protection 1801 ; 612 ; 349 ; 241
Protection spécifique 1801 ; 961 ; 241

Figure IV.29 Carte du plasmide pHP2S, sur laquelle sont présentés les différents sites de coupure par les
enzymes de restriction BamHI, HindIIl, Hinfl, Sspl, Psil et BsrBI. Les tailles des fragments obtenus apres
digestion du plasmide en cas de non protection et protection du site d’intérét par la protéine sont répertoriées en

pb.

La liaison d’HpNikR sur les sites NiFu, furS2 et nikRS2 a été testée en absence, et en présence

de différents sels métalliques.

IV.3.1. Mesure de la protection en absence de métal autre que le magnésium

Les expériences ont, tout d’abord, été réalisées en absence de métal et en absence de protéine

puis en présence uniquement de protéine (Figure IV.30).

bases

3000
2000

1500
1400
1000
750

500
400

200

12 3 4 5§ 6 7 8 9

"“--.\ -

:: —_— -

—

—

— - - P

—_— — —

—t

T

: Digestion par Hinfl

: Digestion par Psil

: Digestion par Psil et BamHI
: Digestion par Sspl

: Plasmide non digéré

OB B -

6=1

7=2 | En présence de 5uM
8=3 |HpNikR

9=4

Figure 1V.30 Test de protection a la nucléase en absence de métal dans le tampon de complexation (20mM
BisTris Borate pH7.4, S0mM KCIl et 3mM MgCl,). HpNikR a 5uM est mise en présence de pHP2S a 20nM
pendant 20 minutes a T°C. L’ADN est ensuite digéré pendant 30 minutes a 37°C avec 3 unités d’enzymes.
L’ADN digéré est déposé sur gel d’agarose a 1.5%. Aucune liaison d’HpNikR n’est notable.
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Dans ces conditions, aucune protection par HpNikR n’a été observée. HpNikR ne se lie donc

pas sur ces séquences en absence de métal.

IV.3.2. Mesure de la protection en présence de métal

Les expériences ont ensuite été réalisées en présence de métal (MnCl, et NiCl,) (Figure

Iv.31)
1 23 4 M 5§ 6 M T 8

1 : Digestion par Hinfl
2 : Digestion par Sspl Mn(ll) : 50uM
3 : Digestion par Sepl et Psil | Ni(ll) : 4uM
- o 4 : Plasmide non digéré
- o =
SEESS =S S | 5: Digestion par Hinfi En absence de métal
e - .- 6 : Digestion par Sspl et Psil | HpNIkR : 2uM
— — — -— e Dlgestiun par Hinfl ) Mn(ll) : 50uM Ni(ll) ; 4uM
8 : Digestion par Sspl et Psil | HpNikR : 2uM
— — — —
— e — ——
- -

Figure IV.31 Test de protection a la nucléase en présence de MnCl, et de NiCl, dans le tampon de complexation
(20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI et 3mM MgCl,). HpNikR a 2uM est mise en présence de pHP2S a
20nM pendant 20 minutes a T°C ambiante. L’ADN est ensuite digéré pendant 30 minutes a 37°C avec 3 unités
d’enzymes. L’ ADN digéré est déposé sur gel d’agarose a 1.5%.

En présence de Mn(Il) a 50uM et de Ni(Il) a 4uM dans le tampon de complexation, les
enzymes sont toujours actives (Figure IV.31 puits 1, 2 et 3). L’enzyme de restriction Psil ici a
perdu de son efficacité en raison du changement de tampon qui lui est imposé avant la
digestion a I’ADN (digestion pouvant étre totale dans les mémes conditions métalliques). En
effet deux bandes a 787 et 690pB sont notables, au lieu de n’observer qu’une bande a 690 pb
(puits 3). En présence de Mn(II) et de Ni(II), HpNikR ne protége pas le site furS2 (Figure
IV.31 puits 7 vs 5) qui a priori ne lui était pas spécifique. HpNikR, en présence de métal, ne
tend pas a polymériser sur I’ADN.

Par contre, une protection partielle du site NiFu et/ou nikRS2 est observable. En effet la bande
a 690 pb disparait et les bandes a 787 et 2216 pb sont moins intenses dans le puits 8 par
rapport au puits 6 ou la protéine est apo (Figure IV.31). La mutation dans le site nikRS2 ne

semble pas empécher la liaison a I’ADN.

Afin de mesurer I’influence individuelle des sels métalliques, un nouvel essai de protection a

été réalisé en mettant soit du Mn(Il) a 50uM soit du Ni(Il) a 4uM dans le tampon de
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complexation. Les profils de digestion du plasmide observés aprés incubation avec ou sans
HpNikR, en présence de Mn(II) ou de Ni(II) sont observés sur la Figure IV.32.

1 2 3 4 M 5 6 78 M
Mn Ni Mn Ni Mn Ni Mn Ni

1: Digestion par Sspl et Psil | Mn(ll) : 50puM
bases 2 : Digestion par Sspl et Psil | Ni(ll) : 4uM
B - = | 3:Digestion par Sspl Mn(ll) : 50uM
i —— - m= = | 4:Digestion par Sspl Ni(ll) - 4uM

T . .
1500 —p = = 5 : Digestion par Sspl et Psil
:g% L & :ﬁ': g!gexon par gzp: et Psil HpNIkR : 2uM

’ — L — = IgESNON. par s + Ni(ll) ou Mn(ll

Lo == - - 8 : Digestion par Sspl i m
500 — _— -
400 — - =
300 —» —_
200~ .

Figure IV.32 Test de protection a la nucléase en présence de MnCl, ou de NiCl, dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI et 3mM MgCl,). HpNikR a 2uM est mise en présence
de pHP2S 4 20nM pendant 20 minutes a T°C ambiante. L’ADN est ensuite digéré pendant 30 minutes a 37°C
avec 3 unités d’enzymes. L’ADN digéré est déposé sur gel d’agarose a 1.5%.

Le Mn(II) seul ne semble pas induire une liaison d’HpNikR a I’ADN (aucune protection puits
5 et 7). Le Ni(Il), quant a lui, induit une liaison d’HpNikR a ’ADN qui se traduit par une
protection partielle du site nikRS2 (apparition de la bande a 3003 dans le puits 8 vs puits 4).
Un effet synergique du Mn(II) couplé au Ni(Il) semble exister si [’on compare le profil de
digestion du puits 6 de la Figure V.32 avec celui du puits 8 de la Figure IV.31. La proportion
de la bande a 3003 pb est plus importante en présence de Mn(II)/Ni(II) qu’en présence de
Ni(II) et la bande a 690 pb a disparu.

Le Mn(II) faciliterait la protection du site NiFu ainsi que du site nikRS2 par HpNikR métallée
au Ni(Il). La protéine semble donc aussi lier du Mn(Il) puisque celui-ci a un effet. La
proportion de protéine métallée (site de haute affinité et autre site) uniquement au Mn(II) dans
ces conditions ne doit pas étre suffisante pour assurer une liaison sur le NiFu et le site nikRS2.
L’association NiMn doit en augmenter la proportion avec une protéine 100% métallée dans le
site de haute affinité par le Ni(II), le Mn(II) pourrait alors lier d’autres sites. A premicre vue,
des résultats différents de ceux observés en EMSA sont obtenus excepté pour cet effet

synergique NiMn.

La liaison d’HpNikR sur nikRS2 seule a été mesurée en faisant une double digestion
Sspl/BamHI en présence de 1, 2 et 4 équivalents de Ni(Il) ainsi que de 20 équivalents de
Mn(Il) (Figure 1V.33). De cette facon, la liaison d’HpNikR sur le motif #nikRS2 peut étre plus
finement analysée. Les métaux a 20 uM (4 eq Ni(Il)) et 100uM (20 eq Mn(Il)) ne perturbent
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pas la digestion de I’ADN par Sspl et BamHI (puits 1 a 5). En absence de métal, HpNikR ne
se lie pas a ’ADN (puits 6), par contre en présence de métal la protection du site nikRS2 est

observée (puits 7 a 12) mais pas exclusivement.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
v 1 : Digestion par Sspl Ni(ll) 20pM
2 : Digestion par Sspl/BamHI
bases 3 : Plasmide non digéré
— - - . w | 4:Digestion par Sspl Ni(ll) 20pM +
2000 L = - = 5 : Digestion par Sspl/BamH Mn(ll} 100pM
- - el - —— -
1500 —) -: — W .. e e = o -
:m : ; b 6 : sans métal
- - i 7 - Ni(ll) 5uM e
N —Hmmin S e - 8 - Ni(ll) 10pM HpNIkR SuM
500 —m - - 9 : Ni(ll) 20pM Digestion par
200 —» - 10 : Ni(ll) 5uM + Mn(ll) 100pM sspl/BamHi
300 —w — 41 : Ni(ll) 10puM + Mn(ll) 100uM
L 12 : Ni(ll) 20uM + Mn(l1) 100uM

Figure IV.33 Test de protection a la nucléase en présence de NiCl, (et de MnCl,) dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, S0mM KCI et 3mM MgCl,). HpNikR a 5uM est mise en présence
de pHP2S a 20nM pendant 20 minutes a T°C ambiante. L’ ADN est ensuite digéré pendant 30 minutes a 37°C
avec 3 unités d’enzymes. L’ ADN digéré est déposé sur gel d’agarose a 1.5%.

En théorie, en absence de protection, 3 bandes sont observables (2074, 784 et 142) lorsque
pHP2S est digéré par Sspl et BamH]1, ceci a été confirmé. En présence de métal, si HpNikR
se lie spécifiquement a nikRS2, 2 bandes doivent étre observées a 2074 et 929pb. Ces 2
bandes sont observées donc HpNikR se lie bien a ce site, cependant la bande a 3003 pb est
¢galement notable. Cette bande correspondrait a de ’ADN linéaire coupé par une enzyme si
I’on compare son niveau de migration a celui de ’ADN non digéré. Cela signifierait que Sspl
n’aurait pas coupé ’ADN et que seule BamHI aurait agi, ou alors qu’HpNikR protégerait son
site ainsi que le site de BamHI, HpNikR se lierait de facon aspécifique a I’ADN ? Le site de
BamHI ou de Sspl propre au plasmide serait-il a proximité d’un motif 1i¢ par HpNikR ?
L’analyse de la séquence a révélé qu’un demi motif de la séquence consensus d’HpNikR
recouvre le site de coupure natif de Sspl (Figure IV.34).
5’ -aaatgttgaatactcatactcttcctttttcAAT’ ATTattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggata- 3°

Figure 1V.34 Extrait de la séquence plasmidique du pUCI1S, en gras : site de coupure de Sspl, souligné : demi
motif consensus reconnu par HpNikR (motif consensus TATWATT n11 AATwWATA (Ernst et al., 2006))

Ces gels montrent que non seulement HpNikR peut se lier sur nikRS2 mais ils suggerent aussi
qu’HpNikR est capable de lier un demi-motif. Cette liaison serait spécifique.
Afin de vérifier ce point, il faudrait analyser la capacit¢ d’HpNikR métallée a lier le site de

coupure natif de Sspl dans un plasmide vide.
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Le fait d’observer des liaisons partielles viendrait du fait que cette construction plasmidique
présente 2 sites entiers de liaisons d’HpNikR (NiFu et nikRS2) ainsi qu’un demi motif. Il
faudrait plus de 5uM de protéine pour lier I’ensemble de ces sites.

La présence de Ni(Il) suffit pour observer une protection des sites de liaisons (notée
clairement pour le site nikRS2 et le demi-site). Le Mn(Il), quant a lui, aurait un effet
synergique avec le Ni(Il) sur la protection de ’ensemble des sites mis a part furS2. Aucun

effet du Mn(II) seul n’est notable dans les conditions testées Figure [V.32.

IV.3.3. Mesure de la liaison d’HpNikR sur les motifs prédits

Afin de mesurer la liaison d’HpNikR sur le motif prédit par Contreras et al., et de confirmer
les données observées par Delany ef al., des gels retard et des tests nucléases ont été réalisés.
En EMSA, en présence d’un large exces de Ni(II) et/ou de Mn(Il) (tampon d’incubation et de
migration), aucun retard sur gel n’a été mesuré pour une gamme de concentration de protéine
allant de 0 a 3uM (non montré).

En test nucléase, la liaison ou non a été mesurée au travers de la protection du site de coupure
de I’enzyme BsrBI. En cas de non protection du site, 4 bandes sur le profil de digestion seront
mesurables a 1801, 612, 349 et 241 pb. En cas de protection du site spécifique, 3 bandes sur le
profil de digestion seront notables a 1801, 961 et 241 pb. La digestion de ’ADN par BsrBI
tend a étre réduite en présence de métal (Ni(Il) a 20uM et/ou Mn(I1) a 100uM) (puits 2 a 4
Figure 1V.35). En présence de protéine, aucune protection du motif prédit n’a été observée en

absence comme en présence de métal (Ni(II) et/ou Mn(II)) (Figure IV.35).

M 1 2 3 4 5§ M 6 7 8 9 10

L 1 : Digestion par BsrBl
2 : Digestion par BsrBI + Ni(ll) 20uM

3000 ~.l . 3 : Digestion par BsrBl + Mn(ll) 100uM
2000 ~ 1 e . s == | 4 : Digestion par BsrBl + Ni(ll) et Mn(ll) 100uM
o ) e = e e wme ~— = |5 Plasmide non digéré
1400 — > -
1000 —™ 6 : Digestion par BsrBI
750 = - 7 : Digestion par BsrBI + Ni(ll} 10uM <
e, - e 8 : Digestion par BsrBl + Ni{ll) 20uM E;ﬁifse"“ de S
;gg — P 9 : Digestion par BsrBI + Mn(ll) 100uM
200 — " 10 : Digestion par BsrBI + Ni(ll) et Mn(ll} 100uM

Figure IV.35 Test de protection a la nucléase en présence de NiCl, (et de MnCl,) dans le tampon de
complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCl et 3mM MgCl,). HpNikR a S5uM est mise en présence
de pHP2S a 20nM pendant 20 minutes a T°C ambiante. L’ADN est ensuite digéré pendant 30 minutes a 37°C
avec 3 unités d’enzymes. L’ADN digéré est déposé sur gel d’agarose a 1.5%. BsrBI tend a étre inhibée en
présence de Ni(II) a 20uM et/ou de Mn(II) a 100uM.
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Si une liaison sur ce motif avait lieu de fagon individuelle, I’affinité pour ce site serait plus
faible que pour les sites NiFu et nikRS2 pour lesquels une liaison partielle est observée dans
des conditions similaires. Si cette séquence avait un caractére synergique pour permettre la
liaison d’HpNikR sur la région intergénique en présence de Ni(Il), a priori, une protection

aurait été notée.

IV.3.4. Discussion : Liaison sur NiFu et nikRS2 selon la technique employée

HpNikR est connue comme étant capable de réprimer de fagon Ni-dépendante la transcription
de son gene (Contreras et al., 2003) ainsi que de I’opéron exbB-exbD-tonB (Contreras et al.,
2003; Ernst et al., 2006). Les séquences liées par HpNikR pour assurer ces régulations font
I’objet de nombreuses discussions.
Nous avons donc choisi de mesurer la liaison d’HpNikR sauvage sur ces motifs NiFu, nikRS2
et le motif prédit de facon individuelle par EMSA et de facon intégrative par le test de
protection a la nucléase. Des résultats différents ont été observés en fonction de la technique
employée.
En EMSA, la liaison d’HpNikR sur NiFu et nikRS2 n’a pas été observé en présence d’un
exces de Ni(Il) en raison de sa mauvaise affinité pour ces deux séquences.
La liaison sur NiFu et nikRS2 n’a été observée qu’en présence d’un excés de Mn(II) ou de
Co(II) dans le tampon de migration. La présence de ces deux métaux assure une liaison
minimale de la protéine a ’ADN. Cette liaison a NiFu et a nikRS2 serait renforcée en
présence de Ni(II) pendant I’incubation (meilleure affinité). L’association de ces métaux
(Ni/Mn ou Ni/Co) aurait un caractere synergique.
Nous avons proposé que le Mn(II) ou le Co(II) stabiliserait le complexe HpNikR-Ni-ADN :

- en liant un site de plus basse affinité¢ pour limiter une répulsion entre ’ADN et la

protéine

- eten limitant I’agrégation de la protéine.
Ces deux métaux permettraient d’augmenter 1’affinité¢ de la protéine métallée au Ni(Il) pour
ces séquences NiFu et nikRS2.
Dans le test a la nucléase, contrairement a ce qui a été observé en EMSA, la liaison d’HpNikR
a I’ADN est mesurable avec du Ni(II). Par contre en présence uniquement de Mn(II), HpNikR
ne se lie pas sur ses motifs NiFu et nikRS2.
Mais son effet synergique avec du Ni(II) est conservé pour la liaison sur NiFu et sur nikRS?2.
Le Mn(II) ne serait pas donc indispensable mais tendrait a améliorer I’affinit¢ d’HpNikR

métallée au Ni(II) sur ces séquences.

249 -



La liaison a LADN d HpNiRR,

La métallation du site de haute affinit¢ d’HpNikR par du Ni(Il) suffirait pour observer une
protection sur nikRS2. L’effet du Ni(Il) seul sur la protection du site Psil présent dans le
séquence NiFu est moins évident en raison de la fragilit¢ de ’enzyme qui ne digére que
partiellement ’ADN méme sans protéine. Un nouveau site de restriction pour une enzyme
moins fragile devrait étre créé dans ce site NiFu pour faciliter I’interprétation de la liaison
d’HpNikR.

HpNikR métallée au Ni(II) et/ou au Mn(II) ne protege pas le site de coupure de Hinfl créé.
HpNikR ne se lie pas a furS2. HpNikR métallée ne polymérise pas sur I’ADN. Les protections

et donc les liaisons mesurées sont bien spécifiques.

Des différences « expérimentales » existent entre nos deux tests et peuvent justifier les
différents résultats observés. Ces différences sont les suivantes :

e La quantité de métal

En effet pour le test nucléase, autant ou 2 fois moins de Mn(II) et jusqu’a 25 fois moins de
Ni(IT) sont utilisées en comparaison a I’EMSA afin de limiter 1’inhibition des nucléases
(Rapport Métal/Protéine inférieur). De plus, le caractére agrégatif d’HpNikR est moins
sollicité.

En présence uniquement de Ni(Il) dans le test de protection, HpNikR est 100% métallée
dans son site de haute affinité (il en est de méme en EMSA). La protéine serait 100%
active. Par contre en EMSA, la protéine est 100% métallée (site HA et autres sites) mais
pas 100% active ; en effet elle pourrait étre partiellement agrégée en raison de 1’excédant
de métal présente pendant la migration.

En présence uniquement de Mn(II) dans le test de protection, le site de haute affinité natif
et/ou d’autres sites pourraient ne pas étre de 100% métallés si le Kdmy, est tres faible (~
dizaine de uM). La proportion de protéine activée en présence seule de Mn(Il) ne serait
peut-étre pas suffisante pour protéger les différents sites.

En présence de Ni(Il) et de Mn(II) dans le test nucléase, la protéine serait 100% métallée
par le Ni(I) dans son site de haute affinité et le Mn(II) serait plus disponible pour étre 1ié
dans un second site (d’ou la caractere synergique observable en EMSA et en test
nucléase).

e La spéciation du métal

En EMSA, la composition du tampon de migration peut influencer la stabilit¢ du
complexe. Ce tampon ne contient pas de sel de type KCI1, NaCl... qui permettrait au métal

(NiCl,, MnCl,) d’échanger moins rapidement son contre-ion contre des molécules d’eau.
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Des complexes Niyqua Ou Mn,qua pourraient se former avec des cinétiques différentes dans
ces conditions et pourraient ne pas avoir la méme fonction que le NiCl, ou le MnCl,.

e [a concentration en protéine

2 et 5uM de protéines sont utilisées en test de protection (concentration par sous unité
monomeérique) alors que 5SnM a 3uM le sont en EMSA.

Dans nos conditions d’EMSA, Ia liaison maximale d’HpNikR a I’ADN est observable,
puisqu’il n’y a qu’une séquence oligonucléotidique a lier (500pM). Dans le test de
protection a I’ADN, seule des protections partielles ont pour I’instant été observées. En
effet le plasmide contient 3 régions que lie HpNikR. Pour 5pM d’HpNikR,
approximativement 50% de ces 3 sites de liaison sont protégés en présence de Ni(II).

o [Effets de dilution et de champs électrique

Le complexe ADN/Protéine en test de protection n’est soumis ni a une dilution ni au
champ ¢lectrique tous deux susceptibles de le déstabiliser contrairement aux expériences
d’EMSA. En effet, dans le test nucléase la migration a lieu une fois 1’expérience terminée
(ADN digéré par ’enzyme).

e La nature de I’ADN utilisée

Dans le test de protection a la nucléase, la liaison est mesurée sur la séquence intergénique
entiére introduite dans un plasmide. Cette condition expérimentale est plus proche de la
réalité¢ physiologique (enroulement de I’ADN/Viscosité). Il y a par ailleurs 3 séquences
qui peuvent étre potentiellement liées par HpNikR (NiFu, nikRS2, et le demi-site). Un
effet synergique entre les différents motifs (repliement de I’ADN pour des interactions

protéines-protéines) pourrait expliquer des liaisons a I’ADN.

En considérant les différents résultats obtenus avec les deux techniques d’analyses, un
mécanisme d’activation d’HpNikR pour lier ces séquences peut étre proposé.

HpNikR doit lier NiFu et nikRS2 (synergie de séquence ?) en présence de Ni(II) dans son site
de haute affinité¢, la constante de dissociation de ce complexe serait de quelques
micromolaires. L’affinit¢ d’HpNikR pour nikRS2 serait supérieure a celle pour NiFu. La
liaison sur ces séquences serait potentialisée en présence d’un second métal (Mn(Il) ou
Co(II)) qui améliorerait ’affinité de la protéine pour I’ADN. Ce dernier lierait un second site
métallique qui pourrait également accroitre la stabilit¢ du complexe. Ce site pourrait
éventuellement se situer au niveau de I’extension N-ter mais n’aurait pas les mémes
répercussions au niveau structural que le Mg(Il). Ce site pourrait également se situer entre les

domaines de liaison a I’ADN et de tétramérisation. L’étude faite par Benanti ef al., a montré
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I’absence d’influence de la mutation des résidus Glu39 et Asp43 sur la liaison d’HpNikR a
pnixA, mais n’a pas prouvé I’absence d’influence sur la liaison d’HpNikR sur pnikR ni sur
pexbB (Benanti & Chivers, 2007). Pour compléter le mécanisme de liaison d’HpNikR sur
cette région intergénique, il serait important de localiser et de déterminer avec exactitude la
nature du second site stabilisateur, de connaitre I’effet de 1’extension N-ter sur la liaison
d’HpNikR sur cette région intergénique. Grace au développement du test nucléase, qui reste
encore a améliorer (changement du site de coupure dans le motif NiFu), nous sommes
maintenant en mesure d’étudier I’effet ’HpFUR sur la liaison d’HpNikR sur cette région en

fonction des ions métalliques et du pH dans une moindre mesure.
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V.1. L’objectif de ’étude d’HpFUR

L’objectif premier de I’étude d’HpFUR était de pouvoir étudier le mécanisme de régulation
croisée qui existe entre HpNikR et HpFUR pour la régulation des génes nikR et de I’opéron
exbB/exbD/tonB. Pour ce faire, cette ¢tude implique dans un premier temps de caractériser la
liaison individuelle d’HpNikR et d’HpFUR sur cette région pour ensuite mesurer des
éventuelles compétitions. La caractérisation de la liaison d’HpNikR sur la région intergénique
a été présentée dans le chapitre IV. L’étude de la liaison d’HpFUR sur cette région a nécessité
tout d’abord 1’obtention puis la caractérisation de la protéine. Ces différents résultats seront

exposés apres un bref rappel bibliographique sur HpFUR.

V.2. Données bibliographiques sur HpFUR

Le géne de FUR d’Helicobacter pylori a été identifié et caractérisé en 1998 (Bereswill et al.,
1998). La séquence déduite de la protéine FUR présente un degré d’homologie important avec

les protéines FUR des autres espéces bactériennes (59-49% de similarit¢ et 37-23%

d’identité).
FUR_| -MKRLETLESILERLRMS IKKNGLEKN SKOREEVV SVLYRSG-THLSPEEITHSIRQ--KD S
FUR_: MLIENVE} LERFRKKILRQGELE Y TROREV LLKTLYHSD-THY TPES ITFOQAEPE S8
FUR_N_MENINGITIDIS A ===-=--= MEKFNN=--IAQLEDSELEVTGPRLKILDL HAEEHLSAEDVYRILLE--EG
FUR_B PERTUSSIS 3 ========= D--QSELRNMELRATFPRLEILDIFRESDLRALSAEDVYRALIA--EN
FIRECOLI @3 ====m==== NNTALKRAGLKVILPRLRILEVLOEPDNHHVSAEDLYRKRLID--MG
FUR ¥ PESTIS = =  ========= NNEALENACGLEVTLERLEILEVLONEPACH
FUR_V_VULNIFICUS = ---------
FUR_H_INFLUENZAE =  --—--—---
FUR_P_AERUGINOSA -----=--=-
FUR B SUBTILIS = = = -=====—- MENRIDRIKKQLHSSSYRLTPOREA TWRVILL
FUR S EPIDERMIDIS 3 -—-=-======- MNTNDAIRILEDNGLR Y TDERXDMLDIFV

FUR_ KNTSEs SR ENFrEEk=NFECVLETSKSGRRYETARK - - - EHHDHIICIHEBRITEF2D 113
FUR LNVGIATVERTINLLEEAEMVTS IS FGSAGKKYELANK- - - PHEDHMICXNCERIIEFEN 116
FUR_| VEIGVATIERVETOFEQAGILORHHFETGRAVYELDKG---DHHDHEVEVRCEEVTERHN 106
FUR _| VEIGLATVERVETOFECAGILTRSQFDTGKAVFELNDG---DHADHLIETHEBTVFERSD 103
FUR_| EIGLATVERVINQFDDAGIVTRENFEGGKSVFELTCQ---HHEDHLICEDCEGRVIEFSD 104
FUR TEIGLATVYRVINQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQ---HHADHLICLDCERVIEFSN 104
FUR_ ZEIGLATVERVINQFDDAGIVTREHFEGGKSVFELSTQ---HHHEDHLVELDCGEVIERSH 104
FUR CEIGLATVYRVLNQFLDERKIVI EGNKSVFELAPT---EHHDHIICrDCEEVIEFTD 105
FUR_ EDVGLATVERVITQFEARGLVVRHNFDGGHAVFELADS - - - GHEDEMVEVDTEEVEEFRMD 103
FUR_B_ PEIGLATVERTIF LLTE LKVVDKINFGDGVSREDLRREGARHFHEHLVEMEFBAVDEIEG 111
FUR_S_EPIDERMIDIS PGISFDTVERNEHLFKDLGITESTELEG- EMKFRIAC TN- - HEREH-I€=NE@DTRVIDE 105

PEIENRONEVVEFYOARLISHDMFMEFVWCRECQESEC---—---— 150
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Figure V.1 Alignement de séquences des protéines FUR de différents micro-organismes. Les acides aminés : en
bleus sont parfaitement conservés, en gris sont présents au moins dans une autre espéce bactérienne que H.
pylori, en jaune sont plutot conservés dans les especes autres que H. pylori.
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HpFUR présente respectivement 34%, 28% d’identité, et 56%, 59% de similarité avec FUR
d’E.coli et de P.aeruginosa.

Ces similitudes permettent 8 HpFUR de complémenter « partiellement » une souche AFUR
d’E.coli (Bereswill ef al., 1998; Bereswill et al., 1999). HpFUR peut étre également détectée
avec des anticorps dirigés contre ECFUR (Bereswill et al., 1999).

I1 semble qu’HpFUR partage des homologies fonctionnelles et structurales avec EcFUR.

Depuis son identification, aucune caractérisation « biochimique » complete d’HpFUR n’a été
décrite a ce jour dans la littérature.

Les travaux publiés sur HpFUR se sont principalement centrés sur son mode d’action :
mécanisme de régulation de la transcription des genes. La plupart du temps, ces études sont
réalisées avec une protéine « taggée » en N-ter ou en C-ter.

De nombreux travaux faits sur ECFUR et PaFUR sont considérés et admis pour HpFUR bien
qu’aucune mise en évidence n’ait ét¢ faite (nombre de sites, présence de métal ou non dans la
protéine purifiée, fonction du métal au niveau structural, état oligomérique initial). C’est donc

ce que nous avons initié.

V.2.1. La séquence protéique d’HpFUR

Le gene fur de H.pylori code pour une protéine de 17681 Da contenant 150 acides aminés.
Cette protéine est relativement basique (plincorique : 8,5) en comparaison a ECFUR (plincorique
5,6). Cette différence nous a d’ailleurs conduit a mettre en place un protocole de purification

original qui sera présenté par la suite.

HpFUR présente de nombreux résidus amino-acides pouvant étre de potentiels ligands des

métaux tels que les cystéines ou encore les histidines (Tableau V-1).

Acide aminé (code) Quantité Acide aminé (code) Quantité
Alanine (Ala _A) 4 Leucine (Leu _L) 12
Arginine (Arg _R) 10 Lysine (Lys K) 16
Asparagine (Asn _N) 7 Méthionine (Met M) 4
Aspartate (Asp D) 4 Phénylalanine (Phe F) 4
Cystéine (Cys _C) 6 Proline (Pro _ P) 2
Glutamine (Gln _ Q) 5 Sérine (Ser _ S) 14
Glutamate (Glu _E) 19 Thréonine (Thr _T) 5
Glycine (Gly _ G) 4 Tryptophane (Trp W) 1
Histidine (His _ H) 7 Tyrosine (Tyr _Y) 4
Isoleucine (Ile _I) 14 Valine (Val V) 8

Tableau V-1 La composition en acide-aminés d’HpFUR
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Il est intéressant de noter que les différents résidus identifiés comme ligands du site de
régulation ou du site structural chez EcFUR ou chez PaFUR sont conservés chez HpFUR

(Figure V.2).

JPred HHHHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHH

FUOR _H PYLORI MKRLETLESILERLRMSIKKNGLKNSKQREEVVSVLYRSG-THLSPEEITHSIRQKDKNT 59
RMN 202 HHHHHHH HHHHHEHEHH

FURE BOLE = mesemmmeees MTDNNTALKEKAGLEVTLPRLEILEVLQE PDNHHVSAEDLYKRLIDMGEEI 50
RAY-X EHH HHHH HHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH H

FUOR P AERUGINOSA -—————————— MVEN-SELREAGLEVTLPEVEILOMLDSAEQRHMSAEDVYKATLMEAGEDV 49
JPred HHHHHHHHHEHH BEBEB BEBEB BEEBEB EBEEB EHHH

FUR_ H PYLORI SISSVYRILNFLEKENFICVLETSKSGRRYEIAAKEHHDHI ICLECGKIIEFADPEIENR 119
RMN HE EH B?BEBEB ? BBEBBB ?? EBBB BEBBEBB ?7?HHHH

FUR _E COLT GTATVYRVLNQFDDAGIVTRHNFEGGKSVFEMTQQHHHDHLIC DCGKVIEFSDDSIEAR 110
RAY-X H EBBEB EBEBBEBEBB BEEEBB BEEBB HHHHHHH

FUR_P AERUGINOSA GLATVYRVLTQFEAAGLVVRHNFDGGHAVFELADSGHHDHMVCVDTGEVIEFMDAEIEKR 109
JPred HHHHHH EBBBEBEEBEER

FUR_H PYLORI ONEVVKEYQAKLISHDMEMEVWCE--ECQESEC-———— 150
RMN HHHHH ? DBBEBEEBEBBEEEB

FUR E COLT QREIAAKHGIRLTNHSLYLYGHCAEGDCREDEHAHEGK 148
RAY-X HHHHHHH EBBBEEEEBEB EB

FUR. P AERUGINOSA QEKEIVRERGFELVDHNLVLY - —————— VEKEK—————- 134

Figure V.2 Séquence protéique et structure secondaire de FUR d’H.pylori comparées a celles d’EcFUR et de
PaFUR. Les structures secondaires d’HpFUR, d’EcFUR, et de PaFUR ont été déterminées en utilisant
respectivement JPRED, les données RMN (Pecqueur et al, 2006) et la résolution de la structure
cristallographique (Pohl ef al., 2003) (B : Brin B / H : Hélice o). Les ? précisent des résidus non attribués en
RMN pour EcFUR. Les cystéines sont soulignées sur toutes les séquences, les histidines d’HpFUR sont en gras
et son tryptophane en position 141 est en rose. Les résidus en bleu précisent les potentiels ligands du site de
régulation (définis par la structure RX/ des modéles et de la mutagenése dirigée), les résidus en rouge précisent
les ligands identifiés du site structural. L hélice de reconnaissance de I’ADN (Ha4) théorique est précisée en
vert.

