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Introduction Bibliographique 
 

1. Le cuivre 

 

La grande réactivité des métaux de transition en fait des partenaires indispensables au 

fonctionnement des cellules. Ainsi les ions métalliques sont-ils des éléments essentiels à la vie 

et participent-ils à un grand nombre de réactions métaboliques comme le stockage de 

l’oxygène (hémoglobine, hémocyanine), la structure des protéines (protéines en doigt de zinc, 

centres fer-soufre …)… Mais telle la divinité Janus, leur réactivité les rend potentiellement 

extrêmement dangereux pour la cellule en cas de déséquilibre de leur homéostasie.  

 Parmi les métaux de transition, le cuivre est un métal important en biologie qui 

participe à de nombreuses réactions cellulaires essentielles telles que la respiration, la 

protection contre le stress oxydant… Après un bref rappel historique, je m’attèlerai dans ce 

chapitre à présenter les grandes propriétés du cuivre et les problèmes posés à l’environnement 

par l’utilisation humaine de ce métal.  

 

1.1. Un peu d’histoire 

 

L’âge du cuivre ou chalcolithique est une période charnière entre la fin du néolithique 

et le début de l’âge de bronze. C’est une période de transition qui a vu la mise en place de 

l’industrie métallurgique.  

D’après les fouilles archéologiques, les premières traces d’utilisation du cuivre par 

l’homme datent d’il y a environ 10000 ans dans la région de l’actuel Iraq. Le cuivre est l’un 

des rares métaux qui peut se trouver sous forme métallique dans la nature. Il est facilement 

malléable par des techniques de martelage et son point de fusion à 1084°C, relativement bas, 

facilite son extraction. Toutes ces qualités peuvent expliquer le développement de l’industrie 

du bronze à grande échelle plutôt que celle d’autres métaux plus délicats à manipuler.  

En Europe et autour de la Méditerranée, l’âge du bronze (2500 – 700 avant J-C) est 

marqué par le développement de l’industrie et a probablement contribué au développement de 

l’artisanat, à l’extension et à l’exploitation des surfaces cultivables en facilitant la 

déforestation (haches, outils …), à la hiérarchisation des sociétés et au développement des 
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échanges économiques. En effet, le cuivre, comme tous les métaux et au contraire d’autres 

matériaux, peut facilement être thésaurisé, échangé ou recyclé, ce qui en fait un étalon de 

valeur idéal.  

Cependant, ce développement n’est pas neutre pour l’environnement et la santé 

humaine. Cet âge marque ainsi les premières pollutions humaines à grande échelle, avec 

notamment les contaminations de l’eau, de l’air et de la terre par le cuivre, le plomb ou le 

cadmium issus des mines et des fourneaux d’extraction. 

 

1.2. Pollution liée au cuivre 

 

Le cuivre est naturellement présent sous la forme de trace dans l’environnement (table 

I.1.1) 

Milieu Concentration 

Air < 10 ng/m3 
Eau douce 1 à 10 µg/L 
Eau de mer < 0,25 µg/L 

Sols 10 à 40 mg/kg 
Sédiments < 50 mg/kg 

Table I.1.1 : Concentration ubiquitaire de cuivre (d’après le rapport de l’INERIS Février 2005) 

 

A l’heure actuelle le cuivre est un métal utilisé pour de nombreuses applications. Outre 

ses applications bien connues dans les domaines de l’électricité et de la transmission des 

données, nous pouvons citer son utilisation dans l’industrie chimique comme catalyseur, dans 

le textile et la peinture comme mordant ou pigment, ou encore dans l’agriculture comme 

fongicide, bactéricide et insecticide. La consommation mondiale de cuivre a dépassé les 17 

milliards de tonnes en 2006 (http://www.icsg.org). L’utilisation intensive est source de 

pollution et le cuivre n’échappe pas à cette règle. Ainsi les principales sources de pollution 

anthropique par le cuivre sont : 

o l’industrie du cuivre et des métaux avec notamment la pollution des zones minières et 

des usines de raffinage ; 

o l’incinération des ordures ménagères et les boues d’épuration qui concentrent le cuivre 

au-delà des concentrations toxiques ; 

o l’agriculture avec le problème bien connu du traitement des vignobles, mais aussi de 

l’épandage du lisier de porc en Bretagne qui accroissent la teneur des sols en cuivre et 
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en zinc. Ces deux cas sont emblématiques des problèmes de contamination par le 

cuivre des sols dédiés à l’agriculture par leur ampleur et leur impact. En effet l’IFEN 

(Institut Français de l’ENvironnement) estime que d’ici quelques dizaines d’années, 

plus d’un million d’hectares de vignobles anciens seront impropres à la culture en 

raison d’une concentration en cuivre trop élevée dans le sol. 

 

1.3. Les propriétés physico-chimiques du cuivre 

 

  1.3.1. Le cuivre métallique 

 

 Le cuivre est un métal dit lourd car sa densité est supérieure à 5 g.cm-3 (table I.1.2). 

Sous sa forme native, il se présente comme un métal rougeâtre. Il est avec l’or, le seul métal 

de transition à posséder une couleur qui lui est propre.  

 

 Atomique Physique 

Symbole Cu Masse atomique 63,546 
Masse 

volumique 
8920 
kg/m3 

Numéro 29 
Configuration 
électronique 

[Ar] 3d10 4s1 T° fusion 1357,6 K 

Couleur Cuivré Structure cristalline 
Cubique face 

centrée 
T° vaporisation 2840 K 

 

Table I.1.2 : Propriétés générales de l’élément cuivre 

 

 Le cuivre présente des orbitales électroniques incomplètes, ce qui en fait un métal de 

transition. Comme tous ces métaux, il est un excellent conducteur thermique et électrique. 

Ainsi, le cuivre sert de standard à la mesure de la conductibilité électrique. Sa valeur est 

arbitrairement fixée à 100 % IACS (International Annealed Copper Standard). Parmi les 

métaux, seul l’argent avec une valeur de 106 % possède une conductivité supérieure au cuivre. 

Sous sa forme métallique, le cuivre s’oxyde au contact de l’oxygène de l’air, mais 

contrairement au fer qui rouille jusqu’au cœur du fait de l’humidité contenue dans l’air 

ambiant, le cuivre n’est pas réactif à l’eau et son oxydation entraîne la formation d’une 

couche d’oxyde de cuivre protectrice de couleur « vert de gris ». La statue de la Liberté en est 

sûrement l’exemple le plus notable ! 
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  1.3.2. Cuivre et réactivité chimique 

 

 En solution, le cuivre forme majoritairement des ions cuivreux Cu(I) et cuivrique 

Cu(II).  

Les propriétés d’oxydoréduction du cuivre sont fortement liées à la distribution de ses 

électrons sur ses orbitales électroniques. Sous forme métallique, les électrons du cuivre se 

répartissent suivant la formule [Ar] 3d10 4s1. L’ion cuivreux (Cu(I)) est obtenu par la perte 

d’un électron de la couche 3d et l’ion cuivrique (Cu(II)) est obtenu par la perte d’un second 

électron disposé sur la couche la plus externe 4s. Cette répartition électronique fait de l’ion 

cuivreux un très bon donneur d’électron, très largement exploité dans les réactions 

enzymatiques où un donneur d’électron est nécessaire.  

Les ions cuivre sont peu chargés, relativement volumineux avec un gros nuage 

électronique, fortement polarisable. Selon la théorie HSAB (Hard and Soft Acid Base) 

(Pearson 1963) le cuivre est un acide mou de Lewis. La structure lacunaire de ses orbitales 

électroniques et leur polarisabilité permettent au cuivre de former facilement des liaisons de 

coordination avec des bases molles telles que les thiolates ou les groupements imidazolium, 

bases molles très courantes dans les molécules biologiques.  

 

1.4. L’importance du cuivre en biologie 

 

 La coloration bleue des protéines à cuivre a très tôt attiré l’attention des biochimistes. 

Ainsi le biochimiste français Bertrand est probablement (et sans le savoir) le premier à avoir 

isolé une telle protéine au milieu des années 1890. Ce n’est qu’en 1940 que Keilin et Mann 

montrent qu’il s’agissait d’une enzyme à cuivre (Keilin et Mann 1940). 

 L’utilisation du cuivre par le vivant est étroitement liée à ses propriétés d’oxydo-

réduction et à sa capacité à former des liaisons de coordination stables avec les groupements 

thiolate et imidazolium qui permettent son insertion dans les protéines (Gray et coll. 2000). 

Les rôles biologiques du cuivre sont nombreux, incluant des fonctions de transfert d’électrons 

comme dans le cas de la cytochrome C oxydase, le transport de l’oxygène dans celui des 

hémocyanines ou encore de l’oxydation de substrat dans le cas des laccases (Linder et coll. 

1998). 

 Néanmoins, sa grande réactivité, qui fait du cuivre un partenaire privilégié des 

réactions enzymatiques, est également un danger majeur pour la cellule. Le cuivre est donc un 
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oligoélément dont la concentration est finement régulée par la cellule. Dans cette partie, je 

m’attacherai à présenter les sites actifs des enzymes utilisant le cuivre comme cofacteur, puis 

les protéines et peptides liant le cuivre intracellulaire avant d’en présenter la toxicité dans les 

systèmes biologiques. 

 

  1.4.1. Les protéines à cuivre  

  

 L’utilisation du cuivre comme cofacteur est liée au potentiel d’oxydoréduction du 

couple Cu(I)/Cu(II). Sous sa forme inorganique son potentiel est de +150 mV. Dans les 

protéines, l’environnement du cuivre peut considérablement modifier son potentiel d’oxydo-

réduction. Les cuprédoxines possèdent par exemple des potentiels compris entre +180 et 

+680 mV et, dans le cas de la céruloplasmine, le potentiel peut atteindre +1000 mV 

(Machonkin et coll. 1998). 

 Les sites à cuivre de ces protéines sont classés d’après leurs propriétés 

spectroscopiques en trois grandes familles. Sont ainsi distingués les centres de types 1, 2 et 3. 

Comme le montre la figure I.1.1, une même protéine peut comporter un ou plusieurs centres 

de types différents. 

 
Figure I.1.1 : Représentation schématique de protéines à cuivre (d’après (Nakamura et Go 2005)) 

o Les centres de type 1 :  

Les centres de type 1 se caractérisent par une bande d’absorbance proche de 600 nm et par 

un signal fort en spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE). Le motif de 

coordination de ces centres est toujours constitué d’une cystéine et de deux histidines proches 
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dans la structure primaire de la protéine, mais sans séquence consensus précise (Sakurai et 

Kataoka 2007). La géométrie du centre est trigonale plane quand le cuivre n’est coordonné 

que par ces résidus (figure I.1.2). Mais elle peut être tétraédrique lorsqu’une méthionine ou la 

glutamine intervient dans la coordination. Les protéines à centre de type 1 présentent souvent 

une coloration du bleu au vert sous leur forme oxydée, coloration due au transfert de charge 

entre le soufre de la cystéine et le cuivre (Solomon et coll. 1976).  

 

 
Figure I.1.2 : Structures de centre de type 1 

 

Les centres de type 1 sont dédiés au transfert d’un électron unique vers une cible. Ils se 

retrouvent souvent dans deux types de protéines : 

- de petites protéines comme les cuprédoxines qui sont responsables du transfert 

d’électrons à d’autres protéines de plus grande taille comme dans les chaînes de transfert 

d’électrons (photosynthèse, dénitrification) ; 

- des protéines ou complexes protéiques de grande taille qui associent plusieurs sites et 

servent de relais d’électrons dans la protéine, comme c’est le cas dans la chaîne respiratoire de 

la mitochondrie. 

 

o Les centres de type 2 :  

Ils se caractérisent par une bande d’absorption entre 600 et 700 nm plus faible que les 

centres de type 1, et un signal RPE caractéristique et distinct (MacPherson et Murphy 2007). 
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Le cuivre peut être coordonné par trois acides aminés ou plus, principalement des histidines, 

parfois également par des méthionines, des glutamates, des glutamines ou des tyrosines, mais 

jamais de cystéines. Il n’existe pas de séquence consensus permettant de définir le site de 

fixation du cuivre dans les centres de type 2. Il n’y a donc pas non plus de géométrie 

caractéristique dans ces sites. L’absence de ligand thiolate est responsable de l’absence de 

coloration marquée telle que celle que nous observons dans le cas des centres de type 1. La 

sphère de coordination du cuivre est moins rigide dans les centres de type 2 et le cuivre peut 

directement interagir avec un substrat. Ce type de centre est retrouvé dans des enzymes dont 

la fonction nécessite l’oxydation d’un substrat telles que les amines oxydases qui catalysent la 

désamination des amines en cétones suivant la réaction: 

RCH2NH2 + H2O + O2 � RCHO + NH3 + H2O2 

Les amines oxydases sont des enzymes ubiquitaires qui se retrouvent aussi bien chez les 

bactéries que chez les mammifères (Brazeau et coll. 2004). 

 

o Les centres de type 3 : 

Les centres de type 3 sont des centres à deux cuivres reliés par une molécule de dioxygène. 

Contrairement aux centres de types 1 et 2, les centres de type 3 n’ont pas de signal en RPE. Ils 

présentent une bande d’absorption dans le Visible entre 600 et 700 nm, ainsi qu’une bande 

d’absorption caractéristique à 345 nm (Decker et coll. 2007). La liaison de l’oxygène 

moléculaire peut être caractérisée par sa fréquence à 750 cm-1. L’absence de signal en RPE est 

due au couplage des deux atomes de cuivre antiferromagnétiques pontés par un oxygène 

moléculaire qui constituent le site actif du centre. Chaque atome de cuivre est maintenu dans 

la protéine par trois histidines (figure I.1.3). La géométrie du site Cu-O2-Cu est plane et le 

substrat se présente perpendiculairement.  
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Figure I.1.3 Exemple de centre de type 3 : le site actif de la tyrosinase de Streptomyces  

cuivre: bleu ; histidine: vert ; dioxygène: rouge ; substrat phénolique: cyan (d’aprés (Decker et coll. 2007)) 
a conformation initiale du site actif après la fixation du substrat, d’après la structure cristallographique ; dans 
cette structure la distance entre le site à cuivre est le groupement hydroxyle du substrat est trop grande pour 

permettre la réaction. b conformation du site actif modélisé après le rapprochement entre les deux groupements à 
une distance raisonnable pour permettre la réaction. 

 

L’hémocyanine, qui transporte l’oxygène à la place de l’hémoglobine chez les crustacés et les 

tyrosinases sont probablement les protéines de type 3 les plus connues et les mieux 

caractérisées. 

 

  1.4.2. La chélation du cuivre dans les systèmes biologiques. 

 

 Dans la cellule, le cuivre à l’état ionisé est généralement sous la forme Cu(I) et pris en 

charge par des chélateurs plus ou moins spécifiques. Ces chélateurs sont des peptides ou des 

protéines riches en cystéines, les groupements thiolates possédant une forte affinité pour les 

métaux mous et en particulier pour le Cu(I). 

 Le glutathion est un court peptide de trois acides aminés : un acide glutamique, une 

glycine et une cystéine, dont la fonction amine se condense avec l’acide carboxylique en γ de 

l’acide glutamique (Meister et Anderson 1983). Sa concentration intracellulaire varie entre 0,5 

et 10 mM chez les eucaryotes et la diminution de cette concentration à des effets dramatiques 

pour la cellule. Les phytochélatines, découvertes en 1985 (Grill et coll. 1985), sont des 

assemblages de 2 à 11 molécules de glutathion connus pour leur capacité à chélater les 

métaux mous (Cd, Ag, Cu, Pb, Hg). Découvertes dans un premier temps chez les plantes, elles 

ont aussi été décrites chez les animaux (Cobbett 1999).  

A ces peptides s’ajoutent également des protéines telles que les métallothionéines et 

les métallo-chaperonnes à cuivre. Les métallothionéines sont de petites protéines très riches 

en cystéines avec une grande affinité pour les métaux de transition (Kägi et Vallee 1960) qui 
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se trouvent aussi bien chez les bactéries, les plantes et les animaux que les champignons. 

Grâce à tous ces systèmes de chélation, le cuivre n’est pas présent sous forme libre dans le 

cytoplasme de la cellule (Rae et coll. 1999). Ainsi, les protéines qui ont besoin de cuivre dans 

la cellule ne peuvent-elles donc pas l’obtenir directement par simple collision au hasard et la 

cellule fait appel à des protéines dédiées au convoyage du cuivre, dénommées les métallo-

chaperonnes à cuivre. Ces protéines seront décrites en détails dans le chapitre consacré à 

l’homéostasie du cuivre. 

 

  1.4.3. La toxicité cellulaire du cuivre  

  

  L’environnement cellulaire permet, en condition normale, une chélation optimale du 

cuivre qui garantit l’absence de cuivre libre dans la cellule. Lorsque les systèmes de 

protection sont dépassés, le cuivre peut se retrouver libre dans le cytoplasme, entraînant une 

série d’effets néfastes pour la cellule. Le premier d’entre eux est lié aux capacités pro-

oxydantes du cuivre qui peut réagir efficacement avec le peroxyde d’hydrogène pour former 

des radicaux libres via la réaction de Fenton (Stohs et Bagchi 1995 ; Valko et coll. 2005). Les 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont des molécules radicalaires très réactives qui 

peuvent endommager durablement tous les constituants de la cellule via l’oxydation des 

lipides, des protéines et des acides nucléiques. Cette toxicité du cuivre est d’ailleurs utilisée 

dans nombre d’activités humaines (antifongiques, antibactériens, désherbants…). La présence 

de cuivre libre peut avoir d’autres effets dans la cellule. Tout d’abord le cuivre a une forte 

affinité pour les groupements thiolates et la liaison peptidique. Il peut ainsi se lier et inactiver 

les sites actifs de certaines enzymes ou former des complexes non spécifiques avec toutes 

sortes de protéines. Enfin le cuivre et certains autres métaux de transition ont des propriétés 

chimiques proches, et l’excès de l’un d’entre eux peut déplacer l’équilibre de certains 

cofacteurs métalliques avec leur site de liaison (Stohs et Bagchi 1995). C’est le cas 

notamment des protéines à doigt de zinc, au sein desquelles le Zn(II) peut être remplacé par le 

Cu(II), empêchant ces protéines de se lier à leurs séquences spécifiques sur l’ADN (Sarkar 

1995).  
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2. L’homéostasie du cuivre 

 

 2.1. Le métabolisme du cuivre chez l’Homme 

 

  2.1.1. L’homéostasie du cuivre 

 

Au sein d’un organisme humain adulte, la quantité de cuivre varie entre 75 et 150 mg 

principalement concentrés dans le foie, les muscles et les noyaux lenticulaires du cerveau. 

L’apport alimentaire journalier recommandé est de 1 à 3 mg par jour. Deux organes jouent un 

rôle majeur dans l’homéostasie du cuivre. L’intestin qui est le lieu de l’absorption du cuivre 

alimentaire et le foie qui est l’organe régulateur où se fait la balance entre distribution et 

excrétion (figure I.2.1). 

 
Figure I.2.1 : Distribution du cuivre dans l’organisme (d’aprés (Lutsenko et coll. 2007)) 

 

  Au niveau de l’intestin, le cuivre traverse la membrane apicale des entérocytes par un 

transporteur de haute affinité hCtr1 (Zhou et Gitschier 1997; Nose et coll. 2006a). Cependant, 

la participation d’autres transporteurs tels que DMT1 ou hCtr2 n’est pas à exclure (Arredondo 

et coll. 2003; Bertinato et coll. 2008). En effet, l’inactivation sélective de Ctr1 dans l’intestin 

de souris bloque l’absorption du cuivre dans le sang, mais n’empêche pas l’accumulation du 



Introduction bibliographique 

21 

 

cuivre dans les cellules intestinales (Nose et coll. 2006a). A l’intérieur des entérocytes, le 

cuivre est pris en charge par le glutathion et les protéines à cuivre. Parmi ces protéines, Atox1, 

une métallo-chaperonne à cuivre, le délivre à une ATPase localisée dans les membranes du 

réseau trans-golgien : l’ATPase de Menkes (Hamza et coll. 1999; Larin et coll. 1999). 

Lorsque la concentration intracellulaire de cuivre atteint un certain seuil, l’ATPase migre à la 

membrane basolatérale (Petris et coll. 1996; Nyasae et coll. 2007) et exporte le cuivre dans la 

circulation sanguine où il est principalement pris en charge par l’albumine, la transcupréine et 

l’histidine jusqu’au foie (Linder et coll. 1998). 