La prédiction de structure secondaire d’HpFUR montre que cette derniere présenterait 5
hélices a et 5 brins P. Cette prédiction est proche des structures secondaires déterminées par
RMN et par diffraction des rayons-X pour ECFUR et PaFUR respectivement mis a part pour
I’hélice al qui serait plus longue (Figure V.2). En effet, HpFUR comprend dans son
extrémité N-ter 10 résidus supplémentaires. Etonnamment, une telle extension a également
été observée pour HpNikR. Cette extension jouerait un role important dans la spécificité de
reconnaissance de I’ADN (cf. Chapitre V). Cette extension chez HpFUR influencerait-t-elle
également ses propriétés de liaison a I’ADN?

La prédiction de structure suggere également la présence d’un motif de liaison a I’ADN de
type hélice-coude-hélice ailé. Ce motif est caractéristique du motif de liaison a ’ADN de
certaines familles de métallorégulateurs parmi lesquelles FUR. L’hélice a4 « potentielle »
d’HpFUR pourrait correspondre comme pour EcCFUR et PaFUR a I’hélice de reconnaissance

de I’ADN (en vert sur la Figure V.2). Cette dernicre est plutot conservée dans les FUR de
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différentes especes (motif : GLATVYR), ce n’est pourtant pas le cas chez HpFUR (motif :
SISSVYR) mis a part pour « VYR ». La tyrosine de ce motif a d’ailleurs été identifiée, par
des expériences de cross-link entre ECFUR et I’ADN analysées par spectrométrie de masse,
comme impliquée dans la liaison a ’ADN chez EcFUR (Tiss et al., 2005). Il en serait
probablement de méme pour HpFUR.

V.2.2. Caractéristiques d’HpFUR

HpFUR est capable de former des oligomeéres in vivo comme cela a été montré en fusionnant
entierement ou partiellement le géne fur au geéne codant pour le répresseur Ci du phage
A (Delany et al., 2002).

Cette propriété d’oligomérisation est dépendante du domaine C-ter de la protéine (résidus 75
a 150). In vitro, cette caractéristique a été confirmée par des expériences de cross-link pour
des concentrations supérieures a 10uM en protéine (Delany et al., 2002). HpFUR peut former
au minimum des dimeres. Cet état oligomérique a été considéré comme étant 1’état natif de la
protéine au regard des données existantes sur ECFUR et d’expériences qui laissaient envisager
la formation d’hétérodimere entre ECFUR et HpFUR (Bereswill ef al., 1999; Fassbinder ef al.,
2000). L’¢tude de deux mutants d’HpFUR D98G et H991 a montré que ces mutations
n’affectaient pas les propriétés d’oligomérisation de la protéine, mais par contre affectaient sa
capacité de liaison a I’ADN (Delany et al., 2002). Les résidus D98 et H99 chez HpFUR sont
équivalents aux résidus D88 et H89 chez EcFUR'" et PaFUR.

D88 et H89 chez PaFUR correspondraient respectivement a un des ligands de son site de
régulation et de son site structural. H89, chez EcFUR correspondrait a un ligand de son site de
régulation. Il a par ailleurs ét¢ montré qu’un mutant de ce résidu chez EcFUR était inactif

(Braun et al., 1990) comme pour HpFUR.

Au regard des données existantes, il a été¢ proposé que les résidus D98 et H99 soient des

ligands potentiels du site de régulation chez HpFUR (Delany et al., 2002).

Aucune information relatant la présence d’un site structural chez HpFUR n’existe dans la
littérature. Cependant il est a noter qu’HpFUR présente un motif de type CX,C-n-CX,C. Un
tel motif CX,C a été identifi¢ chez EcFUR, les résidus C92 et C95 qui sont conservés chez

HpFUR, appartiennent au site structural a zinc. Un motif de type CX,C-n-CX,C a également

" La numérotation des résidus chez ECFUR varie selon que la méthionine M1 soit ou non considérée. Les
résidus D88 et H89 chez EcFUR correspondent aux résidus D89 et H90 d’EcFUR sur I’alignement de séquence

de la Figure V.2.
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¢été identifi¢ chez certaines FUR-like comme MtZUR (Lucarelli et al.,, 2007) et BsPerR
(Traore et al., 2006). Les cystéines de ce motif seraient également les ligands du site
structural a zinc de ces protéines. Existe-t-il alors un site structural a zinc chez HpFUR ? si

oui, comprend-il 2 ou 4 cystéines ?

La caractérisation des sites métalliques potentiels chez HpFUR sera intéressante.

V.2.3. Larégulation transcriptionnelle par HpFUR.

Le fait qu’HpFUR puisse partiellement complémenter une bactérie E.coli dépourvue de
protéine FUR pour faire face au stress métallique « Fe(Il) », implique que cette derniere
puisse reconnaitre un motif de liaison a ’ADN similaire a EcFUR et fonctionne en partie
comme celle-ci. HpFUR est, en effet, un répresseur transcriptionnel dont la fonction est
métal-dépendante (Bereswill et al., 1999; Delany et al., 2002; Ernst et al., 2005a; Fassbinder
et al., 2000; van Vliet et al., 2004). Cependant ce n’est pas son unique mode d’action. HpFUR
peut agir certes en tant que répresseur (Delany et al., 2001a; Delany et al., 2001b; Delany et
al., 2002; Ernst et al., 2005b) mais aussi en tant qu’activateur (Alamuri ef al., 2006; Delany et
al., 2003). Ses modes de régulation seraient également dépendants de I’activation de la
protéine par le métal. D’aprées les études faites par Delany et al., HpFUR apo et holo peuvent
se lier a ’ADN.

HpFUR, peut étre qualifiée de régulateur global, elle contrdle I’expression de génes impliqués
dans :

e le métabolisme du fer comme pfr, fecAl, fecA2, frpB1, nifS, fur (Ernst et al., 2005a)

e le stress oxydant comme sodB, cat, nap (Emst et al., 2005b; Wang et al., 2006)

e [’adaptation au stress acide comme amiFE, amiF, arsR

e le métabolisme et I’homéostasie du Ni(Il) comme hydABC, hpn-like, nikR (?)

Ses régulations s’entrecroisent avec celles faites par ArsRS et par NikR qui sont les deux

autres principaux régulateurs chez H. pylori.

Si ’on considére le fait que la liaison du métal dans le site de régulation impose des
changements conformationnels, cela implique qu’HpFUR puisse lier I’ADN avec deux
conformations différentes. Les sites de liaison a I’ADN ou D’affinité pour ceux-ci peuvent
¢également différer en fonction de la conformation de la protéine.

Les différents modes de régulation d’HpFUR vont étre présentés par la suite.
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V.2.3.1.  Répression de la transcription par HpFUR métallée

Ce mode de régulation semble le plus classique pour HpFUR. Cette derniére réprime
I’expression de nombreux génes comme amikE, fecA3, exbB, frpBl (Emst et al., 2005a) en
présence de métal.

Le groupe de V. Scarlato a montré en 2001, par la technique des empreintes a la DNasel
qu'HpFUR métallée était en mesure de se lier sur le promoteur du géne codant pour FrpB1
(frpB boxI : -1 a -42 par rapport au TSP) (Delany et al., 2001a; Delany et al., 2001b).

Cette protéine est un récepteur de sidérophores TonB-dépendant situé dans la membrane
externe. La liaison d’HpFUR métallée réprime la transcription du géne frpBI et réprime donc
in fine la synthése de récepteur membranaire capable de lier les sidérophores qui acheminent
du fer dans la bactérie. Ce mécanisme permet a la bactérie de controler sa concentration

intracellulaire en fer en limitant son importation.

V.2.3.2.  Répression de la transcription par Apo-HpFUR

De nombreux genes semblent également réprimés par HpFUR non pas métallée mais apo
(Ernst et al., 2005a), parmi lesquels 7ydABC qui constituent I’hydrogénase NiFe, pfr qui code
pour la ferritine (protéine de stockage du fer) ou encore sodB qui code pour la superoxyde
dismutase a fer. Ce mode de régulation a été mis en évidence pour la premiére fois lors de
I’expression fer-dépendante de la ferritine. En absence de fer, son expression était réprimée
alors qu’en présence de fer ou pour un mutant FUR, I’expression de la ferritine avait lieu
(Bereswill et al., 2000). Il a été montré par la technique des empreintes a la DNasel, qu’Apo-
HpFUR se liait sur trois séquences opératrices dont une recouvre le promoteur ppfr (pfr Box1

+5 a -36 par rapport au TSP).

Ces séquences opératrices présentent plusieurs motifs AT(%)AT (Delany et al., 2001b).

L’addition de fer tend a limiter la liaison de la protéine sur ces motifs. HpFUR métallée est
moins affine pour ses 3 séquences opératrices. Il en résulte donc in vivo une activation de la
transcription du geéne codant pour la ferritine par le fer. La comparaison de ces séquences
opératrices a la séquence opératrice liée par FUR métallée sur pfipB montre une organisation

légerement différente de la BoxI. Pfr et frpB BoxI contiennent deux hexameéres parfaits

AT(% )AT, mais dans le cas de FrpB, ces motifs sont consécutifs alors qu’ils sont séparés

par deux hexameres imparfaits pour pfr BoxI. Cette différence pourrait modifier 1’affinité

d’une forme apo ou non pour I’ADN (Delany ef al., 2001a; Delany et al., 2001b).
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L’expression de la SOD a fer (SodB) est dépendante du méme mécanisme (Ernst et al.,
2005b). SodB est impliquée dans la lutte contre le stress oxydant, en réalisant la dismutation
de I’ion superoxyde en dioxygene et en peroxyde d’hydrogeéne. Ce dernier est pris en charge
par la catalase. HpFUR apo ne lie qu’un seul motif (-5 a -47 par rapport au TSP) avec une
affinité faible (Kd 260nM). Le motif 1i€¢ ne présente que peu de similitude avec les pfr box. Le
mode de régulation de 1’expression de SodB par FUR chez H.pylori différe nettement du
mécanisme mis en jeu pour controler son expression chez E.coli. En effet chez cette derniere,
EcFUR métallée contrdle indirectement 1’expression positive de la SodB en réprimant

I’expression de petits ARN anti-sens (RhyB) (Masse & Gottesman, 2002).

Chez E.coli, aucune régulation par la forme apo de FUR n’a jusqu’a présent ét¢ démontrée ni
méme supposée. Cette derniére est considérée comme inactive a 1’état apo. Sa conformation
ne lui permet pas de se lier a ’ADN. Il est possible que les conformations d’EcFUR et
HpFUR apo différent, mais aucune information concernant la structure d’HpFUR n’existe.

Ces deux protéines bien qu’appartenant a la méme famille présentent des différences de
fonctionnalités significatives liées sans doute a des différences structurales qu’il serait

intéressant de caractériser.

V.23.3.  Activation de la transcription par HpFUR métallée

Au cours d’une étude de transcriptomique (Ernst et al., 2005a), il a été montré qu’HpFUR
(WT) métallée était capable d’activer la transcription de certaines geénes. Ce mode de
régulation semblait atypique pour le «répresseur » FUR. Il a donc été proposé que cette
régulation ait lieu par un mécanisme indirect (comme pour la SodB chez E.coli). Jusqu’a
présent aucun mécanisme de la sorte n’a été mis en évidence. Au contraire, derniérement, il a
été montré qu’HpFUR métallée était capable d’activer directement la transcription du géne
nifS en liant deux motifs en amont du promoteur (-155 a -190 et -210 a -240pb) avec un Kd de
360nM (Alamuri et al., 2006). Ces motifs sont similaires & ceux protégés par HpFUR apo
pour ppfr et psodB, cependant HpFUR apo ne semble pas pouvoir s’y lier.

V.23.4.  Autorégulation d’HpFUR

HpFUR semble en mesure de contrdler trés finement sa propre expression transcriptionnelle
(Figure V.4). Cependant le mécanisme de régulation, qui a été suggéré, repose sur des
expérimentations faites avec des protéines non natives (Tag histidine en C-ter) (Delany et al.,

2002), il reste a confirmer avec une protéine sauvage.
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HpFUR peut en fonction des conditions métalliques soit activer, soit réprimer sa transcription.
Un rétrocontrdle est assuré par HpFUR de fagcon Fe(Il) dépendante. HpFUR-Fe lie trois sites
nommés Ol, OII et OIII pour lesquels 1’affinité est décroissante (Delany ef al., 2002). Le site
OlI est positionné entre le nucléotide -34 et -66 par rapport au TSP. Le site OII, quant a lui, est
positionné entre le nucléotide +19 et -13 par rapport au TSP. Enfin le site OIII recouvre la

région -87 a -140. Chacun de ces motifs est séparé par 21 nucléotides.

ol ol ol

Figure V.3 Schéma sur lequel figure la localisation des sites liés par HpFUR dans sa région promotrice. HpFUR
lie trois sites : OI, OII et OIII pour lesquels 1’affinité est décroissante. Le TSP est indiqué par une fléche.

Deux mutants d’HpFUR D98G et H99I qui ne peuvent plus réprimer leur propre expression
en présence de métal, sont toujours capables de lier certains sites opérateurs. Le mutant H991
lie toujours le site OIII a haute concentration et le mutant D98G lie toujours le site Ol et a
haute concentration le site OIIl. Les mutations des résidus D98 et H99 affectent I’affinité de
la protéine pour I’ADN et sans doute leur spécificité de reconnaissance. Le site OII et donc OI
(par considération des affinités) jouent un réle important dans le mécanisme de répression de
son géne par HpFUR métallée.

La régulation de I’expression transcriptionnelle de fur par elle-méme est plus complexe. Il
semblerait qu'un mécanisme d’anti-répression existe. Un modele complexe a été proposé
(Figure V.4) aprés que certaines caractéristiques des sites en amont du promoteur (OI et OIII)
aient été étudiées (Delany et al., 2003).

Le site Ol permettrait de réguler finement la concentration intracellulaire en FUR. Ce site Ol
qui chevauche trés partiellement la boite -35 serait non seulement un site opérateur de haute
affinité¢ pour HpFUR mais aussi un « UP ¢élément ». Ce genre de motif riche en AT et situé en
amont du motif -35 permet d’augmenter le taux de transcription du géne en interagissant avec
le domaine C-ter de la sous unité o de I’ARN polymérase. HpFUR en se positionnant sur ce
site bloquerait I’activation par 1’« UP élément ».

Le site OIIl, quant a lui, serait plutét impliqué dans le mécanisme d’anti-répression de la

transcription du géne fur par HpFUR apo (Delany et al., 2003).
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Figure V.4 Mode¢le de régulation de 1’expression transcriptionnelle de fur par HpFUR (tiré de (Delany et al.,
2003)). En présence de fer, HpFUR métallée peut lier le site OI et OII et donc réprimer la transcription de fur. La
concentration intracellulaire en protéine tend a décroitre, ce faisant HpFUR métallée entre petit a petit en
compétition avec I’ARN polymérase pour le site OII puis pour le site OI. Ce dernier dépourvu de protéine peut
alors se comporter comme un « UP élément » et donc faciliter la transcription et maintenir un niveau minimum
en protéine. La dérepression de la transcription a lieu lorsque le milieu devient déficient en fer. La conformation
d’HpFUR change en perdant du métal. HpFUR apo ne se lie plus a OII mais a par contre une bonne affinité pour
OIII. HpFUR apo reste liée a Ol mais par un mécanisme différent, puisque sa conformation a di changer. La
transcription peut de nouveau avoir lieu. Le site OI présente un double rdle : site de répression pour HpFUR
métallée (et apo) et « UP élément », le site OII est impliqué dans la répression de la transcription par HpFUR
métallée et le site OIII est impliqué dans 1’anti-répression par HpFUR apo.

Les mécanismes de régulation de I’expression transcriptionnelle utilisés par HpFUR, pour
maintenir entre autres 1’homéostasie du fer dans la bactérie, présentent un degré de
complexité supplémentaire qui n’existe pas pour ECFUR. HpFUR « métallée ou apo » régule

en activant ou en réprimant directement 1’expression de ses génes. Le mécanisme d’activation

d’HpFUR au niveau moléculaire n’est pas encore ¢lucidé.

Afin d’étudier le mécanisme d’activation d’HpFUR pour sa liaison sur la région intergénique
nikR-exbB, sa caractérisation biochimique a dans un premier temps été faite pour éclaircir
certaines zones d’ombre (état oligomérique initial, contenu métallique, capacité de

métallation, effet du métal sur la protéine ?).
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V.3. Purification ’HpFUR WT

La protéine FUR d’Helicobacter pylori a été obtenue a partir d’'une souche BL21(DE3)
d’E.coli surproductrice et a été purifiée selon un protocole original qui difféere de ceux
proposés préalablement dans la littérature.

Les protocoles décrits consistent en 1’utilisation d’une colonne d’affinité chargée en Ni(Il), la
Ni-NTA de QIAGEN (Bereswill ef al., 1999; Delany et al., 2001a; Delany et al., 2001b) ou la

protéine porte initialement un tag histidine en N-ter ou C-ter qui est clivé ou non par la suite.

V.3.1. L’obtention des extraits protéiques

Le geéne fur a été cloné¢ dans un plasmide pET11a ou il est sous contrdole d’un promoteur
reconnu par I’ARN polymérase du phage T7. La construction plasmidique a été réalisée par
Kristine Schauer en thése a I’Institut Pasteur (Paris). Ce plasmide contient un géne conférant
la résistance a I’ampicilline. Le plasmide construit, nommé pFUR3, a été introduit par choc
thermique dans la souche surproductrice d’E.coli BL21(DE3). Cette derni¢re synthétise
I’ARN polymérase du phage T7 qui est sous contréle d’un promoteur inductible a I’'IPTG. La
surproduction d’HpFUR est in fine induite (Figure V.5).
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Figure V.5 Gel d’¢lectrophorése en conditions dénaturantes montrant la production de FUR d’Helicobacter
pylori dans une souche BL21(DE3) d’E.coli inductible a ’'IPTG. NI : profil protéique de la culture bactérienne
avant induction ; I2H : profil protéique de la culture bactérienne aprés 2H d’induction a 'IPTG 0.5mM a 37°C ;
SS : profil protéique du surnageant aprés cassage des cellules dans 20 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NacCl,
Inhibiteurs de protéases ; CS : profil protéique des débris cellulaires culotés aprés cassage des cellules. Une
partie non négligeable de la protéine reste dans le culot.

Afin de limiter la protéolyse de la protéine, trois inhibiteurs de protéases (le PMSF, la
Pepstatine A et I’'ICT) ont été ajoutés dans la suspension bactérienne avant le cassage des
cellules par sonication. Entre 30 et 50% de la protéine sont récupérés aprés cette étape (étape

limitante dans la production d’HpFUR).
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V.3.2. Purification sur une colonne échangeuse de cations

HpFUR est une protéine riche en résidus basiques (Arg: 10 Lys : 16 vs résidus acides : 23)
qui lui confeérent un point isoélectrique théorique de 8,50 (Swiss prot). Tenant compte de cette
propriété, la protéine a donc été purifiée sur une colonne échangeuse de cations SP sépharose
(SP : Sulfopropyl) équilibrée avec un tampon 20mM HEPES pH 7.4 210 mM NaCl. Au
préalable, ’extrait protéique est dialysé afin de le dessaler (NaCl 500mM a 100mM dans un
tampon a pH7.4) et traité avec la DNasel pour dégrader I’ADN. Dans ces conditions de pH,
HpFUR, contenue dans le dialysat, est théoriquement chargée positivement et donc est
retenue sur la colonne qui présente des groupements -SO;. L’ADN est, quant a lui, non
retenu. L’¢lution d’HpFUR est permise par un gradient en NaCl allant de 210 a 640 mM
(Figure V.6). L’ion sodium sert de contre ion qui entre en compétition avec la protéine pour

interagir avec le groupement -SOs".
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Figure V.6 A) Profil de purification d’HpFUR sur une colonne échangeuse de cations (SP Sépharose), le pic
d’¢lution d’HpFUR est séparé en 2 lots : Pool 1 (P1) et Pool 2 (P2). B) Profil de purification visualisé sur SDS-
PAGE a 17% en acrylamide.

HpFUR est totalement retenue sur la colonne ; son pic d’élution est séparé en deux pools qui
contiennent des niveaux d’impuretés différents (Figure V.6). La protéine prépurifiée est

ensuite concentrée avant de connaitre la seconde étape de purification.

V.3.3. Purification par filtration sur gel

En sortie de colonne échangeuse de cations, HpFUR est a 70% pure, les 30% d’impuretés
restantes sont ¢liminées par une étape d’exclusion moléculaire. La purification est réalisée sur

une colonne Superdex 75 préparative (16/60 GE Healthcare).
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La Figure V.7 présente les profils d’¢élution des pools P1 et P2 obtenus au cours de 1’étape de
filtration sur gel. HpFUR ne présente qu’un état oligomérique (pic unique d’élution) et est

¢luée vers 58 mL.
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Figure V.7 A) Profil de purification d’HpFUR sur une colonne d’exclusion moléculaire (Superdex 75
préparative) équilibrée dans un tampon 20 mM Tris/HCI pH 7.4, 400mM NaCl, 5 mM DTT a ImL.min"' & 5°C.
B) Gel SDS-PAGE a 17% en acrylamide montrant le profil de purification du pool 1.

L’analyse par SDS-PAGE montre que la protéine « HpFUR » est pure et présente un poids
moléculaire apparent compris entre 14 et 20kDa, une espéce protéique de 14kDa est
¢galement observable de facon aléatoire (rapidité d’exécution de la purification) (Figure V.8).
L’analyse par spectrométrie de masse faite par D. Lascoux du LSMP de I'IBS Grenoble a
révélé que le poids moléculaire de la protéine purifiée était de 17680 Da ce qui correspond au
PM théorique d’HpFUR de 17681 Da. Une espéce protéique de 4498 Da a également été
identifiée. Cette espece pourrait correspondre a une espece protéolysée d’HpFUR dont la

perte aboutirait a I’obtention de I’espece visualisée sur gel (Figure V.8).
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Figure V.8 SDS-PAGE d’HpFUR purifiée. Cette dernicre est susceptible d’étre protéolysée en Cter avec une
perte d’une trentaine de résidus.

Le séquencage du N-ter, des 2 espéces protéiques visualisées sur gel, a été réalisé par J.P.
Andrieu de I’'IBS Grenoble et a révélé que ces deux especes correspondaient bien a HpFUR.
Cette dernicre présente toujours sa méthionine M1. L’espece protéolysée d’HpFUR le serait

dans son extrémité C-ter.
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Entre 10 et 30 mg de protéine pure pour 3 L de culture sont obtenus apres toutes les étapes de
purification. L’epsilon théorique a 280 nm considéré pour évaluer la concentration par sous
unité monomérique est de 11460 M'.cm™ (Expasy Swiss Prot). Un spectre d’absorption UV-
Vis d’HpFUR apo a 20uM est présenté ci-dessous.
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Figure V.9 Spectre d’absorption UV-Vis d’HpFUR apo a 20uM dans un tampon 20mM Tris/HCI pH7.4 400mM
NaCl, ImM DTT.

Des essais de cristallisation d’HpFUR apo ont été réalisés par nos collaborateurs de I’ESRF

(L. Terradot et U. Kapp) mais n’ont pas encore abouti.

V.4. Etat d’oligomérisation ’HpFUR WT

L’état oligomérique d’HpFUR a été déterminé par mesure du poids moléculaire de I’espece
purifiée sur une colonne d’exclusion moléculaire analytique (superdex 75 10/30 GE
Healthcare). Cette derniére a, au préalable, été calibrée avec des protéines de forme sphérique
et de densité proche: 1’albumine bovine, 1’ovalbumine, le chymotrypsinogene et la
ribonucléase A (Figure V.10). Si HpFUR n’est pas sphérique ou si sa densité est différente de
celle des standards utilisés alors le poids moléculaire apparent sera différent du poids réel.
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Figure V.10 Courbe de calibration de la Superdex 75 analytique réalisée avec des protéines sphériques dans du
20mM MOPS pH 7 KCI 400mM a 20°C. Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo), ou Vt est le volume total de la colonne soit
23.6 mL, Vo est le volume mort qui correspond au volume d’élution du bleu Dextran soit 7.6 mL et Ve est le
volume d’¢élution des protéines.

La protéine en sortie de purification a été concentrée puis injectée sur la colonne analytique.

Avant I’injection le tampon de la protéine a été échangé. HpFUR est mise dans du 20 mM
MOPS pH 7 400mM KCI. Ce tampon qui correspond au tampon de calibration de la Superdex
analytique, a également été choisi pour faciliter les études des changements conformationnels

de la protéine en fonction des métaux qui seront présentées par la suite.

Un seul état oligomérique de la protéine est observé sur le chromatogramme (Figure V.11).
Le volume d’¢élution est de 10,6 mL ce qui correspond a un poids moléculaire apparent de 37
kDa. En théorie les poids moléculaires d’HpFUR monomérique et dimérique sont
respectivement de 17,7 et 35,4 kDa. HpFUR purifiée est donc un dimere. Des résultats
préliminaires, obtenus par des mesures de spectrométrie de masse faites en conditions natives,
confirment cela. La présence d’une espéce monomérique a également été notée dans certaines
conditions mais cela reste a confirmer. Elle pourrait expliquer pourquoi le pic d’élution

d’HpFUR traine légérement sur le chromatogramme (Figure V.11)
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Figure V.11 Profil d’¢lution d’HpFUR a 25uM obtenu sur une colonne d’exclusion moléculaire équilibrée dans
du 20mM MOPS pH 7 400mM KClI a 20°C.

Lorsqu’un traitement de la protéine a basse concentration (25 uM) avec un exces d’EDTA
(250 équivalent/unité monomérique de protéine) a 4 °C est réalisé, le profil d’élution
d’HpFUR évolue dans le temps. Apres 2h de traitement, HpFUR est majoritairement ¢luée a

11.6 mL, ce qui correspond a un poids moléculaire apparent de 24 kDa. Ce poids tend a

s’approcher du poids théorique de la forme monomérique d’HpFUR. Une telle espece a été
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identifiée et caractérisée pour EcFUR (D'Autreaux et al., 2007; Pecqueur et al., 2006).

L’EDTA aurait chélaté un métal impliqué dans la dimérisation de la protéine.
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Figure V.12 Profils d’élution d’HpFUR a 25uM obtenus sur une colonne d’exclusion moléculaire analytique
équilibrée dans du 20mM MOPS pH 7 400mM KCI a 20°C. (—) sans EDTA, (- -) avec de ’EDTA 250eq
pendant 30 minutes, (7)) avec de ’EDTA 250eq pendant 2 heures. Les poids moléculaires des espéces a 10,7 et
11,6 mL sont de 35 et 24kDa respectivement. HpFUR est un dimére qui peut redonner un monomeére en présence
d’EDTA.

HpFUR est nativement un dimere qui semble contenir du métal impliqué dans le processus de
dimérisation de la protéine. Le contenu métallique doit étre analysé.
Le processus de dimérisation doit également dépendre de la concentration protéique. 1l serait

intéressant de déterminer la constante de dissociation de cette espece.

V.5. La liaison du métal par HpFUR

V.5.1. HpFUR purifiée est métallée

Le contenu métallique d’HpFUR apres purification a été déterminé en utilisant deux
techniques : un dosage colorimétrique avec du PAR qui n’est pas spécifique d’un métal de

transition et la spectrométrie d’absorption atomique.

V.5.1.1.  Dosage par le PAR

La mesure du contenu métallique a été faite a deux reprises sur un échantillon de 20 et 63 uM
de protéine ayant subi au préalable une dénaturation par le TCA afin de rendre accessible le
métal au PAR. Le dosage ainsi réalisé est comparé a une courbe de calibration mesurée le jour
méme avec le zinc complexé au PAR (Figure V.13). HpFUR en sortie de purification contient
entre 0,6 et 0,7 équivalent de métal par sous unit¢ monomérique si la concentration en

protéine déterminée avec 1’epsilon théorique est considérée. 4 priori ce métal pourrait étre du
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zinc puisque ce dernier ne confeére aucune caractéristique en spectroscopie d’absorption UV-
Visible.
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Figure V.13 Gamme étalon du zinc complexé au PAR en fonction de la concentration en zinc ajouté mesurée
dans du 1M Tris/HCI pH 7.4 a 20°C.

V.5.1.2.  Dosage par spectroscopie d’absorption atomique

Le dosage a ¢été réalisé par le Dr. Josiane Arnaud rattachée au Département de biologie
intégrée du CHU de Grenoble.

La mesure du contenu métallique a été faite sur deux lots de purification d’HpFUR. Le
tampon de ces derni¢res a au préalable été échangé contre du 20 mM Tris/HCI pH7,4.
L’absence de métal dans le tampon a également été controlée. En moyenne HpFUR contient 1

équivalent de Zn(II) par monomere (Tableau V-2).

Ech1 Ech 2

[HpFur], en pmol.L"! 48 35
[Zn(1)] en pmol.L" 44 38.2
N equ de Zn/monomere 0.91 1.09

Tableau V-2 Dosage par spectroscopie d’absorption atomique du contenu métallique d’HpFUR. La
concentration protéique a été mesurée par spectroscopie d’absorption UV-Vis a 280nm.

Ce dosage confirme les données obtenues lors du dosage PAR, HpFUR en sortie de
purification contient bien du métal et plus précisément 1 équivalent de Zn(II) par unité
monomérique et la protéine est un dimere. Sachant qu’au cours de la purification, aucun
traitement par le zinc n’a été réalisé, cela sous-entend que ce métal est propre a la protéine.
Par analogie a FUR d’E.coli, HpFUR purifiée contient du zinc contenu sans doute dans le site
structural (ou site 1). Ce site serait impliqué dans le processus de dimérisation de la protéine.
L’absence de métal sur cette forme « monomérique » doit néanmoins encore étre confirmée.

Cette espece protéique métallée au zinc sera par la suite qualifiée de protéine « APO ».
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Le contenu métallique de la protéine HpFUR purifiée, dont I’obtention est décrite dans la
littérature, n’a pas été précisé. Cependant cet aspect semble important, puisque les propriétés
de liaison a I’ADN de cette protéine sont fonction de la présence ou non de métal li¢ a la
protéine.

En supposant que la protéine décrite dans la littérature comme étant « Apo » est identique a la
protéine « Apo » que nous proposons, alors HpFUR présenterait un autre site métallique dont
la métallation modifierait le mode d’action de la protéine : liaison ou non a I’ADN en fonction

de la séquence opératrice.

V.5.2. Lamétallation d’HpFUR par le cobalt

Une reconstitution de la forme métallée ou « HOLO » d’HpFUR par du cobalt a été réalisée
par Sylvia Vitale en 1" année de thése au laboratoire. Le cobalt, comme cela a été précisé
dans le chapitre III, est une sonde spectroscopique permettant de déterminer la géométrie du
site métallique et de savoir si des cystéines sont ou non impliquées dans la coordination du

métal et d’en estimer le nombre.

La métallation d’HpFUR au cobalt est suivie par spectroscopie d’absorption UV-Visible. Des

bandes spectrales sont notables a 308, 365, 485, 540 et 742 nm apres les additions successives

de cobalt (Figure V.14).