 Dans le foie, le cuivre est capté par les hépatocytes pour être redistribué dans 

l’organisme ou expulsé lorsque sa concentration devient trop élevée. L’ATPase de Wilson, 

homologue à l’ATPase de Menkes, est l’acteur majeur de la balance entre distribution et 

détoxication. En condition normale, l’ATPase est immobilisée dans les membranes du réseau 

trans-golgien, où elle transfère le cuivre du cytosol vers la lumière. Il est alors disponible pour 

les enzymes à cuivre dont la céruloplasmine (CP sur le schéma de la figure I.2.1) qui assure le 

transport de 65 à 70 % du cuivre dans le sang (Hellman et Gitlin 2002). En condition de 

surcharge, l’ATPase migre vers la membrane apicale des hépatocytes, au niveau des 

canalicules biliaires dans lesquels est éliminé l’excès de cuivre (Terada et coll. 1999; 

Roelofsen et coll. 2000; Guo et coll. 2005). L’importance de cette voie de détoxication (98 % 

du cuivre excrété par l’organisme (de Bie et coll. 2007)) explique les conséquences 

dramatiques du dysfonctionnement de l’ATPase de Wilson chez les patients atteints de la 

maladie du même nom.  

 

  2.1.2. La maladie de Menkes 

 

La maladie de Menkes a été décrite pour la première fois en 1962 par Menkes et coll. 

C’est une maladie génétique récessive liée au chromosome X qui touche une naissance sur 

250 000. Elle se caractérise par une carence en cuivre généralisée de l’organisme, due au 

dysfonctionnement de l’ATPase de Menkes dont le gène ATP7A a été identifié en 1993 

(Chelly et coll. 1993; Mercer et coll. 1993; Vulpe et coll. 1993). 

 Cliniquement, la maladie se caractérise par des symptômes diffus tels que 

hypothermie, dépigmentation de la peau et des cheveux, déminéralisation du squelette, retard 

du développement cérébral… Au niveau cellulaire, le dysfonctionnement de l’ATPase 
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entraîne un défaut d’absorption du cuivre par les cellules de l’épithélium intestinal et un 

défaut de cuivre dans les nombreuses enzymes à cuivre de l’organisme.  

Le seul traitement existant consiste en l’administration de cuivre par injection 

intraveineuse à la mère pendant la grossesse, puis à l’enfant, afin de corriger le niveau de 

cuivre sérique. Néanmoins, à l’heure actuelle, il est impossible de corriger le défaut 

d’incorporation du cuivre dans les enzymes au niveau cellulaire et l’espérance de vie des 

patients reste limitée : entre 6 et 10 ans. Ainsi, lorsque la maladie est diagnostiquée pendant la 

grossesse, une interruption thérapeutique de grossesse est proposée à la mère. 

 

  2.1.3. La maladie de Wilson 

 

La maladie de Wilson est une maladie génétique autosomale récessive dont l’évolution 

est fatale en l’absence de traitement. Elle est liée à une surcharge en cuivre de l’organisme 

due au dysfonctionnement de l’ATPase de Wilson. Elle se caractérise par une forte 

hétérogénéité de symptômes cliniques qui peuvent être rangés dans trois grandes catégories : 

les manifestations hépatiques, les manifestations neurologiques et les manifestations oculaires 

(anneaux de Kayser-Fleisher).  

La maladie de Wilson a été décrite pour la première fois sous sa forme neurologique 

par Frerich en 1861, puis sous sa forme hépatique en 1912 par le Dr Wilson. Elle fut décrite 

comme un trouble du métabolisme du cuivre pour la première fois en 1948 par Cunning et 

Luthy et le premier traitement a vu le jour en 1951. Il fallut cependant attendre 1993 pour que 

le gène responsable de la maladie de Wilson soit identifié et caractérisé comme ATP7B sur le 

chromosome 13 par plusieurs équipes (Bull et coll. 1993; Chelly et Monaco 1993; Petrukhin 

et coll. 1993; Tanzi et coll. 1993; Yamaguchi et coll. 1993).  

  A ce jour, plus de 350 mutations du gène ATP7B ont été répertoriées1. Parmi ces 

mutations, plus de 50 % sont des mutations faux sens et environ 30 % sont de petites 

insertions ou délétions de séquence conduisant bien souvent à l’apparition d’un codon stop 

prématuré. Les 20 % restant se partagent entre des mutations non sens et des mutations dans 

les sites d’épissages de l’ARNm. La prévalence de la maladie dans la population mondiale est 

d’environ un cas pour 30 000 naissances. Cependant la prévalence peut être beaucoup plus 

élevée dans certains contextes d’isolement géographique et génétique comme au Japon ou en 

Sardaigne. 

                                                 
1 http://www.medicalgenetics.med.ualberta.ca/wilson/index.php 
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 Il existe aujourd’hui plusieurs traitements disponibles qui, à l’exception de la 

transplantation du foie, sont tous chroniques et visent à rétablir une balance cuprique négative. 

Pour ce faire deux grandes stratégies sont utilisées : 

o Réduire les apports alimentaires de cuivre par un régime pauvre en cuivre, d’une part 

par la diminution de l’absorption du cuivre et d’autre part grâce à un traitement au zinc 

ou au tétrathiomolybdate. L’administration de zinc stimule la production de métallo-

thionéines dans les cellules intestinales, ce qui limite l’absorption du cuivre dans 

l’organisme. Le tétrathiomolybdate est un chélateur spécifique du cuivre dont le 

complexe n’est pas absorbable par l’intestin. De par sa toxicité, ce traitement n’est 

pratiqué qu’aux Etats-Unis sous haute surveillance médicale.  

o Favoriser l’excrétion urinaire en mobilisant la fraction tissulaire par l’utilisation 

d’agents chélateurs tels que de la D-pénicillamine et la TRIENTINE® 

 

 2.2. L’homéostasie du cuivre chez la levure de boulanger  

Saccharomyces cerevisiae 

 

La levure constitue un puissant modèle de cellule eucaryote et l’homéostasie du cuivre 

dans les cellules eucaryotes est très conservée, notamment entre la levure et les cellules de 

mammifère. 

 

  2.2.1. L’entrée du cuivre 

 

Chez la levure, il existe deux mécanismes d’import du cuivre dans la cellule : un 

transport spécifique de haute affinité et un transport non spécifique de basse affinité. 

 

  2.2.1.1. Le transport de haute affinité 

 

Avant d’être pris en charge par les transporteurs de haute affinité, le cuivre sous sa 

forme oxydée Cu(II) dans l’environnement est réduit sous sa forme Cu(I) par les réductases 

Fre1 et Fre2 au niveau de la membrane plasmique (Dancis et coll. 1992; Georgatsou et 

Alexandraki 1994; Hassett et Kosman 1995). Cette étape de réduction peut être évitée par 

l’ajout dans le milieu d’un réducteur chimique comme l’ascorbate.  
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Chez les eucaryotes, ce transport est pris en charge par la famille des transporteurs Ctr. 

La levure possède dans son génome trois de ces transporteurs, dont deux sont exprimés et 

actifs à la membrane plasmique : Ctr1 et Ctr3 (Dancis et coll. 1994; Knight et coll. 1996). Les 

alignements de séquences et les études de prédiction de structures établissent les principaux 

motifs de ces transporteurs. La résolution de la structure de l’homologue humain de Ctr1 

inséré dans des bicouches lipidiques (Aller et Unger 2006) confirme la présence de trois 

segments transmembranaire comme le suggéraient les analyses bioinformatiques (figure I.2.2). 

La structure de hCtr1 confirme également l’organisation oligomérique, probablement 

trimérique, qui forme un canal spécifique des ions Cu(I). Bien que le mécanisme de transport 

au travers de Ctr1 soit encore mal caractérisé, un transport de type canal ionique est 

hautement improbable à cause de la nature toxique et de l’instabilité du Cu(I) en solution 

aqueuse. Cependant le transport du cuivre au travers de Ctr1 est indépendant de l’ATP et il 

s’agit probablement d’un transport par coordination du cuivre par les acides aminés de la 

protéine et les chélateurs cellulaires comme le glutathion. Ainsi le domaine N-terminal de 

Ctr1 situé du coté extracellulaire est riche en motifs méthionine (MxM ou MxxM) 

susceptibles de capturer le cuivre pour le délivrer aux segments transmembranaires de la 

protéine, via notamment un motif MxxM indispensable sur la deuxième hélice. Du côté 

cytoplasmique, le cuivre serait pris en charge par l’extrémité C-terminale de la protéine. Ce 

domaine riche en acides aminés chargés et présentant des motifs cystéine / histidine conservés, 

rendrait le cuivre disponible aux chélateurs du cytosol (Nose et coll. 2006b). 

 
Figure I.2.2 : Représentation schématique de l’organisation de Ctr1 selon les données structurales de Aller 

et Unger (2006) (d’aprés (Nose et coll. 2006b)) 
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L’import du cuivre par ces transporteurs de la membrane plasmique est finement 

régulé. La transcription de Ctr1 et Ctr3 est activée en réponse à une carence en cuivre via la 

fixation du régulateur Mac1 sur leurs promoteurs, favorisant ainsi l’influx du métal (Labbé et 

coll. 1997; Yamaguchi-Iwai et coll. 1997). Les régulations de ces deux transporteurs diffèrent 

au niveau post-traductionnel. L’ajout de 10 µM de cuivre dans le milieu de culture entraîne 

une rapide endocytose de Ctr1 suivie par sa dégradation dans la vacuole (Ooi et coll. 1996; 

Liu et coll. 2007) tandis que Ctr3 est stable et localisé à la membrane plasmique pendant plus 

d’une heure (Peña et coll. 2000). Le mécanisme impliquant une endocytose rapide de Ctr1 

permet probablement à la levure de couper efficacement l’import de cuivre dans la cellule. 

Cette régulation post-traductionnelle nécessite l’intervention de Mac1 par un mécanisme qui 

fait intervenir les voies de signalisation dépendant de l’ubiquitine (Liu et coll. 2007), mais qui 

reste à découvrir. 

 

  2.2.1.2. Le transport de basse affinité 

 

 Les transporteurs de métaux divalents participent également à l’import du cuivre dans 

la cellule (Li et Kaplan 1998). Plusieurs d’entre eux ont déjà été caractérisés comme capables 

de transporter le cuivre. Fet4 est un transporteur peu spécifique de métaux divalents impliqué 

dans le transport du fer de basse affinité, mais aussi du cuivre, du cadmium, du cobalt et du 

nickel (Dix et coll. 1994). 

Les transporteurs de la famille des Nramp (NatuRal Associated Macrophage Protein) 

Smf1, Smf2 et Smf3 peuvent aussi être impliqués dans le transport du cuivre (Liu et coll. 

1997; Cohen et coll. 2000). Cependant seul Smf1 a pu être détecté à la membrane plasmique. 

Smf2 est localisé dans des vésicules cytoplasmiques et Smf3 à la membrane de la vacuole 

(Portnoy et coll. 2000).  

 

  2.2.2. La distribution du cuivre cellulaire 

 

La concentration de cuivre libre intracellulaire est estimée à 10-18 M (Rae et coll. 

1999), soit moins d’un atome de cuivre libre par cellule. Ce résultat a été obtenu en comparant 

la concentration totale de cuivre intracellulaire aux capacités de chélation du cuivre de la 
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cellule. En effet l’environnement cellulaire réducteur est riche en thiolates dont l’affinité pour 

le cuivre est forte. 

 

 Le cuivre n’existant pas sous forme libre, des protéines spécifiques dites métallo-

chaperonnes sont chargées de délivrer le cuivre à leurs cibles. Trois grandes voies sont 

aujourd’hui caractérisées (figure I.2.3) : 

- l’approvisionnement en cuivre des enzymes de la voie sécrétoire au niveau 

du réseau trans-golgien ; 

- l’approvisionnement de la Super Oxyde Dismutase cytosolique (SOD1), 

enzyme cruciale dans la lutte contre le stress oxydant ; 

- l’approvisionnement en cuivre de la mitochondrie, indispensable au bon 

fonctionnement de la chaîne respiratoire.  

 
Figure I.2.3 : Homéostasie du cuivre chez S. cerevisiae 

 

   2.2.2.1. L’approvisionnement en cuivre de l’appareil de Golgi 

 

L’approvisionnement en cuivre du réseau trans-golgien est assuré par la métallo-

chaperonne Atx1 qui délivre le cuivre à l’ATPase Ccc2, protéine transmembranaire qui 

transfère le cuivre du cytosol vers la lumière du Golgi. Atx1 a été découverte à la faveur d’un 

crible de protéines capables de contrer le stress oxydant lié à la délétion de SOD1 (Lin et 

Culotta 1995). Son rôle dans le convoyage du cuivre fut mis en évidence en 1997 (Lin et coll. 
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1997; Pufahl et coll. 1997). Atx1 est une petite protéine de 73 acides aminés (8,2 kDa) qui 

présente un repliement de type ferredoxine βαββαβ (Rosenzweig et coll. 1999).  

 
Figure I.2.4 : Structure en solution d’Atx1 (monomère) sous sa forme liée au cuivre (d’après (Arnesano et 

coll. 2001b; Banci et coll. 2004). Les cystéines 15 et 18 du motif CxxC sont indiquées. 
 

Atx1 lie le cuivre au niveau d’un motif de type MxCxxC situé dans la boucle entre le 

premier feuillet β et la première hélice α (figure I.2.4). In vitro Atx1 peut lier un Cu(I) sous la 

forme d’un monomère avec un Kd de 10-20 M. Le Cu(I) y est tri-coordonné dans une 

géométrie trigonale (Pufahl et coll. 1997). Cependant comme le montre les données de 

structure aux rayons X (Rosenzweig et coll. 1999) et RMN (Arnesano et coll. 2001b), seules 

les deux cystéines du motif MxCxxC participent à la liaison du cuivre. La chaîne latérale de la 

méthionine est orientée vers le cœur hydrophobe de la protéine, participant ainsi à la stabilité 

de la structure. Un troisième ligand soufré est mis en évidence par EXAFS, mais il n’est pas 

identifié et les auteurs suggèrent dans leur expérience un rôle du DTT du tampon (Pufahl et 

coll. 1997). In vivo, le glutathion (GSH), dont la concentration cellulaire avoisine les 5 mM 

pourrait jouer le rôle du troisième ligand. En effet, il a récemment été montré in vitro que la 

présence de GSH entraîne la formation d’un dimère de la forme Cu(I)2(GS-)2(Atx1)2 (Miras et 

coll. 2008). Il est donc possible que le GSH soit in vivo le troisième ligand et que le cuivre 

soit convoyé par Atx1 sous la forme d’un complexe avec le GSH. 

 

  2.2.2.2. L’approvisionnement en cuivre de la Super Oxyde Dismutase 

 

La Super Oxyde Dismutase Cu/Zn (SOD1) est une enzyme majeure de la défense 

cellulaire contre le stress oxydant. Chez l’homme une déficience de cette enzyme est 

responsable de certaines formes de la sclérose latérale amyotrophique (Rosen et coll. 1993). 

SOD1 est une enzyme dimérique dont chaque monomère contient un atome de zinc et un 
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atome de cuivre. Le cuivre lui est délivré par la métallo-chaperonne Ccs nommée à l’origine 

Lys7 (Culotta et coll. 1997). Cette protéine est constituée de trois domaines structuraux 

distincts, caractérisés par le profil de digestion partielle de Ccs par la trypsine (Schmidt et coll. 

1999). Le domaine N-terminal est un homologue structural d’Atx1 qui fixe le Cu(I) au niveau 

d’un motif MxCxxC. Ce motif permet de recruter le cuivre dans l’environnement cytosolique 

et de le délivrer au domaine C-terminal de Ccs. Ce dernier domaine, indispensable à la 

fonction de Ccs, est extrêmement conservé d’une espèce à l’autre. Il possède un motif de 

liaison du cuivre et serait responsable du transfert du cuivre à SOD1 (Lamb et coll. 1999). 

Enfin la partie centrale de Ccs est un domaine avec une forte homologie de séquence avec 

SOD1. Ce domaine est indispensable à l’interaction Ccs/SOD1 nécessaire au transfert du 

cuivre entre les deux protéines. 

 

   2.2.2.3. L’approvisionnement en cuivre de la mitochondrie 

 

La cytochrome C oxydase (Cco) est un complexe protéique de plus de 12 sous-unités 

enchâssé dans la membrane interne de la mitochondrie (IM). Elle constitue un élément 

indispensable de la chaîne de phosphorylation oxydative de la mitochondrie. CuA et CuB sont 

deux sous-unités catalytiques de Cco contenant du cuivre dont la voie d’approvisionnement 

est encore mal caractérisée (figure I.2.5). En effet si les donneurs finaux de cuivre sont connus, 

la chaîne d’événements y menant reste à définir. Ainsi CuA obtient son cuivre par interaction 

avec la protéine Sco1 (Leary et coll. 2004). Sco1 est une protéine de l’espace intermembra-

naire capable de lier le Cu(I) via un motif conservé CxxxC faisant intervenir une histidine 

également conservée. CuB obtient son cuivre par une interaction avec la protéine Cox11 

(Khalimonchuk et coll. 2005). Cox11 est un dimère dont chacune des sous-unités est 

enchâssée dans l’IM et fixe un Cu(I) par l’intermédiaire de trois cystéines essentielles. Des 

études in vitro ont montré que Cox11 et Sco1 peuvent interagir et acquérir leur cuivre via 

Cox17 (Horng et coll. 2004). Dans un mutant cox17∆, Cco est inactive, ce qui se traduit au 

niveau phénotypique par une souche défaillante pour la respiration (Glerum et coll. 1996). 

Cox17 est une petite protéine de 69 acides aminés dont la structure en double hélice α diffère 

de celle d’Atx1 : la liaison du cuivre se fait par l’intermédiaire d’un motif CCxC (Abajian et 

coll. 2004). De plus sa localisation à la fois cytosolique et mitochondriale laisse penser que 

Cox17 est responsable du convoyage du cuivre du cytosol vers la mitochondrie (Glerum et 

coll. 1996). Cependant la mitochondrie possède un stock de cuivre interne qui n’est lié ni à 
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l’ADN ni à des protéines, mais à un ligand anionique de bas poids moléculaire (Cobine et coll. 

2004) qui n’est pas affecté par la délétion de Cox17 (Cobine et coll. 2006). Cox19 et Cox23 

sont deux autres candidats pour le convoyage du cuivre à la mitochondrie. La délétion de 

chacun d’entre eux entraîne des défauts dans la chaîne respiratoire, liés à un défaut de 

fonctionnement de Cco. De plus, la localisation de Cox19 et Cox23 se partage entre le cytosol 

et la mitochondrie (Nobrega et coll. 2002; Barros et coll. 2004; Cobine et coll. 2006). 

 

 
Figure I.2.5 : Modèle d’approvisionnement en cuivre de la Cco chez S. cerevisiae (d’après (Laliberté et 

Labbé 2008))  

 

En résumé, le convoyage du cuivre vers les sous-unités de Cco est une voie complexe. 

Sco1 et Cox11 sont les donneurs finaux aux sites CuA et CuB. Le rôle de Cox17 en tant que 

donneur de cuivre à Sco1 et Cox11 est bien établi, mais celui de Cox19 et Cox23 reste à 

définir. A l’heure actuelle, la source du cuivre intra-mitochondrial n’est pas encore identifiée 

et la voie qui délivre le cuivre à la mitochondrie reste à préciser. 

  

  2.2.3. Stockage et détoxication du cuivre  

 

 Le mécanisme d’incorporation du cuivre dans les métallo-chaperonnes est aujourd’hui 

inconnu. En effet, à ce jour, les efforts entrepris pour identifier des interactions entre les 

chaperonnes et les transporteurs de cuivre n’ont pas abouti (Portnoy et coll. 2001). Si des 

interactions et des échanges de cuivre in vitro ont bien été mis en évidence entre Atx1 et Ctr1 

de levure, la séquence d’interaction de Ctr1 avec Atx1 est spécifique de Ctr1 de S. cerevisiae 
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et n’est donc pas transposable aux autres espèces ou chaperonnes (Xiao et Wedd 2002; Xiao 

et coll. 2004). Ces résultats, ainsi que la variété des transporteurs capables d’importer le 

cuivre et celle des protéines cibles font qu’il est difficile d’imaginer un mécanisme 

d’interaction transporteur métallo-chaperonne pour le stockage du cuivre intracellulaire. En 

2004, a été découvert un complexe de cuivre non protéique de bas poids moléculaire dans la 

mitochondrie. Cette découverte permet d’imaginer l’existence de ce type de complexe non 

protéique comme réserve de cuivre dans le cytosol (Cobine et coll. 2004). 