Lewo oo v v by v v v v v b v v v v bev vy v v v by vv s v v v b vy vy
0.5%\*— 308 nm

L

043 \

0.3

0.2

A Absorbance

0.1 \ 742 nm

300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
Figure V.14 Métallation d’HpFUR a 450 uM par le cobalt. Spectres de différence entre Co-HpFUR et apo-
HpFUR. Les différents équivalents de cobalt sont: 0,1;0,2;0,3;0,4,0,5;0,6;0,7;0,8;09;1,0;1,1;1,2;

1,3;14;1,5;1,6;1,7; 1,8, 1,9 et 2,0eq.Conditions : 20mM HEPES pH 7.4, 1M NaCl 20°C. Sel métallique :
CoSO0,.
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Cette métallation peut étre dissociée en deux phases. La premiere phase a lieu entre 0 et 1-1,3
équivalents de cobalt ajoutés par monomere. Une premiere saturation de site est observée
(plateau au-dela de 1,3 eq Co(Il)/monomere). Deux bandes spectrales sont uniquement
observées a 485 et 540 nm (Figure V.15A). Ce sont des bandes d-d de faible intensité. Le
coefficient d’extinction molaire apparent de la bande a 540 nm est de 66 M"'.cm™ (Figure
V.15B). La valeur de cet epsilon laisse présager que le site métallé par le cobalt est penta ou
hexacoordonné. L’absence de bande de transfert de charge entre 300 et 400nm caractérise
I’absence de cystéine dans ce site. Ce site peut correspondre au site de régulation que 1’on

nommera site 2.
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Figure V.15 Métallation d’HpFUR par le cobalt. A) Spectre de différence entre Co-HpFUR (1,0; 0,8 ;0,6 ;0,4 ;
0,2 eq de Co(Il)) et apo-HpFUR. B) Titration d’HpFUR par le cobalt, suivi de 1’absorption a 540nm en fonction
de la quantité de cobalt ajoutée. Conditions : 20mM HEPES pH 7.4, 1M NaCl 20°C. Sel métallique : CoSO,
(Une métallation similaire a pu étre réalisée dans un tampon 20mM HEPES pH 7.4, 500mM NaCl)

L’état oligomérique de la protéine métallée par 1,3 équivalents de cobalt est inchangé,
HpFUR est toujours trés majoritairement dimérique. Un faible pourcentage de forme

monomérique et tétramérique est notable. (Figure V.16).
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Figure V.16 Profils d’élution d’HpFUR (20uM apo et 35uM substituée au Co(II)) obtenus sur une colonne

d’exclusion moléculaire analytique équilibrée avec du MOPS 20mM pH 7 KCI 400mM a 20°C. (—) Apo (- —
—) avec 1,3 eq de Co(Il)
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Au-dela de 1-1,3 équivalents de Co(Il) ajoutés par monomere, une deuxieéme phase de
métallation est observée avec I’apparition de nouvelles bandes a 308, 365 et 742 nm et la
saturation de la bande a 540 nm (Figure V.17A). Les bandes a 308 et 365 nm de haute
intensité sont caractéristiques de bandes de transfert de charge plus particuliérement entre le
groupement thiolate S° d’une cystéine et le cobalt. Le coefficient d’extinction molaire
apparent de la bande a 308 nm et & 365 nm est de 1195 et 585 M .cm™ respectivement (Figure
V.17B). La coordination du cobalt par un soufre tend & donner un ccefficient d’extinction
molaire compris entre 900 et 1400 M'.cm™. La valeur de cet epsilon laisse présager que ce
site (site X) implique dans la sphére de coordination 1 cystéine. La bande a 742 nm
correspond a une bande d-d de faible intensité avec un coefficient d’extinction molaire
apparent de 87 M"'.cm™ (Figure V.17C). Bien que I’epsilon soit faible, sa localisation a 742

nm tend a étre caractéristique d’un site tétracoordonné.
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Figure V.17 Métallation d’HpFUR par le cobalt entre 1 et 2 équivalents ajoutés A) Spectres de différence entre
Co-HpFUR (2,0; 1,8; 1,6 ; 1,4 ; 1,2 eq de Co(II)) et HpFUR 1leq Co(II). B) Titration d’HpFUR par le cobalt,
suivi de I’absorption a 308 et 365 nm en fonction de la quantité de cobalt ajoutée. C) Titration d’HpFUR par le
cobalt, suivi de I’absorption a 742 nm en fonction de la quantité de cobalt ajoutée. Conditions : 20mM HEPES
pH 7.4, 1M NaCl a 20°C.
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L’absence de saturation de métallation sous-entend que le site n’est pas « plein ». L’addition
de plus de 3 équivalents de cobalt dans cette gamme de concentration de protéine (400-
500uM) tend a la faire précipiter. La saturation de ce site n’a pas pu étre réalisée.

Cette absence de saturation pourrait in fine influencer la valeur de 1’epsilon déterminée si
I’affinité du site pour le cobalt est dans la gamme de concentration protéique testée ou si le
cobalt est en compétition avec un autre métal. En effet le cobalt pourrait éventuellement se
substituer au zinc présent dans le site 1. Cependant HpFUR comprend 6 cystéines et le site 1
en contient au maximum 4. Le Co(Il) pourrait également étre coordonné par les 2 autres
cystéines restantes par sous unite.

Dans ces conditions de métallation, 1’état oligomérique est différent, des formes au minimum
tétramériques sont observées. Cet état peut étre réel avec la métallation d’un site entre deux
diméres ou au contraire refléte la précipitation de la protéine a haute concentration.

Une caractérisation plus approfondie sera nécessaire pour répondre a ces différents points.
L’addition d’EDTA sur la forme métallée d’HpFUR avec 2 équivalents de cobalt tend a
modifier I’allure des spectres avec la disparition « rapide » des bandes a 485 et 540nm (Figure
V.18).

0.20

0.12 ]
0.16 ]
0.14 ]
0.12]
0.10]

0.08

Absorbance

0.06 |
0.04
0.02

0.00
300

A(nm})

Figure V.18 Effet de ’EDTA sur la métallation d’HpFUR au cobalt suivi en UV-Visible. (—) HpFUR 2 eq
Co(I), (———) avec de ’EDTA 45 eq < 20 sec, (") avec de ’EDTA 45 eq pendant 20 min. Conditions : 20mM
HEPES pH 7.4, IM NaCl 20°C.

L’EDTA chélate le cobalt du site 2 qui est éventuellement le site de régulation et pas le cobalt
du site X. Le site X métallée au cobalt présenterait une plus haute affinité pour ce métal mais
toutefois sa métallation est secondaire a la métallation du site 2. Elle n’est pas prioritaire. Une

substitution du zinc contenu dans le site 1 par du cobalt pourrait expliquer ce comportement.
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V.6. Effet du métal sur la conformation d’HpFUR

Deux techniques ont été¢ employées afin d’observer les effets potentiels des métaux sur la
structuration/conformation d’HpFUR dimérique « Apo»: des mesures de dichroisme

circulaire et des mesures de fluorescence du tryptophane.

V.6.1. Effet des métaux suivi par dichroisme circulaire

V.6.1.1.  Structuration de la protéine apo

Les spectres de dichroisme circulaire dans ’UV-lointain (195 — 250 nm) et dans I’UV-proche
(250 — 320 nm) d’HpFUR « Apo » a 10uM ont été enregistrés dans du MOPS 20mM pH 7
KCl 40 mM (Figure V.19). Le spectre CD dans 1I’UV-lointain de la protéine FUR

d’Escherichia coli « Apo » a été superposé sur la

2000 4

Figure V.19A.
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Figure V.19 A) Spectres CD enregistrés dans I’UV lointain d’Apo-HpFUR a 10uM (M) et d’Apo-EcFUR a
20uM (»). B) Spectre CD d’HpFUR enregistré dans I’UV proche. Les spectres ont été¢ enregistrés dans du
tampon 20mM MOPS pH7, 40mM KCl a 25°C aprés 20 minutes d’équilibration. Le blanc est soustrait de
chaque courbe expérimentale, les données ont été normalisées par rapport a la concentration et au nombre de
résidus par monomere.

Le spectre du dimére d’HpFUR en UV-lointain comprend deux minima a 209 et 222 nm qui
sont caractéristiques d’une structuration en hélice o.. L’estimation de la structure secondaire
n’a pas été réalisée. Toutefois, il est clair qu’HpFUR présente une structuration riche en hélice
a bien que la prédiction de structure secondaire laissait envisager une structuration mixte (Ho
et feuillet ). Cette structuration différe de celle d’EcCFUR qui présente plutdt une
structuration mixte (absence de minimum a 218 et 222nm). Cette différence pourrait étre
expliquée par la variation au niveau de I’hélice al. En effet, celle-ci tend a ne pas étre
structurée chez EcFUR a I’état de dimere non activée (Pecqueur et al., 2006). D’apres les
prédictions, chez HpFUR, cette hélice serait plus longue et pourrait nativement étre structurée

méme en absence de métal dans le site de régulation mais ceci reste a prouver.
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L’effet de différents métaux (Co(II), Ni(Il), Mn(II) et Zn(Il)) sur la structure secondaire

d’HpFUR a par la suite été mesureé.

Le spectre du dimére d’HpFUR en UV-proche comprend un minimum a 278nm. HpFUR
présente bien une structure tertiaire avec une contribution principalement des tyrosines qui
sont au nombre de 4 par unit¢é monomérique. La contribution de 1’unique tryptophane (par

monomere) n’est pas notable.

V.6.1.2.  Effets des métaux sur la structure secondaire

Les spectres de CD dans I’UV-lointain ont été enregistrés sur HpFUR apo et en présence de

différents équivalents de métal qui ont été ajoutés progressivement dans 1’échantillon.

Les spectres du dimere métallé par du Co(Il), par du Ni(Il), par du Mn(II) ou par du Zn(II)
sont globalement similaires avec deux minima a 208 et 222 nm (Figure V.20A). L’ellipticité
molaire du minimum a 222 nm est plus intense lorsque la protéine est métallée contrairement
a Dellipticité du dimére apo (ex : [0]22 HPFUR-Co : -9908 deg.mol™.cm® vs [0]2,, HpFUR-
Apo : -10954 deg.mol™.cm?). L’ellipticité molaire & 212nm est plus marquée. L’ellipticité
molaire du minimum a 208 nm ne fluctue pas par rapport a 1’ellipticité molaire du minimum a
209 nm de la protéine apo sauf pour HpFUR-Ni et HpFUR-Co (Figure V.20A).

La protéine métallée avec les 4 métaux tend a conserver une structure en hélice o bien que
des variations soient notables au travers des spectres de différence (Figure V.20B).

En effet 1’addition de Co(II) ou de Ni(Il) sur la protéine tend globalement & accroitre
I’ellipticité molaire entre 206 et 230 nm. Un point isobestique ou isodichroique est observé a
206 nm pour le Ni(II). Il doit témoigner d’une transition entre deux états du dimere « apo a

holo ». Cette transition semble terminée a partir de 5-10 équivalents.

Figure V.20 Effets du Co(II), Ni(Il), Mn(II) et Zn(II) sur la structure secondaire d’HpFUR dimérique a 10puM.
A) Spectres CD normalisés d’HpFUR apo et avec différents équivalents de métal (0,5; 1;2; 5; 10 et 15
eg/sous unité). Les spectres ont été enregistrés dans du tampon 20mM MOPS pH7, 40mM KCl a 25°C. Le blanc
est soustrait de chaque courbe expérimentale. B) Spectre de différence entre HpFUR métallée et HpFUR apo.
(Sels métalliques : NiCl,, MnCl,, CoSO, et ZnSOy,). =
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L’addition de Mn(II) provoque également une transition dont le point isodichroique est a
208nm. La transition n’est pas de la méme nature pour le Mn(II) que pour le Co(Il) et le
Ni(Il). Cette transition semble terminée a partir de 5 équivalents. L’ellipticité molaire est
augmentée en présence de Mn(Il) avec un maximum centré sur 222nm.

L’addition de Zn(II) provoque également une transition plus tardive dont le point
isodichroique est a 208nm. Elle débute apres 1’addition de plus de 1 équivalent de Zn(I).
L’affinité de la protéine pour ce métal dans ce site serait moins bonne ou impliquerait un
mécanisme de coopérativité.

La transition différe de nouveau par rapport aux trois autres métaux. Elle est également
terminée a partir de 5 équivalents de Zn(Il) ajoutés. L’ellipticité molaire est augmentée en

présence de Zn(Il) avec un maximum centré sur 218nm.

Ces variations d’ellipticit¢é molaire en fonction des métaux montrent que ces derniers n’ont
pas nécessairement le méme effet sur la structure secondaire. La structuration de la protéine
en présence de métal varie.
Des simulations peuvent étre faites afin de déterminer la proportion « relative » de protéine
métallée dans nos conditions en imposant des Kd de liaison du site métallique. La simulation
repose sur le modele « simple » suivant ou :

A+B << AB
Chaque unit¢ monomérique d’HpFUR lierait 1 métal par sous-unité (métallation du site 2 ou
site de régulation) et aucun mécanisme de coopérativité ne serait mis en jeu pour cette
métallation.

La résolution de I’équation quadratique correspondante :

be (Kd + Bt + At) —/(Kd + Bt + At)* —4x At x Bt

ou y correspond a la fraction de protéine
2% At

métallée, Bt correspond a la concentration totale en métal, At correspond a la concentration de
protéine totale (soit 10uM ici) a permis de simuler la métallation d’HpFUR en considérant

différentes valeurs de Kd pour le site de régulation (Figure V.21).
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Figure V.21 Simulation de I’état de métallation d’HpFUR, en considérant un modele de liaison métallique
simple 1métal: Imonomere (site 2). [HpFUR]; = 10uM / Kdy testé : 0,5; 1 ;5 ; 10 et SOpM.

En considérant un Kd de métallation du site 2 de 1uM, en présence de 10uM de métal (soit 1
équivalent par rapport a la concentration d’HpFUR), 75% de la protéine serait métallée. Plus
de 90% de protéine serait métallée au-dela de 2 équivalents.

En supposant que le Kd de métallation du site 2 soit de 10uM, alors en présence de 10uM de
métal, 40 % de la protéine serait métallée. Plus de 90% de protéine serait métallée au-dela de
10 équivalents.

D’aprés ces simulations et les données expérimentales, il semblerait que le Kd de métallation
du site 2 soit de I’ordre de 10 uM, en supposant que les changements de structure secondaire

observés dépendent de la métallation de ce site.

Le spectre d’HpFUR concentrée métallée au Co(II) (notée holo-HpFUR) uniquement dans le
site 2 (suivi en UV-Vis) a été enregistré. La protéine a été diluée dans un tampon 20mM
MOPS pH7 20mM KCI pour s’approcher au maximum du tampon de référence MOPS 20mM
KCl 40mM. Comme pour HpFUR (a 10uM) métallée au Co(Il), une ellipticité molaire plus
intense a 222 nm et a 212 nm pour Holo-HpFUR est observée. Le second minimum est
¢galement mesuré a 208nm.

Les changements observés au niveau de la structure secondaire sont bien associés a la

métallation du site 2 ou de régulation.
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Figure V.22 Spectres CD enregistrés dans I’UV lointain d’Apo-HpFUR & 10uM (M), HpFUR & 10uM métallée
avec 2 équivalents de Co(Il) (V¥), Holo-HpFUR (1.5equ Co(Il)) concentrée puis diluée a 10uM (*). Les
spectres ont été enregistrés dans du tampon 20mM MOPS pH7, 40mM KCIl a 25°C aprés 20 minutes
d’équilibration. Le blanc est soustrait de chaque courbe expérimentale (la correction pour Holo-HpFUR n’est pas
parfaite, son tampon ne comprend pas exactement 40mM de KCIl), les données ont été normalisées par rapport a
la concentration et au nombre de résidus par monomere.

V.6.2. Effet des métaux suivi par la fluorescence du tryptophane

Le suivi de I’évolution de la fluorescence du tryptophane, renseigne sur 1’environnement du
tryptophane qui est présent a la fin du domaine C-ter de la protéine W141 (Figure V.2). En
fonction de sa longueur d’onde maximale d’émission, il est possible d’évaluer si le
tryptophane est enfoui dans la protéine (Ayax vers 310 nm) ou exposé au solvant (Apax vers

350 nm) (Reshetnyak et al., 2001).

V.6.2.1.  Fluorescence d’HpFUR apo
Le spectre d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpFUR apo a 3,6uM, enregistré dans
du tampon MOPS 20mM pH7 KCI 150mM et du MOPS 20mM pH7 KCl 40mM, montre que
ce dernier est partiellement exposé au solvant puisque le A, d’émission est de 344 et 343 nm
respectivement (Figure V.23). La salinité n’influence pas ou trés faiblement I’environnement

des tryptophanes d’HpFUR apo.
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Figure V.23 Spectres d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpFUR apo a 3,6uM enregistrés dans du
tampon MOPS 20mM pH7 KC1 150mM a 25°C aprés excitation a 295 nm et 20 min d’équilibration (—), et dans
du tampon 20mM MOPS pH7 40mM KCl a 25°C aprés excitation a 295 nm et 20 min d’équilibration (**).

V.6.2.2.  Fluorescence d’HpFUR métallée

L’effet des métaux sur la fluorescence du tryptophane a ensuite été observé (Figure V.24).
Les spectres ont été enregistrés sur HpFUR apo a 1’équilibre et en présence de différents

équivalents de métal ajoutés progressivement dans 1’échantillon.
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Figure V.24 Spectres d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpFUR apo (—) a 3,6uM et avec 0,5¢q (—),
0,8eq (), 1,7eq (), 4,2 () et 12,5¢q (—) de métal ajoutés. Spectres enregistrés aprés équilibration puis
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excitation a 295 nm. Conditions : 20mM MOPS pH7 150mM KC1 a 25°C. PI : point isobestique. Des spectres
similaires ont été enregistrés pour HpFUR métallée au Co(Il) dans du tampon 20mM MOPS pH7 40 mM KCI.
(Sels métalliques : NiCl,, MnCl,, CoSO, et ZnSOy,).

Les spectres d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpFUR métallée par du Co(II) et
du Ni(II) sont fortement similaires avec 1’existence d’un point isobestique (PI) a 305nm. Par
contre les spectres obtenus apres métallation d’HpFUR par du Mn(II) ou du Zn(II) différent et
les points isobestiques sont alors situés a 303 et 309 nm respectivement. Une transition entre

deux états d’HpFUR (apo-métallée) a bien eu lieu avec ces 4 métaux.

Le Amax d’émission de fluorescence du tryptophane varie de 344 nm a 349.5 nm lors de
I’addition des métaux. Une représentation de I’évolution de ce Amax en fonction du nombre

d’équivalents de métal ajoutés a été réalisée pour mieux visualiser sa variation (Figure V.25).
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Figure V.25 Evolution de la A, d’émission de fluorescence du tryptophane d’HpFUR en fonction du métal
(Zn(1I) : M ; Ni(Il) : @ ; Mn(I]) : A ; Co(Il) : ¥) et du nombre d’équivalent ajouté par sous unité monomérique
de protéine.

Ce déplacement progressif du Amax d’émission est observé pour le Co(II), le Ni(II) et le Zn(II)
entre 0 et 2 équivalents. Pour le Mn(Il), ce déplacement maximum est observé a partir de 4
équivalents. L’affinité de la protéine pour le Mn(II) par rapport a celle pour le Co(II) ou le
Ni(I) pourrait expliquer cette différence de variation.

Ce Amax d’émission reste ensuite de 349.5 nm pour le Co(Il), le Ni(Il) et le Mn(II) pour des
additions métalliques plus importantes. Ce déplacement rend compte du changement
d’environnement du tryptophane qui tend a étre totalement exposé au solvant. L’addition du
métal a induit un changement conformationnel de la protéine rendant plus accessible le
tryptophane au solvant. Ce résidu est situ¢ a I’extrémité du dernier brin § dans le domaine C-

ter.
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En supposant que ces changements soient corrélés a la métallation du second site 2, cela
signifierait que 1’affinité de celui-ci soit plus grande pour le Co(Il), le Ni(Il) et le Zn(II) que
pour le Mn(II).

Le Amax d’HpFUR métallée au Co(II), dont la métallation dans le site 2 exclusivement a été

suivie par spectroscopie d’absorption UV-Vis, est de 349,5 nm (Figure V.26).
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Figure V.26 Spectres d’émission de fluorescence du tryptophane d’Holo-HpFUR a 2,9uM (métallée dans le site
2 par 1,5 eq de Co(II) —suivi UV-Vis) (—), avec 5 eq de Co(II) (---), avec 15 eq de Co(II) ("), pour ces deux
additions aucun suivi UV-Vis n’a été fait. Spectres enregistrés aprés équilibration puis excitation a 295 nm.
Conditions : 20mM MOPS pH7 150mM KCl a 25°C.

Le déplacement de 344 a 349,5 nm résulte donc bien de la métallation du site 2 qui est
potentiellement le site de régulation.
L’addition de métal supplémentaire ne modifie pas le Am.x mais son intensité est 1égérement

quenchée. Ce quench pourrait étre le reflet de la métallation du site a Zn(II) par du Co(II).

Pour le Zn(II), un second déplacement du Am.x de 349,5 a 341,5 nm est observé apres 2
équivalents de métal ajoutés par monomere. Cette variation traduit un nouveau changement
d’environnement du tryptophane qui est de nouveau moins exposé au solvant. Il est plus
enfoui qu’a I’état initial (protéine apo). Il pourrait refléter un changement conformationnel de

la protéine associé éventuellement a une oligomérisation de cette derniére.

Un troisi¢éme point est notable lors de cette étude, I’évolution de I’intensité de fluorescence du
tryptophane n’est pas la méme selon les métaux.
Pour le Co(Il) et le Ni(Il), 'intensité est identique jusqu’a 0,8 eq de métal ajouté par

monomeére, aprés quoi cette dernicre croit légerement jusqu’a 1,7-2 eq de métal ajoutés pour
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ensuite diminuer (quench de la fluorescence). Pour le Mn(Il), un quench constant de la
fluorescence est observé. Pour le Zn(Il), jusqu’a 1,7 eq I’intensité de fluorescence évolue de la
méme fagon que pour le Ni(Il) et le Co(Il). Au dela de 2 équivalents de Zn(II), I’intensité est
fortement augmentée.

La variation d’intensit¢ de fluorescence du tryptophane est fonction de I’environnement du
résidu. Certaines chaines latérales de résidus (Lys, Tyr, Gln, Glu, Asn, Asp, His, Cys) sont
susceptibles de « quencher » plus ou moins fortement la fluorescence du tryptophane (Chen &
Barkley, 1998). Les mécanismes impliqués (transfert de protons ou d’électrons a I’état excité)
imposent une proximité spatiale. Il en est de méme pour les métaux de transition qui peuvent
quencher la fluorescence du tryptophane (cf. chapitre III).

Les variations de la fluorescence du tryptophane observées lors de 1’addition des métaux, qui
sont liées au déplacement du Amax, peuvent étre expliquées, entre autres, par un quench
«reverse » de la fluorescence par les chaines latérales de certains résidus. En effet I’'unique
tryptophane (W141) d’HpFUR est a proximité de résidus quencheurs (C142, K143, E144 et
C145). La métallation du site 2 engendre un changement de conformation de la protéine
rendant le tryptophane plus accessible au solvant, le quench par ces résidus en est
éventuellement affecté. Ceci expliquerait la faible augmentation (Ni(II) / Co(II) / Zn(II)) ou
diminution (Mn(II)) d’intensité lorsque la variation du An.x est totale. Le métal en exces
pourrait par la suite aller se substituer au Zn(Il) du site 1 qui comprend au minimum 1
cystéine. Cette substitution pourrait engendrer un nouveau quench de la fluorescence dua soit
aux résidus soit au métal (via du « FRET »). Ce quench implique une proximité spatiale
(dizaine d’A). Ceci signifierait que le tryptophane soit dans 1’environnement proche du site a

zinc (le tryptophane se trouve juste en amont d’un motif CX,C).

Cette ¢tude montre que les quatre métaux sont capables de métaller le site 2 ce qui induit un
changement de I’environnement du tryptophane. La conformation de la protéine évolue donc.
Cependant le point isobestique obtenu lors des métallations par le Ni(Il) et le Co(II) differe de
ceux obtenus lors des métallations par Mn(II) ou par le Zn(Il). La protéine métallée ne doit

pas étre totalement identique.
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V.7. Laliaison a ’ADN : région intergénique nikR-exbB

D’apres la littérature, HpFUR est capable de lier ’ADN en absence de métal ajouté au
systéme et en présence de métal en fonction de la séquence opératrice a lier. La métallation du
second site d’HpFUR (par analogie a EcFUR), d’apres la littérature, ne serait donc pas
essentielle pour observer la liaison de cette derniére sous sa forme « apo» a certaines
séquences d’ADN.

En 2005, il a été montré par la technique des empreintes a la DNase I qu’HpFUR en présence
de 100uM de Ni(Il) ou de Mn(II) était capable de lier deux motifs de la région intergénique
nikR-exbB qui nous intéresse (Delany et al., 2005) (Figure V.27).

Site NiFu

1 CAT-GCATGAGTTCGTTAAAAGCCGCTCATGCTAGTATGATT TAATTITAAAATGAACAATTATAATACARACTGCATT GGTTG 111
GTA-CETACTCAAGCAAT TTTCGGCGAGTACGAT CATACTAACT TAA TTAART T T PACT TG TI N ATC T TGACC TAAAT TT RSN

T

-l

nikR

,—F exhB

[

112 GTCATAAGAGCGTITGGATTTGATTGTAATTATTAGCTTAATCATTA R TGTTRTTATTMWW CARC-ATG 268
CAGTATTCTCGCARRACCTAAACTAACATTAATAATCGAATTACTAATANCTGAACAATAATAATTTTGTTATATTAGT TGTTTGGTTG-TAC

Site furs2 Site nikRs2

Figure V.27 Liaison d’HpNikR et HpFUR sur la région intergénique au niveau des promoteurs de pnikR et
pexbB (schéma inspiré de (Delany et al., 2005)). Le +1 de transcription est indiqué par une fléche. Les boites -35
et -10 sont surlignées en noir. Les zones protégées par HpNikR sont délimitées par le cadre ouvert. Les zones
protégées par HpFUR sont délimitées par le cadre grisé. Le site NiFu est 1ié par HpNikR et HpFUR, le site furS2
et le site nikrS2 sont liés respectivement par HpFUR et HpNikR. Les zones protégées par HpFUR ou par
HpNikR ont été déterminées par des empreintes a la DNasel faites sur un seul brin d’ADN. La zone de
protection sur le second brin a donc été extrapolée.

Le premier motif nommé NiFu recouvre le promoteur pnikR et peut étre protégé soit par
HpNikR, soit par HpFUR d’aprés Delany et al.. Le second motif nommé furS2 recouvre en
partie la boite -35 du promoteur pexbB et serait exclusivement protégé par HpFUR.

Derniérement, il a été proposé que 1’expression transcriptionnelle des génes de 1’opéron exbB
serait indépendante d’HpFUR et du fer (Ernst et al, 2006). Ce résultat semble en
contradiction avec le fait quHpFUR puisse lier un motif qui chevauche en partie le promoteur
ainsi qu’avec les données de transcriptome couplées a 1’analyse du régulon HpFUR qui
montrent une répression de la transcription de cet opéron par HpFUR (Danielli et al., 2006;
Emst et al., 2005a). Récemment, il a ¢ét¢ montré que le systéme ¢énergétique
ExbB/ExbD/TonB codé par les genes hp1339-1340 et 1341 était impliqué dans I’importation
du fer et du nickel selon un mécanisme pH-dépendant (Schauer et al., 2007). 1l a par ailleurs
été montré que 1’expression protéique de ExbB/ExbD/TonB était dépendante de la

concentration en nickel mais aussi, dans une moindre mesure, de la concentration en fer.
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Le contrdle de [D’expression transcriptionnelle par les métallorégulateurs et plus
particuliecrement par HpFUR de cette région ne semble pas évident et peut €tre conditions

dépendantes ([Ni], [Fe], [Sels], [pH], [HPFURJix vivo, [HPNikR Jin vivo .- .)-

Nous nous sommes donc intéressés a la liaison d’HpFUR sur les sites furS2 et NiFu et nous
avons choisi de caractériser, dans un premier temps, la liaison sur la séquence furS2.

Cette étude a été faite par Sylvia Vitale, en utilisant la technique de la protection a la nucléase
dont le principe a été présenté en Matériel et Méthodes. Le plasmide utilisé est le pHP2S (cf.
chapitre 1V), il contient la totalité¢ de la séquence intergénique. Le site furS2 contient un site

de coupure pour I’enzyme Hinfl.

V.7.1. Liaison d’HpFUR apo

Afin de mesurer la liaison ou non d’HpFUR sur ces motifs dans le pHP2S en absence de
métal, différentes conditions expérimentales ont été testées. Les tests ont €t€¢ majoritairement
réalisés pour la mesure de la liaison sur furS2.
Si HpFUR ne se lie pas, le profil de digestion par Hinfl comprendra les bandes :

1547, 517,403, 396, 75 et 65 pb
Si HpFUR se lie sur furS2, le profil de digestion par Hinfl comprendra les bandes :

1950, 517, 396, 75 et 65 pb

La liaison d’HpFUR sur le site nikRS2 a également été testée afin de s’assurer de la spécificité
de liaison d’HpFUR sur son motif.
Si HpFUR ne se lie pas ou ne polymérise pas sur le motif nikRS2, le profil de digestion par
Sspl comprendra les bandes : 2216 et 787 pb.
Si HpFUR se lie ou polymérise sur le motif nikRS2, le profil de digestion par Sspl

comprendra une bande a 3003 pb qui correspond au plasmide linéaire.

Les conditions qui ont été retenues pour observer des profils de digestion nets nécessitent un
traitement a la trypsine de I’ADN mis en pris en présence d’HpFUR a la suite de la digestion
par la nucléase (Figure V.28). En effet en absence de traitement a la trypsine, le profil de
migration de ’ADN mis en présence d’HpFUR n’était pas net. Des « smears » notables qui
pouvaient résulter de la liaison d’HpFUR a I’ADN, perturbaient I’interprétation des profils de

digestion.
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Figure V.28 Liaison a I’ADN d’HpFUR dimérique sur le site furS2 et nikRS2 mesurée par un test de protection
a la coupure par Hinf] et Sspl. 20nM de plasmide pHP2S sont incubés ou non avec SuM d’HpFUR métallée ou
non dans du BisTrisPropane 100mM pH 7.5 KCl 100mM MgSO4 5mM. Le produit de digestion est soumis a
une digestion par une protéinase « Trypsine » pendant 2H a 37°C. 1 : Plasmide non digéré 20nM ; 2 : Plasmide
digéré par Hinfl ; 3 : Plasmide digéré aprés une incubation avec SuM d’HpFUR apo ; 4 : Plasmide digéré apres
une incubation avec SuM d’HpFUR métallée au préalable avec S0uM de Mn(Il) ; 5 : Plasmide digéré par Sspl ;
6 : Plasmide digéré aprés une incubation avec SuM d’HpFUR apo ; 7: Plasmide digéré aprés une incubation avec
5uM d’HpFUR métallée au préalable avec 10uM de Co(II).

il

En absence de métal, HpFUR ne se lie pas a furS2, le profil de digestion est similaire a celui
observé en absence de protéine. Par contre, en présence de Mn(Il), HpFUR se lie totalement a
furS2 (puits 4) et protege de la coupure par Hinfl. La liaison d’HpFUR a furS2 est bien
dépendante du métal (Mn(II) ou Co(Il) cf. ci apres). La spécificité de liaison d’HpFUR sur
furS2 a été contrdlée en mesurant sa liaison ou non sur le site proximal d’HpNikR nikRS?2.
HpFUR ne s’y lie pas en absence (puits 6) ni méme en présence de métal (puits 7) (Figure
V.28). HpFUR ne protege pas le site de coupure de Sspl.

V.7.2. Liaison d’HpFUR en présence de différents métaux.

La liaison d’HpFUR a furS2 en présence de métal, a ét¢ mesurée dans deux conditions :

e Soit HpFUR diluée a S5uM était métallée avec différents équivalents de sels métalliques
(NiClp, MnCl,, CoSO4, ZnSOy4) (condition 1). Le facteur limitant pour observer la liaison
a I’ADN est la métallation de la protéine et donc I’affinité du site 2 pour le métal.

e Soit HpFUR concentrée a 320uM métallée avec 1 équivalent de sel métallique (condition
2) était ensuite diluée. Le facteur limitant pour observer la liaison a I’ADN est 1’affinité de

la protéine 100% métallée pour I’ADN.