 

   2.2.3.1. Le rôle du glutathion 

 

 Le GSH est un petit peptide de trois acides aminés γGlu-Cys-Gly qui joue un rôle 

important dans la chélation des métaux (Meister et Anderson 1983). La concentration 

millimolaire de GSH dans la cellule le place comme un bon candidat pour le rôle de réservoir 

intracellulaire de cuivre échangeable. En effet (i) des études montrent que le cuivre est 

d’abord pris en charge par le GSH avant d’être incorporé dans les métallo-chaperonnes et 

thionéines (Freedman et coll. 1989; Lin et coll. 1993), (ii) le cuivre des métallothionéines est 

très peu échangeable (Jensen et coll. 1996) et enfin (iii) in vitro l’incorporation du Cu(I) dans 

des protéines riches en thiols telles que la céruloplasmine ou SOD1 est favorisée par la 

présence de GSH (Ciriolo et coll. 1990 ; Musci et coll. 1996). 

 Le GSH est un peptide important pour la détoxication des espèces réactives de 

l’oxygène produites lors d’un stress métallique notamment via la glutathion réductase qui 

utilise le GSH pour recycler les groupements thiolates oxydés. De plus le GSH participe à la 

détoxication des métaux mous. C’est par exemple sous une forme complexée au GSH qu’est 

éliminé le Cd(II) par le transporteur ABC Ycf1 dans la vacuole (Li et coll. 1996). Les 

phytochélatines, elles aussi, jouent un rôle essentiel dans la chélation des métaux mous chez 

les plantes.  

Une étude de Gharieb et Gadd en 2004 montre qu’une souche de levure déficiente 

pour la synthèse du GSH n’est pas plus sensible au cuivre que le type sauvage (Gharieb et 

Gadd 2004). Cependant dans cette étude, la synthèse du GSH est bloquée par la délétion de 

GSH2, le gène codant pour la deuxième étape de la synthèse du GSH. Or nous pourrons noter 

que GSH1, le gène codant pour l’enzyme de la première étape permet la synthèse du peptide 

γ-Glu-Cys. La souche gsh2∆ accumule donc tout de même un dipeptide cystéine-glutamate 

dont les groupements thiol de la cystéine et acide du glutamate ont une bonne affinité pour le 
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cuivre et donc potentiellement une bonne capacité à chélater le cuivre. La transcription de 

GSH1 est activée en présence de mercure ou de cadmium dans le milieu, mais aucun effet 

n’est observé en présence de cuivre ou de fer (Westwater et coll. 2002). Ainsi, s’il a bien été 

montré que le GSH est un bon chélateur de métaux mous, qu’il participe à la détoxication des 

ROS et qu’il participe à l’homéostasie du cuivre, les données bibliographiques ne permettent 

pas d’affirmer un rôle prépondérant du GSH dans la détoxication du cuivre. 

 

   2.2.3.2. Le rôle de la vacuole 

 

 La vacuole est un organe central à de nombreux égards tels que la dégradation, le 

recyclage, le stockage et la détoxication. Ainsi, dans le cas du cuivre, la vacuole joue-t-elle un 

rôle à la fois dans le stockage et la détoxication. 

 En carence de cuivre le transporteur Ctr2 localisé à la membrane de la vacuole permet 

de mobiliser le stock de cuivre intra-vacuolaire (Rees et coll. 2004; Rees et Thiele 2007). 

Aucun transporteur de cuivre vers la lumière de la vacuole n’a pour le moment été mis en 

évidence, le cuivre pouvant tout simplement provenir du recyclage des protéines dégradées 

dans la vacuole. 

 Szczypka et coll. en 1997 ont montré toute l’importance de la vacuole dans la 

détoxication du cuivre (Szczypka et coll. 1997). En effet, des mutants de la synthèse de la 

vacuole telle que pep3∆ et pep5∆ présentent une sensibilité accrue au cuivre. Tout récemment, 

Jo et coll. ont montré que de nombreuses protéines impliquées dans la biogenèse de la vacuole 

et dans le trafic des protéines vers la vacuole sont importantes dans la réponse à un stress 

cuivre (Jo et coll. 2008). Les détails de l’implication de la vacuole dans la réponse au stress 

cuivre sont inconnus. Cependant l’acidification de la vacuole est un paramètre important et la 

délétion de sous-unités de l’ATPase proton de la membrane vacuolaire entraîne une 

hypersensibilité au cuivre (Eide et coll. 1993; Szczypka et coll. 1997; van Bakel et coll. 2005). 

 

   2.2.3.3. Le rôle des métallothionéines. 

 

Les métallothionéines sont de petites protéines riches en cystéines (30 % de leur 

séquence), constituées de deux sous-unités α et β de 6 et 7 kDa. Dans ces protéines, le cuivre 

est enfoui profondément dans la structure de la protéine, lié par plusieurs cystéines au niveau 
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de motifs CxC ou CC (figure I.2.6). Ainsi la coordination du cuivre par de multiples cystéines 

au cœur des métallothionéines le rend difficilement échangeable avec les protéines du cytosol. 

 
Figure I.2.6 : Structure de Cup1 d’après (Calderone et coll. 2005) ; 

les boules grises représentent les atomes de cuivre fixés à Cup1 dans cette structure 
 

Les métallothionéines forment la première ligne de défense de la levure. Chez S. 

cerevisiae elles sont au nombre de deux : CRS5 et Cup1 (Hamer et coll. 1985; Culotta et coll. 

1994; Jensen et coll. 1996). La délétion de Cup1, par exemple, entraîne une sensibilité au 

cuivre dès 300 µM contre 1,75 mM de CuSO4 pour le type sauvage (Brenes-Pomales et coll. 

1955). La transcription de ces deux protéines est sous le contrôle du régulateur 

transcriptionnel Ace1 qui active leur transcription lorsque la concentration en cuivre devient 

trop importante (Thiele 1988). 

 

 En conclusion, face à la toxicité du cuivre, la cellule déploie tout un arsenal de 

mécanismes de défense. Dans ce chapitre, des mécanismes plus anecdotiques pourraient être 

cités, tels que la minéralisation du cuivre à la surface de la cellule sous la forme de CuS 

(Ashida et coll. 1963; Yu et coll. 1996) ou encore l’oxydation du Cu(I) en Cu(II) par Fet3 (Shi 

et coll. 2003).  
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 2.2.4. Homéostasie du cuivre et homéostasie du fer : un lien étroit 

 

Le système d’import de fer de haute affinité de la levure S. cerevisiae, a besoin de 

cuivre pour être actif (Shi et coll. 2003). Il représente donc un bon exemple de l’imbrication 

des homéostasies du fer et du cuivre (figure I.2.7).  

 
Figure I.2.7 Imbrication de l’homéostasie du fer et du cuivre chez la levure S. cerevisiae (Forbes et Cox 

1998). Le cuivre est convoyé à l’intérieur du post-Golgi par Ccc2 via Atx1. Le cuivre active Fet3, le complexe 
Fet3/Ftr1 migre à la membrane plasmique et participe à l’influx de fer. 

 
L’import de fer de haute affinité chez la levure est principalement assuré par le 

complexe protéique Fet3/Ftr1. Le fer ferrique Fe(III) de l’environnement est réduit en fer 

ferreux Fe(II) par les réductases de la famille Fre également responsables de la réduction du 

Cu(II) pour l’import de cuivre de haute affinité par Ctr1. Ce processus permet la mobilisation 

du fer extracellulaire. Ensuite, la protéine Fet3, glycoprotéine extracellulaire homologue à la 

céruloplasmine humaine, oxyde le Fe(II) en Fe(III) (Askwith et coll. 1994; De Silva et coll. 

1995). Fet3 agit de concert avec la perméase transmembranaire Ftr1 qui permet la 

translocation de Fe(III) au travers de la membrane plasmique. Une caractéristique de ce 

système est l’assemblage et l’activation du complexe Fet3/Ftr1 dans le Golgi. Afin d’être 

opérationnelle, la protéine Fet3 est chargée en cuivre dans le Golgi par l’intermédiaire de 

l’ATPase Ccc2 et sa migration à la membrane plasmique implique la présence de Ftr1 

(Stearman et coll. 1996; Hassett et coll. 1998; Singh et coll. 2006). Le complexe ainsi formé 

est alors fonctionnel et peut assurer le transport du fer de haute affinité. De ce fait une carence 

en cuivre peut rapidement entraîner une carence en fer si la concentration en fer du milieu est 

limitante. 
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 2.2.5. La régulation de l’homéostasie du cuivre 

 

L’homéostasie du cuivre chez la levure est sous la dépendance principale de deux 

régulateurs transcriptionnels : Mac1 et Ace1. 

  

  2.2.5.1. Réponse cellulaire à une carence en cuivre 

 

La réponse cellulaire directe à une carence en cuivre est sous le contrôle du régulateur 

transcriptionnel Mac1 (Jungmann et coll. 1993; Georgatsou et coll. 1997). L’activation de 

Mac1 entraîne la surexpression des gènes impliqués dans l’import de cuivre de haute affinité, 

Ctr1 et Ctr3, et les métallo-réductases associées Fre1 et Fre7 (Labbé et coll. 1997; 

Yamaguchi-Iwai et coll. 1997). Mac1 est une protéine de 417 acides aminés constitutivement 

localisée dans le noyau (figure I.2.8). Elle possède un domaine N-terminal riche en cystéines, 

responsable de la fixation du cuivre et de l’inhibition de la liaison à l’ADN en réponse à 

l’élévation de la concentration en cuivre dans la cellule (Graden et Winge 1997). Mac1 se lie 

à l’ADN via son domaine C-terminal au niveau d’une séquence consensus spécifique du 

promoteur des gènes cibles. La liaison de Mac1 répond à la diminution de la concentration en 

cuivre dans la cellule. Mac1 est spécifiquement dégradé lorsque la concentration en cuivre 

devient trop grande par un mécanisme qu’il reste à élucider (Zhu et coll. 1998). Outre cette 

augmentation de ses capacités d’import, la levure peut mobiliser son stock de cuivre 

intracellulaire, grâce au transporteur de cuivre vacuolaire Ctr2 et à sa métallo-réductase Fre6 

(De Freitas et coll. 2004; Rees et coll. 2004). 
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Figure I.2.8 : Réponse cellulaire à une carence en cuivre 

Sont représentées en rouge les protéines surexprimées en carence de cuivre. 

 

Par l’implication du cuivre dans le métabolisme du fer, une carence en cuivre entraîne 

généralement une carence en fer, qui se matérialise par une surexpression des gènes liés à 

l’import de fer à haute affinité via le facteur de transcription Aft1 : FET3, FTR1, FRE1, 

FRE2, CCC2 et ATX1. Les études transcriptomiques montrent que la délétion (De Freitas et 

coll. 2004) ou la présence de Mac1 constitutivement actif (Gross et coll. 2000) ont de 

multiples effets sur le métabolisme général. Ainsi une carence prolongée en cuivre telle que le 

simule le mutant dépourvu de MAC1 se traduit par une répression des protéines à cuivre et à 

fer comme celles de la respiration ou encore perturbe l’homéostasie d’autres métaux de 

transition tel que le zinc. 

 

  2.2.5.2. Réponse cellulaire à un excès de cuivre 

 

 La détoxication du cuivre chez la levure est sous le contrôle de l’activateur 

transcriptionnel Ace1 (Thiele 1988). Ace1 est une protéine nucléaire de 225 acides aminés 

composée de deux domaines, un premier riche en cystéines fixant le cuivre et un second, 

acide, responsable de la liaison à l’ADN sur une séquence consensus spécifique en amont des 

gènes de détoxication du cuivre (Huibregtse et coll. 1989; Szczypka et Thiele 1989).  



Introduction bibliographique 

36 

 

 
Figure I.2.9 : Réponse cellulaire à un excès de cuivre 

 Sont représentées en rouge les protéines surexprimées et en bleu les protéines réprimées. 

 

 Au contraire d’autres espèces telles que la levure Candida albicans où la détoxication 

du cuivre met en jeu à la fois des mécanismes de chélation et d’efflux (Weissman et coll. 

2000; Weissman et coll. 2002), la détoxication chez S. cerevisiae passe principalement par la 

chélation du cuivre par les métallothionéines Cup1 et CRS5 (figure I.2.9). La protection 

contre les dommages liés au stress oxydant induit par le cuivre est prise en charge via la 

surexpression de SOD1 et de la catalase cytosolique CTT1 (Lapinskas et coll. 1993). 
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3. Les ATPases de type P 

 

 La définition de la vie est un exercice difficile. D’après les travaux de la NASA, un 

être vivant peut se définir comme un système délimité par une membrane semi-perméable de 

sa fabrication, capable de s’auto-entretenir et de se reproduire à partir d’éléments pris dans 

son environnement. Une notion importante dans cette définition est la délimitation par rapport 

à l’environnement et aussi l’échange avec le milieu extérieur. Les cellules qui sont à la base 

de la vie sur terre réalisent cette prouesse grâce à leur membrane plasmique. En effet une 

membrane biologique est une bicouche lipidique imperméable dans laquelle sont insérées des 

protéines qui permettent de contrôler le trafic des molécules entre l’environnement extérieur 

et l’intérieur de la cellule. Plusieurs types de transports caractérisent les échanges cellulaires : 

o Les transports passifs : 

o La diffusion simple : elle concerne les petites molécules apolaires ou non 

chargées capables de diffuser librement à travers la bicouche lipidique. 

o La diffusion facilitée : des protéines insérées dans la membrane facilitent le 

passage de molécules au travers de la membrane. 

Dans chacun de ces deux mécanismes le transport des molécules s’effectue toujours dans le 

sens du gradient électrochimique, c’est-à-dire du compartiment au potentiel le plus élevé vers 

le compartiment au potentiel le plus bas. 

o Les transports actifs 

o Le transport actif primaire : la protéine utilise directement l’énergie issue d’une 

réaction exo-énergétique ayant lieu en son sein. 

o Le transport actif secondaire : la protéine utilise l’énergie fournie par la 

dissipation d’un autre gradient électrochimique (voir ci-dessus) entretenu par 

un transporteur actif primaire. 

Les transporteurs actifs réalisent donc le transport de molécules contre leur gradient électro-

chimique, ce qui permet notamment à la cellule de concentrer une molécule dans un 

compartiment donné. 
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3.1. Propriétés générales  

 

 Les ATPases de type P sont représentées dans tous les règnes vivants, des bactéries 

aux mammifères en passant par les plantes et les champignons. Seuls quelques rares 

procaryotes en sont dépourvus. Le génome de S. cerevisiae, notre modèle d’étude, en 

regroupe 16 (Catty et coll. 1997). Elles transportent au travers des membranes et contre leur 

gradient électrochimique des ions aussi divers que Na+, K+, H+, Mg2+, Cu+ … grâce à 

l’hydrolyse de l’ATP. Ces ATPases ont des rôles variés qui diffèrent selon les espèces et 

selon leur localisation dans la cellule. L’un de leurs rôles majeurs, à l’origine de leur 

découverte est l’homéostasie ionique et la génération du potentiel de membrane indispensable 

à de nombreux processus cellulaires (Skou 1957). La famille des ATPases de type P est 

définie par un certain nombre de structures et séquences conservées au cours de l’évolution 

(figure I.3.1). Elle s’organise autour d’un cœur conservé de 4 hélices transmembranaires, un 

domaine activateur, un domaine de phosphorylation et du domaine de liaison de l’ATP, bordé 

par 3 à 6 hélices transmembranaires réparties de part et d’autre du cœur de la protéine. 

 
Figure I.3.1 : Représentation schématique du cœur d’une ATPase de type P 

 

3.1.1. La grande boucle cytoplasmique 

 

La grande boucle cytoplasmique est constituée de deux entités structurales clairement 

définies : 

- le domaine N contient le site de liaison de l’ATP par la partie nucléotidique. Ce 

domaine constitue une insertion entre les séquences formant le domaine P. Les différentes 

structures disponibles permettent de dégager une structure commune comprenant un feuillet β 

antiparallèle à 7 brins, entouré par 2 faisceaux d’hélices α. 
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- le domaine P contient le site de phosphorylation. Il est constitué de deux séquences 

ancrées à la membrane et adopte un repliement de type Rosman comprenant un feuillet β à 7 

brins parallèles associé à 8 hélices α.  

L’ensemble forme le domaine catalytique et présente trois séquences d’acides aminés 

invariables, véritables signatures des ATPases de type P (Lutsenko et Kaplan 1995; Møller et 

coll. 1996; Axelsen et Palmgren 1998). 

-  La séquence invariable DKTGT dont l’acide aspartique D est phosphorylé au cours 

du cycle catalytique. La formation de cet intermédiaire phosphorylé covalent est liée au 

processus de transport ionique et a donné leur nom aux ATPases de type P.  

-  Le motif MxTGD est localisé en aval du motif de phosphorylation DKTGT et tient 

également un rôle important dans la phosphorylation. 

-  Le motif TGDGxNDxP est situé à la suite de la séquence MxTGD dans une région 

très flexible (encore appelée ‘hinge’ pour charnière). 

 

3.1.2. La petite boucle cytoplasmique 

 

La petite boucle cytoplasmique, ou domaine A pour « actuator », est adjacente au domaine 

catalytique et présente le motif TGE conservé. Dans l’ATPase-Ca2+ du réticulum 

sarcoplasmique, ce domaine est organisé en un tonneau β de 10 brins et 2 hélices α. 

L’importance de ce motif a été clairement démontré sur cette ATPase car la modification de 

chaque acide aminé du motif diminue drastiquement l’activité ATPase (Fagan et Saier 1994). 

Le domaine A est supposé être en interaction avec le domaine catalytique (figure I.3.2) ; il est 

responsable de la déphosphorylation de l’ATPase à la fin du cycle (Anthonisen et coll. 2006). 
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Figure I.3.2 : Détail structural du mécanisme de déphosphorylation de l’ATPase à calcium grâce au motif 

TGE du domaine A  
Lors de la réaction de déphosphorylation, la liaison acyl-phosphate sur l’acide aspartique du motif D351KTGT du 

domaine P (bleu) est hydrolysée une molécule d’eau activée par la thréonine 181 et l’acide glutamique 183 du 
motif TGE du domaine A (jaune) (d’après (Møller et coll. 2005)) 

 

      3.2. Structure des ATPases de type P 

 

La structure tridimensionnelle de l’ATPase à calcium du réticulum sarcoplasmique a 

été obtenue en 2000 à une résolution de 2.6 Å en présence de 10 mM de calcium (Toyoshima 

2000). Récemment, les structures des ATPases à protons d’une part, et à sodium et potassium 

d’autre part, ont été résolues (Morth et coll. 2007; Pedersen et coll. 2007). La première 

remarque que nous pouvons faire est que malgré la faible homologie de séquence entre ces 

ATPases (20 % d’homologie entre l’ATPase-H+ et l’ATPase-Ca2+), la structure générale est 

remarquablement bien conservée, laissant supposer que la spécificité ionique de ces ATPases 

est largement due au site de transport de l’ion. Ces trois ATPases sont des ATPases de type 

P2 et possèdent 10 hélices α transmembranaires organisées en un faisceau. L’essentiel de la 

protéine est cytosolique, comprenant une grande boucle cytoplasmique constituée des 

domaines N et P entre les hélices 4 et 5 et une petite boucle cytoplasmique entre les hélices 2 

et 3 (figure I.3.3). Le site de transport des ions est intra-membranaire, il implique divers 

acides aminés des hélices 4, 5, 6 et 8. 
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Figure I.3.3 : Structure de la forme active de l’ATPase-H+ complexée au Mg-AMPPCP 
bleu: domaine P ; rouge: domaine N ; jaune: domaine A (d’après (Pedersen et coll. 2007)) 

 

La structure de l’ATPase-Na+/K+ a été obtenue sous sa forme occluse en présence de 

Rb+. L’intérêt du Rb+ est d’être un analogue du potassium dont la densité électronique est 

suffisante pour être détectable par rayons X. Cette expérience a permis de visualiser 

directement la position du potassium dans les membranes et par conséquent les acides aminés 

suffisamment proches pour interagir avec celui-ci. Ce résultat confirme l’importance d’acides 

aminés dont le rôle avait été mis en évidence par mutagenèse dirigée. 

La cavité définie par le site de transport de l’ATPase-H+ est d’une taille beaucoup plus 

grande que celle de ses homologues, l’ATPase-Ca2+ et l’ATPases-Na+/K+. Avec un volume de 

380 Å3, la cavité du site de transport de l’ATPase-H+ peut loger une douzaine de molécules 

d’eau. Ce résultat montre le rôle essentiel des sites de transport membranaires dans la 

sélectivité ionique des ATPases. La grande ressemblance structurale entre le site de transport 

de l’ATPase-Ca2+ et celui de l’ATPase-Na+/K+ laisse présager des difficultés dans la 

recherche des déterminants de la sélectivité ionique de ces protéines.  

En l’absence d’ATP, les ions se fixent spontanément aux sites de transport. Leur 

déplacement à l’encontre de leur gradient électrochimique utilise l’énergie fournie par 

l’hydrolyse de l’ATP et suit un cycle catalytique très précis qui assure le couplage entre le 

déplacement de l’ion et la réaction qui fournit l’énergie. 
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 3.3. Cycle catalytique des ATPases de type P 

 

L’ATPase-Ca2+ du réticulum sarcoplasmique du muscle squelettique (Serca1a) est 

l’ATPase qui sert de modèle aux ATPases de type P. Naturellement abondante et donc facile à 

étudier, elle est la mieux connue d’un point de vue enzymatique.  

La protéine Serca1a suit un cycle catalytique qui consomme une molécule d’ATP pour 

le passage de deux ions calcium du cytosol vers l’intérieur du réticulum sarcoplasmique. Ce 

cycle est caractérisé par des réactions couplées de translocation de Ca2+ et d’hydrolyse de 

l’ATP et passe par un intermédiaire phosphorylé (Jencks 1989). Il est représenté de façon 

simplifiée dans la figure I.3.4. 

(1) L’enzyme ayant fixé le calcium sur sa face cytosolique (Ca2E) subit un changement 

de conformation. Ceci induit sa phosphorylation par l’ATP en présence de 

magnésium pour générer le dérivé phosphorylé Ca2E~PMg.  

(2) Le phosphoryl-enzyme obtenu, Ca2E~PMg, est par nature instable  et subit un 

changement de conformation qui se traduit par une diminution de l’affinité des sites 

pour le calcium : les ions calcium sont alors relâchés dans le compartiment interne du 

réticulum sarcoplasmique et l’enzyme est sous la forme E-PMg.  

(3) La liaison covalente de l’intermédiaire E-PMg est hydrolysée et l’enzyme est de 

nouveau prête à recommencer son cycle (état E). 

(4) Les sites étant de nouveau de haute affinité, l’enzyme fixe le calcium du cytosol. 

 

  
Figure I.3.4 : Cycle de l’ATPase-Ca2+ (d’après Jencks 1989) 
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 3.4. Classification des ATPases de type P 

 

La classification des ATPases de type P présente cinq branches, de I à V, selon 

Kristian Axelsen et Michael Palmgren (Axelsen et Palmgren 1998) ou trois branches si l’on 

considère la première classification proposée par Svetlana Lutsenko et Jack Kaplan (Lutsenko 

et Kaplan 1995). Cette dernière classification a été adoptée ici (figure I.3.5). 

  

3.4.1. Les ATPases de type P1 

 

Parmi les moyens de défense des cellules lors de pollution par les métaux lourds, les 

ATPases de type P1 sont responsables de l’expulsion de ces métaux hors du cytoplasme. Ces 

protéines qui participent à l’homéostasie des oligo-éléments physiologiques comme le cuivre 

ou le zinc, s’accommodent aussi de métaux exogènes et éventuellement toxiques comme le 

cadmium, le plomb ou le cobalt. Cette branche peut être subdivisée en deux sous-familles : les 

pompes à cations monovalents et les pompes à cations divalents (Rensing et coll. 1999).  

 

- Les ATPases à cuivre(I) ou argent(I) sont des transporteurs de métaux mous 

monovalents. Les membres de ce groupe incluent les ATPases à cuivre humaines : la protéine 

de Menkes et la protéine de Wilson. L’ATPase à cuivre Ccc2 (Fu et coll. 1995) en fait 

également partie. Parmi les homologues bactériens, il y a CopA et CopB de Enterrococcus 

hirae (Odermatt et coll. 1992). Des ATPases proches incluent la pompe à argent SilP de 

Salmonella typhimurium (Gupta et coll. 1999). 

- Les ATPases à zinc(II)/ cadmium(II)/ plomb(II) ou cobalt(II), sont des 

transporteurs de métaux mous divalents. Ces pompes à métaux incluent ZntA de Escherichia 

coli (Beard et coll. 1997), CadA de Staphylococcus aureus (Nucifora et coll. 1989), PbrA de 

Ralstonia metallidurans CH34 (Borremans et coll. 2001) et CoaT de Synechocystis PCC 6803 

(Rutherford et coll. 1999). 

Appelées aussi ATPases à métaux mous, les ATPases de type P1 seraient constituées 

de huit hélices transmembranaires d’après les prédictions de topologie (Lutsenko et Kaplan 

1995). De plus, la région N-terminale de ces protéines est constituée d’un nombre variable de 

domaines de liaisons aux métaux lourds, qui pour la plupart, sont similaires aux métallo-

chaperonnes à cuivre de type Atx1. Les caractéristiques de ces ATPases seront développées 
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dans un chapitre spécialement consacré aux ATPases à cuivre, vue l’importance de ces 

protéines pour cette thèse. 

 

3.4.2. Les ATPases de type P2  

 

Les ATPases de type P2 sont impliquées dans le transport des cations alcalins (H+, K+, 

Na+) ou des cations alcalino-terreux (Ca2+, Mg2+). Deux exemples bien caractérisés sont 

l’ATPase-Ca2+ du réticulum sarcoplasmique et l’ATPase Na+/K+. Les ATPases-H+/K+, les 

ATPases-H+ et les ATPases-Mg2+ entrent aussi dans cette catégorie. Il existe également des 

ATPases assurant le transport d’aminophospholipides qui pourraient contribuer à l’asymétrie 

de la bicouche lipidique (Tang et coll. 1996). Les ATPases de type P2 sont constituées de 10 

hélices transmembranaires, comme l’indiquent les structures des ATPases-Ca2+, -Na+/K+ et -

H+, et sont dépourvues de domaines de fixation aux métaux à leurs extrémités N-terminales. 

Certaines d’entre elles, comme l’ATPase-Na+/K+ nécessite la présence d’une autre sous-unité 

pour leur fonctionnement et leur régulation.  

  

3.4.3. Les ATPases de type P3 

 

Les ATPases de type P3 se réduisent aux ATPases-K+ qui permettent un influx de 

potassium dans la cellule procaryote sous certaines conditions de stress (Altendorf et coll. 

1998). Les prédictions de topologie indiquent que ces ATPases atypiques seraient constituées 

de sept domaines transmembranaires seulement et ne seraient pas fonctionnelles sans la 

présence d’autres protéines (Lutsenko et Kaplan 1995). 
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Figure I.3.5 : Classification des ATPases de type P en trois catégories (P1, P2 et P3) selon (Lutsenko et 

Kaplan 1995) 
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 4. Les ATPases à cuivre 

 

Les ATPases à cuivre ont des caractéristiques conservées qui ne sont pas présentes 

dans les autres ATPases de type P. Elles présentent des motifs de liaison aux métaux mous 

dans leur région N-terminale ou C-terminale riches en histidines ou en cystéines, des motifs 

intra-membranaires de liaison spécifique au cuivre et une grande boucle cytosolique 

présentant des motifs originaux.  

 

 
Figure I.4.1 : Représentation schématique de la structure et des caractéristiques de l’ATPase cuivre 

humaine ATP7B (d’après (Lutsenko et coll. 2007)). 
 

Au cours de ce chapitre ces différents éléments seront abordés d’un point de vue 

strictement fonctionnel. Les aspects de localisation étant d’une importance particulière pour 

cette thèse, ils feront l’objet d’un chapitre détaillé à la suite de celui-ci. 
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 4.1. Tour d’horizon des ATPases à cuivre 

 

Les ATPases de type P1 à cuivre sont des acteurs majeurs de l’homéostasie cellulaire 

du cuivre chez tous les organismes, des bactéries aux mammifères. 

 

L’opéron Cop chez Enterrococcus hirae : 

Le maintien de l’homéostasie du cuivre chez le procaryote E. hirae repose sur la présence 

d’un opéron : l’opéron Cop (figure I.4.2). 

 

 
Figure I.4.2 : Schématisation de l’opéron Cop (d’après (Harrison et coll. 2000)) 

 

  Cet opéron comporte les gènes de quatre protéines : les ATPases CopA et CopB 

impliquées dans l’import pour CopA et l’export de cuivre pour CopB, CopY un répresseur 

transcriptionnel sensible au cuivre et CopZ une métallo-chaperonne responsable du 

convoyage du cuivre (Odermatt et coll. 1994). CopZ est un homologue structural d’Atx1 qui 

joue un rôle central dans l’homéostasie du cuivre chez E. hirae. Elle serait impliquée dans la 

réception du cuivre apporté par CopA en situation de carence, alors qu’en situation de 

surcharge, elle délivre le cuivre à CopY, permettant ainsi l’expression de CopB et donc 

l’export de cuivre. La principale différence entre CopA et CopB se situe au niveau de leur 

domaine N-terminal; celui de CopA est un homologue structural de CopZ alors que CopB 

possède un domaine N-terminal riche en histidines. Des homologues de CopA impliqués dans 

l’import de cuivre ont été mis en évidence dans la membrane plasmique et la membrane des 

thylakoïdes de Synechocystis (Tottey et coll. 2001), tandis que d’autres comme celle 

d’Helicobacter pylori ou d’E. coli sont impliquées dans l’export de cuivre (Ge et Taylor 1996; 

Rensing et coll. 2000). 
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Les ATPases à cuivre des plantes : 

Les plantes diffèrent des autres organismes par la présence de nombreuses ATPases de 

type P1 de sélectivités ioniques diverses (figure I.4.3). Chez Arabidopis thaliana huit 

ATPases de type P1 (HMA pour Heavy Metal ATPase) ont été mises en évidence dont trois 

sont des ATPases à métaux mous divalents et cinq sont des ATPases à cuivre (HMA1 et 

HMA5-8) (Williams et Mills 2005). 

 
Figure I.4.3 : Distribution des ATPases à cuivre dans une cellule végétale (d’après (Colangelo et Guerinot 

2006)). 
 

Le cuivre est un micro-élément essentiel de la photosynthèse où il sert de cofacteur 

dans la chaîne de transfert d’électron. Ainsi HMA1 et HMA6 sont responsables de l’approvi-

sionnement du stroma des chloroplastes en cuivre (Tabata et coll. 1997) et HMA8 le délivre 

dans le lumen des thylakoïdes (Shikanai et coll. 2003). HMA7 est localisée dans un 

compartiment post golgien (Hirayama et coll. 1999) où elle délivre le cuivre notamment au 

récepteur à l’éthylène, une hormone impliquée dans de nombreux processus cellulaires 

comme certaines étapes de la floraison ou la maturation des fruits. Enfin HMA5 est induite au 

niveau des racines et sa délétion rend la plante hypersensible au cuivre (Andrés-Colás et coll. 

2006). HMA5 serait donc impliquée dans la détoxication du cuivre par les racines.  

 

 4.2. Le site de transport intra-membranaire du cuivre 

  

Le premier motif intra-membranaire identifié fut le motif CPx dans le sixième passage 

transmembranaire (TM6). En effet ce motif est très conservé parmi les ATPases à métaux 

mous. L’acide aminé x est le plus souvent une cystéine, comme dans Ccc2, l’ATPase de la 
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levure ou dans les ATPases humaines. Dans les ATPases à domaine N-terminal riche en 

histidines, le CPx devient CPH comme dans le cas de l’ATPase CopB d’E. hirae (Odermatt et 

coll. 1993). De nombreuses expériences de mutagenèse dirigée ont montré que la mutation de 

l’un de ces acides aminés en alanine (CAC) ou en sérine (SPS, SPC, CPS) inhibait totalement 

le transport du cuivre par l’ATPase (Hung et coll. 1997; Forbes et Cox 1998; Lowe et coll. 

2004). 

Depuis lors d’autres motifs ont été mis en évidence dans les hélices transmembranaires. 

L’analyse des séquences des ATPases à cuivre a pointé une séquence conservée dans TM7 et 

TM8, Nx6YNx4Px5,25Px6MxxSSxxVxx[NS] (Argüello 2003). L’étude par mutagenèse dirigée 

de cette séquence chez CopA d’Archeoglobus fulgidus montre l’importance de quatre de ces 

acides aminés conservés pour le transport du cuivre (Mandal et coll. 2004). En effet les 

mutations des acides aminés Y682 et N683 de TM7 et M711 et S715 de TM8 ont pour effet 

d’inhiber la phosphorylation de l’ATPase. Ces acides aminés participeraient à la coordination 

du cuivre lors du passage au travers de la membrane. Il est d’ailleurs intéressant de noter que 

la mutation responsable du phénotype des souris « toxic milk », modèle murin de la maladie 

de Wilson est due au remplacement de la méthionine conservée dans TM8 par une valine (La 

Fontaine et coll. 1998b; Voskoboinik et coll. 2001a).  

 

     4.3. Le domaine N-terminal 

 

L’extrémité N-terminale de ces ATPases est constituée d’un nombre variable de 

domaines de liaison aux métaux (MBD = Metal Binding Domain). L’importance de cette 

région est soulignée par le fait que le nombre de MBD augmente avec la complexité des 

organismes. Ainsi, de un ou deux chez les organismes unicellulaires, il atteint six pour les 

ATPases de mammifères (figure I..4.1).  

La majorité des ATPases à cuivre présente des MBD avec des motifs de liaison du 

cuivre très conservés du type CxxC (Arnesano et coll. 2002; Argüello et coll. 2007). 

Cependant quelques unes de ces ATPases présentent des domaines N-terminaux riches en 

histidines. On peut citer CopB d’E. hirae et d’Archeoglobus fulgidus, CtrA3 d’Aquifex 

aeolicus ou encore HMA1 d’Arabidopsis thaliana (Odermatt et coll. 1993; Argüello et coll. 

2003; Seigneurin-Berny et coll. 2006; Chintalapati et coll. 2008). Si ces domaines riches en 

histidines jouent probablement des rôles similaires à ceux des MBD du type CxxC (Mana-

Capelli et coll. 2003), leurs caractéristiques et leurs structures restent à préciser.  
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Dans cette partie nous nous attacherons donc à décrire la structure et la fonction des 

MBD ayant des motifs de liaison au cuivre du type CxxC. 

 

  4.3.1. Structure du domaine N-terminal 

 

En 2002, Arnesano et coll. ont réalisé une étude comparative des séquences et des 

structures disponibles des domaines N-terminaux des ATPases de type P1 (Arnesano et coll. 

2002). L’analyse de 116 séquences de MBD provenant de 52 protéines de divers organismes 

(archéobactéries, bactéries, eucaryotes) montre que les N-terminaux sont organisés en 

modules d’environ 70 acides aminés. L’espacement entre les différents MBD au sein d’un 

domaine N-terminal est variable, allant de 10 à 90 acides aminés. Par contre, l’identité entre 

les MBD est élevée, plus de 50 %, même entre MBD d’organismes différents. Le motif de 

liaison des métaux est lui aussi très fortement conservé, GM(H/T)CxxC.  

Depuis la structure de Mnk4, le quatrième MBD du domaine N-terminal de l’ATPase 

de Menkes (Gitschier et coll. 1998), la plupart des MBD des différentes ATPases ont été 

étudiés par RMN au laboratoire de Lucia Banci et Ivano Bertini en Italie. Il ressort de cette 

étude systématique que leur repliement est similaire à celui des métallo-chaperonnes à cuivre 

de la famille d’Atx1, soit un repliement βαββαβ de type ferredoxine. Citons pour mémoire 

l’étude de la structure de Ccc2a, le premier MBD de Ccc2 (Banci et coll. 2001). 

 

 4.3.2. Domaine N-terminal et transfert du cuivre 

 

Le rôle premier du domaine N-terminal des ATPases à cuivre est la réception du métal 

convoyé par la métallo-chaperonne. Ce rôle a été suggéré pour la première fois lorsque Lin et 

coll. en 1997 ont mis en évidence in vivo l’implication de la métallo-chaperonne Atx1 dans la 

fourniture du cuivre à Ccc2 (Lin et coll. 1997). La même année, Pufhal et coll. montraient par 

la technique du double hybride, l’interaction directe entre Atx1 et le domaine N-terminal de 

Ccc2 (Pufahl et coll. 1997). Depuis lors, les interactions et le transfert du cuivre entre les 

MBD et leur métallo-chaperonne ont été largement étudiés, que ce soit in vitro ou in vivo. 
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Quelle est l’origine de la reconnaissance entre la métallo-chaperonne et le domaine N-

terminal de l’ATPase ? 

La modélisation des surfaces de potentiel électrostatique des métallo-chaperonnes 

d’une part et des MBD des ATPases d’autre part, issue des structures obtenues par RMN, 

indique une complémentarité de surface entre les chaperonnes et leur MBD cible. Ainsi un 

regroupement de sept lysines forme une région de potentiel positif sur Atx1 qui pourrait 

favoriser l’interaction avec une région riche en acides aminés négativement chargés sur Ccc2a, 

le premier MBD de Ccc2 (figure I.4.4) (Arnesano et coll. 2001a). La technique du double 

hybride associée à la mutagenèse dirigée a notamment permis de confirmer l’importance des 

lysines 24, 28 et 65 dans le transfert du cuivre entre Atx1 et Ccc2 (Portnoy et coll. 1999). Des 

études similaires des MBD de CopA et de la métallo-chaperonne CopZ, toutes deux issues de 

Bacillus subtilis, suggèrent également des interactions électrostatiques, bien que les polarités 

des surfaces de potentiels électrostatiques soient inversées (Banci et coll. 2003).  

 
Figure I.4.4 : Modèle structural du complexe Atx1-Ccc2a (d’après (Arnesano et coll. 2001a)). 

 

Cependant quelle que soit l’adéquation de ces surfaces électrostatiques, des données 

obtenues in vitro et in vivo relativisent leur importance. Ainsi la présence du cuivre est 

indispensable à la formation du complexe métallo-chaperonne/MBD in vitro (Hamza et coll. 

1999 ; Banci et coll. 2006). Sur colonne d’affinité GST, l’immunoprécipitation du domaine 

N-terminal d’ATP7B ou ATP7A par Atox1 dépend de la présence des cystéines du motif 

CxxC de la métallo-chaperonne et leur mutation en sérine abolit l’interaction (Hamza et coll. 

1999). Par ailleurs, les études RMN des interactions entre Ccc2a et Atx1 en présence de Cu(I) 
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avec des protéines sauvages ou des protéines dont les cystéines du motif CxxC ont été 

changées en sérine (Arnesano et coll. 2001a ; Banci et coll. 2006), ont permis de préciser le 

modèle d’échange de liaison entre les cystéines d’Atx1 et celles de Ccc2a (figure I.4.5) 

initialement proposé (Pufahl et coll. 1997).  

 

 

 

 

 

Figure I.4.5 : Représentations schématiques du transfert du cuivre entre Atx1 et Ccc2a 
Figure du haut d’après (Pufahl et coll. 1997) figure du bas d’après (Banci et coll. 2006) 

 

In vivo, diverses métallo-chaperonnes et MBD exprimés isolément parviennent à 

remplacer Atx1 dans une levure dont le gène ATX1 a été invalidé et ce remplacement 

fonctionnel se produit malgré des surfaces de potentiel électrostatique de signes opposés 

(Morin et coll. 2005). Ainsi, dans cette expérience, l’attraction électrostatique ne semble pas 

être un facteur déterminant de la reconnaissance entre la métallo-chaperonne et sa cible. 

Néanmoins Isabelle Morin a montré dans sa thèse, que ces métallo-chaperonnes étaient 

beaucoup moins efficaces qu’Atx1, relançant ainsi la problématique des déterminants de la 

reconnaissance protéine-protéine entre la chaperonne et son ATPase cible (Morin 2005). 