V.7.2.1.  Liaison a I’ ADN mesurée avec la condition 1 de métallation

HpFUR se lie bien a furS2 en présence de Co(Il) (Figure V.29). La présence d’un large exces
de Co(II) (10 a 40eq) n’induit pas une liaison aspécifique de la protéine a I’ADN puisque le

profil de digestion est inchangé.
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2,5 uM de Co(Il) suffisent pour observer 50% de protection. Une liaison de 100% est
observée pour SuM de Co(II) ajoutés a une protéine de SuM.

HpFUR dimére 5uM
ND D 0 05 1 2 10 20 40Co(ll)eq
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Figure V.29 Liaison a ’ADN d’HpFUR dimérique sur le site furS2 mesurée par un test de protection a la
coupure par Hinfl. 10nM de plasmide pHP2S sont incubés, dans du BisTrisPropane 100mM pH 7.5 KCIl 100mM
MgS0O4 5mM, avec SuM d’HpFUR métallée au préalable avec différents équivalent de Co(II). Le produit de
digestion est soumis a une digestion par la « Trypsine » pendant 2H a 37°C. (ND : plasmide non digéré ; * bande
caractéristique de la liaison spécifique sur furS2). Sel métallique : CoSO,.

En présence de Ni(II), HpFUR se lie également sur furS2 méme en présence d’un large exces

(

Figure V.30).
2,5uM de Ni(Il) ne permettent pas d’activer HpFUR, le site 2 doit présenter une affinité

moins bonne pour le Ni(II) que pour le Co(II). A SuM en Ni(II), I’activation d’HpFUR débute
avec ~10% de liaison. A 10uM en Ni(Il), I’activation est presque totale avec ~90% de
protection de furS2.

HpFUR dimére 5pM HpFUR dimére S5puM HpFUR dimeére 5uM

Ni(ll)eq 0 0.5 1 2 10 20 40 Mnilleq 0 05 1 2 10 20 40 Zn(l)eq 0 2 20 40 100
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— — —
S

- e b |
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Figure V.30 Liaison a ’ADN d’HpFUR dimérique sur le site furS2 mesurée par un test de protection a la
coupure par Hinfl. 10nM de plasmide pHP2S sont incubés, dans du BisTrisPropane 100mM pH 7.5 KCI 100mM
MgS04 5mM, avec 5pM d’HpFUR métallée au préalable avec différents équivalents de Ni(II), Mn(II) et Zn(II).
Le produit de digestion est soumis a une digestion par la « Trypsine » pendant 2H a 37°C. (ND : plasmide non
digéré ; * bande caractéristique de la liaison spécifique sur furS2). Sels métalliques : NiCly, MnCl,, ZnSO,.

En présence de Mn(II), HpFUR se lie également sur furS2 mais au-dela de 20 équivalents le
profil de digestion différe. Cette variation peut étre expliquée soit par une liaison aspécifique
de la protéine a I’ADN (agrégation) soit par une inhibition de Hinfl par le Mn(II) a plus de
100uM.

-290 -



Caractérisation de FUR d"Helicobacter pylon

Une telle inhibition a d’ailleurs déja été décrite lors d’études similaires faites sur ECFUR.

A 5uM en Mn(II), HpFUR activée protege ~50% de furS2. A 10uM, I’activation est presque
totale avec ~90% de protection de furS2.

En présence de Zn(II), HpFUR se lie partiellement sur furS2 (10%) quelque soit la quantité de
Zn(I1) ajoutée a la protéine. Le Zn(Il) ne permet pas une activation évidente de la protéine

pour qu’elle puisse se lier a HpFUR.

Le Co(Il), le Ni(IT) et le Mn(II) sont capables d’activer HpFUR. L’affinité du site 2 pour les
métaux semble €tre organisée de la facon suivante : Co(II) > Mn(II) > Ni(Il) >>>> Zn(II).
Cette derniere serait de 1’ordre du micromolaire comme cela avait ét¢ estimé lors des mesures

en dichroisme circulaire.

V.7.2.2.  Liaison a I’ ADN mesurée avec la condition 2 de métallation

Dans cette condition de métallation, 320uM de protéine ont été métallés par 1 équivalent de
Co(II), de Ni(II), de Mn(II) ou de Zn(II). La protéine métallée a ensuite été diluée et mise en
présence des 10nM de plasmide.

La liaison d’HpFUR métallée uniquement dans le site 2 sur furS2 a été mesurée afin
d’apprécier la quantité minimale de protéine nécessaire pour observer cette liaison (Figure

V.31).

1 uM d’HpFUR métallée avec 1 équivalent de Co(II), Mn(II) et Ni(Il) est suffisant pour
observer 100% de liaison du site furS2.

La métallation du site 2 est suffisante pour activer la protéine. Pour des concentrations de 5 et
10 uM d’HpFUR en présence de 1 équivalent de Mn(I) le profil de digestion est différent des
profils de liaison spécifique. MnHpFUR pourrait se lier de fagon aspécifique a I’ADN
(agrégation).

Le Kdapparent de liaison d’HpFUR métallée sur furS2 est compris entre 100nM et 1uM.

-291 -



Caractérisation de FUR d"Helicobacter pylon

CoHpFUR (uM) MnHpFUR (uM)
10 10
ND T 0 "]
- - —
—— .® — -
— e aus s — T —
- — —
- -
NiHpFUR (uM) ZnHpFUR (uM)
10 10
T S .

— . . s L

0

|

*

|

*

'

&
RERY

|

Figure V.31 Liaison a ’ADN d’HpFUR dimérique sur le site furS2 mesurée par un test de protection a la
coupure par Hinfl. 10nM de plasmide pHP2S sont incubés, dans du BisTrisPropane 100mM pH 7.5 KCI 100mM
MgSO04 5mM, avec 0, 0.1, 1, 5 et 10uM d’HpFUR métallée au préalable avec 1 équivalent de Co(Il), Mn(II),
Ni(II) ou Zn(II). Le produit de digestion est soumis a une digestion par la « Trypsine » pendant 2H a 37°C. (ND :
plasmide non digéré ; * bande caractéristique de la liaison spécifique sur furS2)

En présence de Zn(Il), 10uM ZnHpFUR doivent étre ajoutés pour commencer a noter une
liaison a ’ADN. Le Zn(II) présent dans le site 2 ne permet définitivement pas la liaison a

I’ ADN spécifique comme aspécifique.

HpFUR peut étre activée par différents métaux contenus dans le site 2 (Ni(II), Co(Il) ou
Mn(Il) pour se lier sur la séquence furS2. Cette liaison est spécifique et ne semble pas
accompagnée d’une polymérisation de la protéine sur I’ADN. En effet HpFUR ne protége pas
le site de coupure Sspl introduit dans la séquence nikRS?2.

L’étude de la liaison d’HpFUR sur le motif NiFu n’a pas encore ét¢ mesurée par le test
nucléase. Cependant des premiers tests préliminaires en EMSA ont montré qu’HpFUR
pouvait se lier a cette séquence spécifiquement de facon métal dépendante (Ni(Il) ou Mn(Il),
Co(II) non testé).

Le test nucléase pour étudier la liaison individuelle d’HpFUR sur la région intergénique est

opérationnel.
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V.8. Bilan de la caractérisation

HpFUR est une protéine de la famille des métallorégulateurs FUR qui partage 34% d’identité
et 56% de similitude avec FUR d’E.coli. Nativement cette protéine est un dimére qui présente
une structure secondaire riche en hélices a. Elle comprend 1 équivalent de zinc par sous unité
monomérique. Ce métal tendrait a jouer un role important dans le processus de dimérisation.
Ce site 1, par analogie a EcFUR pourrait étre qualifi¢ de site structural. HpFUR présente
également un second site de métallation qui par analogie a ECFUR pourrait étre qualifié de
site de régulation. Ce site qui est penta ou hexacoordonné, ne comprend pas de cystéine dans
sa sphére de coordination et lie 1 équivalent de Co(Il) par monomére. L’ajout d’un exces de
Co(IT) sur la protéine concentrée tend a induire une substitution de métal. Le cobalt se
substituerait progressivement au zinc contenu dans le site 1 comme cela a pu étre observé
pour FUR d’E.coli (Adrait et al., 1999). Un dosage du contenu métallique dans ces conditions
confirmerait pleinement cet aspect. Ce site serait tétracoordonné et comprendrait au minimum
un résidu cystéine dans la sphere de coordination. La saturation de ce site n’a pas été atteinte ;
en considérant le rapport de 1’epsilon apparent a 742nm par rapport a I’epsilon théorique
d’une bande d-d d’un site tétracoordonné (Rapport : 3.4), on peut penser qu’un tel coefficient
est également applicable a I’epsilon mesuré a 308nm. L’epsilon ne serait plus de 1195 M~
".em™ mais d’environ 4000 M™'.cm™. Une telle valeur d’epsilon nous améne a penser que ce
site impliquerait quatre cystéines dans sa sphére de coordination. Des mesures en EXAFS
ainsi que des modifications chimiques avec de 1’iodoacétamide analysées en spectrométrie de
masse nous permettraient de confirmer ou de réfuter cette hypothése. L’affinité du site 2 pour

le métal est moins €levée que celle pour le site 1 et serait de 1’ordre du micromolaire.

L’addition de métal (Co, Ni, Mn, Zn) induit des changements structuraux sur HpFUR comme
I’ont montré les études en dichroisme circulaire et en fluorescence du tryptophane. Ces
changements sont directement liés a la métallation du site 2.

En dichroisme circulaire, il a ét¢ noté que la protéine conserverait une structuration marquée
en hélice a. Cette dernicre, toutefois, fluctue 1égeérement en fonction des métaux utilisés. Le
Ni(II) et le Co(II) tendent a engendrer les mémes changements de la structure secondaire a la
différence du Mn(II) et du Zn(II).

Lors du suivi de fluorescence il a été noté que la liaison du Ni(Il), du Co(II), du Mn(II) et du
Zn(Il) dans le site 2 rendait plus accessible le tryptophane au solvant. Au-dela de la

métallation du site 2, I’effet d’un métal supplémentaire sur la protéine est métal dépendant.
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L’exces de Zn(Il) tendrait a rendre le tryptophane moins accessible au solvant. La protéine
pourrait éventuellement s’agréger et former des oligomeres. A la différence des exces de
Ni(II), de Co(II) et de Mn(II) qui ne modifient pas 1’environnement du tryptophane mais qui
au contraire en diminuent 1’intensité de fluorescence. Ces métaux pourraient se substituer au

Zn(IT) du site 1.

Une similitude dans le mécanisme d’activation d’HpFUR par le métal avec celui d’EcFUR
semble exister. En effet, d’aprés le mécanisme d’activation proposé pour EcFUR, des
interactions ioniques auraient lieu, entre autres, entre le domaine C-ter et I’extrémité du
domaine N-ter lorsque la protéine est APO ; ces interactions n’auraient plus lieu apres la
liaison du métal dans le site de régulation en raison d’un repliement de I’extrémité N-ter en
hélice a. Ce comportement caractériserait un €éloignement entre les deux domaines et donc
potentiellement une plus grande accessibilité au solvant. Or la métallation du site 2 d’HpFUR
tend a rendre le tryptophane plus accessible au solvant et ce dernier est situé¢ dans 1’extrémité
du domaine C-terminal (W141). Des mouvements similaires de ces deux extrémités N et C-ter
pourraient donc étre envisagés pour HpFUR. Il serait intéressant de connaitre 1’état de
structuration de 1’extrémité N-ter d’HpFUR apo (présence ou non de I’hélice al).

Bien qu’HpFUR soit capable de lier le Co(Il), le Ni(Il), le Mn(II) et le Zn(II) dans le site 2,
ces derniers ne sont pas tous capables d’activer HpFUR. HpFUR ne peut pas se lier a furS2 en
présence de Zn(Il). Le site 2 ne doit pas présenter la méme géométrie selon les métaux. La
structuration méme de la protéine doit différer selon le métal (cf. CD) en dépit du fait que tous
soient en mesure de rendre plus accessible le tryptophane au solvant.

Le zinc est généralement li¢ dans des sites de géométrie tétraédrique. La protéine métallée par
du zinc ne doit pas présenter la bonne conformation pour qu’HpFUR puisse se lier dans les
conditions étudiées. La protéine métallée par du Ni(Il), du Co(II) ou du Mn(Il) doit adopter
une conformation favorable a la liaison d’HpFUR sur furS2. La protéine apo ne doit pas non
plus adopter une conformation idéale pour qu’HpFUR apo puisse se lier a furS2. 1l serait
intéressant de résoudre les structures cristallographiques d’HpFUR apo et métallée au Zn(II),
et au Mn(Il). Des premiers essais de cristallisation d’HpFUR apo ont été initiés avec L.
Terradot et U. Kapp, mais n’ont pas été concluants.

Par ailleurs, HpFUR apo ou métallée ne protége pas le site de coupure inséré dans nikRS2.
HpFUR ne tendrait donc pas a polymériser sur des séquences proches. Ceci en accord avec les

données de I’équipe de V. Scarlato (Delany et al., 2005).
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L’ ¢tude de la liaison d’HpFUR sur le site NiFu va étre initiée sur le test nucléase en vue
d’étudier des compétitions éventuelles entre HpNikR et HpFUR. Cependant, nous savons
d’apres une étude préliminaire en EMSA, qu’HpFUR se lie sur NiFu en présence de Ni(Il) ou
de Mn(II). L’étude de la liaison individuelle d’HpFUR a ’ADN (NiFu et furS2) doit encore
étre complétée par des mesures en anisotropie de fluorescence et d’EMSA pour déterminer les

stoechiométries de liaison et les constantes de dissociation.

Bien qu’une liaison d’HpFUR sur le site pnikR (séquence notée NiFu) ait été identifiée par
des mesures de footprint (Delany et al., 2005) ou par EMSA (nos données), il n’a jamais été
rapporté¢ lors des études transcriptomiques qu’HpFUR controlait I’expression d’HpNikR.
L’action d’HpFUR serait alors secondaire a [I’action d’HpNikR. 4 priori, vu le
positionnement de la séquence opératrice d’HpFUR, cette dernié¢re serait impliquée dans un
processus de répression comme HpNikR. Par ailleurs celle-ci réprime I’expression d’HpFUR
de fagon Ni-dépendante.

Si HpFUR est capable d’assurer in vivo une régulation de I’expression d’HpNikR, alors celle-
ci doit avoir lieu dans des conditions particuliéres qui n’ont pas été testées lors des études
transcriptomiques.

Concernant la liaison d’HpFUR en amont de pexbB (séquence notée furS2), de nombreux
résultats contradictoires existent. Les données de transcriptome laissent clairement apparaitre
qu’HpFUR réprimerait de fagon modérée la transcription des geénes exbB/exbD/TonB (Ernst et
al., 2005a). Delany et al, ont déterminé la séquence protégée par HpFUR et noté le fait que
I’expression du promoteur pexbB était déreprimée dans une souche AHpFUR (Delany et al.,
2005). Ce systeme énergétique serait nécessaire pour l’importation du fer a pH neutre
(Schauer et al., 2007). Cependant il n’est pas unique. Il existe chez H. pylori d’autres
systémes énergétiques codés par des protéines homologues a ExbB/ExbD/TonB
(hp1339/1340/1341) qui sont hp1445/1446, hp1130/1129 et hp0582. Ces systémes pourraient
étre aussi controlés par HpFUR (comme hp1445 (Danielli et al., 2006)).

De facon surprenante, il a été montré derni¢rement que I’expression de cet opéron
(hp1339/1340/1341) ne dépendait ni d’HpFUR ni du fer (Ernst ef al., 2006). Comment une
telle différence pourrait étre expliquée ? Il est fort probable que 1’action d’HpFUR soit
dépendante de nombreux paramétres parmi lesquels la nature du métal, sa concentration, la
concentration en protéine, le pH, mais également son affinité relative pour sa séquence
opératrice. Nous espérons d’ailleurs pouvoir aider a la compréhension de ces régulations avec

le test nucléase.
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Cette séquence furS2 se trouve en amont du promoteur pexbB et plus précisément de fagon
proximal du motif -35. Un tel positionnement d’une séquence opératrice d’HpFUR a déja été
observé dans le cas de sa propre régulation. En effet HpFUR peut lier trois sites (OI, OII,
OIII) au niveau de son promoteur en fonction du contenu métallique et de la concentration en
protéine (Delany et al., 2003). Le site d’intérét, Ol (-34 a -66 par rapport au TSP), serait lié
par HpFUR soit métallée soit apo. Ce site pourrait servir d’« UP élément » qui faciliterait la
transcription et servirait également de site de haute affinit¢ pour HpFUR. Cette dernic¢re en
s’y liant limiterait la transcription en empéchant des interactions entre la sous-unité oc de
I’ARN polymérase et I’ADN. Cette séquence est particulierement riche en base AT (85%). Le
site furS2 pourrait éventuellement jouer une telle fonction, bien que la séquence soit assez

différente de celle du site OI et de la séquence consensus des UP ¢léments (Figure V.32).

Séquence consensus -59 nnAAA(A/T) (A/T)T(A/T) TTTTnnAAAANNN -38
UP élément
Séquence du site OI -66 TGATTAAATTAAAATAATAATGAGTTTTATCT -34
Séquence du site furS2 -70 TTGGATTTGATTGTAATTATTAGCTTAATCATTATT -35

Figure V.32 Séquence consensus des UP éléments (Estrem et al., 1998) comparée aux séquences du site OI
(Delany et al., 2003) et du site furS2 (Delany et al., 2005) liées par HpFUR.

En effet furS2 se situe en -35 -70 par rapport au TSP et comprend 80% de base AT. HpFUR
en se liant sur cette séquence pourrait limiter le bon positionnement de I’ARN polymérase et
perturber les interactions de celle-ci avec furS2. Cette répression ne serait pas exclusive dans
la mesure ou elle serait dépendante de la concentration en HpFUR et de la concentration en
fer et/ou en nickel (compétition entre I’enzyme et la protéine). Or il a ét¢ montré que la
concentration en HpFUR wvariait en fonction de la phase de croissance de la bactérie
(accumulation) a la différence de la concentration en HpNikR (Danielli ez al., 2006). 1l serait
d’ailleurs intéressant d’en déterminer les concentrations relatives.

Cette fluctuation de concentration en protéine pourrait expliquer les différents résultats entre
les études de transcriptomique et les autres études. Le caractére répressif d’HpFUR métallée
sur furS2 serait faible (Kdg.s> ~ 0,1 et 1uM) en comparaison a celui de HpNikR (Kd,jkzs: :
24nM en conditions NiMn) qui se positionne directement sur le promoteur.

Il pourrait étre intéressant d’étudier la liaison de I’ARN polymérase sur le promoteur pexbB et
d’observer 1’évolution du taux de transcription du géne exbB en fonction de la présence de ce
site furS2 ou non ou d’un site modifié. Nous pourrions ainsi savoir si ce site furS2 est un

potentiel « UP élément ».
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L’objectif premier de ce travail de these était de comprendre les mécanismes mis en
jeu pour expliquer la sélectivité ionique d’une protéine métallorégulatrice présente chez
Escherichia coli, NikR. Cette derniere, in vivo, contrdle uniquement I’homéostasie du Ni(II)
en réprimant I’expression transcriptionnelle du transporteur NikABCDE. Cependant, in vitro,
elle peut étre activée par différents métaux.

Les difficultés expérimentales rencontrées lors de 1’é¢tude des propriétés de métallation
d’EcNikR nous ont amenés a ne plus travailler exclusivement sur cette derniere mais aussi sur
NikR d’Helicobacter pylori.
Les études, qui portent sur les propriétés de métallation d’EcNikR (affinité, agrégation, effet
du pH) et d’HpNikR (liaison du métal dans le site de haute affinité, effet du pH), font I’objet
d’une publication parue dans la revue Biochimie (Fauquant et al, 2006) et d’une
communication soumise a JBIC (Diederix et al., soumis a publication).
Une étude comparative des propriétés de liaison a I’ADN d’EcNikR et d’HpNikR a également
été entreprise. Pour I’étude faite sur HpNikR, nous nous sommes intéressés a sa liaison sur
quatre séquences opératrices, pour tenter de répondre a plusieurs questions :
e Les interactions HpNikR/ADN mises en jeu lors de ’activation ou de la répression de
I’expression transcriptionnelle des geénes different-elles ?
e Comment s’effectue la régulation de 1’expression des genes de la région intergénique
nikR-exbB par HpNikR en fonction des métaux ?
Pour répondre a la premiére question, nous nous sommes intéressés a la liaison d’HpNikR sur
les séquences opératrices pureA et pnixA qui sont en amont des genes codant pour 1’uréase et
la transporteur du Ni(Il) NixA respectivement. Pour cela des études en EMSA et en
anisotropie de fluorescence ont été réalisées et complétées par des essais de cristallogenese
faits par nos collaborateurs de ’ESRF.
Pour répondre a la seconde question, nous avons étudié¢ la liaison d’HpNikR sur la région
intergénique en utilisant deux techniques : ’EMSA (liaison sur des séquences opératrices
individuelles) et un test de protection a la nucléase (liaison sur la région intergénique enticre).
Parallélement a ces travaux, une caractérisation d’HpFUR qui est capable de se lier sur cette
méme région intergénique nikR-exbB, a ¢té réalisée et fera I’objet d’une publication qui est en
cours de rédaction. L’étude portant sur la liaison a la région intergénique nécessite des travaux
complémentaires afin de caractériser, entre autre, les effets réciproques des métallorégulateurs

HpNikR et HpFUR sur leur liaison a I’ADN.
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Une synthése des études faites lors de cette theése et des données abondantes et récentes de la
littérature nous permet de proposer des mécanismes hypothétiques généraux d’activation par
les métaux des 3 métallorégulateurs sur lesquels nous avons travaillé méme si nous n’avons

pas pu répondre a tous nos questionnements (Figure VI1.2).

VI.1. Comparaison des propriétés de métallation d’Ec et
d’HpNikR

Au cours de cette étude, nous avons montré qu’EcNikR et HpNikR étaient en mesure de lier 1
équivalent de Ni(Il) par sous unité monomérique dans un site dit de haute affinit¢ (HA) qui
lorsqu’il est métallé, présente une signature spectroscopique particuliere. Ces deux
métalloprotéines qui sont des tétrameres, ont donc 4 sites HA (Fauquant et al., 2006). Des
données similaires ont été décrites dans la littérature (Abraham et al., 2006; Dosanjh et al.,
2007). La métallation de ce site chez EcNikR ne s’effectue pas directement. En effet le Ni(II)
serait, dans un premier temps, 1i¢ dans un site silencieux avant que le nickel n’atteigne le site
de haute affinité (Diederix et al., soumis a publication). Un cluster d’histidines (H77g, H78gc,
H79g, et H92g.) présent a ’embouchure du site HA pourrait constituer ce site transitoire
(Figure VI.1F). Ce site potentiel n’existerait pas chez HpNikR et NikR de Pyroccocus
horikoshii (PhNikR).

Cependant d’apres les données RX, la métallation du site HA d’HpNikR n’aurait pas lieu non
plus directement (Dian et al., 2006). Le Ni(II) cheminerait d’un site « réservoir » vers un site
intermédiaire pour enfin étre lié par le site HA (Figure VI.1C et G). Ce site « réservoir » serait
proche d’un site externe préformé et pourrait donc impliquer les ligands identifiés dans une
des structures RX d’HpNikR métallée : H74y,, H75 np, E104 1p, H105 p (réseau de liaisons
hydrogenes) (Figure VI.1G). Les résidus équivalents de H74y, et H75y, chez PhNikR, H64p,
et D65py, sont également impliqués dans la coordination du Ni(I) dans un site auxiliaire

présent a I’embouchure du site HA (Chivers & Tahirov, 2005).

Figure VI.1 Comparaison des structures d’EcNikR et d’HpNikR métallées au Ni(Il) en présence ou en absence
d’ADN. A-B) Structures cristallographiques d’EcNikR-Ni(II) vue de face et de dessus (Schreiter et al., 2006). C-
D) Structures cristallographiques d’HpNikR-Ni(IT) vue de face et de dessus afin de marquer la présence d’une
asymétrie a ’interface de tétramérisation avec un c6té « verrouillé » comprenant les sites métalliques HA et
externe et avec un coté « non verrouillé » comprenant les sites intermédiaires (Dian et al., 2006). E) Structure
cristallographique du complexe EcNikR-Ni-ADN sur laquelle ont été précisés deux sites métalliques observés
lors du trempage des cristaux avec un exceés de Ni(II) (site3 et site2) (Schreiter et al., 2006). F-G) Visualisation
des ligands potentiels du site « réservoir » a I’embouchure du site de haute affinité chez EcNikR et HpNikR
respectivement (en jaune et en bleu). Les résidus du cluster d’histidines présents a I’embouchure du site de haute
affinité chez EcNikR sont précisés en vert et en bleu. Les sphéres bleues précisent le Ni(Il) du site de haute
affinité. La sphére rouge précise le Ni(II) du site externe, la molécule de citrate ainsi que les ligands impliqués
dans le réseau de liaisons hydrogénes de ce site ne sont pas précisés. Les ligands du site de haute affinité sont en
rose foncé (H76gc” et H88y,’) et clair (H87gc, 89kc, C95kc et H99yy, 1014, C107y,).
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Les résidus équivalents de H74y,, H75y,, E104y,, H105y, chez EcNikR sont H62g., E63k.,
H92g., D93g.. Aucun site impliquant ces quatre résidus n’a été identifi¢ jusqu’a présent chez
EcNikR, méme lors du trempage des cristaux des complexes EcNikR-Ni-ADN dans une
solution de Ni(II) (Schreiter et al., 2006). Cependant un site impliquant au minimum les
résidus H79 et H92 (Figure VI.1 E site 3H et F) a été observé dans ces mémes conditions de
trempage. Le site 3 pourrait alors correspondre au premier site métallé chez EcNikR avant que
le Ni(Il) n’atteigne le site de haute affinité.

La délétion des résidus H77 a 79 n’a pas modifi¢ la métallation du site de haute affinité du
mutant EcNikR 3HA bien que sa structure secondaire en soit affectée (modification probable
de I’extrémité de I’hélice a3). Il serait intéressant de connaitre la cinétique de métallation du
mutant. La délétion du résidu H79g, a-t-elle accéléré ou au contraire ralenti la métallation du
sitt HA ? L’¢tude d’un double mutant H79g. et H92p. pourrait donner de nouvelles
informations sur le cheminement du métal. Une étude de cinétique rapide couplée au « freeze
quench » permettrait également 1’étude du complexe intermédiaire de métallation d’EcNikR
(caractérisation du site métallique par des mesures spectroscopiques).

Les sites de haute affinité chez EcNikR sont a priori tous équivalents (Figure VI.1 A, B),
contrairement a ceux d’HpNikR. Les sites HA d’HpNikR seraient égaux deux a deux : 2HA et
2HA’. Cette distinction entre les sites HA d’HpNikR avait été suggérée lors de la résolution
de la structure RX d’HpNikR-Ni (Figure VI.ID) qui a la différence d’EcNikR-Ni (Figure
VL1B) et de PhNikR exhibe une organisation asymétrique a l’interface de tétramérisation
(Dian et al., 2006).

Nos données suggerent que la métallation des deux premiers sites de haute affinité permettrait
un changement conformationnel significatif. Ce changement pourrait avoir lieu a 1’interface
de tétramérisation d’apres les données de fluorescence de I’ANS obtenues chez HpNikR WT
et le mutant M1. Ce changement pourrait permettre la métallation des deux derniers sites et
faciliter éventuellement un basculement des domaines de liaison a I’ADN. Nous proposons
que la métallation des deux premiers HA tende a « fermer » 1’espace non verrouillé
d’HpNikR.

Derni¢rement le groupe de S. Ciurli a montré par une méthode directe (ITC) que les sites de
haute affinit¢ d’HpNikR ne présentaient pas un Kd de 1’ordre du picomolaire comme cela
avait été proposé par le groupe de D. Zamble (Abraham et al., 2006), mais plutdt un Kd de

I’ordre de la dizaine de nanomolaires (Zambelli et al., 2007). Deux sites HA auraient une

* La nomenclature « site 3 et site 2 » a été définie par Schreiter ef al. (Schreiter et al., 2006)
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constante de dissociation d’environ 10 nM et les deux autres HA’ auraient une constante de
dissociation d’environ 100 nM. Les affinités de ces sites pour le Ni(Il) seraient dépendantes
du pH.

D’apreés nos données 1’affinité des sites HA/HA’ d’HpNikR pour le métal suit la série
d’Irving-Williams a savoir Mn(Il) << Co(II) < Ni(IT) < Cu(IT) comme c’est le cas d’EcNikR
(Wang et al., 2004).

Il semblerait que le Cu(Il) lie des sites HA/HA’ équivalents a ceux liant du Ni(II). Par contre
le Co(Il) semble étre 1i¢ par une seule classe de site HA présentant une géométrie
pentacoordonnée et impliquant 1 résidu cystéine. Il serait intéressant de résoudre la structure
RX d’HpNikR en présence de Co(Il) et de Cu(Il) afin de connaitre les variations existantes au
niveau des sites HA ainsi qu’au niveau structural (changements conformationnels induits). Il
serait également intéressant de résoudre la structure d’HpNikR avec ses 4 sites de haute
affinité métallés afin de s’assurer que les ligands impliqués dans la sphére de coordination
sont identiques entre HA et HA’ et de savoir si la géométrie du site est parfaitement identique.
Le site HA caractérisé chez HpNikR a une géométrie plan carré et implique les ligands H99,
H101, C107 d’une premiere sous unité et le ligand H88’ d’une seconde sous unité (Figure
VL1 G) (Dian et al., 2006). Le site HA’, quant a lui, contiendrait toujours la cystéine dans sa
sphere de coordination du métal d’aprés les mesures en spectroscopie d’absorption UV-
Visible.

Récemment, la caractérisation par spectroscopie d’absorption des rayons X des sites de haute
affinité métallés au Cu(Il) et au Co(Il) chez EcNikR a été réalisée (Leitch et al., 2007). Le site
HA métallé au Cu(Il) présenterait bien une géométrie identique a celle observée pour le site a
Ni(II), a savoir une géométrie plan carré comme chez HpNikR. La métallation d’EcNikR par
ces deux métaux (Ni/Cu) tendrait a induire les mémes types de changements
conformationnels a la différence du Co(II).

Au cours de ce travail, nous avons également montré que le Kd des sites HA d’EcNikR n’était
pas de ’ordre du picomolaire mais bien de I’ordre du submicromolaire (Diederix et al.,
soumis a publication). Pour cela nous avons utilisé trois techniques de mesure directe : la
spectroscopie d’absorption UV-Vis, les mesures de cinétique rapide et la technique de liaison
sur filtre. Une détermination de 1’affinité en utilisant I’ITC devrait étre initiée prochainement
en collaboration avec le groupe de S. Ciurli.

HpNikR et EcNikR auraient donc des affinités comparables pour le nickel.
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Ces différents travaux menés pour déterminer le Kd du site de haute affinité d’Ec et HpNikR
pour le nickel, montrent que I’utilisation des techniques indirectes doit étre faite avec
précaution.

Au-dela de la métallation du site de haute affinité chez EcNikR, cette derniére peut lier
jusqu’a 7 Ni(II) par sous unité monomérique avec un Kdy; moyen de 2,2uM. La liaison de ces
Ni(II) additionnels est responsable de 1’agrégation de la protéine qui est déja maximale apres
I’addition de 2 Ni(Il) supplémentaires par tétramere. La métallation et 1’agrégation d’EcNikR
sont non seulement métal-dépendantes mais aussi pH-dépendantes. L’acidification des
tampons tend a diminuer I’affinité des sites métalliques pour le Ni(II). Dans ces conditions,
I’agrégation de la protéine peut étre retardée. Nous avons proposé que le pKa d’agrégation
soit de 5,4. Ce pKa est proche du pKa de la chaine latérale des résidus histidines (pKa : 6),
nous avons donc suggéré que la précipitation était dépendante de sites métalliques
comprenant des résidus histidines dans la sphére de coordination. Le cluster d’histidines
présent a I’embouchure du site de haute affinité a ¢galement été proposé comme site de basse
affinité (BA) capable d’induire I’agrégation. La délétion des résidus H77, 78 et 79 n’a pas
modifié la capacité d’agrégation de la protéine. Ce site ne doit pas étre impliqué ou du moins
pas uniquement dans 1’agrégation de la protéine.