 

Transfert du cuivre et MBD multiples. 

Le rôle des différents MBD dans le transfert du cuivre par la protéine est encore mal 

compris. En effet, in vitro l’activité ATPase d’ATP7A (figure I.4.1) est réduite de moitié 
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lorsque les cystéines des motifs CxxC des MBD ont été mutées en sérines qui les rendent 

incapables de lier le cuivre (Voskoboinik et coll. 1999). Les mêmes mutations pratiquées sur 

les MBD de Ccc2 inhibent la phosphorylation auto-catalytique de la protéine in vitro, et in 

vivo la protéine modifiée ne complémente plus le phénotype associé à la délétion de CCC2. 

Cependant, la défaillance de ce mutant ne serait pas directement due à l’incapacité de ses 

MBD de lier le cuivre. En effet la troncature des MBD de Ccc2 ne modifie pas l’activité de 

phosphorylation auto-catalytique in vitro (Morin 2005). Ainsi, in vitro, les MBD ne sont pas 

nécessaires à la phosphorylation auto-catalytique de l’ATPase qui parvient à fixer le cuivre 

disponible dans le tampon.  

L’utilisation d’un test de complémentation phénotypique chez une levure dont les 

gènes CCC2 et ATX1 ont été conjointement inactivés a permis d’étudier le transfert du cuivre 

à l’ATPase dans un contexte cellulaire. Ainsi la protéine Ccc2 tronquée de ses MBD est 

incapable de recevoir le cuivre d’Atx1, mais le transfert du cuivre est rétabli si l’un de ses 

MBD est apporté en trans sous forme cytosolique indépendante (Morin 2005). Ce résultat met 

en évidence le rôle primordial des MBD dans l’acquisition du cuivre par la protéine dans le 

cytoplasme. Ce même test de complémentation a été utilisé sur une souche de levure dont seul 

le gène CCC2 a été inactivé pour étudier le rôle des 6 MBD d’ATP7B et d’ATP7A. Dans ces 

expériences, les auteurs supposent que la forte homologie de séquence entre Atox1 

(l’homologue humain d’Atx1) et Atx1 permet à ce dernier de remplir le rôle d’Atox1. Il 

résulte de ces expériences que les deux protéines ATP7A et ATP7B sont capables de 

remplacer Ccc2 dans la levure et que cette propriété est abolie par la substitution des 12 

cystéines des MBD par des sérines (Payne et Gitlin 1998; Forbes et coll. 1999). Cependant, 

les MBD ne semblent pas avoir le même poids dans la capacité des deux protéines à 

remplacer Ccc2 : ATP7A est fonctionnelle si seules les cystéines des trois premiers MBD sont 

modifiées, alors qu’ATP7B supporte les modifications des cystéines des cinq premiers MBD 

(Iida et coll. 1998; Voskoboinik et coll. 2001b). Ainsi malgré de fortes homologies de 

séquences et de structure, les différents MBD ne sont pas équivalents.  

  Les études in vitro d’interaction avec Atox1 et de transfert du cuivre sur le domaine 

N-terminal d’ATP7A et ATP7B indiquent une spécialisation de la fonction des différents 

MBD. Par les techniques du double hybride ou des colonnes d’affinité, des interactions sont 

mises en évidence en présence de cuivre entre Atox1 et MBD1 à MBD4 pour la protéine de 

Wilson ou MBD2 à MBD6 pour la protéine de Menkes (Larin et coll. 1999; Strausak et coll. 

2003; van Dongen et coll. 2004). L’étude du transfert du cuivre a été plus poussée pour la 
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protéine de Wilson. L’étude biochimique d’ATP7B, surexprimée dans des cellules Sf9, 

montre une activité ATPase qui dépend de la présence de cuivre dans le milieu et qui peut 

s’évaluer par la phosphorylation du site catalytique (Tsivkovskii et coll. 2002). La 

phosphorylation d’ATP7B est activée par la présence d’Atox1 comme unique source de 

cuivre (Walker et coll. 2002). Cette activation par Atox1 disparaît lorsque les cystéines du 

motif CxxC de MBD2 sont changées en sérines, alors que la présence de cuivre dans le milieu 

active encore ATP7B (Walker et coll. 2004). La RMN en solution montre que l’interaction 

entre Atox1 et MBD4 est plus forte que celle que l’on observe entre Atox1 et MBD2 (Achila 

et coll. 2006). Enfin, un changement de conformation est induit par la simple liaison du cuivre 

sur le domaine N-terminal d’ATP7B (DiDonato et coll. 2000). Il ressort de ces données un 

modèle de transfert du cuivre dans lequel Atox1 activerait l’ATPase en transférant son cuivre 

à MBD2, ce qui entraînerait un changement de conformation permettant à Atox1 de délivrer 

le cuivre à MBD4. Celui-ci ne transférerait pas le cuivre directement au reste de la protéine, 

mais plutôt à MBD5 ou MBD6. En effet deux mutations responsables de la maladie de 

Wilson, L492S dans MBD5 et G591D dans MBD6 d’ATP7B, ont un effet délétère sur 

l’interaction in vitro du domaine N-terminal de l’ATPase avec Atox1 (Hamza et coll. 1999). 

De plus, l’étude de l’ensemble MBD5-MBD6 montre que ces deux mutations ont un effet 

déstabilisant sur la structure de ces MBD (Achila et coll. 2006).  

D’autre part, il a été montré que le domaine N-terminal d’ATP7B interagit avec la 

grande boucle cytosolique et que cette interaction disparaît en présence de cuivre, favorisant 

ainsi l’activité ATPase (Tsivkovskii et coll. 2001; Huster et Lutsenko 2003). Enfin, la 

question du transfert du cuivre des MBD au site de transport intra-membranaire reste ouverte 

à l’heure actuelle. Si les MBD de Ccc2 peuvent réaliser ce transfert, les métallo-chaperonnes 

en sont incapables (Morin 2005). Deux hypothèses sont imaginables. La première prend en 

compte les problèmes stériques liés à un transfert direct du cuivre des MBDs au site intra-

membranaire et postule l’existence d’un site intermédiaire de transport (Lutsenko et coll. 

2007). L’autre suppose une interaction directe entre les MBD et le site de transport intra-

membranaire.  

   

4.3.3. Domaine N-terminal et sélectivité ionique. 

 

Les motifs du type CxnC sont des motifs connus pour leur affinité pour les métaux de 

transition et de nombreuses protéines à métaux présentent de tels motifs. En effet de 
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nombreux métaux de transition tels que le cuivre, le fer, l’argent, le mercure, le cadmium… 

sont des acides mou de Lewis. Ils interagissent donc favorablement avec les bases molles de 

Lewis que sont les thiolates des cystéines. De ce fait la sélectivité d’une protéine pour un 

métal mou n’est pas assurée par le motif CxnC. Ceci se vérifie avec le motif GM(H/T)CxxC 

très conservé des ATPases de type P1, que ces ATPases soient spécifiques du Cu(I) ou du 

Cd(II). 

La sélectivité ionique de ces domaines de liaison aux métaux lourds a été étudiée in 

vitro. Par exemple, la région N-terminale de l’ATPase de Wilson peut lier le Cu(I) avec une 

stœchiométrie de 6:1 (DiDonato et coll. 1999), mais aussi le Zn(II) et avec la même 

stœchiométrie (DiDonato et coll. 2002). Il a également été montré que ce domaine pouvait lier 

divers métaux avec un ordre d’affinité Cu(I)>>Zn(II)>Ni(II)>Co(II) (DiDonato et coll. 1999). 

Le domaine N-terminal de la protéine de Menkes lie lui aussi le cuivre avec une 

stoechiométrie de 6:1 (Jensen et coll. 1999) et a aussi la capacité de lier l’Ag(I) (Gitschier et 

coll. 1998). Dans le même ordre d’idée, l’étude d’un petit peptide comportant le motif 

GMTCSGC de la boucle complexante d’Atx1 a montré que la sélectivité de ce motif est 

Hg(II)>Cu(I)>>Pb(II)>Cd(II)>Zn(II) (Sénèque et coll. 2004; Rousselot-Pailley et coll. 2006). 

La protéine ZntA de E. coli est une ATPase à zinc (Beard et coll. 1997). Après 

substitution de son domaine N-terminal par celui de la protéine de Wilson, donc d’une 

ATPase à cuivre, la protéine chimérique présente la même sélectivité ionique que la protéine 

sauvage (Hou et coll. 2001). Enfin in vivo, MerP, protéine de l’opéron mer qui participe à la 

détoxication du mercure (Lund et Brown 1987) et Ntk, MBD de l’ATPase à cadmium qui 

participe à la détoxication du cadmium (Lebrun et coll. 1994), sont capables de rétablir le 

transfert du cuivre dans une levure dépourvue du gène ATX1 (Morin et coll. 2005). Autrement 

dit, dans le cytosol d’une levure, MerP et Ntk peuvent jouer le rôle d’Atx1. 

Il est donc raisonnable de considéré que ce n’est pas leur domaine N-terminal qui 

détermine la sélectivité ionique des ATPases de type P1. Les acides aminés des segments 

transmembranaires assurant le passage de l’ion transporté seraient le facteur clé déterminant 

la sélectivité ionique de la protéine.  

 

  4.3.4. Domaine N-terminal et régulation 

 

L’augmentation du nombre de MBD avec la complexification des organismes pose la 

question des rôles secondaires de ces MBD dans la fonction de l’ATPase au sein de la cellule. 
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Ainsi, une interaction a tout d’abord été détectée, in vitro, entre la région N-terminale de 

l’ATPase de Wilson et la grande boucle cytoplasmique (Tsivkovskii et coll. 2001). Cette 

interaction est modulée par la présence de cuivre et pourrait être à l’origine de phénomènes de 

régulation in vivo.  

 Le cuivre, convoyé par la métallo-chaperonne Atox1 et délivré à un MBD du domaine 

N-terminal de l’ATPase de Wilson, induirait un changement de conformation, qui couperait 

l’interaction avec la grande boucle de l’ATPase (Huster et Lutsenko 2003). Ainsi, le 

réarrangement conformationnel observé lors de la liaison du cuivre sur la région N-terminale 

de l’ATPase pourrait initier la formation de l’intermédiaire phosphorylé et participerait à 

l’activité de l’ATPase in vivo.  

La troncature de la région N-terminale d’autres ATPases de type P1 augmente 

l’affinité apparente de la protéine pour le métal transporté. Par exemple, la protéine CadA de 

Listeria monocytogenes tronquée de sa région N-terminale présente une affinité plus élevée 

pour le cadmium que la protéine entière. Cette mesure révèle l’affinité apparente des sites 

intra-membranaires de liaison du cadmium (Bal et coll. 2001). Ainsi, la moins bonne affinité 

de la protéine CadA entière peut s’expliquer par l’intervention d’un autre site de liaison du 

cadmium dans le MBD. Ce MBD avec une plus faible affinité apparente, modulerait 

l’activation de CadA par le cadmium. Le remplacement des cystéines du domaine N-terminal 

par des alanines a le même effet. Il a ainsi été montré que MBD5 et MBD6 de l’ATPase de 

Wilson étaient impliqués dans le maintien de l’enzyme dans un état de moindre affinité pour 

le cuivre (Huster et Lutsenko 2003). Cet effet est attribué à l’interaction du domaine N-

terminal par l’intermédiaire des cystéines des motifs CxxC avec la grande boucle de 

l’ATPase. L’élimination des groupements SH des cystéines altérerait cette interaction, ce qui 

aurait comme effet d’augmenter l’affinité apparente de la protéine pour le cuivre.  

 

 4.4. Le domaine nucléotidique de la grande boucle cytoplasmique. 

 

 Le motif histidine-proline (HP) de la grande boucle cytoplasmique est présent chez 

toutes les ATPases à métaux lourds. Cette histidine est l’acide aminé le plus fréquemment 

muté chez les patients atteints de la maladie de Wilson. Chez ces patients la mutation la plus 

fréquente est le remplacement de l’histidine en glutamine (Tanzi et coll. 1993). Des tests de 

complémentation et des études fonctionnelles in vitro réalisées sur des mutants d’ATP7B 

(Hung et coll. 1997; Shah et coll. 1997; Iida et coll. 1998), CopB d’E. hirae (Bissig et coll. 
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2001) ou ZntA d’E. coli (Okkeri et Haltia 1999) ont confirmé le rôle essentiel de ce motif. Les 

études in vitro sur le domaine nucléotidique produit sous forme soluble permettent de nous 

éclairer sur le rôle de ce motif (Dmitriev et coll. 2006). 

 
Figure I.4.6 : Comparaison des structures et séquences entre les domaines nucléotidiques d’ATP7B, KdpB 

et Serca1a (d’après (Dmitriev et coll. 2006)) 
 

Si le domaine P de la grande boucle des ATPases de type P est très conservé, ce n’est 

pas le cas du domaine N qui présente des divergences de séquence importantes, notamment au 

niveau des acides aminés responsables de la liaison de l’ATP (Morgan et coll. 2004). Ces 

différences de séquence se traduisent au niveau de l’affinité pour l’ATP du domaine N isolé. 

Ainsi, l’affinité du domaine N isolé des ATPases-Na+/K+ et -Ca2+ est de 1-5 mM (Champeil et 

coll. 1998; Hilge et coll. 2003), alors que dans le cas d’ATP7B, l’affinité est de l’ordre de 

80 µM (Morgan et coll. 2004).  

 La résolution de la structure des domaines N d’ATP7B et de CopA d’A. fulgidus a 

permis de mettre en évidence la grande similarité de la structure de ce domaine avec celle des 

ATPases-Na+/K+ et -Ca2+, malgré une séquence primaire très différente (Dmitriev et coll. 

2006; Sazinsky et coll. 2006). Ainsi le domaine N des ATPases de type P connu présente le 

même cœur en feuillet β antiparallèle bordé par des hélices α (figure I.4.6). 

 La résolution de la structure du domaine N d’ATP7B en présence d’ATP a permis de 

montrer que la liaison de l’ATP affecte environ 20 % des résidus de ce domaine, alors que 
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cette liaison n’a que peu d’effet sur le domaine N des ATPases de type P2 (Hilge et coll. 2003; 

Haupt et coll. 2004). Cette curiosité se retrouve également dans les acides aminés 

responsables de la liaison de l’ATP qui diffèrent entre les ATPases de type P2 et les ATPases 

à cuivre. De plus, certains de ces acides aminés sont connus pour être essentiels, puisque leurs 

modifications peuvent être à l’origine des maladies de Wilson ou Menkes. Ainsi chez ATP7B 

les mutations E1064A, H1069Q (du motif HP), C1104F et R1151H provoquent in vitro une 

perte d’affinité pour l’ATP corrélée à un dysfonctionnement de la protéine. D’autres 

mutations ponctuelles comme G1099S, G1101K ou I1102P situées à proximité de la molécule 

d’ATP peuvent aussi affecter sa fixation. Ce lien maladie-mutation affectant l’affinité pour 

l’ATP semble une spécificité des ATPases à cuivre. 

 

4.5. L’ATPase à cuivre de Saccharomyces cerevisiae Ccc2 

 

4.5.1. La découverte de Ccc2 

 

Le gène de Ccc2 a été découvert en 1995 comme suppresseur du phénotype d’une 

souche csg1∆ (Calcium Sensitive Growth), souche hypersensible au calcium et déficiente 

dans la mannosylation des sphyngolipides (Fu et coll. 1995). Ce phénotype est à l’origine du 

nom de Ccc2 pour Ca2+-sensitive Cross Complementation. Situé sur le chromosome IV, 

CCC2 est un gène constitué de 3015 pb codant pour une protéine de 1004 acides aminés. 

 

4.5.2. Prédiction de structure de Ccc2 

 

La topologie de Ccc2 peut être prédite sur la base des alignements de séquence des 

ATPases de type P1 (Axelsen et Palmgren 1998). Ccc2 possède l’ensemble des 

caractéristiques de ces ATPases. Son domaine N-terminal comporte deux domaines de liaison 

aux métaux lourds MBD1 et MBD2 dont la structure est similaire à celle des autres MBD. La 

prédiction de structure de Ccc2 comporte huit hélices transmembranaires : les quatre 

premières, TM1-TM4, sont situées en amont de la petite boucle cytoplasmique contenant le 

motif TGE, les hélices TM5 et TM6 séparent la petite de la grande boucle cytoplasmique qui 

elle contient les motifs caractéristiques des ATPases de type P1 : DKTGT, HP et GDGINDIP ; 

enfin les hélices TM7 et TM8 concluent la protéine en C-terminal. 
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Figure I.4.7 : Prédiction de structure et caractéristiques l’ATPase de S. cerevisiae Ccc2 (d’après (Lowe et 
coll. 2004)). 

 

4.5.3. La fonction de Ccc2 

 

Ccc2 est localisée dans le réseau trans-golgien (ou TGN pour Trans Golgi Network), 

un compartiment postérieur au Golgi dans la voie sécrétoire et qui précède les compartiments 

endosomaux (Yuan et coll. 1997). Son rôle est de transférer le cuivre cytosolique dans la 

lumière du réseau trans-golgien en utilisant l’énergie fournie par l’hydrolyse de l’ATP. Le 

cuivre ainsi transféré permet l’activation des enzymes à cuivre néo-synthétisées dans la voie 

sécrétoire. Ainsi, Ccc2 intervient dans les voies de synthèse des céramides (Beeler et coll. 

1997; Swain et coll. 2002) et dans l’import de fer de haute affinité (Yuan et coll. 1995). En 

effet, l’oxydase à cuivre Fet3 forme avec la perméase Ftr1 le complexe d’import de fer à 

haute affinité et l’inactivation de ce complexe augmente la sensibilité des levures à une 

carence en fer. Ainsi Ccc2 est un élément clef de l’imbrication de l’homéostasie du cuivre et 

du fer. L’invalidation du gène CCC2 ou du gène de sa chaperonne ATX1 entraîne un déficit en 

cuivre dans la voie sécrétoire qui n’est alors plus capable d’activer le complexe Fet3/Ftr1 

responsable de l’import du fer à haute affinité. Le phénotype qui découle de la rupture de la 

voie Ccc2 – Atx1 a été mis à profit lors de la thèse d’Isabelle Morin (Morin 2005) pour 

étudier les interactions entre l’ATPase et sa chaperonne. Isabelle a ainsi pu montrer in vivo 

que (i) le transfert du cuivre d’Atx1 vers MBD1 ou MBD2 rétablit la voie Atx1-Ccc2 avec la 

même efficacité, (ii) Atx1 ne peut transférer le cuivre à Ccc2 si Ccc2 ne comporte pas de 

MBD fonctionnel, (iii) un MBD amené en trans sous forme cytosolique et indépendant de 
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Ccc2 est capable de transférer le cuivre à Ccc2. Ces résultats suggèrent des différences 

fonctionnelles entre Atx1 et les MBD, malgré leur forte identité de structure et de séquence. 

De plus, ils indiquent que le cuivre des MBD est directement transféré au reste de la protéine 

par les MBD, le site recevant le cuivre des MBD restant à identifier. 

L’activation du complexe Fet3/Ftr1 nécessite également la présence des protéines 

Tfp1 et Gef1 actives (Gaxiola et coll. 1998). Tfp1 est une sous-unité de Vma1, l’ATPase 

proton de la vacuole et Gef1, un canal chlore. L’implication de ces deux protéines est 

probablement indirecte. Vma1 permettrait l’acidification du lumen des vésicules du TGN et 

Gef1 assurerait le maintien du potentiel de membrane des vésicules par le transport des ions 

Cl- comme contre-ions. 

 

4.5.4. La régulation de Ccc2 

 

La régulation de Ccc2 a été peu étudiée. L’analyse du transcriptome en carence ou 

excès de cuivre ne révèle pas de régulation transcriptionnelle de Ccc2 en réponse à ces 

variations (Gross et coll. 2000; van Bakel et coll. 2005; Jo et coll. 2008). Cependant, l’analyse 

du transcriptome d’une souche de levure dont le gène du facteur de transcription Mac1 a été 

inactivé révèle une augmentation de la transcription de Ccc2 (De Freitas et coll. 2004). Une 

telle souche peut être considérée comme une souche en carence de cuivre chronique et, de par 

le rôle du cuivre dans l’import de fer à haute affinité, cette souche est aussi carencée en fer. 

Or, Aft1, le facteur de transcription qui répond à une carence en fer régule l’expression de 

Ccc2 (Yamaguchi-Iwai et coll. 1996). Dans une levure souffrant d’une carence en fer, Aft1 se 

lie sur le promoteur de Ccc2 activant ainsi sa transcription. Il est donc probable que 

l’activation de la transcription de Ccc2 dans la souche mac1∆ soit due à la carence chronique 

en fer de cette souche (De Freitas et coll. 2004). Renforçant cette hypothèse, cette étude 

montre que d’autres gènes connus pour être activés par Aft1 sont aussi surexprimés, tel FET3, 

gène de l’oxydase du complexe d’import de fer à haute affinité ou FIT3, gène d’une protéine 

de la paroi impliquée dans la fixation des sidérophores.  

Récemment Valverde et coll. (2008) ont étudié la régulation de l’activité catalytique 

de Ccc2 par la PKA, la protéine kinase dépendante de l’AMPc. Les auteurs observent la 

phosphorylation de la sérine 258 par la PKA, phosphorylation qui dépend de la présence de 

cuivre et qui modulerait l’activité de Ccc2. 
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5. Localisation et trafic intracellulaire des ATPases à cuivre humaines, 
ATP7A et ATP7B 

 

Les rôles distincts des ATPases cuivre humaines dans l’organisme et leur rôle dual au 

sein de la cellule, détoxication du cuivre et approvisionnement en cuivre des enzymes lors de 

la biosynthèse des protéines, impliquent une fine régulation de leur expression tissulaire et de 

leur localisation intracellulaire. Après avoir brièvement décrit la distribution tissulaire des 

deux ATPases à cuivre humaines, je m’attacherai au cours de ce chapitre à détailler leur 

localisation intracellulaire et les facteurs régulant cette localisation. 

 

 5.1. Distribution des ATPases humaines dans les tissus de l’organisme 

 

Les symptômes des maladies de Menkes et de Wilson indiquent une expression 

différenciée de ces deux ATPases dans l’organisme (figure I.2.1). Ainsi les patients atteints de 

la maladie de Menkes présentent de graves troubles liés à une carence en cuivre de 

l’organisme. En effet ATP7A, est exprimée dans les cellules de l’épithélium intestinal et 

possède un rôle crucial dans l’absorption du cuivre alimentaire (Kuo et coll. 1997). Un défaut 

dans son fonctionnement affecte donc gravement l’approvisionnement de l’organisme en 

cuivre. Les désordres neurologiques observés sont à la fois dus à cette carence, mais 

également au rôle d’ATP7A dans le passage de la barrière hémato-encéphalique et dans 

l’approvisionnement en cuivre des cellules du cerveau (Iwase et coll. 1996; Nishihara et coll. 

1998; Qian et coll. 1998). Au contraire, les patients atteints de la maladie de Wilson 

présentent des symptômes liés à une surcharge en cuivre de leur organisme. Notamment au 

niveau du foie, organe majeur de la détoxication du cuivre chez les mammifères où seule 

ATP7B est exprimée (Schaefer et coll. 1999; Huster et coll. 2003). Ces patients présentent 

également des désordres neurologiques qui semblent plus liés à la surcharge en cuivre du 

cerveau qu’au rôle d’ATP7B dans le cerveau, bien que ce dernier reste encore à définir avec 

précision. 

 D’autres organes co-expriment les deux ATPases. Leurs rôles sont alors distincts et 

complémentaires dans ces organes. Ainsi dans le placenta, l’expression et la localisation des 

deux ATPases sont sous contrôle hormonal et parfaitement complémentaire (Hardman et coll. 

2007a; Hardman et coll. 2007b), afin de délivrer la bonne quantité de cuivre au fœtus. ATP7B 
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tient un rôle protecteur en exportant le cuivre dans le sang maternel, alors qu’ATP7A permet 

de délivrer le cuivre indispensable au développement du fœtus (Camakaris et coll. 1979; 

Mann et coll. 1980; Hardman et coll. 2004). Au cours du troisième trimestre de grossesse, 

l’augmentation des besoins en cuivre du fœtus est pourvue par une répression de l’expression 

d’ATP7B et sa relocalisation dans le réseau trans-golgien d’une part, et une stimulation 

d’ATP7A par l’insuline et les œstrogènes d’autre part. 

 

 5.2. Localisation intracellulaire 

 

La localisation d’ATP7A et ATP7B a été abondamment étudiée dans de nombreux 

types cellulaires, aussi bien sur des cellules exprimant la protéine endogène qu’après 

transfection, stable ou transitoire. 

  

  5.2.1. Localisation intracellulaire d’ATP7A 

 

L’étude d’ATP7A en condition basale montre une localisation vésiculaire péri 

nucléaire qui se confond avec la localisation des marqueurs du Golgi et du TGN dans de 

nombreux types cellulaires, ainsi que sur coupes histologiques (Dierick et coll. 1997; 

Ambrosini et Mercer 1999; Pascale et coll. 2003; Nyasae et coll. 2007). ATP7A est active 

dans le TGN et transfère le cuivre aux protéines à cuivre de la voie sécrétoire, telle que 

la peptidylglycine monooxygenase, la tyrosinase, la lysyl oxidase… (El Meskini et coll. 2003; 

Steveson et coll. 2003). 

  Le changement de localisation d’ATP7A en réponse à une augmentation de la 

concentration en cuivre dans le milieu extracellulaire a été mis en évidence pour la première 

fois dans des cellules CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary cell) surexprimant la protéine 

(Camakaris et coll. 1995; Petris et coll. 1996). Dans ces conditions, la protéine est délocalisée 

à la membrane plasmique des cellules où elle joue le rôle de pompe d’efflux. Les études sur 

de nombreux types cellulaires montrent que ce déplacement est rapide, puisqu’il est détecté 

dès 15 min de traitement, réversible, dépendant de l’ATP et indépendant de la synthèse de 

nouvelles protéines : ce sont les protéines préexistantes qui migrent à la membrane plasmique 

(Yamaguchi et coll. 1996; Ackland et coll. 1997; Dierick et coll. 1997; La Fontaine et coll. 

1998a; Qi et Byers 1998; Francis et coll. 1999).  
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 Dans l’organisme, ATP7A est abondamment exprimée dans les entérocytes, cellules 

de l’intestin qui réalisent le transport du cuivre de la lumière de l’intestin vers la circulation 

sanguine. Ces cellules sont polarisées, c'est-à-dire organisées de façon vectorielle avec une 

membrane apicale face à la lumière de l’intestin et une membrane basolatérale face aux 

vaisseaux sanguins. Dans ces cellules polarisées, ATP7A migre vers la membrane 

basolatérale et n’est jamais détecté à la membrane apicale (Greenough et coll. 2004). 

 Dans la plupart des études, les cellules en culture sont exposées à des concentrations 

en cuivre de l’ordre de 200 µM. Cependant, à des concentrations plus physiologiques, entre 

10 et 20 µM, ATP7A présente une localisation vésiculaire adjacente à la membrane plasmique, 

mais jamais à la membrane elle-même (Petris et coll. 1996; Hamza et coll. 2003; Monty et 

coll. 2005). De plus, une étude récente, portant sur des cultures primaires de l’épithélium 

intestinal et sur des segments d’intestin de souris transgéniques surexprimant l’ATPase, ne 

détecte pas ou très peu de protéines à la membrane basolatérale, mais plutôt une localisation 

dans des vésicules non identifiées à proximité de cette dernière (Nyasae et coll. 2007). 

  

  5.2.2. Localisation intracellulaire d’ATP7B 

 

En condition basale de cuivre, ATP7B a été localisée dans le TGN de nombreux types 

cellulaires, cellules polarisées (HepG2, WIF-B, Hep3B) (Yang et coll. 1997; Harada et coll. 

2003; Guo et coll. 2005) ou non polarisés (Hela, HuH7, CHO-K1) (Forbes et Cox 2000; La 

Fontaine et coll. 2001; Huster et coll. 2003). Contrairement à ATP7A, l’ATPase de Wilson 

n’a jamais été clairement détectée à la membrane plasmique en présence de cuivre quel que 

soit le type cellulaire étudié. A 200 µM de cuivre dans le milieu extra-cellulaire, ATP7B est 

détectée dans des vésicules non caractérisées à proximité de la membrane plasmique. Les 

études sur des cellules hépatiques polarisées montrent qu’en présence de cuivre, ATP7B se 

déplace dans des vésicules adjacentes à la membrane apicale et se trouve dans les mêmes 

membranes que Rab11, protéine connue pour cycler entre la membrane plasmique et les 

endosomes (Guo et coll. 2005). Ce résultat concorde avec le rôle de la protéine dans le foie où 

elle est responsable de la détoxication du cuivre vers la bile. De façon similaire à ATP7A, les 

études sont la plupart du temps réalisées à des concentrations en cuivre de 200 µM, mais des 

concentrations de 5 à 10 µM suffisent à déclencher la délocalisation de l’ATPase (van 

Wassenaer-van Hall et coll. 1996; Roelofsen et coll. 2000). 
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  5.2.3. Mécanisme d’excrétion du cuivre intracellulaire. 

 

 En excès de cuivre, ATP7A et ATP7B sont majoritairement localisées dans des 

vésicules adjacentes à la membrane plasmique. Il semble donc que les deux ATPases pompent 

le cuivre dans ces vésicules et que celui-ci soit ensuite éliminé de la cellule par exocytose 

(figure I.5.1).  

 
Figure I.5.1 : Localisations et rôles des ATPases cuivre dans les cellules humaines lorsque la concentration 

extracellulaire en cuivre est basse (flèche verte) ou élevée (flèche rouge) (d’après (Lutsenko et coll. 2007))  
 

La raison pour laquelle un mécanisme d’exocytose est préféré à un pompage direct à la 

membrane plasmique tel qu’il est observé chez les procaryotes n’est pas clairement établie. Le 

pH extracellulaire pourrait expliquer en partie cette différence. En effet le pH acide des 

vésicules induisant la protonation des ligands du cuivre, favoriserait la libération du métal et 

donc l’activité de ces ATPases. Or les bactéries Gram négatives présentent un tel gradient 

dans leur périplasme, ce qui n’est pas le cas pour les ATPases humaines dont le milieu 

extracellulaire est généralement neutre. Cette neutralité serait donc moins favorable à 

l’activité catalytique d’ATPases insérées dans la membrane plasmique. Les ATPases 

humaines pomperaient donc le cuivre dans des vésicules acidifiées telles que les endosomes 

ou les lysosomes avant d’expulser le cuivre de la cellule par exocytose. Cependant cette 

hypothèse pose la question des ATPases des bactéries Gram positives qui ne possèdent pas de 

périplasme, mais présentent néanmoins des ATPases à leur membrane plasmique. On pourra 

citer l’exemple de CadA, l’ATPase à cadmium de L. monocytogenes, une bactérie Gram 

positive, qui permet à la bactérie d’exporter le cadmium hors de son cytoplasme.  
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 La question qui se pose ensuite est de savoir si le cuivre stimule le trafic vers la 

membrane plasmique ou s’il inhibe le recyclage des ATPases vers le TGN. Peu de données 

sont disponibles concernant ATP7B, les études s’étant principalement focalisées sur ATP7A 

dont la localisation transitoire à la membrane plasmique a pu être démontrée (Nyasae et coll. 

2007). Afin de résoudre cette question, Petris et Mercer ont inséré une étiquette Myc dans la 

séquence d’ATP7A, transfecté des cellules CHO et incubé ces cellules en présence 

d’anticorps anti-myc (Petris et Mercer 1999). En condition basale, le marquage se situe au 

niveau du TGN indiquant qu’ATP7A cycle en continu entre le TGN et la membrane 

plasmique. En présence de cuivre, l’internalisation de l’anticorps est encore détectée indiquant 

que l’endocytose n’est pas inhibée. ATP7A comporte en position C-terminale un motif 

dileucine connu pour être un signal d’endocytose. Après remplacement des leucines par des 

alanines, ATP7A est détectée à la membrane plasmique et dans le TGN en condition basale, 

alors qu’elle disparaît du TGN en excès de cuivre. Ces résultats indiquent que l’ajout de 

cuivre stimule le trafic de la protéine vers la membrane plasmique. Il est intéressant de noter 

que la mutation du même signal sur ATP7B n’a pas permis à la même équipe de détecter la 

protéine à la membrane plasmique des cellules CHO, indiquant clairement des différences 

dans les mécanismes d’adressage de ces deux protéines (Cater et coll. 2006).  

 

 5.3. Les signaux de régulation de la localisation intracellulaire des 

ATPases à cuivre humaines. 

 

  5.3.1. Le rôle du cycle catalytique 

 

L’activité catalytique semble être un élément indispensable au trafic des ATPases dans 

la cellule. En effet certaines mutations altérant le cycle catalytique d’ATP7A ou ATP7B sont 

accompagnées d’un défaut de localisation ou de réponse au cuivre de l’ATPase (Ambrosini et 

Mercer 1999; Forbes et Cox 2000). Ainsi la suppression de l’acide aspartique du motif 

DKTGT a pour effet de bloquer les ATPases dans le TGN quelle que soit la concentration en 

cuivre dans le milieu (Petris et coll. 2002; Cater et coll. 2006). Des effets similaires sont 

obtenus lorsque des acides aminés indispensables au cycle catalytique d’ATP7A sont 

modifiés, par exemple dans le site de transport intra-membranaire, la 2ème cystéine du motif 

CPC ou l’asparagine du motif YN de TM7 ou encore l’histidine du motif HP de la grande 

boucle (Petris et coll. 2002; Voskoboinik et coll. 2003b). A contrario la mutation du motif 



Introduction bibliographique 

66 

 

TGE du domaine A d’ATP7A et ATP7B qui rend ces protéines quasi constitutivement 

phosphorylées a pour effet de les piéger dans les vésicules adjacentes à la membrane 

plasmique, en condition basale comme en présence de concentration élevée de cuivre (Petris 

et coll. 2002; Cater et coll. 2006). Un lien apparaît donc entre phosphorylation et localisation 

de ces ATPases. L’étude plus poussée d’ATP7B portant un motif TGE modifié en AAA a 

permis de mettre en évidence l’existence d’un site de régulation par le cuivre encore non 

identifié. En effet ce mutant dont la déphosphorylation est fortement ralentie, mais pas 

totalement inhibée, est toujours capable de revenir à une localisation dans le TGN, à condition 

que les cellules soient traitées par le BCS, un chélateur spécifique du cuivre. Ce résultat 

indique que ce mutant est toujours sensible à la concentration extracellulaire en cuivre. Or, la 

mutation de tous les sites connus de liaison du cuivre en combinaison avec le mutant TGE-

AAA ne réverse pas ce phénotype (Cater et coll. 2007). 

  

 5.3.2. Le rôle du N-terminal. 

 

Le domaine N-terminal des ATPases à cuivre humaines est constitué de six domaines 

de liaison aux métaux, les MBD. Comme nous l’avons vu précédemment, les MBD ne sont 

pas nécessaires au cycle catalytique de ces ATPases in vitro (§4.3.2). Les études de 

localisation des ATPases humaines dans les cellules CHO montrent que leur déplacement 

sous l’effet de la concentration en cuivre nécessite la présence d’un MBD fonctionnel, qui 

peut être indifféremment le 5ème ou le 6ème, les autres MBD jouant un rôle dans la régulation 

de l’ATPase. Ainsi les changements de conformation liés à la fixation du cuivre pourraient 

servir de signal, de senseur de la concentration en cuivre dans la cellule (DiDonato et coll. 

2000). Cependant la délétion ou l’inactivation des quatre premiers MBD est sans effet sur le 

trafic intracellulaire des ATPases dans les cellules CHO, indiquant qu’ils n’ont pas de rôle 

dans le trafic de la protéine, alors que la délétion, ou l’inactivation des six MBD inhibe le 

trafic de la protéine (Goodyer et coll. 1999; Strausak et coll. 1999; Mercer et coll. 2003; Cater 

et coll. 2004). Mais les tests de fonctionnalité cellulaires de ces mutants indiquent que le cycle 

catalytique de l’enzyme est altéré. Il est donc difficile de différencier l’effet des modifications 

du domaine N-terminal sur la localisation de la protéine de l’effet de l’altération du cycle 

catalytique. Par exemple, la troncature des 63 premiers acides aminés en amont du premier 

MBD d’ATP7B empêche le déplacement de la protéine normalement induit par le cuivre dans 

les cellules polarisées WIF-B (Guo et coll. 2005). En absence de ces 63 acides aminés, 
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ATP7B ne migre plus, même si ses six MBD sont fonctionnels. Et en leur présence, le 

sixième MBD est suffisant pour permettre la délocalisation de l’ATPase en présence de cuivre. 

Ce résultat semble indiquer que la présence d’un MBD est nécessaire pour permettre à 

l’ATPase d’être fonctionnelle, fonctionnalité indispensable à son trafic. 

 Le domaine N-terminal d’ATP7A est beaucoup plus court en amont du premier MBD 

que celui d’ATP7B. La séquence cible d’ATP7B n’existe donc pas sur ATP7A, laissant à 

penser que les machineries du trafic intracellulaire des deux ATPases sont différentes. 

L’ensemble de ces données ne semble pas indiquer de rôle prépondérant des 6 MBD dans la 

régulation de la localisation de l’ATPase en fonction de la concentration en cuivre. Les MBD 

ne seraient donc pas les senseurs de cuivre de la cellule. 

 

  5.3.3. Le rôle des phosphorylations par les kinases. 

 

 La phosphorylation par des kinases semble être un élément de la régulation de 

l’activité et du trafic des ATPases à cuivre humaines. Ainsi Vanderwerf et coll. ont montré 

qu’ATP7B est phosphorylée dans différents types cellulaires, notamment hépatocytaires, et 

qu’elle est hyper-phosphorylée dans ces cellules en présence d’une forte concentration de 

cuivre (Vanderwerf et coll. 2001). De plus le niveau de phosphorylation est corrélé à la 

localisation d’ATP7B, qui n’est hyper-phosphorylée que dans les vésicules adjacentes à la 

membrane plasmique et pas dans le TGN. Dans leurs études, les auteurs ont pu décrire deux 

régions cibles de la phosphorylation. La première, dans la région centrale de la protéine, est la 

cible d’une phosphorylation dite basale et indépendante du niveau de cuivre dans la cellule, 

alors que la seconde, située dans le domaine N-terminal, dépend du cuivre. La séquence de 63 

acides aminés décrite par Guo et coll. (2005) contient des sites de phosphorylation potentiels 

et pourrait donc être un domaine cible de kinases sensibles au cuivre qui réguleraient l’activité 

et la localisation d’ATP7B. Si la phosphorylation d’ATP7A et d’ATP7B est bien établie 

(Vanderwerf et coll. 2001; Cobbold et coll. 2002; Voskoboinik et coll. 2003a), les kinases 

responsables de cette phosphorylation restent à déterminer, notamment les kinases sensibles 

au cuivre.  
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5.4. La machinerie protéique impliquée dans le trafic des ATPases à 

cuivre humaines. 

 

Les Bedlingtons terriers forment une race de chiens fréquemment atteints d’une forme 

de toxicose à cuivre et ont été longtemps considérés comme un modèle animal de la maladie 

de Wilson. Cependant le gène ATP7B n’est pas à l’origine de cette maladie. La toxicose à 

cuivre canine est due à des mutations dans le gène COMMD1 (van De Sluis et coll. 2002). Il a 

été montré que la protéine COMMD1 interagit avec le domaine N-terminal d’ATP7B, mais 

pas avec celui d’ATP7A, et ce serait des défauts dans ces interactions qui seraient en partie 

responsables de la maladie canine (Tao et coll. 2003). COMMD1 est la première protéine 

découverte d’une nouvelle famille de protéines n’existant que chez les vertébrés et dont les 

fonctions cellulaires sont variées (Maine et Burstein 2007). Le rôle exact de COMMD1 dans 

la régulation d’ATP7B n’est aujourd’hui pas clairement défini, mais il pourrait être lié à son 

interaction avec la protéine XIAP récemment découverte pour son rôle dans le métabolisme 

du cuivre et les voies de régulation du facteur nucléaire NF-κB (Burstein et coll. 2004; Mufti 

et coll. 2006). 