Nous avons pareillement montré qu’HpNikR pouvait lier des métaux additionnels dans des
sites de plus basse affinité aprés que ses sites de haute affinité soient métallés. Cette liaison
engendre également une agrégation de la protéine mais beaucoup moins rapidement qu’avec
EcNikR. L’un de ces sites additionnels pourrait &tre un site externe modifi¢ d’apres les
données RX. D’apres nos données de double métallation Ni(II)/Co(Il) et Co(II)/Ni(Il), la
métallation du site de haute affinité serait suivie de la métallation d’une classe de site penta ou
hexacoordonnée n’impliquant pas de cystéine dans leur sphére de coordination. Leur
métallation serait ensuite suivie de la métallation de sites capables d’induire 1’agrégation.
Cette derniére serait retardée a pH acide. D’aprés le groupe de S. Ciurli, HpNikR lierait au
moins 3 autres Ni(Il) par sous unit¢ monomérique en plus du Ni(I) contenu dans le site de
haute affinité ; leur Kd serait d’environ 0,5uM (Zambelli et al., 2007).

De nombreuses similitudes existent entre EcNikR et HpNikR. Bien que nos données nous
alent permis de caractériser des sites ou d’identifier des éventuels changements
conformationnels, elles ne nous renseignent pas sur 1’évolution des conformations (ouverte,
trans ou cis fermée) de la protéine. 4 priori, ces différentes conformations adoptées par les
protéines NikR seraient en équilibres, eux-mémes sensibles a la présence des métaux et/ou de

I”’ADN.
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Des expériences de cross-link couplées a des études de liaison a I’ADN pourraient
éventuellement nous permettre de suivre le déplacement des domaines de liaison a ’ADN en

fonction du métal ajouté.

VI.2. Comparaison des propriétés de liaison d’Ec et d’HpNikR a
I’ADN

Un schéma intégratif représentant les mécanismes hypothétiques généraux mis en jeu pour

I’activation d’EcNikR et HpNikR est présenté ci-apres (Figure VI.2).

EcNikR métallée se lie sur une unique séquence opératrice qui chevauche le promoteur de
I’opéron nik et en réprime 1’expression transcriptionnelle (Chivers & Sauer, 2000). Les genes
de cet opéron codent pour un transporteur ABC spécifique du Ni(Il) chez E.coli:
NikABCDE. Au cours de ces travaux, nous avons montré que I’agrégation métal-dépendante
de la protéine perturbait la liaison a I’ADN d’EcNikR ainsi que la stoechiométrie de liaison a
savoir 1 tétramere pour 1 ADN et par dela I’analyse quantitative. Un tel comportement n’avait
pas été clairement rapporté dans la littérature.

Le fait d’avoir revisité les Kds des sites HA (~100nM) et BA (~2,2uM) pour le Ni(I), nous a
conduits a remettre en cause le modele de « controle a deux niveaux » de ’expression de
I’opéron nik par EcNikR proposé dans la littérature (Bloom & Zamble, 2004; Chivers &
Sauer, 2002).

Les données d’EMSA et d’empreintes a la DNasel qui ont conduit a 1’établissement de ce
modele sont les suivantes : en présence de Ni(Il), en conditions stoechiométriques, EcNikR se
lierait a I’ADN avec une affinit¢ moyenne (Kd ~ 5-50nM) ; alors qu’en présence d’un large
exces de métal, elle se lierait avec une haute affinité (Kd ~ pM) suite a la métallation d’un
potentiel second site.

Selon nous, ces deux niveaux de régulation ne sont pas vraisemblables car 1’affinité pour
I’ADN qui a été mesurée en conditions stoechiométriques, reposait sur le fait qu’EcNikR était
100% métallée dans son site de haute affinité. Cependant en considérant, un Kd d’une
centaine de nanomolaires au lieu de 7pM, la protéine ne serait pas 100% active. C’est la
raison pour laquelle lorsqu’un excés de métal est ajouté, I’affinité est augmentée. Un constat
similaire peut d’ailleurs étre fait chez HpNikR (Abraham et al., 2006; Benanti & Chivers,
2007).
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Par ailleurs I’exces de Ni(II) provoquerait également la métallation des sites de basse affinité.
Cette métallation tendrait d’une part a augmenter la charge positive de la protéine comme cela
a été suggéré par Schreiter et al. et donc a améliorer sa liaison a I’ADN (augmentation de
I’affinité) (Schreiter et al., 2006). D’autre part, cette métallation favoriserait 1’agrégation de la
protéine. Un équilibre entre les formes non agrégées et agrégées d’EcNikR serait mis en jeu
pour la liaison a ’ADN. Il serait fonction de la concentration en protéine, en ADN et en
métal. Un tel équilibre doit également exister pour la liaison d’HpNikR a I’ADN méme si
celle-ci présente moins de sites de basse affinité et semble moins sujette a la précipitation.

Un des sites de basse affinité pourrait correspondre aux sites 8 K', coordonné entre autre par
les résidus E30 et D34, décrits dans la structure cristallographique du complexe EcNikR-Ni-
ADN (Schreiter et al., 2006). Ce site est important pour la liaison a I’ADN d’EcNikR. En
effet, il a été montré que la délétion de ces résidus E30 et D34 inhibait la liaison a ’ADN
d’EcNikR. Ce site est situ¢ entre les domaines de liaison a I’ADN et de tétramérisation.

La métallation de ce site stabiliserait la protéine dans une conformation cis fermée. Lors de la
résolution de la structure de PhNikR métallée (cristaux trempés dans du Ni(Il)), un site
¢équivalent a Ni(II), coordonné par les ligands E32 et D36, a également été décrit. Il a donc été
proposé que le site 8 K identifié dans la structure soit plutdt un site a Ni(II) en solution méme
si les ligands de coordination impliqués ne sont pas spécifiques d’un Ni(Il) (Leitch et al.,
2007). Leitch et al. ont montré qu’en présence d’ADN, un site métallique présentant un
stoechiométrie de 2 Ni pour 1 tétramére était stabilisé. Cette stoechiométrie bien que
significative pour leur étude est uniquement dépendante de la quantité de métal mise en
présence. Ce site aurait une géométrie octaédrique et impliquerait 2 résidus imidazoles et 4
résidus N/O.

Il est peu probable que ce site a Ni(IT) soit localisé a la place du site K™ a moins que la sphére
de coordination soit complétée par deux résidus histidines comme His123 et 125 qui verraient
leurs chaines latérales réorientées.

Un autre site a Ni(II) pouvant éventuellement stabiliser le complexe ADN/Protéine est un des
sites identifiés lors du trempage des cristaux des complexes EcNikR-Ni-ADN dans du Ni(II).
Ce site contient au minimum les histidines 125 et 125 présentes sur le brin 35 a la jonction
entre les domaines de liaison a I’ADN et de tétramérisation (Figure VI.1 E site 2) et pourrait

également correspondre au site identifi¢ par Leitch et al..
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Concernant les propriétés de liaison a I’ADN d’HpNikR, elles sont plus complexes. HpNikR
métallée est en mesure de controler I’expression de trés nombreux genes parmi lesquels - ceux
codant pour I’'uréase qui sont induits, - ceux codant pour (i) une perméase a Ni(Il) NixA, (ii)
un systeme énergétique ExbB/ExbD/TonB ou encore (iii) son propre géne, qui eux, au
contraire sont réprimés. Le mécanisme par lequel s’effectue le controle positif ou négatif de la
transcription n’est pas connu. HpNikR ne reconnait qu’un seul motif consensus qui serait
assez différent du motif palindromique reconnu par EcNikR-Ni. Son mode de régulation
pourrait dépendre uniquement du positionnement de la séquence opératrice par rapport au
promoteur et/ou de la nature du complexe formé (conformation particuliére de la protéine).
Au cours de cette ¢tude, nous nous sommes intéressés a la liaison d’HpNikR sur quatre
séquences opératrices. Nous avons montré qu’HpNikR pouvait se lier sur les séquences
opératrices des promoteurs pureA, pnixA, pnikR (NiFu) et pexbB (nikRS2) en suivant la
stoechiométrie de liaison 1 tétramere pour 1 ADN. Nous avons également montré qu’HpNikR
ne présentait pas la méme affinité relative selon les séquences opératrices et ceci de fagcon
métal-dépendante. HpNikR lie du métal dans deux classes de sites : les sites HA/HA” (Kd : 10
et 100nM) et les sites de plus basse affinité (Kd : 0,5uM).

En présence d’un excés de Ni(Il), de Mn(Il) ou de Mg(II), HpNikR se lie a pured et a pnixA
avec un Kd de I’ordre du nanomolaire. Par contre, dans ces conditions métalliques, elle ne se
lie & NiFu et a nikRS2 qu’avec un Kd de 1’ordre du micromolaire. La présence additionnelle
du Mn(1II) (ou du Co(II)) au Ni(IT) permet a HpNikR de se lier a NiFu et a nikRS2 avec un Kd
de I’ordre de la trentaine de nanomolaires. Le Mn(Il) (ou Co(Il)) agit de fagon additive au
Ni(I) pour la liaison d’HpNikR a NiFu et a nikRS2 en étant li¢ dans un ou plusieurs sites de

basse affinité stabilisateurs.

Dans tous les cas, une stabilisation par métallation dans des sites de basse affinité explique les
résultats que nous observons. Cette stabilisation est due a une protection vis-a-vis de
I’agrégation et/ou une stabilisation du complexe ADN/protéine. La métallation dans ces sites
stabilisateurs est métal- et séquence-dépendantes.

Les sites de stabilisation chez HpNikR peuvent étre le site externe, le site interdomaine
(équivalent au site & K™ chez EcNikR-Ni-ADN) et/ou un site au niveau de 1’extension N-ter
impliquant les résidus D7 et D8. D’apres la littérature, la métallation de ce dernier site (sphére
de coordination propre a la protéine ou mixte avec des ligands de I’extension N-ter et I’ADN)
permettrait d’expliquer la stabilisation du complexe HpNikR-Ni-pnix4 (Benanti & Chivers,

2007). Il n’en serait pas de méme pour la liaison sur pured. L’extension N-ter ne jouerait

- 309 -



Conclusion générale

donc pas le méme réle dans le recrutement des cations stabilisateurs selon la séquence a lier.
Cette différence pourrait venir du fait que des interactions entre 1’extension N-ter et I’ADN
sont plus ou moins créées selon la séquence impliquée. Il n’y a pas de distinction évidente
dans les séquences opératrices liées que ce soit entre les 2 demi-sites ou aux abords externes

des demi-sites.

Dans cette méme étude, il a été montré que la délétion des résidus E39y, et D43y, (résidus
équivalents a ceux du site a K' chez EcNikR) n’avait aucune répercussion sur la liaison
d’HpNikR a prixA (Benanti & Chivers, 2007). Il a de ce fait été proposé que ce site n’était
pas conservé en raison de la contrainte stérique imposée a la protéine par un espacement plus
restreint entre les motifs reconnus par HpNikR par rapport a celui entre les motifs reconnus
par EcNikR (11pb au lieu de 16pb). Il serait tout de méme intéressant de connaitre I’impact
des délétions individuelles et doubles de E39 et D43 sur la liaison d’HpNikR sur pured,
pnikR, et pexbB.

Par ailleurs, il a été montré dans la littérature que cette extension Nter serait impliquée dans la
spécificité de liaison d’HpNikR a I’ADN (Benanti & Chivers, 2007). Sa délétion tendrait a
diminuer la spécificité et a augmenter I’affinité de liaison sur prnixA, pureA, pnikR... 1l serait
intéressant de connaitre 'impact de la délétion de 1’extension Nter sur la liaison d’HpNikR

sur NiFu et sur nikRS2 en fonction des stress métalliques imposés.

Figure VI.2 Mécanismes hypothétiques généraux pour I’activation d’EcNikR et HpNikR : de 1’acquisition du
métal a la liaison a ’ADN. En absence de métal, Ec et HpNikR existeraient sous différentes conformations
(ouverte, trans ou cis fermée) a I’équilibre et ne seraient pas en mesure de se lier a ’ADN. Ces derniéres
présentent des différences structurales notables avec, entre autres, une asymétrie a I’interface de tétramérisation.
La liaison du métal dans les sites de haute affinité (HA) d’Ec et HpNikR se fait progressivement avec la
métallation de sites « réservoirs » puis intermédiaires dans le cas d’HpNikR. Les sites HA d’HpNikR,
contrairement a ceux d’EcNikR, ne seraient pas équivalents. La métallation des 2 premiers sites HA d’HpNikR
induiraient des changements a I’interface de tétramérisation facilitant la métallation des deux derniers sites HA’
et éventuellement un basculement des domaines de liaison a I’ADN. Dans ces conditions de métallation, EcNikR
et HpNikR seraient en mesure de se lier & ’ADN avec des affinités de I’ordre du nanomolaire. Pour EcNikR, sa
liaison & I’ADN nécessiterait la métallation d’un site interdomaine (site K'/Ni(I) ?) qui stabiliserait la
conformation Cis-Fermée. Ce site interdomaine ne serait pas a priori conservé chez HpNikR. En présence d’un
large exceés de métal, I’affinité de liaison a ’ADN d’EcNikR et d’HpNikR se voit augmentée. En absence
d’ADN, EcNikR et HpNikR peuvent lier du métal dans des sites annexes qui sont en mesure d’induire
I’agrégation de ces protéines méme si 1’agrégation d’HpNikR est moins précoce. Il existerait un équilibre métal-
et concentration de protéine dépendant entre les formes agrégées, non agrégées pour la liaison a I’ADN.
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Au cours de cette étude portant sur la liaison a ’ADN d’HpNikR, nous n’avons pas
entierement répondu aux questions initialement posées, mais par contre nous avons clairement
mis en évidence une différence de réactivité d’HpNikR métallée qui est fonction des métaux
disponibles et de la séquence a lier. Nous sommes @ méme de nous demander si la réactivité
d’HpNikR in vivo est aussi dépendante des métaux disponibles, HpNikR peut-elle étre activée

ou du moins stabilisée par un métal autre que le nickel in vivo ?

VI.3. La caractérisation d’HpFUR

Avant d’étudier ’effet d’HpFUR sur la liaison d’HpNikR sur la région intergénique nikR-
exbB, nous avons procédé a sa caractérisation. Les principales informations sont présentées
dans la Figure VI.3. Nous avons pu confirmer expérimentalement des propriétés prévisibles
d’apres les analogies avec d’autres protéines FUR.

Nous avons montré qu’HpFUR native (non « taggée ») est bien une protéine homodimérique.
Elle présente au minimum deux sites métalliques par sous unit¢ monomérique. Le premier
site, présent dans la forme native purifiée, contient 1 ion Zn(Il). Il semble avoir un role
structural puisque sa démétallation par traitement d’un agent chélateur conduit a une forme
monomérique de HpFUR. Ce site pourrait impliquer les cystéines du motif CX,C-n-CX,C
pour coordonner ce métal.

Cette forme métallée a zinc doit correspondre a la forme apo décrite dans la littérature.
Cependant aucune donnée relatant le contenu métallique de cette protéine, dans la littérature,
n’est disponible alors qu’il s’agit d’un point critique pour la proposition des mécanismes
d’activation d’HpFUR.

Le second site métallique peut lier différent métaux in vitro comme le Co(Il), le Ni(Il), le
Mn(1II) ou encore le Zn(II) avec un Kd de I’ordre du micromolaire. Le site reconstitué¢ a Co(II)
serait penta ou hexacoordonné et ne comprendrait pas de cystéine dans sa sphére de
coordination. Bien que ces 4 métaux puissent étre liés dans le site 2, ils tendraient a conférer
des propriétés d’activation différentes pour HpFUR (changements conformationnels
variables). En effet, HpDFUR ne peut se lier sur sa séquence individuelle furS2, en test
nucléase, qu’en présence de Co(II), de Mn(II) et de Ni(II). Le zinc, bien qu’ayant été lié dans
le site 2, ne doit pas conférer a la protéine la bonne conformation. Il est probable que la
géométrie méme du site 2 a zinc soit différente de celle du site 2 a Co(II).

Nous avons également montré qu’HpFUR ne tendait pas a s’oligomériser sur I’ADN a partir
d’une liaison sur furS2 puisque aucune protection du site nikRS2 n’a été constatée en présence

ni méme en absence de métal. Enfin nous avons également observé en EMSA de facon
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préliminaire qu’HpFUR pouvait se lier a NiFu en présence de Mn(Il) et de Ni(Il). Ces
différents aspects sont en accord avec les résultats d’empreintes a la DNasel de la littérature
(Delany et al., 2005).

Il est intéressant de noter le fait qu’ HpFUR-Ni(II) soit capable de se lier a furS2 et NiFu. Cela
voudrait dire que le contrdle de I’expression de exbB et nikR pourrait se faire non seulement
par HpFUR-Fe(Il) et HpNikR-Ni(Il) mais aussi par HpFUR-Ni(Il). Le rapport des
concentrations entre les deux métallorégulateurs et les ions métalliques disponibles (ainsi que
le pH) doit permettre de réguler plus finement cette région intergénique de facon a faire face a
différentes situation de stress : carence et surcharge en fer ou nickel, stress acide et peut-&tre
méme stress oxydant.

HpFUR native
= Dimére Stoechiométrie
de liais on

2

Changements
conformationnels
induits par le
métallation du site 2

fursS2
—-
@ Aucune liaison

Figure V1.3 Mécanisme d’activation d’HpFUR pour sa liaison sur la séquence intergénique nikR-exbB. HpFUR,
protéine homodimérique, contient nativement du Zn dans un site structural. Dans ces conditions, HpFUR ne peut
se lier a NiFu et furS2. La métallation d’un second site dit de régulation induit des changements
conformationnels nécessaires pour qu’HpFUR puisse se lier a ’ADN. Les changements conformationnels
induits par le Zn, quant a eux, ne permettent pas a HpFUR de se lier a I’ADN. HpFUR, HpFUR-Mn/Co/Ni et
HpFUR-Zn doivent présenter des structures différentes.

Aucune liais on

D’apres la littérature, HpFUR apo et métallée sont en mesure de se lier a I’ADN, cela signifie
qu’elles peuvent s’y lier avec différentes conformations. Il serait informatif de résoudre la
structure de la forme apo et métallée au Mn(II) pour connaitre les différences structurales. Par
ailleurs, il est décrit qu'HpFUR apo et métallée peuvent activer ou réprimer la transcription
des genes (génes dépendants). Il serait intéressant de comprendre quels mécanismes sont mis
en jeu pour expliquer ces différences de comportement. S’agit-il uniquement d’un
positionnement particulier de la séquence opératrice par rapport au promoteur, ou les
complexes de liaison sont-ils particuliers (stoechiométrie...)? Il est également notable
qu'HpFUR, tout comme HpNikR, présente une extension N-ter de 10 résidus qui n’est pas
conservée chez les protéines FUR. Cette extension joue-t-elle un role particulier dans les

mécanismes de liaison a I’ADN ? Serait-elle impliquée dans des interactions avec I’ARN
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polymérase dans le cadre d’une activation de la transcription des génes ? Une étude des
propriétés structurales, de métallation, de liaison a I’ADN in vitro et d’activation in vivo avec
une protéine HpFUR dépourvue de cette extension serait enrichissante pour 1’appréhension

des mécanismes d’action d’HpFUR.

Méme si de nombreuses questions restent sans réponse actuellement, nous sommes
maintenant en mesure d’étudier I’effet d’HpFUR sur la liaison d’HpNikR sur la région

intergénique via le test de protection a la nucléase que nous avons construit.

En conclusion, I’ensemble de ce travail nous a permis de visualiser la diversité des modes de
régulation par les métallorégulateurs NikR et Fur, en particulier chez Helicobacter pylori et
aussi I’importance des variations de réponses en fonction des conditions imposées. Ceci rend
compte de la subtilit¢ de réactivité de ces métallorégulateurs vis-a-vis de différents
parametres : concentration en protéines, nature et concentration en sels métalliques, pH...
Cette réactivité qui implique des régulations croisées entre NikR et Fur, peut étre liée a une

nécessité de survie de ce pathogene dans sa niche écologique.
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VII.1. Matériel plasmidique

VII.1.1. Plasmides obtenus par collaboration

VIL.1.1.1. Plasmides surproducteurs

Le gene codant pour le mutant Q2E NikR d’Escherichia coli, issu du plasmide p8611
(De Pina et al., 1999), a été sous cloné entre les sites de restriction Ncol et HindIII du vecteur
pET28a (Novagen). Le plasmide pET28 nikR Q2F en résulte et nous a ét¢ donné par A.
Rodrigue et al. (UMR 5240 Microbiologie, Adaptation et Pathogénie, Lyon).

Le gene codant pour le mutant H4 NikR d’Escherichia coli, a été obtenu par mutagenese
dirigée (H89N) sur le plasmide pET28 nikR Q2E. Ce plasmide nous a ét¢ donné par A.
Rodrigue et al. (UMR 5240 Microbiologie, Adaptation et Pathogénie, Lyon).

Le géne codant pour NikR WT d’Helicobacter pylori (hp1338) a été introduit dans le
plasmide surproducteur pET11a, le plasmide pILL695 en résulte (Dian et al., 2006). Ce
plasmide nous a ét¢ donné par H de Reuse et a/. (Unit¢ de Pathogénie Bactérienne des
Mugqueuses, Institut Pasteur, Paris).

Le géne codant pour le mutant M1 d’HpNikR a été cloné dans le plasmide surproducteur
pET11a. Ce géne avait été construit par mutagenese dirigée appliquée sur le plasmide
pILL2224 (Dian et al., 2006). Ce plasmide nous a également été donné par H de Reuse et al.
(Unité de Pathogénie Bactérienne des Muqueuses, Institut Pasteur, Paris).

Le gene codant pour FUR d’Helicobacter pylori (hp 1027) a été introduit entre les sites
de restriction Ndel et BamHI du vecteur plasmidique pET11a, le plasmide pFUR3 en résulte.
Cette construction a été faite par K. Schauer (en theése a I’Unité de Pathogénie Bactérienne des

Mugqueuses, Institut Pasteur, Paris).

VIL.1.1.2. Autres plasmides

La région intergénique allant du géne codant pour HpNikR au promoteur pexbB a été
clonée entre les sites de restriction HindIIl et BamHI du plasmide pUCI18. Le plasmide
pIGR1 en résulte. Cette construction a été faite par K. Schauer (en thése a 1’Unité de
Pathogénie Bactérienne des Muqueuses, Institut Pasteur, PARIS).

Le promoteur pnikA (fragment -127 a +27) a été cloné entre les sites de restriction
HindIII et Hincll du vecteur pUCI18. Un site de restriction a la Pstl a été créé dans la région
centrale de la boite opératrice de NikR en modifiant la séquence TATGAATTTTA en
TATGACGTCTA. Cette mutation ne perturbe pas la liaison de NikR sur sa boite (Chivers &
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Sauer, 2000). Le plasmide pP342 en résulte, il fait 2820 pb. Ce plasmide nous a été donné par
A. Rodrigue et al. (UMR 5240 Microbiologie, Adaptation et Pathogénie, Lyon).

VII.1.2. Plasmides modifiés par mutagenése dirigée

Le geéne codant pour NikR WT d’Escherichia coli a été obtenu par mutagenése dirigée sur
le géne codant pour NikR Q2E. Le plasmide a été nommé pET28 nikR WT (Fauquant et al.,
2006).

Le géne codant pour NikR 3HA d’Escherichia coli a été obtenu par mutation du gene
codant pour NikR WT dans le pET28 nikR WT. Le plasmide pET28 nikR 3HA en résulte.

Le plasmide pHP2S de 3003 pb a été construit a partir du plasmide pIGR1.

VII.1.3. Tableau récapitulatif des plasmides

plasmides génotype Références
pET28a, insert 910pb avec gene
pET28 nikR WT nikR + début du gene rhsB, KanR, Ce travail

T7 prom

pET28 nikR Q2E

pET28a, insert 910pb avec géne
nikR muté + début du géne rhsB,
KanR, T7 prom

(De Pina et al., 1999)

pET28_nikR 3HA

pET28a, insert 910pb avec géne
nikR muté + début du géne rhsB,
KanR, T7 prom

Ce travail

pET28a, insert 910pb avec gene

pET28 H4 nikR muté + début du géne rhsB, (Fauquant et al., 2006)
KanR, T7 prom
plll695 pET11a, AmpR, T7 prom (Dian et al., 2006)
pM1 pET11a, AmpR, T7 prom (Dian et al., 2006)
pET11a, Insert 459 pb, AmpR, T7
pfur3 K. Schauer
prom
pIGR1 pUC18, AmpR, lac, 3003 pb K. Schauer
pUCI18, AmpR, lac, PnikA muté,
pP342 (Fauquant et al., 2006)
2820 pb
pHP2S pIGR1 muté, AmpR, lac, 3003 pb Ce travail
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VII.2. Mutageneése dirigée

La mutagenése dirigée a été réalisée en utilisant le kit QuikChange® de Stratagen.

VII.2.1. Principe

Ce kit permet de créer des mutations ponctuelles en modifiant la nature d’un acide aminé,
d’insérer ou de déléter un ou plusieurs acides aminés. La méthode repose sur les principes
initiaux de la PCR qui comprend trois étapes: le dénaturation de I’ADN, I’hybridation
d’amorces et 1’élongation de ces derniéres par une polymérase.

Cette technique utilise les propriétés de la PfuTurbo” DNA polymérase qui réplique les deux
brins d’'un ADN plasmidique méthyl¢ avec une haute fidélit¢é a partir de deux amorces
contenant chacune la mutation désirée. Ces amorces sont complémentaires entre elles et
s’hybrident chacune a un des brins de I’ADN plasmidique dénaturé. L’¢longation de ces
amorces par la PfuTurbo® permet la génération d’ADN muté contenant des « nicks ». Une
amplification de ’ADN est permise. Le produit de PCR obtenu est ensuite digéré par
I’enzyme de restriction Dpnl qui reconnait spécifiquement I’ADN méthylé et hémiméthylé
(site de reconnaissance: 5’-Gm6ATC-3"). Dpnl détruit I’ADN matrice et I’ADN
hémiméthylé, sans affecter ’ADN nouvellement synthétisé. Le produit de la digestion est
introduit par transformation dans une bactérie capable de combler les « nicks » et ensuite de

répliquer le plasmide mutant.

VIL2.2. pET28_nikR WT

Le plasmide surproducteur pET28 nikR Q2FE a été utilisé afin de construire le pET28 nikR
WT. Ce dernier comprend le géne codant pour EcNikR sauvage. La mutation « reverse »
réalisée consiste en une modification du codon GAA (Glu2) en CAA (GIn2). La mutagencse a
¢été faite en utilisant les amorces suivantes ou la mutation est indiquée en italique :

nikR1 5' GAAGGAGATATACCATGCAACGAGTCACCATCACGC 3’

nikR2 5' GCGTGATGGTGACTCGTTGCATGGTATATCTCCTTC 3’
Les conditions de PCR sont les suivantes :
53 ng d’ADN plasmidique™"; matrice, 125ng des amorces 1 et 2, 20nmoles de dNTP, 2
unités de Pfi Turbo®.
La réaction se déroule dans un volume de 50ul de 20mM Tris/HCI pHS8.8, 10mM KCI, 10mM
(NH4)2S04, 2mM MgSQOy, 0.1% Triton X-100, 0.1mg/mL BSA.
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Le programme de PCR est composé de 19 cycles :

1 min a 95°C
1 min a 95°C
1 min a 55°C
18 min a 68°C
Le produit de PCR est digéré par la Dpnl pendant une heure a 37°C afin de dégrader I’ADN

1 cycle

matrice. L’amplification est vérifiée sur un gel d’agarose a 1.5% révélé au bromure
d’éthidium (BET).

3 pl du produit de PCR ont été utilisés pour transformer des bactéries XL1-Blue compétentes.
Les cellules sont étalées sur une boite de Pétri contenant du LB agar ainsi que 50pg/mL de
kanamycine comme facteur de sélection. Les cellules sont incubées une nuit a 37°C. Un
transformant est ensuite mis en culture dans 50 mL de LB avec de la kanamycine afin de

produire du plasmide. Le plasmide est extrait avec un Kit « Midiprep » de Qiagen.

VI1.2.3. pET28 nikR 3HA

Le plasmide pET28 nikR WT a été utilisé afin de construire le pET28 nikR 3HA. Ce dernier
porte le géne codant pour EcNikR mutée sur trois histidines. La mutation réalisée consiste en
une modification de trois codons CAT CAC CAC (His 77, 78, 79) en GCT GCC GCC (Ala
77, 78, 79). La mutagenése a été faite en utilisant les amorces complémentaires suivantes ou
les mutations sont indiquées en italiques :
nikRH3A 5’ GTCTCCACCCAGCATGCTGCCGCCGACCTCTCCGTCGCC 37
nikRH3B 5’ GGCGACGGAGAGGTCGGCGGCAGCATGCTGGGTGGAGAC 3’
Les conditions de PCR sont les suivantes (volume 50 pl) :
54 ng d’ADN plasmidique™"; matrice, 125ng des amorces 1 et 2, 20nmoles de dNTP, 2
unités de Pfu Turbo®.
La réaction se déroule dans un volume de 50ul de 20mM Tris/HCI pHS8.8, 10mM KCI, 10mM
(NH4)2SO4, 2mM MgSQOy, 0.1% Triton X-100, 0.1mg/mL BSA.
Le programme de PCR est composé de 18 cycles :
2 min a 98°C
2 min a 95°C
1 min a 55°C

e 18 mina 68°C
Le produit de PCR est ensuite trait¢ comme dans VII.2.2.

Ces étapes constituent un cycle
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VIL.2.4. Le plasmide pHP2S utilisé pour le test nucléase

La construction de ce plasmide, faite a partir du plasmide pIGR1 construit par K. Schauer, a
¢été faite en deux temps. Deux sites de restriction sur les 4 d’intéréts ont été créés : I'un dans la
boite d’ADN (gris foncé) liée par HpFUR noté S2 ou furS2, ’autre dans la boite d’ADN (gris
clair) liée par HpNikR noté S3 ou nikRS2. Le site S1 ou NiFu se situe au niveau de la région
d’ADN (en rouge) liée par HpNikR et HpFUR. Il est coupé par I’enzyme Psil (TTA’TAA).
Le site SO ou nikR box se situe au niveau d’une demi dyade (souligné). Il est coupé par BsrBI
(CCG’CTC)

5 GTCTTTATTGGGTGTATCCATT TGAGARARATCCTTT TTTGGCATGAGTTCGTTAARAGCCGC

prer-bc oyl bicr Ui WT TAATTTAAAATGAACAATTATAATACAAACTGGATT TA L¥-Nyc c iy
GGTICATAAGAGCGIwH N i €T V- N e NS A TTGACTTGTTAT TATTA

ARACAATATAATCARACAARACCAACATTCCTTTATCATTT TGGAGCATTTATGCGAACGAATGCTT

CTTAAAGAGTGCATGCTCTTAGAGTATGTCTGTATCGCATGTTGCTTTAATCTTAAGGAAATTGT
TTTATCATAGACAAGGAG 3’

Figure VII.1 Séquence d’ADN de la région intergénique introduite dans le plasmide pUCI18 entre HindIII et
BamH]I, le plasmide a ét¢ nommé pIGR1. Souligné : la nikR Box prédite, Encadré noir : séquence protégée par
HpNikR et HpFUR, Encadré gris foncé : la région uniquement protégée par HpFUR et Encadré gris clair : la
région uniquement protégée par HpNikR
La mutation, pour créer S2, consiste en une substitution d’une guanine en cytosine. Un site
(G’AnTC) coupé par I’enzyme Hinfl est créé.
Les amorces utilisées sont les suivantes, la mutation est précisée en italique :
Amorce A 5’ TTTGGATTTGATTCTAATTATTAGCTTAATCATTATT 3’
Amorce B 5’ AATAATGATTAAGCTAATAATTAGAATCAAATCCAAA 3’
La mutation, pour créer S3, consiste en une substitution d’une adénine en thymine. Un site
(AAT’ATT) coupé par I’enzyme Sspl est créé.
Les amorces utilisées sont les suivantes, la mutation est précisée en italique :
Amorce C 5’ ATTGACTTGTTATTATTAAAACAATATTATCAACAAAC 3’
Amorce D 5’ GTTTGTTGATAATATTGTTTTAATAATAACAAGTCAAT 3’
Les conditions de PCR sont les suivantes (volume 100 pl) : création de S2
50 ng d’ADN plasmidique s matrice, 240 et 260 ng des amorces A et B respectivement,
30nmoles de dNTP, 2 unités de Pfi Turbo®.
La réaction se déroule dans un volume de 50ul de 20mM Tris/HCI pHS8.8, 10mM KCI, 10mM
(NH4)2S04, 2mM MgSQOy, 0.1% Triton X-100, 0.1mg/mL BSA.
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Le programme de PCR est composé de 20 cycles :

2 min a 98°C
2 min a 95°C
1 min a 55°C
9 min a 67°C
L’amplification ainsi que la réussite de la mutagenese sont vérifiées sur un gel d’agarose a

Ces étapes constituent un cycle

1.5% révélé au BET sur lequel le produit de PCR brut et digéré par Hinfl ainsi que I’ADN
matrice digéré ont été déposés.

Le produit de PCR est, alors, digéré par la Dpnl pendant une heure a 37°C afin de dégrader
I’ADN matrice

4 ul du produit de PCR ont été utilisés pour transformer des bactéries XL1-Blue. Les cellules
sont étalées sur une boite de Pétri contenant du LB agar ainsi que 100pg/mL d’ampicilline
comme facteur de sélection. Les cellules sont incubées une nuit a 37°C. Un clone est ensuite
mis en culture dans 50 mL de LB avec de Iampicilline afin de produire du plasmide. Le
plasmide est extrait avec un Kit « Midiprep » de Qiagen.

Ce nouveau plasmide méthylé not¢ AB sert d’ADN matrice pour la création de la seconde

mutation.

Les conditions de PCR sont les suivantes (volume 100 pl) : création de S3

50 ng d’ADN plasmidique s matrice, 230 et 250 ng des amorces C et D respectivement,
30nmoles de dNTP, 2 unités de Pfiu Turbo®.

La réaction se déroule dans un volume de 50ul de 20mM Tris/HCI pH8.8, 10mM KCI, 10mM
(NH4)2S04, 2mM MgSQOy, 0.1% Triton X-100, 0.1mg/mL BSA.

Le programme de PCR utilisé est identique au précédent.

Le produit de PCR est trait¢ comme précédemment, I’enzyme de restriction testée étant Sspl.

Le nouveau plasmide créé a été nommé pHP2S.

Les plasmides mutés ont tous été séquencés par la société Genome Express.
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VIL.3. Surproduction et Purification des protéines NikR

VIL.3.1. EcNikR

VIL.3.1.1. EcNikR : sauvage et 3HA
La protéine EcNikR WT a été surproduite a partir de cellules BL21(DE3) fraichement

transformées avec le plasmide pET28 nikR WT. Une pré-culture d’un transformant est faite
sur la nuit a 37°C avant de diluer 100 fois la suspension bactérienne dans 3 L de LB contenant
de la kanamycine a 50pug/mL.

Apres culture des cellules a 37°C sous agitation pour atteindre un DOgyp = 0.6, la
surproduction est induite avec de I'IPTG a 0.5 mM final pendant 3 heures. Les cellules sont
centrifugées a 6000g pendant 10 minutes a 6°C. Les culots correspondants a 1 L de culture
sont resuspendus dans 30 mL de Tris/HCI 20mM pH 8 contenant 50 mM EDTA. La
suspension bactérienne est soniquée, sur un bain de glace, pendant 5 cycles de 30 secondes
(pulser 3.5; amplitude 75-90; Tuner < 25%). Les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation a 15000g pendant 20 minutes. Le surnageant est dialysé a deux reprises contre
2 L de 20mM Tris/HCI pH 8. Les dialysats sont ensuite traités avec de la DNasel
(24pg/dialysat avec du MgSO4 a 5 mM) pendant 15 minutes a 37°C.

L’extrait brut de protéine est chargé sur une colonne échangeuse d’anions (Resource Q GE
Healthcare) équilibrée avec du tampon A (20 mM Tris/HCI pH 8) et 5% de tampon B (20 mM
Tris/HCI pH 8, 1 M NaCl). La colonne est lavée par 3 volumes du tampon d’équilibration.

Un gradient de tampon B est mis en place afin d’éluer les protéines « contaminantes »,
EcNikR WT et ’ADN :

e 3 volumes de colonne pour passer de 5 a 12 % de tampon B

e 5 volumes de colonne a 12 % de tampon B

e 8.5 volumes de colonne pour passer de 12% a 40% de tampon B (EcNikR WT est
¢luée)

e 6 volumes de colonne : 40 % de tampon B

e 5 volumes de colonne pour passer de 40% a 100% de tampon B

e 5 volumes de colonne a 100 % de tampon B (élution de I’ADN)

La protéine « pré » purifiée est ensuite concentrée sur un Ultrafree (Amicon Ultra, Millipore)
de 15 mL avec une limite d’exclusion a 30 kDa.

La dernicre étape de purification consiste en une colonne de filtration sur gel (Superdex 75
prep grade (HR16/60) GE Healthcare). La colonne est équilibrée avec du 20 mM Tris/HCI
pH8 400mM NaCl (I’addition de DTT a SmM dans ce tampon est conseillée). Le volume
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d’¢lution de la protéine est approximativement de 53 mL. La pureté de la protéine est vérifiée
par électrophorése en conditions dénaturantes. Les fractions « pures » sont regroupées et
concentrées sur un Ultrafree de 4 mL.

La concentration en protéine est déterminée par un dosage en spectroscopie UV-Visible a 278
nm, le ccefficient d’extinction molaire théorique est de 5000 M™'.cm™.

La protéine est stockée a -80°C avec 10% de glycérol et du B-mercaptoethanol a 2 mM
(I"utilisation de DTT a 5SmM doit toutefois étre préférée a celle du B-mercaptoethanol qui
forme des adduits).

Le rendement de purification est d’environ 30 mg de protéine pure par litre de culture
bactérienne.

EcNikR WT avant utilisation doit étre décongelée rapidement a 37°C pendant quelques
minutes, puis laisser au minimum lh a 4°C pour faciliter 1’équilibration de la protéine
(formation d’oligomeres indésirables du fait de la congélation). La protéine doit ensuite étre
retraitée avec un réducteur, puis son tampon doit étre changé avant toute expérimentation.
EcNikR WT peut étre conservée plusieurs semaines a 4°C, sans qu’aucune oxydation ne soit

notable (pont dissulfure ou adduit).

Le mutant EcNikR 3HA peut étre purifi¢ de la méme facon sauf au niveau de la dialyse qui
permet de diminuer la salinité de I’échantillon. EcNikR 3HA doit étre dialysée contre un
tampon 20mM Tris/HCI1 pH 8, 50mM NacCl et SmM de MgSO,. La protéine peut ensuite étre
traitée avec la DNasel avant son chargement sur la colonne.

Le rendement de purification d’EcNikR 3HA est d’environ 20 mg de protéine pure par litre de

culture bactérienne.

VIL.3.1.2. EcNikR : le mutant Q2F

La purification de ce mutant n’est pas réalisée selon le méme protocole. Toutefois
I’expression de la protéine se déroule selon le méme procédé que celui décrit en VIL.3.1.1.
Le culot cellulaire (1 L de culture) est resuspendu dans 20 mL de 20mM Tris/HCI pH 8,
300mM NaCl, 10ug/mL ICT, 4pg/mL Pepstatine A, 240 pg/mL PMSF, 10% glycérol. La
suspension est soniquée sur 10 cycles pendant 30 secondes (pulser 3.5 ; amplitude 90) avec

une pause de 5 minutes au 5°°

cycle. Le lysat est centrifugé a 20000g pendant 20 minutes a
6°C afin d’¢liminer des débris cellulaires, ainsi que de I’ADN. Le surnageant de sonication est
chargé sur colonne d’affinité (Chelating sépharose 6B (50/5) GE Healthcare) chargée en

nickel.
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La colonne est lavée avec 8 volumes de tampon A (20 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM NaCl)
puis par 3 volumes de tampon A contenant 25mM d’imidazole, suivis de 3 volumes de
tampon A avec 50mM d’imidazole et de 4 volumes de tampon A avec 75 mM d’imidazole a
pH 8. La protéine est éluée avec 2 volumes de tampon A contenant 250 mM d’imidazole.
Afin d’empécher une éventuelle agrégation de la protéine €¢luée, 20 mM d’EDTA lui sont
ajoutés. La solution de protéine « pré-purifiée » est dialysée sur la nuit a 4°C contre 3 L de
tampon B (20 mM Tris/HCI1 pH 8, 300 mM NacCl, 5% glycerol, 2 mM EDTA et 2 mM f3-
mercaptoéthanol). Le dialysat est concentré sur Ultrafree (15 mL, 5 kDa cut-off, Millipore).
Le dialysat concentré est injecté sur une colonne de filtration sur gel (Superdex 75 prep grade
(HR16/60)) équilibrée avec le tampon B. La protéine « native » est ¢luée vers 53 mL. Les
fractions protéiques sont déposées sur un gel SDS-PAGE. Les fractions pures sont
rassemblées et concentrées afin d’étre stockées a -80°C.

La concentration en protéine est déterminée par un dosage en spectroscopie UV-Visible a 278
nm, le ceefficient d’extinction molaire théorique est de 5000 M™'.cm™.

Le rendement de purification est d’environ 40 mg de protéine pure par litre de culture

bactérienne.

VIL.3.2. HpNikR : Sauvage et le mutant M1

Les protéines HpNikR WT et le mutant M1 ont été surproduites a partir de cellules
BL21(DE3) fraichement transformées avec le plasmide pILL695 et pM1 respectivement . Une
pré-culture de chaque transformant est faite sur la nuit a 37°C avant de diluer 100 fois la
suspension bactérienne dans 1 L de LB contenant de I’ Ampicilline a 150pg/mL.

Les cellules poussent a 37°C sous agitation, a DOgoo = 0.7, la surproduction est induite avec
de 'IPTG a 0.5 mM final pendant 3h. Les cellules sont centrifugées a 6000g pendant 10
minutes a 6°C.

Le culot de cellules est resuspendu dans 20 mL de 20 mM Tris/HCI pH 7.4 contenant 100
mM EDTA, 0.5 mL de DMSO contenant 200 mg du cocktail d’inhibiteur de protéase
(Sigma). La suspension est soniquée 5 fois pendant 30 secondes dans un bain de glace. Les
débris cellulaires ont été¢ éliminés par une centrifugation a 20000g pendant 20 minutes. Le
surnageant est dialysé¢ a 2 reprises a 4°C contre 2 L de 20mM Tris/HCl pH 7.4, 5mM de
MgSO;. Le dialysat est centrifugé a 20000g pendant 20 minutes a 6°C. Le dialysat soluble est
ensuite traité avec de la DNase I (24pg/dialysat) pendant 15 minutes a 37°C.

L’extrait brut de protéine est chargé sur une colonne échangeuse d’anions (Resource Q GE

Healthcare) équilibrée avec du Tampon A (20 mM Tris/HCI pH 7.4) et 2% de Tampon B (20
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mM Tris/HClI pH 7.4, 1 M NaCl). La colonne est lavée par 5 volumes du tampon
d’équilibration.
Un gradient de tampon est mis en place afin d’¢éluer les protéines « contaminantes », HpNikR

et PADN :

3 volumes de colonne pour passer de 2 a 10 % de tampon B

8 volumes de colonne a 10 % de tampon B

15 volumes de colonne pour passer de 10% a 40% de tampon B (HpNikR est éluée)
5 volumes de colonne a 40 % de tampon B

5 volumes de colonne pour passer de 40% a 100% de tampon B

5 volumes de colonne a 100 % de tampon B (¢élution de I’ADN)

La protéine « pré » purifiée est ensuite concentrée sur un Ultrafree de 15 mL avec une limite
d’exclusion de 30 kDa.

La dernicre étape de purification consiste en une colonne de gel filtration (Superdex 75 prep
grade (HR16/60)). La colonne est équilibrée avec du 20 mM Tris/HC1 pH 7.4, 400mM NaCl,
5 mM DTT. Le volume d’élution de la protéine est approximativement de 53 mL. La pureté
de la protéine est vérifiée par électrophorése en conditions dénaturantes. Les fractions
« pures » sont regroupées et concentrées sur un Ultrafree de 4 mL.

La concentration en protéine est déterminée par un dosage en spectroscopie UV-Visible a 280
nm, le ceefficient d’extinction molaire théorique®® utilisé est de 9770 M™'.cm™ (ou 0.57 L.g°
Lem™), 9650 M'.cm™ pour HpNikR WT et HpNikR M1 respectivement. La protéine est
stockée a -80°C avec 10% de glycérol.

Le rendement de purification est d’environ 50 mg de protéine pure soluble par litre de culture
bactérienne.

La protéine HpNikR avant utilisation doit &étre décongelée rapidement a 37°C pendant
quelques minutes, puis laisser au minimum lh a 4°C comme EcNikR. La protéine doit ensuite
étre retraitée avec un réducteur, puis son tampon doit étre changé avant toute expérimentation.
HpNikR peut étre conservée au maximum 3 semaines a 4°C, aprés quoi cette dernicre
s’oxyde. La présence d’adduits oxygénés est mesurable par spectrométrie de masse. Ces
adduits semblent irréversibles. Il est préférable de conserver la protéine a -80°C et de faire des

aliquots concentrés (500uM) de 250uL.

% http://atchimiebiologie.free.fi/logicielligne/logicielsligne.html
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VIIL.4. Surproduction et Purification de FUR d’Helicobacter pylori

La protéine HpFUR a ¢été surproduite a particr de cellules BL21(DE3) fraichement
transformées avec le plasmide pfur3. Une pré-culture d’un transformant est faite sur la nuit a
37°C avant de diluer 100 fois la suspension bactérienne dans 1 L de LB contenant de
I’ Ampicilline a 150pg/mL.

Les cellules poussent a 37°C sous agitation, 8 DOgop = 0.7-0.8, la surproduction est induite
avec de 'IPTG a 0.5 mM final pendant 2h. Les cellules sont centrifugées a 6000g pendant 10
minutes a 6°C.

Le culot de cellules est resuspendu immédiatement dans 35 mL de 20 mM HEPES pH 7.4
contenant 500 mM NaCl, 10 pg/mL d’ICT, 4 pg/mL de Pepstatine A, 240 pg/mL de PMSF.
La suspension est soniquée 5 fois pendant 30 secondes dans un bain de glace. Les débris
cellulaires ont ¢été éliminés par une centrifugation a 20000g pendant 20 minutes.
Approximativement 50% de la protéine reste dans le culot. Le surnageant de sonication,
auquel a été ajouté 24ug de DNase I, est dialysé a 2 reprises a 4°C contre 2 L de 20mM
HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl et 3 mM de MgSO4. A la fin de la seconde dialyse, 3mM
EDTA est ajouté au dialysat. Ce dernier est centrifugé a 20000g pendant 20 minutes a 6°C.
L’extrait brut de protéine est chargé sur une colonne échangeuse de cations (SP Sepharose HP
Hiload 16/10) équilibrée avec du tampon A (20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NacCl) et 12%
de tampon B (20 mM HEPES pH 7.4, 1 M NaCl). La colonne est lavée par 6 volumes du
tampon d’équilibration. La protéine est éluée avec un gradient linéaire allant de 12 % de
tampon B a 60 % de ce tampon a 2 ml/min sur 17 volumes de colonne. HpFUR est ¢luée entre
350 et 450 mM de NaCl.

La protéine « pré » purifiée est ensuite concentrée sur un ultrafree de 15 mL avec un cut-off
de 5 kDa.

La derniére étape de purification consiste en une colonne de filtration sur gel (Superdex 75
prep grade (HR16/60)). La colonne est équilibrée avec du 20 mM Tris/HCI pH 7.4, 400mM
NaCl, 5 mM DTT. Le volume d’élution de la protéine est approximativement de 58 mL
(dimere). La pureté de la protéine est vérifiée par électrophoreése en conditions dénaturantes.
Les fractions « pures » sont regroupées et concentrées sur un ultrafree de 4 mL. La protéine

est stockée a -80°C avec 10% de glycérol.
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La concentration en protéine est déterminée par un dosage en spectroscopie UV-Visible a 280
nm, le ceefficient d’extinction molaire théorique est de 11460 M™'.cm™ (Expasy).

Le rendement de purification est d’environ 8 mg de protéine pure soluble par litre de culture
bactérienne. Ce rendement varie en fonction de I’efficacité de 1’étape d’extraction (étape
critique). Différents paramétres ont ¢t¢ testés dont le type de cellules surproductrices, la
température d’induction, la composition du tampon d’extraction sans véritable succes.

La protéine HpFUR avant utilisation doit étre décongelée rapidement a 37°C pendant
quelques minutes, puis laisser au minimum 30 min a 4°C. La protéine doit ensuite étre
retraitée avec un réducteur. HpFUR est plus stable en présence de DTT (limite la formation de
ponts dissulfures) et dans des tampons ayant un pH proche de la neutralité (pH7-7.4). 11 est
préférable de conserver la protéine a -80°C qu’a 4°C et de faire des aliquots concentrés

(500uM) de 250uL.

VIL.S5. Dosage colorimétrique des métaux avec du 4-(2-pyridylazo)
resorcinol

La quantité¢ de métal présente dans les différents lots de protéine purifiée a été déterminée par
d’un dosage colorimétrique avec du 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR) (Figure VIIL.2). Ce
composé chélate les métaux de transition sous la forme d’un complexe 2:1 (McCall & Fierke,

2000).

C>_ »mn
i Salie @—@

Figure VIL2 Structure du PAR et complexe de liaison 2 PAR:1 M** (McCall & Fierke, 2000)

Dans le cas des protéines NikR Ec ou Hp purifiées, ces derniéres sont a priori sous la forme
d’apo protéine : elles ne contiennent pas de métal ou seulement a I’état de traces. Une quantité
minimale de 260 pg de protéine dans 130 ul doit étre utilisée pour réaliser ce dosage pour
mesurer des traces métalliques.

Dans le cas de HpFUR, elle contient a priori 1 équivalent de Zn par monomere dans le site
structural (extrapolation des données sur FUR d’Escherichia coli). Une quantité allant de 9 ug

a 40ug de protéine dans 130ul peut tre utilisée pour ce dosage.

-330 -



Matériel & Méthodes

Afin d’étre sr que tout le métal soit accessible au PAR, un traitement des échantillons
protéiques a I’acide trichloroacétique (TCA) s’avere nécessaire.

A I’échantillon de protéine est ajouté 10 % en concentration de TCA. L’échantillon de 130 pl
est incubé dans la glace pendant 30 minutes au cours desquelles la protéine est dénaturée et
précipite. L’échantillon, alors, est centrifugé pendant 10 minutes a 13000 rpm. 120 pL du
surnageant sont neutralisés avec du NaOH a 65 mM final et tamponnés avec du 500 mM
Tris/HCI pH 8 final. La concentration en métal dans 1’échantillon est déterminée en le faisant
réagir avec du PAR a 100uM final préparé¢ extemporanément, tamponné a pH 8 et filtré. Le
mélange réactionnel de 600 pL est incubé 1 heure a I’obscurité. Il est important de controler
le pH a I’aide une bandelette de papier pH car I’intensité de I’absorption est pH-dépendante.
Les changements dans les spectres UV/vis du PAR dus a la complexation des métaux sont
comparés a des courbes de calibrations mesurées le jour méme avec différents métaux de

transition (Ni(II), Zn(II), Cu(II), Co(II)).
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Figure VIL.3 Spectres d’absorption dans le visible des complexes Ni(Il)-PAR a pH 8

La dosage des métaux avec du PAR est une technique informative de la quantité de métal
contenu dans un échantillon, mais elle ne permet pas de dissocier les métaux présents.

Moins de 5 % de métaux de transition ont été détectés dans les protéines NikR d’E.coli et
d’H.pylori en sortie de purification.

Pour HpFUR, 0,6 a 0,7 équivalents de métal par monomeére ont ét¢ mesurés en sortie de

purification.
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VIL.6. Diffusion dynamique de la lumiére

Des expériences de DLS ont été réalisées sur ECNikR WT en absence et en présence de Ni(Il).
Par cette technique, il est possible de mesurer I’homogénéité de I’échantillon et de déterminer
de fagon approximative la masse des especes étudiées.

Les expériences ont été enregistrées sur un Zetasizer nano S de Malvern Instrument
thermostaté a 20°C en utilisant une cuve en quartz de 50 pL.

L’échantillon protéique de 20 uM est dans du 20mM HEPES pH 8, 100 mM NaCl. Des
additions successives de Ni(II) sont faites sur I’échantillon : 0 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,075 ; 0,1 et 0,3
équivalent. Apres chaque ajout métallique, 1’échantillon est incubé pendant 20 minutes pour

permettre 1’équilibration. La mesure peut alors étre faite.

VIL.7. Spectrométrie d’absorption atomique

La quantit¢ de zinc contenue dans HpFUR a ¢ét¢ mesurée par spectrométrie d’absorption
atomique en flamme Air-Acétyléne (spectrométre Perkin Elmer 560 Norwalk) en utilisant un
calibrage externe réalisé dans le tampon de la protéine (pour masquer les effets de matrice).
Les analyses ont été faites par J. Arnaud du Département de Biologie Intégrée du CHU
Grenoble. Au préalable de 1’analyse, le tampon des échantillons protéiques a été échangé sur
une NAP-5 (GE Healthcare). 100uL d’HpFUR concentrée a 450uM dans du 20mM Tris/HCl
pH 7.4, 400mM NacCl sont dilués 5 fois avec du tampon 20mM Tris/HCI pH 7.4. Les 500uL
sont ensuite déposés sur la colonne NAP-5 équilibrée avec du 20mM Tris/HCI pH 7,4. Un
mL d’HpFUR ¢luée est récupéré. S00ul d’HpFUR a 30-50uM par sous unité dans le tampon
20mM Tris/HCI pH 7,4 sont nécessaires pour les analyses ainsi que du tampon seul pour la
calibration externe (50mL). La présence de sel dans le tampon peut perturber I’analyse. La

quantité de zinc attendue était de 1’ordre de 70% de la concentration en protéine.

VII.8. Dichroisme circulaire

Les expériences de dichroisme circulaire ont été réalisées sur un spectrophotometre JASCO J-
810 a 25°C pour les expériences d’Ec et HpNikR. Par contre pour HpFUR, les expériences
ont été¢ réalisées sur un spectrophotométre Chirascan d’Applied photophysics a 25°C. Le
tampon utilisé pour les différentes mesures, 20 mM MOPS pH 7 40 mM KCl, contient peu de
sels. En effet ces derniers diffusent vers les 190 nm. Ils perturbent 1’enregistrement de

spectres « propres ».
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VII.8.1. Les conditions de mesures

Dans 1’UV-lointain, les spectres ont été enregistrés entre 195-250 nm dans des cuves de 300
nL et de 1 mm de trajet optique.

Dans I’'UV-proche, les spectres ont été enregistrés entre 250-320 nm dans des cuves de 2 mL
et de 10 mm de trajet optique.

Les conditions de mesures sont les suivantes :

Sur le JASCO J-810 :

Bande passante : 4 nm ; Pas : 1 nm ; Vitesse : 100 nm/min ; Réponse du détecteur : 1 sec. 10
scans par expérience sont enregistrés et moyennés.

Sur le Chirascan :

Bande passante : 1 nm ; Pas: 1 nm; Vitesse : 50 nm/min ; Réponse du détecteur : 1 sec. 4

scans par expérience sont enregistrés et moyenneés.

Les spectres obtenus ont tous été normalisés afin de faire abstraction de la concentration en

protéines utilisées, et du nombre de résidus de ces dernieres (au préalable la contribution du
-

tampon est soustraite Oprowine-Otampon )

L’équation de normalisation est la suivante :

[6]= —([C](f; Sill\gaa) (Equation 1)
ou [0] correspond a I’ellipticité molaire par résidu en deg.dmol™.cm? 6 correspond a
I’ellipticit¢ mesurée en mdeg, [C] correspond a la concentration protéique par sous unité
monomérique en M, T précise le trajet optique en cm et Naa correspond au nombre de

résidus.

VIL.8.2. Comparaison de HpNikR WT et de son mutant M1

Le tampon des protéines a été échangé par dilution puis concentration sur Ultrafree (Vivaspin
500 pL — 5kDa cut off, Vivascience) afin qu’elles soient dans du MOPS 20 mM pH 7 KCI 40
mM.

Seuls les spectres CD en UV-lointain et proche des protéines HpNikR WT et M1 apo a 10 et
15uM respectivement ont été enregistrés. Les protéines concentrées ont ¢été¢ diluées dans du
MOPS 20 mM pH7 KCl1 40 mM.

Apres 15 minutes d’équilibration les spectres sont enregistrés.

sksksk
Les spectres équivalents du tampon contenant les mémes quantités de métal ont été enregistrés afin de

soustraire la contribution des sels a I’ellipticité des échantillons protéiques.
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VIIL.8.3. Titration en Ni(IT) de EcNikR WT et de son mutant 3HA

Le tampon des protéines est ¢changé en utilisant une NAP-5 ; EcNikR WT, dans le tampon
MOPS 20 mM pH7 KCI 40 mM, tend a s’oligomériser si elle est laissée dans un bain de
glace. Par contre elle est stable a température ambiante.

La titration métallique est faite sur un échantillon de protéine sur lequel des ajouts successifs
de Ni(I) sont faits. Ces titrations ont ¢té suivies en UV-lointain puis en UV-proche afin de
mesurer 1’effet du Ni(Il) sur la structure secondaire et tertiaire des protéines.

EcNikR concentrée est diluée dans du tampon MOPS 20mM pH7 KCl 40 mM afin d’obtenir
une concentration de 15 pM. Aprés 15 minutes d’équilibration, le spectre est enregistré.
L’ajout de Ni(II) est réalis¢ dans un tube Eppendorf dans lequel est ajoutée la solution de
protéine a 15 pM utilisée pour le spectre initial. Cette technique a été utilisée afin de limiter
I’agrégation de la protéine en présence d’une concentration excessive en métal, de limiter la
perte de protéine et les erreurs de pipetage. Aprés 15 minutes d’équilibration, le spectre est
enregistré. Une nouvelle addition de Ni(Il) est ensuite réalisée sur cet échantillon métallé. Les
différents ajouts de Ni(Il) par unité monomérique de protéine suivants ont été réalisés : 0,1 ;

0,2;0,4;0,8;1,2;1,5eq.

VIL.8.4. Titration métallique HpFUR

La titration métallique est faite sur un échantillon de protéine sur lequel des ajouts successifs
en métal sont faits. Ces titrations ont été suivies en UV-lointain afin de mesurer 1’effet des
métaux sur la structure secondaire d’HpFUR protéines.

HpFUR concentrée dans du tampon MOPS 20mM pH7 KCIl 400 mM est diluée dans du
tampon MOPS 20mM pH7 KCI 20 ou 30 mM (selon I’échantillon protéique) afin d’obtenir
une concentration de 10 uM pour HpFUR et une salinité proche de 40mM pour le KCI. Apres
20 minutes d’équilibration, le spectre est enregistré. L ajout de métal est réalisé dans un tube
Eppendorf dans lequel est ajoutée la solution de protéine a 10 uM utilisée pour le spectre
initial. Aprés 15 minutes d’équilibration, le spectre est enregistré. Une nouvelle addition de
métal est ensuite réalisée sur cet échantillon métallé. Les différents ajouts métalliques par

unit¢ monomérique de protéine suivants ont été réalisés : 0,5;1;2;5; 10 ; 15¢eq.
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VIL.9. Suivi de la métallation par spectroscopie UV-Visible

La liaison de métaux tels que le nickel (NiCl, ou NiSOy), le cobalt (CoSQOs), ou le cuivre
(CuSO4) ou le manganeése (MnCly) par NikR d’Escherichia coli et NikR et FUR
d’Helicobacter pylori a ét¢ suivie par spectroscopie d’absorption UV-visible. Les spectres ont
été enregistrés sur un spectrophotomeétre a barrette de diode HP 8453 thermostaté a 20°C. Les
mesures des spectres ont été réalisées dans des cuves en quartz de 70 et 180 pL (trajet optique
lcm), en utilisant 100 et 200 pL. de solution protéique allant de 40 a 450 uM. L’addition du
métal se fait dans un tube Eppendorf propre dans lequel est ajouté, dans un second temps, la
solution protéique. Apres quelques minutes d’équilibration, un premier spectre de référence
est enregistré. Deux nouveaux spectres sont enregistrés 10 et 20 minutes apres afin de vérifier
la stabilité du systéme.

Les expériences de métallation sont réalisées principalement dans du 20 mM HEPES pH 8,
100 mM NacCl, a I’exception des mesures faites lors de I’étude en dépendance du pH ou le
tampon utilisé est du 50 mM acétate de sodium (pH allant de 6 a 4.5) 1 M NaCl (Fauquant et
al., 2006). Les expériences de métallation pour HpFUR ont été réalisées dans 20 mM HEPES
pH 7.4, 1 M ou 500 mM NaCl.

Le tampon des solutions protéiques est échangé soit sur NAP-5 (GE Healthcare), soit sur des
Micro Bio-Spin® 6 (Biorad). Pour I’étude en pH, des solutions protéiques concentrées ont été

diluées 10 fois dans le tampon étudié. L’équilibration du systéme est faite sur la nuit a 4°C.

La détermination des coefficients d’extinction molaire apparents des bandes d-d et des bandes
de transfert de charge est faite en appliquant un modele de régression linéaire dans le domaine
de linéarité observé. La soustraction du spectre de la protéine apo est faite sur chaque mesure

spectrale.

VIL10. Liaison sur filtre : Liaison du *Ni par EcNikR

La technique de liaison sur filtre (Blokesch ef al., 2004; Wang et al., 1994) a permis de
déterminer la stoechiométrie de liaison du nickel par EcNikR (Fauquant et al., 2006). La
quantité totale de “Ni liée a été mesurée et ce indépendamment de I’agrégation. Par ailleurs,
une mesure de I’affinité de EcNikR pour ce métal de transition a été faite avec cette technique
(Diederix et al., soumis a publication). L’ensemble des expériences a été réalisé au laboratoire
de Microbiologie-Adaptation-Pathogénie de I’'UCB Lyon 1.

La source radioactive de 63NiC12 4396 nCi.nmol™ provient de GE Healthcare.
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Les mesures de liaison sur filtre ont été faites sur des échantillons de EcNikR sauvage, de
mutant Q2E et de mutant H4. EcNikR WT et Q2E se métallent de fagon identique.

Pour déterminer la stoechiométrie de liaison, des échantillons de 300 pL contenant 4.5 uM de
EcNikR sont incubés avec des quantités croissantes de **Ni(Il) dans du 20 mM HEPES pH 8,
100 mM NaCl pendant 45 minutes a température ambiante. Pour mesurer 1’affinité, des
¢échantillons contenant 100, 200 et 400 nM de protéines ont été utilisés. Pendant le temps
d’incubation, la membrane de PVDF (Sequiblot PVDF membranes, 0.2uM, Biorad) est
équilibrée ; un premier bain dit de “mouillage” de quelques secondes dans du méthanol est
réalisé. Un second bain de lavage de 2 minutes dans de 1’eau est effectué avant de passer au
bain d’équilibration dans le tampon réactionnel. L’équilibration est compléte lorsque la
membrane flotte. La membrane ne doit pas étre seche au moment du dépot des échantillons.
La membrane est montée sur le systéme Bio-Dot® microfiltration (BioRad) de 96 puits
(Figure VIL.4) afin de réaliser plusieurs conditions expérimentales simultanément a la

différence de systéme classique.

Dépdit das échantilons —-ﬁ‘ ///7PLI‘[5

1 Membrane en PAVDF

+ ¥ V \ e

2 Filtras Whatm s
alman mou Récupération du surplus de tampon at de 83N nen 1&

— VidE

Figure VIL4 Systéme Bio-Dot" microfiltration de BioRad

Des aliquots de 50 pL (3 dépots/échantillon) sont déposés dans chaque puits, aprés quoi le
tampon et le ®*Ni(I) non lié sont filtrés. La membrane est ensuite lavée 8 fois avec du
tampon.