  Récemment, un criblage par la technique du double hybride des interactions entre les 

régions cytoplasmiques d’ATP7A ou d’ATP7B et une banque d’ADNc a permis de mettre en 

évidence de nouvelles protéines susceptibles d’interagir avec les deux ATPases. Ainsi des 

interactions entre le domaine N-terminal d’ATP7B avec la sous-unité p62 de la dynactine et 

avec la glutaredoxin 1 (Lim et coll. 2006a et 2006b). La sous-unité p62 interagit avec ATP7B 

via une séquence comprise entre MBD4 et MBD6, cette interaction nécessite du cuivre et la 

présence du motif CxxC. La dynactine est un complexe protéique qui se lie aux microtubules, 

à la dynéine et aux protéines transportées via les microtubules. La dépendance au cuivre de 

cette interaction indique que ce complexe est probablement à l’origine du déplacement 

d’ATP7B vers la membrane apicale des hépatocytes. L’interaction avec la glutaredoxin 1 

(GRX1) dépend également de la présence de cuivre et du motif CxxC. La GRX1 est connue 

pour son rôle dans la détoxication des ponts disulfures et la protection des thiols des cystéines 

par la conjugaison réversible des thiols avec le GSH. Ce mécanisme pourrait servir à la fois de 

protection et de régulation de la liaison du cuivre sur les MBD. GRX1 est aussi capable 

d’interagir avec ATP7A. 

 Un autre criblage par double hybride a permis de mettre en évidence des protéines 

interagissant avec le domaine C-terminal des ATPases de Wilson et de Menkes. ATP7B peut 
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interagir avec la protéine PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger), un répresseur 

transcriptionnel des gènes Hox, famille de gènes impliqués dans le développement cellulaire 

(Ko et coll. 2006). Les deux protéines sont localisées dans le TGN et il a été proposé que cette 

interaction régulerait des signaux de la voie des kinases ERK. Mais les détails de cette 

interaction et du mécanisme qu’il sous-tend restent inconnus à ce jour. ATP7A interagit avec 

la protéine AIPP1 (ATPase-Interacting PDZ Protein), une petite protéine dont la fonction est 

inconnue et qui interagit avec un domaine PDZ potentiel de l’ATPase (Stephenson et coll. 

2005). Les domaines PDZ sont des domaines d’interaction protéine-protéine intervenant dans 

le ciblage des protéines vers leur localisation subcellulaire. Cette interaction pourrait donc 

jouer un rôle dans le ciblage d’ATP7A vers la membrane basolatérale des cellules polarisées.  
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Objectifs 
 

Ce travail de thèse a reposé sur deux axes majeurs. Le premier concerne une étude de 

la localisation et de la fonction cellulaire de Ccc2. Le second est une étude biochimique du 

mécanisme catalytique de l’ATPase. 

 

Le premier axe se base sur l’étude de la localisation de Ccc2 par Yuan et coll. en 1997. 

Les auteurs rapportent que Ccc2 est localisée dans les vésicules de la voie sécrétoire. Ce 

résultat est cohérent avec la fonction connue de Ccc2 qui délivre le cuivre aux enzymes de 

cette voie. Cependant les auteurs n’identifient pas précisément le compartiment de résidence 

de l’ATPase. De plus, aucune étude de cette protéine clef de l’homéostasie du cuivre n’a été 

publiée sur son éventuel rôle en présence de concentrations toxiques de cuivre. Pourtant les 

ATPases humaines sont connues pour leur double rôle (i) délivrer le cuivre aux enzymes de la 

voie sécrétoire et (ii) détoxiquer la cellule en expulsant le cuivre hors du cytosol. La levure 

Candida albicans possède deux ATPases à cuivre homologues de Ccc2 : CaCcc2 et CaCrp1 

(Weissman et coll. 2000 ; Weissman et coll. 2002). CaCcc2 remplit la même fonction que 

Ccc2. CaCrp1 est exprimée à la membrane plasmique de la levure et sert de pompe d’efflux 

en cas de surcharge en cuivre. CaCrp1 est la première ligne de défense contre le cuivre chez C. 

albicans, les métallothionéines n’intervenant qu’en deuxième ligne. Or chez S. cerevisiae ce 

sont les métallothionéines qui constituent cette première ligne, et à ce jour aucun mécanisme 

d’efflux ou de stockage du cuivre dans un compartiment intracellulaire n’a été mis en 

évidence dans les mécanismes de résistance au cuivre (Catty et coll. 1997 ; Diffels et coll. 

2006). Pourtant, la vacuole de S. cerevisiae est connue pour son rôle dans les mécanismes de 

détoxication. Dans la première partie de ma thèse, je me suis donc interrogé sur le rôle 

éventuel de Ccc2 dans le stockage intracellulaire et la détoxication du cuivre. Dans un premier 

temps, je me suis attaché à préciser la localisation de Ccc2, puis j’ai étudié les implications de 

cette localisation dans le rôle cellulaire de Ccc2.  

 

L’une des particularités de la prise en charge du cuivre dans les cellules est qu’il n’est 

jamais libre dans le cytoplasme. Le transfert d’une protéine à une autre implique toujours des 

interactions protéines-protéines. Dans ce cadre, l’acquisition du cuivre par les ATPases à 

cuivre via leur métallochaperonne a été intensivement étudiée. Le cuivre de la 
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métallochaperonne est transmis au MBD par un jeu d’échange de liaisons entre cystéines des 

motifs CxxC. Puis pour déclencher le cycle de transport, le cuivre doit se fixer au site intra-

membranaire de transport CPC. D’après les résultats de la thèse d’Isabelle Morin (2005), le 

cuivre des MBD serait lui-même transféré au site intra-membranaire. A partir de là, deux 

scénarios sont possibles. Le premier postule un transfert direct du cuivre des MBD au site 

intra-membranaire. Le second postule l’existence d’un site intermédiaire entre les MBD et le 

site intra-membranaire. Cette dernière hypothèse sera l’objet de la deuxième partie de mes 

résultats. Nous y explorerons le rôle potentiel du domaine nucléotidique de l’ATPase dans le 

transfert du cuivre au sein de Ccc2. 
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Résultats 
 

1. De la localisation à la fonction 

1.1. Etude de la localisation de l’ATPase eucaryote Ccc2 

 

La levure est un bon modèle de cellule eucaryote et nombre de découvertes en biologie 

cellulaire sont le fait d’études chez la levure transposées chez les eucaryotes pluricellulaires. 

Ainsi la découverte des mutants Sec par Novick et Schekman à la fin des années 70 (Novick 

et Schekman 1979; Novick et coll. 1980) marque une étape importante en biologie cellulaire 

dans l’étude du trafic des vésicules intracellulaires.  

La levure a été intensivement utilisée dans l’étude du fonctionnement des ATPases à 

cuivre in vivo. Les nombreux outils à disposition chez cet organisme ont notamment été 

utilisés pour mettre en évidence les rôles distincts des différents MBD des ATPases humaines 

et caractériser l’impact de mutations d’ATP7A et d’ATP7B trouvées chez des malades. A 

contrario la localisation et le trafic de ces ATPases ont été principalement étudiés dans de 

nombreuses lignées cellulaires de mammifère. Ces études ont permis de déterminer la 

localisation des ATPases humaines en condition basale, en présence d’un excès de cuivre 

dans le milieu et de mettre en évidence un certain nombre des motifs importants pour leur 

localisation et leur trafic (Introduction §5). Cependant des questions restent en suspens dans 

ces études. Il s’agit notamment d’identifier sans ambiguïtés le compartiment de résidence de 

ces ATPases dans un milieu riche en cuivre, ou encore d’identifier tous les motifs participant 

à la régulation du trafic de ces ATPases. De ce fait il est intéressant d’étudier la localisation et 

le trafic de Ccc2 dans Saccharomyces cerevisiae afin de l’utiliser comme un modèle de la 

régulation du trafic cellulaire de ces ATPases. 

La localisation de Ccc2 a été étudiée par Yuan et coll. en 1997. Pour cela, les auteurs ont 

fusionné CCC2 en phase avec une étiquette HA, sous le contrôle de son propre promoteur, 

dans un plasmide centromérique. Par immunofluorescence, ils ont montré que Ccc2 était 

présente dans des structures vésiculaires. L’utilisation de souches mutantes affectées dans 

différentes étapes de la voie sécrétoire leur a permis de préciser la localisation de Ccc2 au 

niveau du réseau trans-golgien et dans les compartiments de la voie sécrétoire. Cette 

localisation est en accord avec le rôle connu de Ccc2 qui est de délivrer le cuivre aux enzymes 

de la voie sécrétoire (Yuan et coll. 1995). Les auteurs concluent leur étude sur la nécessité de 
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préciser la localisation de l’ATPase par des expériences de colocalisation. En effet, si les 

mutants des voies sécrétoires permettent de déterminer les compartiments et les voies de 

transit d’une protéine, ils ne renseignent pas précisément sur la localisation d’une protéine et 

peuvent même la fausser. Par exemple dans le cas d’une protéine qui cycle constitutivement 

entre deux compartiments, un mutant de l’étape de transfert entre les deux compartiments 

entraîne une accumulation de la protéine dans le premier compartiment. 

Nous avons donc décidé de poursuivre l’étude précédente en utilisant une protéine 

fusionnée avec une étiquette GFP (Green Fluorescent Protein) en C-terminal. En effet la 

technique d’immunofluorescence nécessite de fixer et de perméabiliser les cellules pour 

permettre à l’anticorps de pénétrer dans la cellule. La durée de préparation des cellules et le 

caractère drastique des traitements nécessaires peuvent entraîner des artefacts dans la 

localisation de la protéine. L’étiquette GFP permet d’étudier la localisation d’une protéine 

dans des cellules vivantes et dans leur milieu de culture. De plus la simplicité et la rapidité de 

préparation des échantillons limitent les risques d’artefact.  

Dans ce chapitre nous étudierons la localisation et le trafic de Ccc2 et chercherons à 

identifier les motifs de Ccc2 déterminant sa localisation. 

 

1.1.1.  Localisation de Ccc2 par microscopie de fluorescence 

 

1.1.1.1.  Etude de la localisation en condition basale 

 

En 2003, Huh et coll. ont réalisé une banque de souche de levure avec une étiquette 

GFP fusionnée en C terminal des ORF, au locus chromosomique (Huh et coll. 2003). Sur les 

6234 ORF annotées du génome de levure, la localisation de 4156 protéines a pu être étudiée. 

Dans le cas de Ccc2, la faible expression endogène de la protéine n’a pas permis une 

localisation plus précise de Ccc2 que celle observée par Yuan et coll. en 1997. Nous avons 

donc décidé de fusionner Ccc2 à la GFP sous le contrôle du promoteur de PMA1 dans un 

plasmide centromérique. Nommé pCen-Ccc2-GFP, ce plasmide été utilisé pour toutes nos 

expériences de localisation. Il possède le gène LEU2 qui permet de rétablir l’auxotrophie de la 

souche de levure pour la leucine. Dans nos expériences, les levures sont donc cultivées dans 

un milieu synthétique complet sans leucine noté SC-L (Synthétique Complet sans Leucine). 

La fonctionnalité de Ccc2 fusionnée à la GFP a été vérifiée à l’aide du test phénotypique 

utilisé pour étudier la fonctionnalité des ATPases à cuivre dans la levure (Introduction 2.2.4). 
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Figure R.1.1 : Localisation de Ccc2 par microscopie à fluorescence  

(souche BY4741 transformée avec pCen-Ccc2-GFP) 
 

Dans ce contexte Ccc2-GFP est présente sous forme ponctuée dans le cytoplasme 

(figure R.1.1). Ce signal ponctiforme pourrait correspondre à l’appareil de Golgi ou à des 

structures endosomales, comme décrit par Yuan et coll. en 1997. Cependant, de façon 

surprenante, le marquage de Ccc2 se confond parfaitement avec la membrane de la vacuole, 

telle qu’elle est délimitée sur la photo en Nomarski. Ainsi Ccc2 serait également adressée à la 

membrane de la vacuole.  

 

1.1.1.2. Colocalisation de Ccc2 

 

La localisation de Ccc2 par microscopie présente un motif ponctué caractéristique de 

protéines vésiculaires. Chez la levure différents compartiments peuvent présenter un tel motif, 

l’appareil de Golgi, le réseau trans-golgien ou encore les endosomes. Afin de préciser la 

localisation de Ccc2, nous avons décidé d’utiliser des protéines spécifiques de différents 

compartiments de la levure comme marqueur de ces derniers (Huh et coll. 2003). Ces 

protéines sont fusionnées à la RFP (Red Fluorescent Protein) et présentent une fluorescence 

dans le rouge. Ainsi, si Ccc2 est présente dans le même compartiment que la protéine de 

référence, un marquage jaune issu de la superposition des fluorescences de la GFP et de la 

RFP sera observé. 
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Figure R.1.2 : Localisation de Ccc2-GFP en présence des protéines de référence 

Le marquage jaune signifiant la présence de Ccc2 et du marqueur dans la même vésicule est mis en 
évidence par une flèche blanche pour faciliter la lecture. (Souches BY4741-Sec13-RFP, BY4741-Sec7-RFP, 

BY4741-Chc1-RFP et BY4741-Snf7-RFP transformées avec pCen-Ccc2-GFP)  
 

Comme nous pouvons l’observer (figure R.1.2), Ccc2 réside partiellement dans le 

compartiment de snf7, protéine résidente des endosomes tardifs. Mais Ccc2 se trouve 

également avec les marqueurs du réticulum endoplasmique (Sec13, protéine qui cycle entre le 

réticulum endoplasmique et le Golgi), de l’appareil de Golgi (Sec7, protéine qui cycle entre 

les faces cis et trans de l’appareil de Golgi), ou encore du Golgi tardif (Chc1, clathrine 

impliquée dans le transport des vésicules du Golgi tardif). Ainsi Ccc2 semble être présente 

dans l’ensemble des compartiments de la voie sécrétoire. Cette localisation peut s’expliquer 

de deux manières différentes. La première explication considère que les endosomes et la 

membrane vacuolaire sont les compartiments finaux de Ccc2, et que les colocalisations 

observées avec le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et le Golgi tardif ne reflètent 

que le passage de la protéine dans ces compartiments pour atteindre sa destination finale. La 

seconde explication considère le rôle de Ccc2 déjà connu, qui est de donner du cuivre aux 
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enzymes nouvellement synthétisées telles que Fet3 qui transitent par la voie sécrétoire avant 

d’atteindre la membrane plasmique. Il n’est donc pas étonnant de retrouver Ccc2 tout le long 

de la voie sécrétoire puisqu’elle accompagnerait les enzymes néo-synthétisées.  

Une expérience utilisant la cycloheximide, qui bloque la synthèse protéique de la 

cellule, permettrait de déterminer si Ccc2 réside de manière permanente dans les endosomes 

et à la membrane vacuolaire ou si la protéine cycle entre le Golgi et la membrane de la 

vacuole.  

Il est intéressant de noter que les agrégats de Ccc2 observés dans certaines levures ne 

correspondent pas à une prolifération de réticulum endoplasmique comme cela est observé 

lorsque la surexpression d’une protéine provoque une accumulation de protéines mal repliées 

dans le réticulum endoplasmique (Degand et coll. 1999). Dans nos expériences, les levures ne 

montrent pas de défaut de morphologie du réticulum endoplasmique. 

De ces expériences de colocalisation, nous pouvons conclure que Ccc2 est majoritai-

rement localisée à la membrane des endosomes et à la membrane de la vacuole. Nous avons 

ainsi précisé le compartiment post golgien évoqué dans la publication de Yuan et coll. (1997).  

Cependant la localisation à la membrane vacuolaire n’avait jamais été observée 

auparavant et pourrait être due à un artefact de nos conditions de microscopie. Pour nous 

assurer que nos observations ne sont pas un artefact dû à l’étiquette GFP ou à la surproduction 

induite par le plasmide, nous avons vérifié par centrifugation sur gradient de sucrose, la 

localisation de Ccc2 endogène étiquetée au locus chromosomique. 

 

1.1.2. Etude de la localisation de Ccc2 endogène. 

 

1.1.2.1.  Localisation de Ccc2 par gradient linéaire de sucrose 

 

Pour étudier la localisation de Ccc2 par centrifugation sur gradient linéaire de sucrose, 

nous avons marqué Ccc2 avec une petite étiquette hémaglutinine (HA, séquence: 

YPYDVPDYA) en C-terminal, au locus chromosomique. Une souche BY4741-Ccc2-HA a 

donc été construite (Matériels et Méthodes §3.3.2). 

 A partir de cette souche, nous avons effectué une lyse en condition douce (sans 

détergent), puis nous avons séparé les différents organites sur un gradient de sucrose linéaire 

(20 – 60 %). Après centrifugation, 15 fractions distinctes ont été récupérées. Les protéines 

présentes dans chaque fraction ont été précipitées à l’acide, séparées sur gel d’acrylamide, 
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puis transférées sur membrane de nitrocellulose pour l’immunodétection. Un anticorps contre 

l’étiquette HA a été utilisé pour détecter Ccc2. Les fractions contenant les membranes du 

Golgi tardif et celles des endosomes ont été révélées avec un anticorps dirigé contre Vps10, le 

récepteur membranaire de la protéase vacuolaire CPY (CarboxyPeptidase Y) (Vps10 cycle 

entre l’appareil de Golgi et les endosomes tardifs), les endosomes avec un anticorps dirigé 

contre la SNARE Pep12 (protéine qui cycle entre vésicules pré-endosomales et endosomes 

tardifs), les membranes de la vacuole avec un anticorps dirigé contre une sous-unité 

membranaire de Vma1, l’ATPase à protons vacuolaire, et la membrane plasmique avec un 

anticorps dirigé contre Pma1, l’ATPase à protons de la membrane plasmique (figure R.1.3). 

 

 
Figure R.1.3 : Localisation de Ccc2 par sédimentation différentielle sur gradient linéaire de sucrose dans 

la souche BY4741-Ccc2-HA. 
Ccc2 est révélée par son étiquette HA, la disposition des différents organites est révélée par des anticorps 

spécifiques des marqueurs : Vps10 pour Golgi tardif/endosomes, Pep12 pour les endosomes, Vma1 pour la 
vacuole et Pma1 pour la membrane plasmique. Figure représentative de trois expériences indépendantes. 

 

Dans ce gradient, Ccc2 est principalement localisée dans les fractions 6 à 12 qui 

correspondent aux fractions où se répartissent les marqueurs des membranes du Golgi, des 

endosomes et de la vacuole. De ce fait, comme attendu, Ccc2 est retrouvée dans les 

compartiments post-golgiens de la voie sécrétoire. Une faible fraction de Ccc2 est aussi 

trouvée dans les fractions 13 et 14, correspondant au marqueur de la membrane plasmique 

Pma1. Il est donc possible qu’une fraction de Ccc2 puisse accompagner Fet3 jusqu'à la 

membrane plasmique pendant sa maturation. Le profil de répartition de Ccc2 correspond de 

façon surprenante à celui de Vma1. Ce résultat semble indiquer que Ccc2 est bien localisée de 
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manière constitutive à la membrane de la vacuole comme l’est Vma1 et que le résultat de 

microscopie n’est dû ni à la surexpression de Ccc2, ni à l’étiquette GFP. La localisation de la 

protéine endogène valide donc notre stratégie d’étude en microscopie de fluorescence avec un 

plasmide surexprimant Ccc2 étiquetée avec la GFP. 

 

1.1.2.2.  Préparation de vacuoles isolées 

 

Afin de confirmer encore une fois ce résultat inattendu, nous avons recherché la 

présence de Ccc2 dans des préparations de vacuoles isolées. Pour ce faire nous avons utilisé la 

technique décrite par Sarry et coll. en 2007 lors de leur analyse du protéome de la lumière de 

la vacuole. Cette technique d’extraction douce des vacuoles permet d’obtenir des vacuoles 

entières très pures (Matériels et Méthodes §4.5) 

Nous avons donc effectué une extraction de vacuole à partir de la souche BY4741- 

Ccc2-GFP construite par Huh et coll. (2003). Les protéines marqueurs des différents 

compartiments ont été utilisées pour caractériser l’enrichissement en fraction vacuolaire et la 

pureté de l’échantillon. Nous avons comparé l’enrichissement à un extrait brut de cellules. Les 

quantités de protéine variant entre l’extrait brut et la préparation de vacuoles pures, les temps 

d’exposition entre les différentes pistes ne sont pas les mêmes (figure R.1.4). 