La quantité totale “vraie” de “Ni(II) mise par échantillon est déterminée en la mesurant sur 2
aliquots de 50 pL. L’échantillon “liquide” réagit spécifiquement avec le produit de
scintillation “PCS” (GE Healthcare). La quantité de **Ni(II) liée & EcNikR est déterminée par
scintillation en faisant réagir I’OCS (GE Healthcare) sur le filtre (le fond de chaque puits est
découpé).

La quantit¢ de “Ni(I) liée a la protéine, aprés incubation de cette derniére pendant 20
minutes avec un exces d’EDTA, est déterminée de la méme facgon.

La liaison non spécifique du 3Ni(II) (en absence de protéine) a la membrane a été déterminée
de la méme manicere que précédemment.

Moins de 3 % du nickel total sont retenus, cette quantité peut étre négligée.
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Les données de liaison sur filtre ont été¢ analysées en utilisant le logiciel DynaFit (Kuzmic,

1996).

VIIL.11. Spectroscopie de Fluorescence

Les mesures de fluorescence ont été faites sur un fluorimeétre Perkin-Elmer LS50B

thermostaté a 25°C.

VII.11.1. Fluorescence des tryptophanes

L’¢tude de la fluorescence des tryptophanes permet de suivre les changements
conformationnels que peut subir une protéine sous certaines conditions. En effet I’exposition
des tryptophanes au solvant polaire ou non, modifie leur longueur d’onde d’émission
maximale. Elle varie de 310 nm pour un tryptophane enfoui a 350nm pour un tryptophane
exposé au solvant (Reshetnyak ef al., 2001). HpNikR et HpFUR ont un tryptophane par unité
monomérique. L’effet des métaux sur les changements conformationnels peut donc étre suivi

par cette méthode.

VII.11.1.1. Les conditions de mesures

Les expériences portant sur la fluorescence des tryptophanes ont été réalisées dans du MOPS
20 mM pH7 KCl1 150mM filtré sur du 0.22uM.

Les conditions de mesures sont les suivantes :

Aexcitation: 295 nm ; Filtre cut-off : 290 nm ; bande passante d’excitation: 5 nm; bande
passante d’émission : 20 nm ; 4 spectres d’émission sont enregistrés entre 290 nm et 500 nm
puis sont moyenneés.

Les cuves en quartz utilisées ont une contenance minimale de 2 mL, le trajet optique est de 1

cm et les 4 surfaces sont transparentes.

VIL.11.1.2. Titration métallique sur HpNikR WT, M1 et HpFUR

Les effets de différents métaux (Ni(Il), Co(I1), Mn(II), Cu(II) et Zn(II)) sur la fluorescence du
tryptophane d’HpNikR WT, de son mutant M1 et d’HpFUR ont été mesurés a pH 7 et a pH 6.
Plusieurs concentrations de protéines ont été testées: 1,5; 3; 3,6 et 5 uM. Des ajouts
successifs de métal ont été faits directement dans la cuve. Aprés 10 minutes d’équilibration,
les spectres d’émission sont enregistrés.

Le spectre du tampon est enregistré afin de soustraire sa contribution au spectre d’émission

des tryptophanes des protéines apo.
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VII.11.2. Fluorescence du 8-anilino-1-naphtaléne sulfonate (ANS)
L’ ANS est une sonde fluorescente fréquemment utilisée afin d’étudier les changements
structuraux des protéines (au niveau tertiaire et quaternaire). L’ANS est une molécule plane
qui possede une fluorescence intrinséque liée au groupement naphtaléne (Figure VIL.5A).

A B 700 1 — ANS 50uM
6501 LEY === ANS+ Protéine 5uM
]

6001 ! E Al A exc : 370nm
] i

Fluorescence ANS

T T A T T T )
450 500 550 600 650 700

Figure VIL.5 A) Molécule plane d’ANS. B) Spectres d’émission de I’ANS seul et en présence de protéine aprés
excitation a 370nm.

Lorsqu’elle est mise en présence de protéine, elle se lie aux régions hydrophobes exposées
(Stryer, 1965; Uversky et al., 1998). Cette liaison entraine une modification de la
fluorescence moyenne de I’ANS. Sur un spectre d’émission, cette liaison est identifiable au
travers d’un déplacement de la longueur d’onde d’émission maximale de I’ANS ainsi que

d’une augmentation de I’intensité (Figure VII.5SB).

VII.11.2.1. Les conditions de mesure

Les expériences portant sur la fluorescence de I’ANS ont été réalisées dans du 20 mM MOPS
pH7 150mM KCI filtré sur du 0.22uM.

Les conditions de mesures sont les suivantes :

Aexcitation: 370 nm ; Filtre cut-off : 390 nm ; bande passante d’excitation: 5 nm; bande
passante d’émission : 20 nm ; 4 spectres d’émission sont enregistrés entre 400 nm et 700 nm
puis sont moyenngés.

Les cuves en quartz utilisées ont une contenance minimale de 2 mL, le trajet optique est de 1

cm et les 4 surfaces sont transparentes.

-338 -



Matériel & Méthodes

VIL.11.2.2. Comparaison des protéines HpNikR WT et de son mutant M1

Les changements structuraux moyens engendrés par les métaux sur la protéine vont étre suivis
en mesurant 1’émission de fluorescence moyenne de I’ANS 1i¢ aux zones hydrophobes de la
protéine.

Une solution d’ANS a 1mM dans du 20 mM MOPS pH 7 150 mM KCI doit étre préparée la
veille des expériences. La dissolution de I’ANS est lente. Cette solution doit étre protégée de
la lumiére et filtrée par la suite.

Les expériences sont faites en présence de S0uM d’ANS. Apres voir enregistré le spectre
d’émission de I’ANS seul, 3 pM de protéine lui sont ajoutés. Le systéme incube pendant 10
minutes a 25°C, sous agitation et dans 1’obscurité avant que ne soit enregistré le spectre
d’émission de I’ANS en présence de protéine. Des ajouts successifs de métal sont alors
réalisés. Entre chaque ajout métallique, une incubation de 10 minutes est effectuée puis le

spectre moyen est enregistré.
VII.11.3. L’anisotropie de fluorescence

VIIL.11.3.1. Principe de la technique

Il est possible de suivre la liaison d’une protéine sur une séquence oligonucléotidique
marquée avec une sonde fluorescente en suivant I’anisotropie de fluorescence de cette sonde.
L’anisotropie de fluorescence consiste a exciter le fluorophore par des photons polarisés a une
longueur d’onde donnée hvl. Apres quoi, le fluorophore, pour retourner a 1’équilibre, va
émettre des photons a une longueur d’onde hv2 (Figure VII.6).

Echantillon

”\t

hv, 17,

T

Lumiére d'excitation
polarisée verticalement

Figure VII.6 Principe de I’anisotropie de fluorescence (PM : photomultiplicateur)

-339 -



Matériel & Méthodes

Les photons émis auront une polarisation différente du faisceau de photons incidents du fait
de la rotation de la molécule. L’ anisotropie de fluorescence « r » peut étre déterminée a partir
de la relation suivante :

r= I// — GIJ_

I,+2GI,

Le facteur de correction G permet de tenir compte des imperfections de 1’appareil qui n’a pas
la méme sensibilité selon la direction de la polarisation mesurée. I, et I, correspondent aux
intensités de fluorescence mesurées parallélement et perpendiculairement au faisceau incident
polarisé.
L’anisotropie de fluorescence est sensible a la rotation de la molécule, elle augmente
proportionnellement avec le temps de corrélation 1. de la molécule fluorescente comme le

montre 1’équation de Perrin :

r= o ou 1y correspond a ’anisotropie limite du systéme (dans notre cas ry est de 0,2) et t
+t/t,

correspond au temps de demie vie du fluorophore,.

Le temps de corrélation, 1., de la sonde est dépendant de la viscosité, de la température et du
volume de la molécule (assimilé souvent au poids moléculaire). Il suit la loi de Stokes-
Einstein. Plus le temps de corrélation de la sonde est long (traduisant une rotation plus lente
de la sonde du fait d’une augmentation de volume et/ou de masse de la molécule) plus
I’anisotropie augmente. La formation d’un complexe FI-ADN-Protéine se traduit donc par une
augmentation de 1’anisotropie.

Le choix de la sonde est trés important car la durée de demi-vie t du fluorophore influence
directement le signal observé. Pour voir un effet lors de la formation d’un complexe, la durée
de demi-vie doit étre de I’ordre du temps de corrélation du complexe observé.

Le fluorophore que nous avons choisi d’utiliser est la fluorescéine dont la durée de demi-vie
est de 4ns. Ce fluorophore est classiquement utilisé pour des mesures en anisotropie de
fluorescence de la liaison de métallorégulateurs sur leurs séquences opératrices (Pecqueur,

2005; Wang et al., 2005).

VI11.11.3.2. Les conditions de mesures

Les expériences portant sur la fluorescence de I’ANS ont été réalisées dans du 20 mM MOPS
pH7 150mM KCl filtré sur du 0.22uM.

Les conditions de mesures sont les suivantes :
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Aexcitation: 494 nm ; Filtre cut-off : 515 nm; bande passante d’excitation: 5 nm; bande
passante d’émission : 20 nm ; Le temps d’intégration est de 1 sec ; L’anisotropie est mesurée

pendant 5 minutes. Le systéme est sous agitation pour faciliter 1’équilibration du systéme.

I1 faut veiller a ce que la fluorescence du fluorophore ne varie pas de plus de 10% au cours de
I’expérience. 1l faut également contrdler si la variation d’anisotropie n’est pas dépendante
d’une fluctuation de la fluorescence du fluorophore [Aexcitation: 494 nm et Agmission: 527 nm].
L’anisotropie de départ est dépendante des conditions de tampon (pH, sels).

La liaison d’Ec et d’HpNikR a I’ADN a été mesurée sur 2 duplex oligonucléotidiques

présentant en 5’ la fluorescéine :

e pnikA-Fl:
5’ F1-ACAGGTAATCAGTATGACGAATACTTAAAATCGTCATACTTATTTC 3’
3’ TCCATTAGTCATACTGCTTATGAATTTTAGCAGTATGAATAAAGGC 57
e pureA-Fl:

5’ F1-GCAAAGATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAGG 3’
37 CGTTTCTATATTGTGATTAAGTAAAATTTATTATTAATCC 5/

VIIL.11.3.3. Liaison d’EcNikR WT et de son mutant Q2E

La liaison d’EcNikR WT et Q2E sur le duplex pnikA-FI a été suivie lors de titrations par le
Ni(Il), la liaison totale et la liaison spécifique ont ét€ mesurées. L’anisotropie initiale de
pnikA-FIl a 10nM dans le tampon 20mM MOPS pH7, 150mM KCI, 12mM MgCI2 en
présence ou non de poly dIdC a 10ug/mL (liaison spécifique ou totale) est mesurée. 2,5uM de
protéine sont ensuite ajoutés dans la cuve. Aprés 10 minutes d’incubation, 1’anisotropie est
enregistrée. Si cette derniére fluctue beaucoup (A0.02), cela signifie que le systéme n’est pas a
I’équilibre. L’équilibration doit étre prolongée pendant une dizaine de minutes en général.
Pendant la période d’incubation la cuve est maintenue a I’obscurité.

Des ajouts successifs de Ni(I) sont alors réalisés dans la cuve. Entre chaque ajout métallique,

une incubation de 10 minutes est effectuée puis 1’anisotropie est enregistrée.

VIIL.11.3.4. Liaison d’HpNikR a pureA
La liaison d’HpNikR WT sur le duplex pureA-F1 a été suivie lors de titration protéique ainsi
que lors de titration par le Ni(II), la liaison totale et la liaison spécifique ont ét¢ mesurées.
e Titration protéique
Deux tampons réactionnels ont été testés afin de mesurer la liaison d’HpNikR a pureA-F.

20nM de duplex ont été mis dans du 20mM MOPS pH7, 150mM KCl, 100uM NiCl;, ou dans
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du 20mM BisTris/Borate, S0mM KCI, 3mM MgCl,, 2,5% Glycérol, 0,1% Triton, 100uM
NiCly. Des ajouts successifs de protéine sont réalisés. Entre chaque ajout, une incubation de
10 minutes est effectuée puis 1’anisotropie est enregistrée. L’ajout de poly dIdC a 10pg/mL en
fin d’expérience permet de s’assurer de la spécificité de la liaison d’HpNikR a pureA-F.

e Titration par le Ni(I)

20nM de duplex ont été mis dans du 20mM MOPS pH7, 150mM KCI. L’anisotropie initiale
de pureA-Fl est mesurée avant 1’ajout des 2,5uM d’HpNikR WT. L’anisotropie mesurée ne
différe pas de I’anisotropie mesurée en absence de protéine. Des ajouts successifs de nickels
sont réalisés. Entre chaque ajout, une incubation de 10 minutes est effectuée puis 1’anisotropie

est enregistrée.

VIL.12. Retard sur gel ou EMSA

L’étude de la liaison a ’ADN d’Ec et HpNikR a été faite en utilisant tout d’abord des duplex
oligonucléotidiques marqués sur une extrémité 5° a la fluorescéine puis des duplex
oligonucléotidiques marqués en 5° avec du *°P. La premiére étude a permis de tester
I’efficacité des oligonucléotides choisis ainsi que de déterminer la stoechiométrie des
complexes ADN/Protéine. La seconde étude a été réalisée afin de déterminer les constantes de

dissociation des protéines pour I’ADN. Le principe des techniques est briévement présentg.

VIL.12.1. Principe de ’EMSA

La technique du retard sur gel permet d’étudier la liaison de complexes protéiques a I’ADN
en conditions natives. La migration d’un duplex oligonucléotidique seul est comparée a celle
du duplex lié par une protéine (Figure VIL.7). Le complexe ADN-Protéine étant plus
« lourd », la migration sur gel de polyacrylamide de ce dernier est retardée par rapport a celui
d’un ADN seul.

Cette technique permet de mesurer 1’affinité

1 2 3
o 3 Puits d’une protéine pour une séquence d’ADN
donnée. Il est aussi possible de déterminer la
m - Complexe ADN-Protéine  gtoechiométrie du complexe en couplant
“Retard sur gel”
I’EMSA a I’analyse du Ferguson.

EE ADN seul . . )
Figure VIL.7 Principe du retard sur gel d’un
complexe ADN/protéine par rapport a I’ADN seul.
L’affinit¢ de la protéine pour I’ADN peut étre

1:ADN seul déterminée lorsque 50% de I’ADN sont complexés et
2:ADN + n Protéine // 50 % de liaison donc retardeés.

3:ADN + 2n Protéine // 100% de liaison
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VII.12.2. Principe de I’analyse de Ferguson

L’analyse des retards sur gel par la méthode de Ferguson (Ferguson, 1964; Orchard & May,
1993), permet de déterminer le poids moléculaire apparent de macromolécules en conditions
natives. Cette technique consiste a faire migrer dans des gels natifs a différents pourcentages
d’acrylamide des protéines ou des complexes (Protéine: ADN) afin d’en déduire leur poids.
L’utilisation de gels contenant différents pourcentages d’acrylamide (6 a 10%) couplée a
I’utilisation de marqueurs protéiques natifs de poids moléculaire connus permet de
s’affranchir des problemes de charge et de forme de la protéine. Pour chaque marqueur
protéique et pour chaque échantillon a étudier, des jeux de gels sont réalisés afin de
déterminer le déplacement de 1’échantillon dans le gel en fonction du pourcentage
d’acrylamide.

Pour s’affranchir des différences de temps de migration, ce parametre est mesuré en calculant
le rapport frontal vrai RF. Ce dernier correspond au rapport entre le rapport frontal de
I’échantillon (distance parcourue par 1’échantillon / taille du gel) et le rapport frontal du
tampon (distance parcourue par le bleu de bromophénol / taille du gel). La régression linéaire
des RF en fonction du pourcentage du gel permet d’obtenir une pente caractéristique de la
taille de la molécule (Figure VII.8A). La représentation graphique de ces pentes en fonction
du poids moléculaire pour des marqueurs protéiques de poids moléculaire connu permet
d’obtenir une courbe de calibration et de déterminer in fine le poids apparent des complexes

Protéine:ADN observés sur gel (Figure VII.8B) pour lesquels la pente a au préalable été
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Figure VII.8 A) Représentation graphique de 1’évolution du RF des marqueurs protéiques en fonction du
pourcentage d’acrylamide. AE : Albumine de I’ccuf, AB: Albumine bovine, alac: o lactalbumine, CA :
Anhydrase carbonique. B) Représentation graphique de la pente caractéristique en fonction du poids moléculaire
des marqueurs protéiques, détermination de l’équation permettant de calculer le poids moléculaire des
complexes a analyser.
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VII.12.3. Retard sur Gel : Fluorescence

VII.12.3.1. Les duplex oligonucléotidiques

Les oligonucléotides froids et marqués a la fluorescéine en 5’ ont été achetés chez Sigma
Genosys.
Chaque oligonucléotide lyophilisé est dissous dans de 1’eau milliQ pour obtenir une
concentration finale de 200 uM. L’oligonucléotide marqué a la fluorescéine est protégé de la
lumiére. La concentration de chaque brin est vérifiée par mesure de 1’absorption a 260 nm de
la solution. Les deux brins complémentaires sont ensuite mélangés avec un rapport 1 : 1 a une
concentration de 10 uM dans du 20 mM Tris/HCI pH 8 300 mM NaCl. Le mélange est
chauffé a 95°C pendant 30 minutes. La température est ensuite graduellement baissée de 95 a
37°C par pas de 10°C toutes les 30 minutes. Lorsque la température est de 37°C, le mélange
est incubé¢ 2 heures avant d’étre placé pendant une nuit a 4°C. L’efficacité de 1’hybridation est
vérifiée sur une colonne de filtration sur gel. Moins de 10 % de monobrin sont obtenus. La
concentration du duplex est revérifiée par dosage de 1’absorption a 260 nm. La solution est
conservée a -20°C.
La liaison sur 5 duplex différents a été étudiée, une étude portant sur la liaison d’EcNikR sur
I’ADN (pnikA) et les 4 autres portant sur la liaison d’HpNikR sur I’ADN.
Les duplex utilisés sont les suivants :

e pnikA (46pb)

5’ F1-ACAGGTAATCAGTATGACGAATACTTARAATCGTCATACTITATTTC 37
3’ TCCATTAGTCATACTGCTTATGAATTTTAGCAGTATGAATAAAGGC 5

e pured (40pb)

F1-5’ GCAAAGATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAGG 3’
3" CGTTTCTATATTGTGATTAAGTAAAATTTATTATTAATCC 5’

e pnixA (43pb)

F1-5’ GGCAAAATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTTTCTGG 3’
3" CCGTTTTATATAATGTTAATGGTTTTTTCATAATAAAAAGACC 57

o pnifu (47pb)

F1-5’ CCTTTAAATCCAGTTTGTATTATAATTGTTCATTTTAAATTAATTCC 3’
3" GGAAATTTAGGTCAAACATAATATTAACAAGTAAAATTTAATTAAGG 5'

e pnikRS2 (44pb)

F1-5’ GGTATTGACTTGTTATTATTAAAACAATATAATCAACAAACCGG 3’
3’ CCATAACTGAACAATAATAATTTTGTTATATTAGTTGTTTGGCC 5’
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Les bases soulignées ne sont pas spécifiques ; en gras sont précisés les domaines de liaison a

priori (Delany et al., 2005; Ernst ef al., 2000).

VII.12.3.2. Liaison d’EcNikR sur pnikA

Ces expériences d’EMSA ont été réalisées afin de déterminer la stoechiométrie de complexe
ADN/Protéine.

Le volume réactionnel est de 10 puL. L ordre des ajouts du matériel biologique est important.
0 uM a 30 uM de EcNikR sont mis en présence de 100 nM de pnik4-F1, 100pug/mL de dIdC y
sont ensuite ajoutés. La complexation débute aprés ajout du tampon 20 mM BisTrisBorate
pH7.4, 50 mM KCIl, 3 mM MgCl,, 10 uM NiCl,. Aprés 20 minutes d’incubation a
température ambiante et a I’obscurité, 3 pL de solution de charge (20 mM BisTrisBorate pH
7.4, 3mM MgCl2, 10uM NiCl2, 32% glycérol, 0.02% en bleu de bromophénol) sont ajoutés.
Pendant les temps de préparation des échantillons, un pré-run des gels est fait afin d’équilibrer
le systeme (gel et tampon).

10 pL de I’échantillon sont déposés sur un gel d’électrophorése en polyacrylamide contenant
10 uM de NiCl; (les pourcentages d’acrylamide testés vont de 6 a 10%). En parall¢le des
marqueurs protéiques de poids connu sont déposés. Une calibration des variations de
déplacement des complexes en fonction du pourcentage du gel est alors possible; ces
variations sont reliées au poids apparent des complexes.

Le gel migre en chambre froide (4°C), a I’obscurité avec un voltage imposé de 134 V dans du
BisTris/HCI Borate 20 mM pH 7.4, NiCl, 10uM.

Aprés migration, une photo du gel (Gel Doc 2000 Biorad) est prise afin de connaitre le niveau
de migration du bleu de bromophénol (BBP). Dans un second temps, une photo au
fluorimager du gel est réalisée afin de visualiser I’ADN fluorescent libre et li¢. Enfin le gel est
coloré au bleu de coomassie, afin de mettre en évidence les marqueurs protéiques déposés.

Une troisieme photo est réalisée afin de connaitre leur niveau de migration.

VII.12.3.3. Liaison d’HpNikR sur pureA, pnixA, pNiFu et pnikRS?2

Ces expériences d’EMSA ont été réalisées afin de vérifier si HpNikR se lie sur les séquences
d’ADN choisies pour nos études et les essais cristallographiques.

La réaction de complexation a lieu dans un volume réactionnel de 10 pL. L’ordre des ajouts
du matériel biologique est important. 0 uM a 100 uM de HpNikR sont mis en présence de 100
nM de promoteur-Fl. La complexation débute aprés ajout du tampon 20 mM BisTrisBorate

pH7.4, 50 mM KCI, 3 mM MgCl, 2,5% Glycérol, 100 uM NiCl,. Aprés 20 minutes
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d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité¢, 3 uL de solution de charge (20 mM
BisTrisBorate pH 7.4, 3mM MgCl2, 32% glycérol,) sont ajoutés.

10 pL de I’échantillon sont déposés sur un gel d’électrophorese a 7 % de polyacrylamide
contenant 100 uM de NiCl,. En paralléle des marqueurs protéiques de poids connu sont
déposés. Le gel migre en chambre froide, a I’obscurité avec un voltage imposé de 134 V dans
du 20 mM BisTrisBorate pH 7.4, 100uM NiCls.

Apres migration, les différentes photos de gel sont prises afin de déterminer le rapport frontal

vrai et de calculer les pentes et in fine le poids moléculaire apparent des complexes.
VII.12.4. Retard sur gel : Radioactivité

VII.12.4.1. Marquage des duplex oligonucléotidiques

Les duplex oligonucléotidiques froids sont préparés comme en VII.12.3.1. Une picomole des
duplex est marquée avec de I’ATP-y**P dans un volume réactionnel de 30 pL.
Les conditions opératoires sont les suivantes :

e 1 puL deduplexa luM

e 6 uL de Tampon 5x “forward reaction” (350 mM Tris/HCI pH7.6, 50mM MgCl,, 500
mM KCl, 5mM 2-mercapthoethanol) (Invitrogen)

e 21 puL d’eau mQ

e 1 pL d’ATP-y**P (Amersham Bioscience)

e 1 uL de T4 Polynucleotide Kinase (Invitrogen)

Aprés homogénéisation, I’échantillon est incubé pendant 30 minutes & 37°C. L’ ATP-y**P libre
est séparé¢ du duplex chaud par échange sur une pbiospin G25 (GE Healthcare). La
concentration théorique du duplex marqué est de 33 nM. Le duplex est conservé a 4°C

pendant 2 semaines.

VII.12.4.2. Liaison a I’ADN d’HpNikR

La liaison d’HpNikR sur différentes séquences d’ADN a été testée en gel retard afin de
déterminer 1’affinité du complexe HpNikR-métal pour ces duplex.
La liaison sur les duplex suivants a été testée :

e pnikR box (43pb) (boite prédite de liaison)

5’ CATACTAGCATGAGCGGCTTTTAACGAACTCATGCCAAAAAAG 3’
3’ GTATGATCGTACTCGCCGAAAATTGCTTGAGTACGGTTTTTTC 5’
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o pured (40 et 32 pb)
5" GCAAAGATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTAGG 3’
3" CGTTTCTATATTGTGATTAAGTAAAATTTATTATTAATCC 5’

5’ ATATAACACTAATTCATTTTAAATAATAATTA 3’
3" TATATTGTGATTAAGTAAAATTTATTATTAAT 5’

o pnixA4 (43, 34 et 32 pb)

5" GGCAAAATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTTTCTGG 3’
3" CCGTTTTATATAATGTTAATGGTTTTTTCATAATAAAAAGACC 57

5" ATATATTACAATTACCAAAAAAGTATTATTTT 3’
3’ TATATAATGTTAATGGTTTTTTCATAATAAAA 5’

o pnifu (47pb)

F1-5'CCTTTAAATCCAGTTTGTATTATAATTGTTCATTTTAAATTAATTCC 3’
3" GGAAATTTAGGTCAAACATAATATTAACAAGTAAAATTTAATTAAGG 5'

e pnikRS2 (44pb)
F1-5’ GGTATTGACTTGTTATTATTAAAACAATATAATCAACAAACCGG 3’
3" CCATAACTGAACAATAATAATTTTGTTATATTAGTTGTTTGGCC 5’
Les bases soulignées ne sont pas spécifiques et ont €té ajoutées pour stabiliser le duplex, en
gras sont précisés les domaines de liaison a priori (Contreras et al., 2003; Delany et al., 2005;
Ernst et al., 2006).

Les conditions de complexation sont les suivantes :

3 uL de protéine a « x » nM

3 uL Eau mQ

3 uL de duplex chaud a 2.5 nM ou 1.25 nM

3 uL dIdC a 7.5 ou 15 pg/ml (ADN compétiteur)

3 uL de tampon de complexation 5X (100 mM BisTrisBorate pH7.4, 250 mM KCl,
15mM MgCl,, 12.5% Glycérol, 0.5% Triton, 500pM Métal)

L’échantillon est incubé pendant 20 minutes a température ambiante, aprés quoi 3 pL de
solution de charge a 40% en sucrose, 3mM MgCI2 et 0.02% en bleu de bromophénol sont
ajoutés.

Pendant les temps de préparation des échantillons, un pré-run des gels est fait afin d’équilibrer
le systeme (gel et tampon).

10 uL de I’échantillon sont déposés sur un gel d’électrophoreése a 8% en acrylamide. Le gel
contient ou non du métal & 100uM selon les conditions. Le gel migre a température ambiante
a un voltage imposé de 200 V dans du tampon BisTrisBorate 100 mM pH 7.4 comprenant ou

non du métal. Les gels sont ensuite mis en cassette sur un film.
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Deux heures apreés, une photo du film peut étre faite un utilisant un phosphorimager
(Molecular Imager FX™ Pro Plus, Biorad). La quantification de liaison est faite par mesure

de la densitométrie en utilisant un utilisant un GelDoc (Biorad).
VII.13. Test de protection a la nucléase

VII.13.1. Principe

Le test a la nucléase permet de tester I’activité de liaison a I’ADN des protéines ; c'est-a-dire :
tester la capacité des protéines purifiées NikR ou FUR métallées ou non a se lier ou non a
I’ADN.

Ce test nécessite un plasmide dans lequel a été insérée la séquence d’ADN que FUR ou NikR
sont supposées lier. Cette séquence peut présenter naturellement un site de coupure a une
enzyme de restriction. Dans le cas contraire un site doit étre artificiellement créé en
considérant les sites préexistant sur le plasmide.

Selon les conditions testées, si la protéine ne lie pas a sa séquence, I’enzyme choisie va
couper le plasmide a ses différents sites : natif(s) et artificiel.

A D’inverse si la protéine est active et se lie a sa s€équence d’ADN, I’enzyme ne pourra plus
couper le plasmide au site créé.

Un plasmide a été créé afin de tester la réactivité de EcNikR (pP342 : construction d’A.
Rodrigue) et un second plasmide a été créé au cours de ce travail afin de tester la réactivité de

HpNikR et de HpFUR (pHP2S).

VII.13.2. Plasmide EcNikR : pP342

La liaison de EcNikR sur son promoteur pnikA est mesurée au travers de la protection d’un
site de coupure, a I’enzyme de restriction Pstl, introduit dans la séquence opératrice de nikA
(Fauquant et al., 2006). Le plasmide pP342 de 2820 pb ne contient qu'un seul site de coupure
a I’enzyme de restriction Pstl.

La digestion de ce plasmide par Scal ou Hinfl, enzymes qui présentent 1 ou 5 sites de coupure
respectivement, a été utilisée pour estimer la liaison non spécifique a I’ADN.

Le mélange réactionnel de 20 pL comprend 20 uM de EcNikR, 200 ng de plasmide dans du
tampon 20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM KCI, 3 mM MgCl., 5% glycérol avec des quantités

croissantes de NiCl,. Une incubation de 25 minutes a 20°C est requise.
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Apres quoi 1 unité de Pstl et/ou Scal ou Hinfl est ajoutée au milieu réactionnel, une seconde
incubation d’une heure a lieu a température ambiante. Le produit de la digestion est déposé

sur un gel d’agarose de 0.8% ; apres migration le gel est coloré au BET.

VII.13.3. Plasmide HpNikR et HpFUR : pHP2S

La liaison d’HpNikR et d’HpFUR sur la région intergénique est mesurée au travers de la
protection de multiples sites de coupure, aux enzymes de restriction BsrBI, Hinfl, Sspl et Psil.

La carte du plasmide pHP2S de 3003 pb est présentée ci-apres.

BsBI -2857- CCG'CTC
Sspl- 2820 - AAT'ATT

HindIII - 399 - A'"AGCT_T
BsrBI- 466- CCG'CTC
Psil- 507 - TTA'TAA
Hinfl - 555 - G'AnT_C
Sspl- 604 - AAT'ATT

BamHI - 746 - G'GATC C
BsrBI - 815 - CCG'CTC

Hinfl- 958 -G'AnT C
Hinfl - 1023 - G'AnT C
BsrBI - 1056 - CCG'CTC
HinfI-1098 - G'AnT C

Hinfl - 2011 - G'AnT C

Hinfl - 1494 - G'AnT C

Figure VIL.9 Carte du plasmide pHP2S sur laquelle est précisée la zone d’insertion de la région intergénique
entre les sites HindIII et BamHI ainsi que les sites de coupures des enzymes d’intéréts.

En théorie, HpNikR doit assurer la protection du site de coupure de Sspl a 604pb (site
nikRS2), du site de coupure Psil a 507pb (site NiFu). L’absence de liaison sur le motif prédit
par Contreras et al. sera vérifiée par la non protection du site de coupure de BsrBI a 466pb.
Afin de vérifier la spécificité de liaison d’HpNikR sur ces motifs, 1’absence de liaison sur les
sites de coupures de Hinfl, BamHI sera testée.

HpFUR doit assurer la protection la protection du site de coupure de Hinfl a 555pb (site
furS2), du site de coupure Psil a 507pb (site NiFu).

Afin de vérifier la spécificité de liaison d’HpFUR sur ces motifs et [’absence de
polymérisation de la protéine sur I’ADN, 1’absence de liaison sur les sites de coupures de Sspl
sera testée. Les bandes pouvant étre observées aprés digestion par les enzymes sont

répertoriées dans le tableau ci-apres.
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Site testé furS2 nikRS2 nikRS2 nikRS2/NiFu NiFu nikR box
Enzyme Hinfl Sspl Sspl/BamHI Sspl/Psil Psil/BamHI BsrBI
Bandes si 1547 1801
aucune 517 2216 2074 2216 2764 612
protection 403 787 787 690 239 349
396 (142 non vu) (97 non vu) 241
(Régulateur (75 et 65
inactif) non vus)
-3003 si Sspl
Bandes' si 1950 et Psil)
protection 517 2074 1801
spécifique -2216 3003 961
396 3003 929 S
787 si Psil 241
. (75 et 65
(Régulateur non vus)
actif) -2313
690 si Sspl

Tableau VII-1 Taille des bandes obtenues aprés digestion par les enzymes de restriction en absence et en
présence de protection de I’ ADN par HpNikR et HpFUR.

Les premieres conditions expérimentales dérivant des conditions de gel retard ont été testées
pour étudier la liaison d’HpNikR et HpFUR sur la région intergénique.

Le mélange réactionnel de 10 pL comprend entre 2 a SuM de protéine, 20 nM de plasmide
dans du tampon 20mM BisTrisBorate pH7.4, 50 mM KCI, 3mM MgCl, avec des quantités
variables de métal (Ni(Il) et/ou Mn(II). Une incubation de 20 minutes a température ambiante
est faite.

Aprées quoi 3 unités d’enzyme sont ajoutées au milieu réactionnel, une seconde incubation de
30-40 minutes a 37°C a lieu. La réaction est stoppée en ajoutant le bleu de charge qui
comprend 10% de glycérol (Concentration finale) .Le produit de la digestion est déposé sur

un gel d’agarose de 1.5%, aprés migration le gel est coloré au BET.

En fonction de la concentration initiale de I’enzyme, soit une dilution au préalable dans le
tampon réactionnel sans métal est réalisée afin de diminuer la concentration en EDTA et
DTT, soit un échange de tampon sur une Micro Bio-Spin® 6 (Biorad) est réalisé a la derniére
minute pour changer son tampon. Cette derni¢re technique tend a altérer activité de

I’enzyme.

Un second protocole a été mis en place afin de mesurer nettement la liaison d’HpFUR sur la
région intergénique en tenant compte des conditions mises au point pour mesurer la liaison
d’EcFUR sur le pDT10 (Pecqueur, 2005).

Le mélange réactionnel de 10 pL (avant digestion) comprend entre SuM d’HpFUR, 10 nM de
plasmide dans du tampon 100mM BisTrisPropane pH7.5, 100 mM KCl, 5SmM MgCl,. Une

incubation de 30 minutes a température ambiante est faite. La protéine, selon la condition
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testée, est ou non métallée au préalable. Le temps d’équilibration pendant la phase de
métallation est de 30 minutes a température ambiante.

Quatre unités d’enzyme sont ensuite ajoutées au milieu réactionnel, une seconde incubation
d’une heure a 37°C a lieu. La nucléase est ensuite inactivée pendant 20 minutes a 80°C. Le
produit de la digestion est ensuite digéré par de la trypsine a 0.25uM (rapport
enzyme/substrat : 1/20) pendant 2 heures a 37°C pour se soustraire de I’agrégation de la
protéine a I’ADN et de ce fait se soustraire de smear. Le produit de la double digestion est

déposé sur un gel d’agarose de 0.8%, aprés migration le gel est coloré au BET.

VIL.14.  Cristallisation HpNikR:nixA et HpNikR:ureA

Les essais de cristallisation ont été faits sur les duplex oligonucléotidiques de 32 pb de ured et
de nixA présentés en VII.12.4.2 et sur des duplex de 34pb.
HpNikR a 140uM a été métallée avec 1 eq de Ni(Il) par sous unité dans du 20mM Tris/HCI
pH 7.4, 200mM NacCl. La protéine a ensuite €té concentrée sur un Ultrafree de 4mL pour
obtenir une concentration proche de 10mg/mL (583uM). Afin de former des complexes Ni-
Protéine:ADN, 160uM d’HpNikR-Ni (concentration par sous unité) ont été mis en présence
de 40uM de duplex.
Différentes conditions de cristallisation ont €té appliquées, seules 4 ont permis 1’obtention de
cristaux qui se sont avérés étre des cristaux de protéine apo sans ADN.

e 100mM AcONa pH 4.6, 2.0 M NaF.

e 100mM HEPES pH7.5, 10 % Isopropanol, 20 % PEG 4000.

e 50mM KH,PO4, 20 % PEG 8000.

e 100mM trisodium Citrate pH 5.6, 1.0 M NH4H,PO4

VIIL.1S. Autres techniques

D’autres techniques ont été utilisées, entre autres pour les mesures de cinétique rapide, la
détermination du coefficient d’extinction molaire du complexe EcNikR-Ni(Il), et le suivi de
la précipitation d’EcNikR. Ces différents protocoles sont présentés dans (Diederix et al.,

soumis a publication; Fauquant et al., 2006).
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Annexe A : Matériel supplémentaire de la communication

Supporting Material belonging to:
Sub-micromolar affinity of Escherichia coli NikR for Ni(II)

Rutger E.M. Diederix, Caroline Fauquant, Agnés Rodrigue, Marie-Andrée Mandrand-Berthelot, and
Isabelle Michaud-Soret

I When NikR is in excess over Ni(Il), no aggregates are present.

Dynamic light scattering experiments were performed with wt NikR in the absence and presence of various
Ni(Il) concentrations (Figure S1). NikR was 20uM (20mM Hepes pH 8, 0.1 M NaCl). The experiments
were recorded using a Zetasizer nanoS from Malvern Instruments using a 50uL quartz cuvette at 293K.
NikR was allowed to incubate for 20 min with NiSOy prior to the measurements. When NikR is in 10-fold
or higher excess over Ni(Il), no aggregation is observable (Fig. S1A). At higher concentration of Ni(Il),
aggregation is observed (Fig. S1B), but this disappears with time. It can be concluded that under the
conditions of the UV/vis titrations as well as the Ni(II) binding kinetics experiments, Ni(Il)-induced NikR

aggregation does not play a role.

A apo-NikR B ——NikR + 0.3 equiv NiSO,
16 NikR tetramer +0.025 equiv NiSO, 16 . after 25 min incubation
+0.05 equiv NiSO, NikR tetramer
;\3 +0.075 eqyiv l.\liSOA ;\3
~ +0.10 equiv NiSO, ~
2 124 2 124
[Z] [7]
c c
2 2
£ £
8 aggregated species 8 - aggregated species
- 4 \
44 44
f A
0] _ 0
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm) Diameter (nm)

Figure S1. Dynamic light scattering of NikR in the absence and presence of increasing Ni(Il). A) A titration with
Ni(1l) up to 0.1 equivalent. Tetrameric NikR, corresponding to the species with diameter ~7.5 nm, is the major
species present, representing 100, 91, 95, 95 and 87 respectively, of the total intensities of NikR with increasing
Ni(1l) concentration. B) NikR with 0.3 equivalent Ni(Il). Initially all the protein is present in the form of large
aggregates
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11. Determining the Kp with [NikR] >> [Ni(II)] by UV/vis titrations.
Ni(II) titrations were performed with Q2E NikR in 20 mM Hepes pH 8.0, 0.1 M NaCl, 293 K. Q2E NikR
concentrations used were 0.6, 0.94, 1.1, 1.5, 2, 3, 3.1, 6, 12.6, 60, 215, and 860 pM. The mixtures were

allowed to equilibrate for at least 30 min after addition of the NiSO, before UV/vis spectra were acquired.
Depending on the protein concentration, cuvettes with optical path lengths of 0.1, 1 and 10 cm were used.
The ‘apparent extinction coefficient’ was defined as the linear dependence of absorbance at 302 nm on
[NiSO4] between 0 and 0.1 equivalents. The apparent extinction coefficient shows a hyperbolic dependence
on [NikR], as justified below.

NikR is a tetrameric protein, with 4 His;Cys sites capable of Ni(Il)-binding with high affinity (HA sites).
No co-operativity between the sites is present, as evidenced by linear Ni(II) binding curves [1]. If [Ni(II)]
remains less than 10% of [NikR], we can consider independent binding of Ni(II) to each of the sites
representing the macroscopic dissociation constant. For a simple binding equilibrium Ni + NikR ¥ Ni-

NikR:

_ [NikR]free i [NI(H)]

free 1
[Ni — NikR | M

Ky

When [NikR Jior >> [Ni(I)]io it follows that [NikR]gee ~ [NikR]ior and thus:

[Ni(II)]free = [Ni(II)]Jior — [Ni-NikR] 2

Substitution of eq. 2 in eq. 3, and subsequent rearrangement gives:

[Ni(ID)] ¢ - [NikR ]y

. (3)
(K D" [leR]tot )

[Ni— NikR | =

The linear increase in absorbance with increasing Ni(II) concentration corresponds to the formation of Ni-
NikR. The ratio [Ni-NikR]/[Ni(II)]i: can thus be equated to the ratio of this linear increase in absorbance

(called apparent extinction coefficient) and the extinction coefficient:

&40, (apparent) _ [Ni - NikR] 4)
€302 [Ni(H)]tot

Substitution into eq. 3 and subsequent rearrangement gives the hyperbolic relationship (eq. 5):

[leR ]tot

&4, (apparent) = g5, - (K N [NikR] ) Q)
d tot
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111. Experimental details of the filter binding assays and fitting of the data.

The filter binding assay data were analyzed using DynaFit [2]. We assumed independent binding to two
categories of binding sites, each with a different affinity for Ni(Il) [1]. The HA site is considered one
category, while all other sites that are rapidly depleted by EDTA are considered the second category (low
affinity, LA sites). Only one HA site is present per NikR monomer, and, for sake of simplicity, we assumed
only 3 LA sites, each with equal affinity for Ni(II). These represent the entirety of sites present on NikR
capable of binding Ni(Il). It was assumed that wt and Q2E NikR possess both HA and LA sites; EDTA-
washed wt and Q2E NikR only HA sites, and Q2E/H89N NikR only LA sites. The data were fit
independently and the resulting Kp's averaged. The K, of the LA binding site was first determined using
the data for Q2E/H89N NikR and this value used to fit the data for wt and Q2E NikR.

IV. Fitting of the Ni(I)-binding kinetics to NikR.

Non-linear least-squares fitting of the stopped-flow traces to a single exponential gives imperfect fits, with
clear deviations at the beginning of the reactions (i.e. evidence of a lag-phase). Also, the rate constants
derived from this fitting display a hyperbolic dependence on [NikR]. Together, this can be taken as evidence
of a mechanism of binding that involves an intermediate species and that the species giving the signal (i.e.
absorbs at 302 nm) is the species that follows the intermediate in the reaction sequence [3, 4]. The most
simple and likely reaction mechanism is a two-step binding mechanism. From a structural point of view, this
is also likely; the HA, His;Cys site is situated in the interior of the protein, and the most direct route for
Ni(IT) ion to the HA site is through a cluster of His residues located on the surface. Thus, the most

reasonable mechanism is the following, with only the third species absorbing at 302 nm:
ky ky
Ni(II) + NikR ){( [Ni(IT)*NikR] \k( Ni(His,Cys)NikR

1 2

The data sets were fit simultaneously, using DynaFit [2], assuming €30, = 10,400 M'cm™ for NiNikR (this
work). The model described above was used, with the following modification: the protein was assumed to
be dimeric and to contain two sites, i.e. each Ni(Il) is able to recognize two individual sites and bind
accordingly. This was done in an attempt to take the tetrameric nature of NikR, with 4 HA sites, into
account. Fitting using a model including all 4 sites requires simultaneous solution of 64 binding equilibria,
which is too many for the Dynafit program. The validity of the simplification to assume dimeric NikR was
confirmed by fitting using a more elaborate model assuming NikR is trimeric, and also assuming that NikR
is tetrameric, but that it cannot bind more than two Ni(II) in the HA site at any given time. The results from
these fitting procedures are essentially the same (as shown in Section V, see below), confirming that
simplification of the binding model is permitted. Also, simulation using the resulting kinetic parameters of
the degree of binding of the sites in NikR, assuming tetrameric NikR, indicated that the fraction of NikR
containing more than two bound Ni(II) is negligible under the conditions of the experiments. The kinetic
constants obtained from this fit correspond well to analytical fitting of the curves (see below). The reason
that little effect is seen is probably that the excess of NikR over Ni(Il) is over tenfold, and thus the 4 Ni(II)

sites of each tetramer can be viewed individually.
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The data were also fit analytically, using the following expression [3]:

ﬂvz At _ j'1 —t (6)

y=a l+ e e
PRy =

with o = amplitude, A; = rate constant of the slow phase and A, = rate constant of the fast phase,
respectively. The dependent variable y is the baseline-corrected absorbance at 302 nm, which equates to the
product ([NiNikR]-€50,). This expression was used for non-linear regression, one curve at a time. For a two-

step mechanism, the parameters A;, A, and a depend on the 4 rate constants of the reaction as follows [3]:

Jy [NikR (k, + k) + Kk

= 7
A Iy [NikR |+ k| +k, + k_, @
A, =k [NikR]+k | +k, +k_, (8)

K,K,[NikR] )

o=
1+ K, |NikR |+ K, K, [NikR |

We found that the slow phase gave a hyperbolic dependence, whereas the fast phase showed too much
scattering to be reasonably interpreted as a straight line. Direct fitting to eq. 7 yields (k; + k;) = 0.1064, in
excellent agreement with the DynaFit results. At low [NikR] (<10 pM), the linear dependence of the slow
phase on [NikR] has a slope k(k; + k;)/(k. + ky + k5) and a y-axis cutoff = k. k,/(k., + k, + k). Linear
fitting at [NikR]<10 pM yields k; = 16.9 (+ 0.5) nM™'s™ and k_ik./(k> + k) = 0.00513 (+ 6.74-10™). This is
in good agreement with the values expected from the DynaFit fits (which yields the calculated values 18.8
and 0.00598 for the slope and cutoff, respectively). Simulation of the hyperbolic curve with the values
obtained from DynaFit also gave excellent results. Unfortunately, the hyperbolic curve cannot be fit
independently, as the kinetic constants are too interdependent (as we cannot use extra information deriving

from the fast phase, ;).

V. The applied Dynafit models
Model I: NikR as a dimer.

Each of both HA sites binds Ni(Il) individually, through an intermediate. This results in 8 equilibria
between 8 NikR species. The Ni(Il) sites are named with arabic numerals. When the Ni(II) is bound to the
(spectroscopically silent) intermediate, the letters Nil or Ni2 follow the letter P, and when bound to the

final site, the letters Nil or Ni2 precede the letter P.

P + Ni <===> PNil : k1 k-1
P + Ni <===> PNi2 : k1l k-1
PNil <===> NilP : k2 k-2
PNi2 <===> Ni2P : k2 k-2
NilP + Ni <===> NilPNiZ2 : k1l k-1
Ni2P + Ni <===> Ni2PNil : k1 k-1
Ni2PNil <===> NilNi2P : k2 k-2
NilPNi2 <===> NilNi2P : k2 k-2
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Model 11: NikR as a trimer.
Each of the 3 HA sites binds Ni(Il) individually, through an intermediate. This results in 24 equilibria

between 20 NikR species. Naming of the species is analogous to above.

P + Ni <===> PNil : k1l k-1
P + Ni <===> PNiZ2 : k1l k-1
P + Ni <===> PNi3 : k1l k-1
PNil <===> NilP : k2 k-2
PNi2 <===> NiZ2P : k2 k-2
PNi3 <===> Ni3P : k2 k-2
NilP + Ni <===> NilPNi2 : k1l k-1
NilP + Ni <===> NilPNi3 : k1l k-1
Ni2P + Ni <===> Ni2PNil ¢ k1l k-1
Ni2P + Ni <===> Ni2PNi3 : k1l k-1
Ni3P + Ni <===> Ni3PNil : k1l k-1
Ni3P + Ni <===> Ni3PNi2 : k1 k-1
NilPNi2 <===> NilNi2P : k2 k-2
NilPNi3 <===> NilNi3P : k2 k-2
Ni2PNil <===> NilNi2P : k2 k-2
Ni2PNi3 <===> Ni2Ni3P : k2 k-2
Ni3PNil <===> Ni1Ni3P : k2 k-2
Ni3PNi2 <===> Ni2Ni3P : k2 k-2
NilNi2P + Ni <===> NilNi2PNi3 : k1l k-1
NilNi3P + Ni <===> NilNi3PNi2 : k1l k-1
Ni2Ni3P + Ni <===> Ni2Ni3PNil : k1l k-1
NilNi2PNi3 <===> NilNi2Ni3P : k2 k-2
NilNi3PNi2 <===> NilNi2Ni3P : k2 k-2
Ni2Ni3PNil <===> Ni1Ni2Ni3P : k2 k-2

Model III: NikR as a tetramer.

Each of the 4 HA sites binds Ni(Il) individually, through an intermediate. This results in 64 equilibria
between 48 NikR species. Naming of the species is analogous to above. Because the maximum number of
equilibria allowed by the Dynafit fitting program is 50, it was necessary to simplify the mechanism. For
this reason, the final 20 equilibria (indicated in red) were not used. The species involved in these equilibria
contain three or more Ni(IT) bound to the HA site, and are expected to be present at any given time in very
low quantities under the conditions of the experiment (i.e. with an 10-fold excess or more of HA sites over
Ni(II)). Simulations of the progress of the species with time, using the kinetic constants derived earlier are
shown in Figure S2, below. Indeed, the percentage of signal at 302 nm derived from NikR containing only
a single Ni(Il) bound to the HA site is never lower than 85%, and the percentage of NikR tetramers

containing more than two Ni(II) ions bound is negligible.

P + Ni <===> PNil : k1 k-1
P + Ni <===> PNi?2 : k1 k-1
P + Ni <===> PNi3 : k1l k-1
P + Ni <===> PNi4 : k1l k-1
PNil <===> NilP : k2 k-2
PNi2 <===> Ni2P : k2 k-2
PNi3 <===> Ni3P : k2 k-2
PNi4 <===> Ni4P : k2 k-2
NilP + Ni <===> NilPNi?2 : k1l k-1
NilP + Ni <===> NilPNi3 : k1 k-1
NilP + Ni <===> NilPNi4 : k1 k-1
Ni2P + Ni <===> Ni2PNil : k1 k-1
Ni2P + Ni <===> Ni2PNi3 : k1 k-1

- 361 -



Annexes

Ni2p
Ni3Pp
Ni3P
Ni3P
Ni4P
Ni4p
Nid4Pp + Ni

NilPNi2 <=
NilPNi3 <=
NilPNi4d <=
Ni2PNil <=
Ni2PNi3 <=
Ni2PNi4 <=
Ni3PNil <=
Ni3PNi2 <=
Ni3PNid <=
Ni4PNil <=
Ni4PNi2 <=
Ni4PNi3 <=
NilNi2P
NilNi2P
NilNi3P
NilNi3P
NilNi4Pp
NilNi4P
Ni2Ni3P
Ni2Ni3P
Ni2Ni4Pp
Ni2Ni4Pp
Ni3Ni4P
Ni3Ni4P +

NilNi2PNi3
NilNi2PNi4
NilNi3PNi2
NilNi3PNi4
NilNi4PNi2
NilNi4PNi3
Ni2Ni3PNil
Ni2Ni3PNi4
Ni2Ni4PNil
Ni2Ni4PNi3
Ni3Ni4PNil
Ni3Ni4PNi2
NilNi2Ni3P
NilNi2Ni4p
NilNi3Ni4p
Ni2Ni3Ni4P
NilNi2Ni3P
NilNi2Nid4P
NilNi3Ni4Pp
Ni2Ni3Ni4p

+ o+ + + +
Z,
'_l

I T T T

<===> Ni2PNi4
<===> Ni3PNil
<===> Ni3PNi2
<===> Ni3PNi4
<===> Ni14PNil
<===> Ni4PNi2
<===> Ni4PNi3
==> NilNi2P
==> NilNi3P
==> NilNi4P
==> Ni11Ni2P
==> Ni2Ni3P
==> Ni2Ni4P
==> NilNi3P
==> Ni2Ni3P
==> Ni3Ni4P
==> Ni11Ni4P
==> Ni2Ni4P
==> Ni3Ni4P
Ni <===> Ni11Ni2PNi3
Ni <===> Ni1Ni2PNi4
Ni <===> NilNi3PNi2
Ni <===> NilNi3PNi4
Ni <===> Ni1Ni4PNi2
Ni <===> Ni1i1Ni4PNi3
Ni <===> Ni2Ni3PNil
Ni <===> Ni2Ni3PNi4
Ni <===> Ni2Ni4PNil
Ni <===> Ni2Ni4PNi3
Ni <===> Ni3Ni4PNil
Ni <===> Ni3Ni4PNiZ2
<===> NilNi2Ni3P
<===> Nil1Ni2Ni4P
<===> NilINi2Ni3P
<===> N11Ni3Ni4P
<===> NilNi2Ni4P
<===> NilNi3Ni4P
<===> NilNi2Ni3P
<===> Ni2Ni3Ni4P
<===> Ni11Ni2Ni4P
<===> Ni2Ni3Ni4P
<===> NilNi3Ni4P
<===> Ni2Ni3Ni4P
+ Ni <===> NilNi2Ni3PNi4
+ Ni <===> Ni1Ni2Ni4PNi3
+ Ni <===> Ni1Ni3Ni4PNi2
+ Ni <===> Ni2Ni3Ni4PNil
Ni4 <===> Ni1Ni2Ni3Ni4P
Ni3 <===> NilNi2Ni3Ni4P
Ni2 <===> NilINi2Ni3Ni4P
Nil <===> NilNi2Ni3Ni4P
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Figure S2. Percentage of Ni(ll)-containing NikR species with at least one Ni(Il) bound in the HA site, of the sum of
all NikR species containing at least one Ni(Il) in the HA site. The percentages result from simulations using the

kinetic constants as described in the manuscript, using Model I1I. In A, the ratio Ni:NikR is 1:20 and in B, the ratio is

The results of fitting of the data using these three models are shown in Table 1 below. The data that were
fitted simultaneously are the five-trace averages of respective mixtures of Ni(II) and NikR in fixed ratios of
1:20 and 1:10, respectively, with Ni(Il) varying from 0.2 to 64 pM; and mixture with a fixed Ni(Il)
concentration of 6 M, and NikR ranging from 10 to 105 uM.

ki (10°MsT) k-1 (57 k2 (s) ka (57)
Model I 3.65+0.46 0.095 £0.015 0.088 £0.016 0.0123 £0.0012
Model I 4.56 £0.94 0.091 £ 0.005 0.088 £0.011 0.0139 +£0.0011
Model 111 4.39+0.42 0.110 £ 0.004 0.088 = 0.002 0.0117 £0.0011
kon (10 M s kot () Kp (M) Sum of squares
Model I 1.76 0.0064 0.363 1.11-107
Model II 2.24 0.0071 0.316 1.45-107
Model 111 2.24 0.0068 0.334 1.98:107
VI References

) Fauquant C, Diederix REM, Rodrigue A, Dian C, Kapp U, Terradot L, Mandrand-Berthelot MA,
Michaud-Soret I (2006) Biochimie 88: 1693-1705.

2) Kuzmic P (1996) Anal Biochem 237: 260-273.

3) Johnson KA (1986) Meth Enzymol 134: 677-705.

4) Halford SE (1975) Biochem J 149: 411-422.
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Annexe B : Mode¢les appliqués pour I’ajustement des données

Modgéle simple

Ce modele a été employ¢ dans deux situations, soit pour déterminer le Kd apparent d’un site
métallique présent dans une sous unit¢ monomérique soit pour déterminer le Kd apparent
d’un complexe Protéine métallée/ADN. Dans cette seconde condition cela implique que la
protéine soit 100% métallée.
Le modele est le suivant :

[A]libre + [B ]libre > [AB ] A I’équilibre
D’apres la loi d’action des masses :

[A]libre X [B ]libre xkl=k2x [AB ]

Kd = [A]libre X [B]libre

soit [AB] équation 1
ona [Aibre=[AJra~[AB| et [Blire=|B]ro [ AB]
alors 1’équation 1 devient :

s (A~ [AB)x (Bl - [AB)) caation’

|AB]
On développant I’équation 2, on obtient :
0=[AB} +[AB]x (- Kd —[A Jrot = [BJrot)+ ([AJror x [Brot)  équation 3
qui équivaut a résoudre une équation quadratique :

—b+4/b? —4ac

2a
ou dans notre situation x = [AB], a= 1, b = (-Kd-[A]te-[ B]tot) €t ¢ = ([A]Tot™[B]tot)

0 = ax?>+bx+c dont la solution est x =

La solution de I’équation 3 est :

[AB]= (- Kd — [Alrot = [B]rat) = 4/ (-Kd - [Arot - [BJrar)* - 4 x ([A Jror x [B]ro)
2

Ici on connait [A]1ot, [B]Tot €t I’0n mesure [AB].
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Modéle de Hill

Ce modele a été employé par défaut quand le modele simple ne permettait pas d’ajuster les
données. Son application est parfois abusive mais traduit une complexité dans les mécanismes

de liaison.

Théoriquement un tel modele permet de rendre compte avec son coefficient de Hill « n » de la
coopérativité de liaison d’un ligand a un composé donné, si :

n > 1 - Réaction de coopérativité positive

n <1 - Réaction de coopérativité négative

n =1 - absence de coopérativité

[A]n libre
[Kd]n + [A]n libre

L’équation utilisée est la suivante : [AB]=[AB]mxx ou [AB]max est égal a

[Bltot (facteur limitant). Généralement [ A]jipre €St assimilé a [A]ro lorsque [A] >> [B].
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Annexe C : Liaison d’HpNikR sur NiFu et nikRS2 mesurée par
EMSA

Liaison sur NiFu et nikRS2 en absence de sel métallique dans le tampon de migration :

HpNikR (nM)

0500 0500 0500 0500
puits —pd —

NiFu nikRS2 NiFu nikR32

Incubation Rien Ni(I1)
Migration Rien Rien

Figure C.1 Liaison d’HpNikR & ’ADN (NiFu _ nikRS2) en absence de sel métallique dans le tampon de de
migration. HpNikR (0 et 500 nM) incube avec 500pM d’ADN en présence de dIdC a 1.5ug/mL pendant 20
minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, S0mM KCl, 3mM MgCl,, 2.5%
Glycérol, 0.1% Triton et aucun sel ou 100uM de Ni(II)). Les complexes réactionnels ont migré dans un gel
d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de migration (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du NiCl, a
100pM. Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est observée.

Liaison sur NiFu et nikRS2 en présence de 100uM de Ni(II) dans le tampon de migration :
HpNikR (nM)

0520500 id id 0 500

e S el e e

NiFu nikRS2

Incubation  Rien Ni(lll  Mn{ll)  Mn{l)
Migration Ni(l) Ni(l)  Ni(ll) Ni(ll)

Figure C.2 Liaison d’HpNikR a ’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence d’un exces de Ni(II) dans le tampon de de
migration. HpNikR (0 et 500 nM) incube avec 500pM d’ADN en présence de dIdC a 1.5ug/mL pendant 20
minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM KCI, 3mM MgCl,, 2.5%
Glycérol, 0.1% Triton et aucun sel ou 100uM de Ni(II) ou Mn(II)). Les complexes réactionnels ont migré dans
un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de migration (100mM BisTris Borate pH7.4) contenaient du
NiCl, a 100uM. Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est observée.
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Liaison sur NiFu et nikRS2 en présence de 3mM de Mg(II) dans le tampon de migration :

HpNIkR (nM) HpNikR (nM) 1000 HpNikR (nlM) 1000
0 5 50 500 O R oo e
NiFu nikRS2 nikRS2
Incubation  Mn(ll) Rien Ni(ll)
Migration Mg(ll) Mag(ll) Mag(ll)

Figure C.3 Liaison d’HpNikR a ’ADN (NiFu _ nikRS2) en présence d’un excés de Mg(II) dans le tampon de de
migration. HpNikR (0, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 500 et 1000nM) incube avec 500pM d’ADN en présence de
dldC a 1.5pg/mL pendant 20 minutes dans le tampon de complexation (20mM BisTris Borate pH7.4, 50mM
KCl, 3mM MgCl,, 2.5% Glycérol, 0.1% Triton et aucun sel ou 100uM de Ni(Il) ou Mn(II)). Les complexes
réactionnels ont migré dans un gel d’acrylamide a 8%. Le gel et le tampon de migration (100mM BisTris Borate
pH7.4) contenaient du NiCl, & 100uM. Une perte moyenne de 10% de la radioactivité totale est observée.
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Résumé

Propriétés de métallation et de liaison a ’ADN
de NikR d’Escherichia coli et de NikR et FUR d’Helicobacter pylori

Les facteurs de transcription NikR et FUR sont impliqués dans I’homéostasie des métaux. Les
propriétés de métallation et de liaison a ’ADN de NikR d’E.coli (Ec) et d’H.pylori (Hp) ont été
comparées. EcNikR, protéine tétramérique, lie 8 nickels par sous unité dont un nickel dans un site dit
de haute affinité ayant un Kd submicromolaire. Les autres sites métalliques, de plus basse affinité, sont
impliqués dans le processus d’agrégation Ni- et pH-dépendant. HpNikR, partage des propriétés de
métallation avec EcNikR, dont la liaison possible de différents métaux dans son site de haute affinité
(Cu(Il), Ni(II), Co(Il)). Les 4 sites de haute affinité de cette protéine semblent égaux 2 a 2. La
métallation des premiers sites faciliterait une « fermeture de la protéine » permettant la métallation des
deux derniers sites. La métallation de ces 4 sites semble suffire pour qu’HpNikR puisse lier I’ADN.
Cependant cette liaison serait améliorée en présence d’un métal stabilisateur dans d’autres sites. Selon
les séquences opératrices, le métal et la technique employée, 1‘affinité d’HpNikR métallée pour I’ADN
varie. En présence d’un excés de Ni(II), HpNikR se lie a pureAd et a pnixA avec un Kd de 2,5 et 1,7 nM
mais se lie faiblement a pnikR et pexbB. En présence d’un excés de Ni(Il) puis de Mn(II), HpNikR se
lie a pnikR et a pexbB avec un Kd de 38 et 24 nM. FUR d’H.pylori (HpFUR), un métallorégulateur Fe-
dépendant, a aussi été caractérisé dans le but d’étudier sa co-régulation avec HpNikR de la région
intergénique nikR-exbB. HpFUR est dimérique et contient au moins deux sites métalliques : un site
structural et un site de régulation permettant 1’activation pour la liaison a I’ADN.

Mots Clés: Métallorégulateur, NikR, FUR, Escherichia coli, Helicobacter pylori, nickel, fer,
homéostasie, spectroscopie, affinité, dichroisme circulaire, interaction ADN/Protéine

Metal and DNA binding properties of
NikR from Escherichia coli and of NikR and FUR from Helicobacter pylori

The transcription factors NikR and FUR are involved in the nickel and iron homeostasis. Comparative
studies of metal and DNA binding properties of E.coli (Ec) and H.pylori (Hp) NikR are reported.
EcNikR, a tetramer, binds up to 8 nickels per monomer. EcNikR contains two types of metal sites. The
first one, a high affinity site, binds one nickel with a submicromolar dissociation constant. Other sites
with a lower affinity are involved in a Ni(Il) and pH dependant aggregation process. HpNikR and
EcNikR share common metal binding properties such as the binding of different transition metals
(Cu(II), Ni(IT), Co(II)) in their high affinity sites. The high affinity sites of HpNikR are equal two by
two. It has been proposed that metal binding in the two first sites allows protein “closure” that leads to
metal binding in the last two sites. Metal incorporation in the high affinity sites seems to be enough to
lead to Protein/DNA complex formation. However metal binding in a second stabilisation site
enhances the complex stability. Depending on the operator sequence, the metal and the technique
used, holo-HpNikR affinity to DNA varies. With an excess of Ni(Il), HpNikR binds pured and pnix4
with a Kd of 2.5 and 1.7 nM but binds weakly pnikR and pexbB. With an excess of Ni(II) and Mn(II),
HpNikR binds pnikR and pexbB with a Kd of 38 and 24 nM. Finally, FUR from H.pylori (HpFUR), an
iron dependent metalloregulator, has been characterised in order to study its co-regulation with
HpNikR on the nikR-exbB intergenic region. HpFUR is a dimer which contains at least two metal
binding sites: a structural site and a regulatory site which would allow its activation and its DNA
binding.

Keywords: Metalloregulator, NikR, FUR, Escherichia coli, Helicobacter pylori, nickel, iron,
homeostasis, spectroscopy, affinity, circular dichroism, DNA binding
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