 
Figure R.1.4 : Analyse de la pureté de la préparation de vacuole purifiée 

(souche BY4741-Ccc2-GFP) 
Ccc2 est révélée par son étiquette GFP, la présence d’organites contaminants est révélée par des anticorps 

spécifiques des marqueurs Vps10 pour Golgi tardif/endosomes, Pep12 pour endosomes et Vma1 pour la vacuole. 
Pistes 1 : vacuoles purifiées, 2 : vacuoles après le premier gradient, 3 : extrait brut de levure 

 

Malgré une exposition de plus d’une demi-heure, il a été impossible de détecter la 

présence des marqueurs Pep12 ou Vps10 dans la préparation, alors qu’ils étaient rapidement 

détectables dans l’extrait brut. Seul Vma1 a pu être détectée dans la fraction vacuolaire. De ce 

fait les vacuoles peuvent être considérées comme pure. Nous avons pu détecter Ccc2 dans ces 
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fractions vacuolaires confirmant ainsi une localisation de Ccc2 endogène dans des conditions 

standards de culture à la membrane de la vacuole. 

 

L’ensemble de ces résultats indique très clairement que Ccc2 n’est pas localisée que 

dans les membranes des compartiments de la voie sécrétoire, mais aussi dans la membrane de 

la vacuole. Ce dernier résultat n’avait jamais été décrit. 

 

1.1.3. Effet des conditions de culture sur la localisation de Ccc2 

 

1.1.3.1.  Effet du cuivre sur la localisation de Ccc2 

 

La régulation de Ccc2 en fonction des conditions en cuivre du milieu a été peu étudiée. 

Une étude de transcriptomique très récente montre que la transcription de Ccc2 est augmentée 

d’un facteur 2 lorsque les concentrations en cuivre dépassent les 5 mM dans un milieu YPD 

(Jin et coll. 2008). Par ailleurs, la localisation des homologues humains de Ccc2 que sont 

ATP7A et ATP7B est connue pour dépendre de la concentration extracellulaire en cuivre, 

contrairement à leur expression qui semble y être insensible (Petris et coll. 1996; Roelofsen et 

coll. 2000). Il est donc possible que la localisation de Ccc2 varie en fonction de la 

concentration en cuivre. Pour aborder cette question, nous avons étudié la localisation de 

Ccc2 dans des levures exposées 2h dans un milieu contenant des concentrations croissantes de 

cuivre (figure R.1.5). 
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Figure R.1.5 : Localisation de Ccc2 en présence de concentrations croissantes de cuivre  

(souche BY4741 transformée avec pCen-Ccc2-GFP ; exposition de 2h au cuivre aux concentrations indiquées) 
 

En présence d’un excès de cuivre nous observons une disparition progressive du 

marquage à la membrane de la vacuole. Le signal devient majoritairement ponctué à partir de 

500 µM de CuSO4 dans le milieu. Ainsi Ccc2 est localisée dans des vésicules cytoplasmiques 

quand le milieu devient excédentaire en cuivre. Ce résultat peut être dû à un arrêt de 

l’adressage à la vacuole suivi d’une dégradation de Ccc2 à la membrane de la vacuole ou bien 

à une migration de Ccc2 de la membrane vacuolaire vers des vésicules. Cependant les 

phénomènes de migration des protéines sont généralement rapides. Ainsi dans le cas de 

l’ATPase de Menkes exprimée dans des cellules CHO résistantes au cuivre, le changement de 

localisation est accompli dans les 15 min qui suivent l’ajout du cuivre dans le milieu (Pase et 

coll. 2004). Ici la disparition du marquage à la vacuole n’est complet qu’après 2h de 

traitement, une durée qui équivaut au temps de génération de la souche dans ces conditions de 

croissance. 
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Figure R.1.6 : Localisation de Ccc2 en absence de cuivre. 

(souche BY4741 transformée par pCen-Ccc2-GFP ; exposition de 2h à des concentrations croissantes de BCS 
dans un milieu de culture initialement sans cuivre)  

 

La carence en cuivre ne semble pas avoir d’effet sur la localisation de Ccc2 (figure 

R.1.6). Sa localisation partagée entre des vésicules et la membrane de la vacuole semble donc 

être sa localisation basale. 

  

Le pH du milieu SC-L utilisé est inférieur à 4,5 et s’acidifie au cours de la croissance 

des levures. Au laboratoire, les études in vivo de la voie Atx1 – Ccc2 utilisent un milieu 

carencé en fer et en cuivre et tamponné à pH 6.1. Nous savons par ailleurs que la tolérance 

aux métaux de S. cerevisiae est d’autant plus faible que le pH du milieu est alcalin (Serrano et 

coll. 2002). Nous avons donc choisi de regarder si une telle stabilisation du pH influence la 

localisation de Ccc2 (figure R.1.7). 
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Figure R.1.7 : Localisation de Ccc2 en présence de cuivre dans un milieu SC-L tamponné à pH 6,1 (MES-

NaOH) (souche BY4741 transformée par pCen-Ccc2-GFP ; exposition de 2h à 300 µM de cuivre) 
 

Si le maintien du pH à 6,1 n’influence pas la localisation de Ccc2 en condition 

standard, il stimule le déplacement de Ccc2 vers les vésicules à une concentration en cuivre 

plus faible que précédemment. En effet, il n’y a plus de marquage à la membrane de la 

vacuole après une exposition à 300 µM de cuivre. 

 

1.1.3.2. Effet du fer sur la localisation de Ccc2 

 

Ccc2 se trouve à la croisée de l’homéostasie du fer et du cuivre, de ce fait nous avons 

regardé si le fer avait un effet sur la localisation de Ccc2. Dans ces expériences, nous avons 

choisi d’utiliser le milieu carencé en fer utilisé par Forbes et Cox pour leurs expériences de 

complémentation en milieu liquide de la voie Atx1 – Ccc2 par ATP7B (Forbes et Cox 1998). 

Cette expérience nous permet également de connaître la localisation de Ccc2 dans les 

conditions utilisées pour l’étude de la fonctionnalité des ATPases à cuivre humaines dans la 

levure. 
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Figure R.1.8 : Localisation de Ccc2 dans un milieu SC-L tamponné à pH 6,1 (MES-NaOH) et carencé ou 

en excès de fer (souche BY4741 transformée avec pCen-Ccc2-GFP ; exposition de 10h au mélange fer/ferrozine) 
 

Ainsi que nous pouvons le constater ces conditions de culture n’influent pas sur la localisation 

de Ccc2 (figure R.1.8). 

 

En résumé, la carence en cuivre n’a pas d’effet sur la localisation de Ccc2. A contrario, 

Ccc2 se déplace vers un compartiment vésiculaire qui reste à identifier en présence d’un excès 

de cuivre dans le milieu de culture. Contrairement aux ATPases humaines, Ccc2 n’est pas 

constitutivement localisée dans le réseau trans-golgien, mais se partage entre un compartiment 

vésiculaire et la membrane de la vacuole. Mais comme les ATPases humaines, Ccc2 subit un 

changement de localisation en présence d’un excès de cuivre. Enfin, si la concentration de 

cuivre dans le milieu de culture influence la localisation de Ccc2 dans la levure, la 

concentration en fer semble sans effet. 
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1.1.4. Adressage de Ccc2 à la vacuole. 

 

L’étude de l’adressage des protéines nouvellement synthétisées a permis de définir 3 

grandes voies de trafic entre l’appareil de Golgi et la vacuole (figure R.1.9) : 

- la voie endocytaire, qui comme son nom l’indique, dépend de la formation 

d’endosomes précoces ; 

- la voie CPY, empruntée par la carboxypeptidase Y 

ces deux voies convergent vers les endosomes tardifs (MVB) pour rejoindre la vacuole ; 

- la voie ALP, empruntée par la phosphatase alcaline qui atteint directement la 

vacuole 

 

 
Figure R.1.9 : Représentation schématique des voies d’adressage des protéines à la vacuole 

(d’après (Lemmon et Traub 2000)) 
 

Des mutants de la souche BY4741 sont disponibles dans lesquels l’une ou l’autre de 

ces voies d’adressage sont bloquées (Bowers et Stevens 2005). La voie endocytaire est 

bloquée par une délétion du gène end3 codant pour une protéine indispensable à la formation 

des vésicules d’endocytose. La voie CPY est bloquée par la délétion du gène vps27 codant 

pour une protéine du complexe ESCRT-0 indispensable à la sortie des vésicules des MVB. Et 

la voie ALP est bloquée par la délétion du gène aps3 codant pour une protéine du complexe 

AP-3, indispensable pour la sortie de l’appareil de Golgi des protéines empruntant cette voie. 
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Ainsi si Ccc2 est adressée à la vacuole via l’une ou l’autre de ces voies, alors nous devrions 

observer une disparition du marquage à la membrane vacuolaire. 

 
Figure R.1.10 : Localisation de Ccc2 dans des mutants des voies d’adressage à la vacuole 

(souches BY4741 sauvage et mutantes transformées avec pCen-Ccc2-GFP) 
  

Nous pouvons constater sur la figure R.1.10 qu’aucun de ces mutants n’est en mesure 

de bloquer l’adressage de Ccc2 à la membrane de la vacuole. 

La littérature nous apprend que ces voies d’adressage ne sont pas étanches. Par 

exemple dans une souche vps10∆, dont un gène indispensable à la voie CPY est inactivée, 

seul 10 % de la CPY atteint la vacuole, mais 50 % de l’hydrolase vacuolaire protéinase A 

(pep4) est encore délivrée à la vacuole (Bowers et Stevens 2005). De ce fait si certaines 
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protéines sont exclusives de l’une ou l’autre de ces voies, d’autres sont capables d’emprunter 

plusieurs chemins pour atteindre la vacuole ou d’emprunter une voie alternative si leur voie 

d’adressage est bloquée. Ccc2 est probablement l’une d’entre elle. 

 

 
Figure R.1.11 : Localisation de Ccc2 dans des mutants des voies d’adressage à la vacuole après 2h 

d’exposition à 500 µM de cuivre 
(souches BY4741 sauvage et mutantes transformées avec pCen-Ccc2-GFP) 

 
L’étude de la localisation de Ccc2 dans ces mutants d’adressage à la vacuole a été 

répétée en présence de 500 µM de CuSO4 dans le milieu de culture (figure R.1.11). Elle 

montre que l’interruption des voies endocytaires n’a pas d’effet sur le changement de 

localisation de Ccc2 qu’induit le traitement au cuivre. Cependant, dans les souches aps3∆ et 
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vps27∆, nous n’observons qu’une disparition partielle du marquage à la membrane vacuolaire, 

dans des conditions induisant la disparition totale de ce marquage dans la souche contrôle. Si 

nous considérons que la disparition du marquage est due à un déplacement de l’ATPase vers 

des vésicules en condition d’excès de cuivre, alors nous pouvons affirmer que les voies ALP 

et CPY jouent un rôle dans ce mécanisme. Ce résultat est au contraire difficilement 

compatible avec l’hypothèse d’un blocage de l’adressage à la vacuole suivi de la dégradation 

de Ccc2 induits par la présence de 500 µM de cuivre. En effet le blocage de la voie 

d’adressage aurait tendance à favoriser la disparition du marquage. 

 

En résumé, en condition basale, Ccc2 n’emprunte pas exclusivement une voie pour 

atteindre la membrane de la vacuole, mais au moins les voies ALP et CPY. Ces voies 

semblent toutes les deux participer au déplacement de Ccc2 induit par l’excès de cuivre. Enfin 

ces expériences nous permettent d’exclure un rôle de la voie endocytaire dans la localisation 

de Ccc2 à la vacuole.  

 

1.1.5. Etude des motifs influençant la localisation de Ccc2 

 

Les ATPases de type P1 sont définies par une structure et des motifs strictement 

conservés entre les différentes protéines de la famille. Nous pouvons différencier les motifs 

communs à toutes les ATPases de type P que sont les motifs de phosphorylation DKTGT et 

de déphosphorylation TGE, des motifs spécifiques aux ATPases à métaux mous que sont les 

motifs CxxC des MBD et le motif de transport intramembranaire CPC. Comme nous l’avons 

vu dans l’introduction (§5.3), dans les ATPases à cuivre humaines, il existe un lien entre leur 

fonctionnalité, leur localisation et leur trafic. Dans ce paragraphe nous étudierons l’effet des 

mutations de ces motifs consensus sur la localisation de Ccc2. 

 

  1.1.5.1 Les motifs conservés des ATPases de type P 

 

L’acide aspartique du motif D627KTGT est la cible de la phosphorylation auto-

catalytique de l’ATPase au cours du cycle enzymatique (figure R.1.12). Sa mutation en 

alanine inhibe irrémédiablement l’activité de l’ATPase. 

D’après les données disponible sur l’ATPase calcium Serca1a, le motif TGE catalyse 

l’hydrolyse du groupement phosphate du phosphorylenzyme et sa mutation inhibe fortement 
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la déphosphorylation de l’ATPase (Anthonisen et coll. 2006). Cette hydrolyse reste thermo-

dynamiquement favorable, mais la vitesse de la réaction n’est pas compatible avec la 

cinétique de l’ATPase. Ainsi ce mutant est constitutivement phosphorylé in vitro et n’est pas 

fonctionnel in vivo. La mutation TGE-AAA peut être considérée comme l’opposé de la 

mutation D627A. 

 
Figure R.1.12 : Cycle de l’ATPase à calcium (d’après Jencks 1989) 

 
 

La localisation du mutant D627A est identique à celle de la protéine sauvage dans les 

conditions normales de culture. Ce résultat indique que la protéine n’a pas besoin d’être 

fonctionnelle pour être correctement localisée. Par contre, en présence de cuivre le mutant 

D627A reste à la membrane de la vacuole, contrairement à la protéine sauvage. Une protéine 

phosphorylable est donc indispensable à la réponse de Ccc2 au cuivre (figure R.1.13). 

 
Figure R.1.13 : Localisation de Ccc2-D627A en condition basale et en présence de cuivre 

 (souche BY4741-ccc2∆  transformée avec pCen-Ccc2-D627A-GFP ; exposition de 2h au cuivre) 
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Le mutant TGE-AAA présente une localisation majoritairement vésiculaire, semblable 

à celle de la protéine sauvage en présence d’un excès de cuivre dans le milieu de culture. Ce 

résultat confirme l’importance de la phosphorylation dans la réponse de Ccc2 au cuivre, et 

laisse penser que cette dernière pourrait être un signal pour le changement de localisation. 

Comme dans le cas de l’ATPase à calcium, la déphosphorylation de Ccc2 n’est 

vraisemblablement pas totalement inhibée par la mutation TGE-AAA. Ainsi nous pouvons 

penser qu’en cas de carence en cuivre importante, la concentration en cuivre intracellulaire 

serait suffisamment faible pour ne pas activer Ccc2-TGE-AAA. Dans ce cas, une localisation 

de Ccc2-TGE-AAA à la membrane de la vacuole pourrait être observée. Ce résultat a pu être 

obtenu après une culture de 12h de la souche exprimant Ccc2-TGE-AAA dans un milieu sans 

cuivre ajouté, suivie d’un traitement de 2h par 500 µM de BCS (figure R.1.14). 

  

 
Figure R.1.14 : Localisation de Ccc2-TGE-AAA en condition basale, en présence ou en absence de cuivre 
(souche BY4741-ccc2∆ transformée avec pCen-Ccc2-TGE-AAA-GFP ; exposition de 2h au cuivre ou au BCS) 
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Ces résultats confirment les résultats obtenus sur les ATPases à cuivre humaines selon 

lesquels leur phosphorylation catalytique est un élément essentiel à leur trafic (Petris et coll. 

2002). Ils nous confortent dans l’idée que Ccc2 est un bon modèle pour l’étude du trafic des 

ATPases à cuivre. 

 

 1.1.5.2. Les motifs spécifiques aux ATPases à cuivre. 

 

Ainsi que nous venons de le voir, la localisation de Ccc2 est sensible à la présence de 

cuivre dans le milieu extérieur. Dans l’optique de déterminer les motifs responsables de cette 

sensibilité, nous avons décidé d’étudier l’effet de mutations affectant la capacité de Ccc2 à 

fixer le cuivre. 

 L’importance des MBD dans le trafic des ATPases est sujette à débat. D’après les 

données de Guo et coll. (2005), les MBD ne jouent aucun rôle dans le déplacement d’ATP7B 

en présence d’un excès de cuivre. En revanche, une séquence de 63 acides aminés dans le N-

terminal d’ATP7B serait indispensable à cette réponse. Cette séquence est absente des 

séquences d’ATP7A et de Ccc2. Et il a été montré que l’inactivation ou la délétion des MBD 

d’ATP7A entraîne un défaut de réponse au cuivre de l’ATPase (Introduction 5.3.2). 

Cependant ces substitutions ou ces délétions dans le cas d’ATP7A et d’ATP7B ont un effet 

délétère sur la fonction de l’ATPase (Introduction 4.3). Dans le cas de Ccc2, il a été montré 

que sa fonction était altérée par la mutation en sérine des cystéines du motif CxxC des MBD 

(M1ssM2ssCcc2), mais que la délétion d’un des MBD et la mutation en sérine de l’autre 

MBD (M1ssCcc2) ou que la délétion des deux MBD (∆MBDCcc2) n’altéraient pas le 

fonctionnement de l’ATPase (Morin 2005). Nous disposons donc d’un modèle de choix pour 

étudier le rôle des MBD dans la réponse au cuivre des ATPases à cuivre (figure R.1.15). 
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Figure R.1.15 : Localisation en milieu normal ou en présence de cuivre des mutants du N-terminal 
(souche BY4741-ccc2∆ transformée avec pCen-M1ssM2ssCcc2-GFP, pCen-M1ssCcc2-GFP ou pCen-

∆MBDCcc2GFP ; exposition de 2h au cuivre) 
 

Ainsi que nous pouvons l’observer avec chacun de ces trois mutants, la migration de 

l’ATPase en présence de 500 µM de cuivre est abolie par l’inactivation ou la suppression des 

MBD de Ccc2. 
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A l’issue de ces expériences, nous pouvons conclure que Ccc2 est une protéine 

résidant dans les membranes des compartiments de la voie sécrétoire et dans la membrane de 

la vacuole. La localisation de Ccc2 dans la voie sécrétoire est en accord avec son rôle 

physiologique connu dans l’approvisionnement en cuivre des enzymes de cette voie. A 

contrario, la présence de Ccc2 dans la membrane de la vacuole n’a jamais été décrite et son 

rôle à la vacuole reste à déterminer.  

 Nous avons également observé que la distribution intracellulaire de Ccc2 varie en 

fonction des concentrations en cuivre du milieu extracellulaire. Ainsi l’ajout de 500 µM de 

CuSO4 dans le milieu de culture des levures, entraîne une redistribution de l’ATPase à la 

membrane de vésicules qui restent à identifier et sa disparition de la membrane de la vacuole.  

 Enfin nous avons pu montrer qu’à l’instar de ses homologues humaines, la 

phosphorylation auto-catalytique et la fixation du cuivre sur les MBD étaient cruciales pour le 

trafic de Ccc2. Ainsi une ATPase non phosphorylable ou dont le N-terminal est incapable de 

fixer le cuivre ne change pas de localisation en présence de cuivre, alors qu’à l’inverse une 

ATPase quasi constitutivement phosphorylée à une localisation strictement vésiculaire, 

ressemblant à celle de Ccc2 en présence de 500 µM de cuivre. 

 Dans le chapitre suivant, je me suis attaché à examiner le rôle physiologique de Ccc2 à 

la vacuole. 
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1.2. Etude du rôle de Ccc2 à la membrane de la vacuole. 

 

Les ATPases de Wilson et de Menkes orthologues de Ccc2 dans les cellules humaines 

ont deux rôles connus et distincts. Le premier est de délivrer le cuivre aux enzymes de la voie 

sécrétoire et le second est un rôle de détoxication du cytosol en pompant le cuivre dans des 

vésicules restant à identifier, le cuivre étant ensuite éliminé par exocytose. Chez S. cerevisiae, 

Ccc2 n’a qu’un seul rôle connu qui est de délivrer le cuivre aux enzymes de la voie sécrétoire. 

Dans cette optique, il serait possible que sa localisation vacuolaire soit sa localisation finale 

après avoir délivré le cuivre à des enzymes vacuolaires telle que Fet5, l’oxidase à cuivre de la 

membrane de la vacuole homologue de Fet3 et impliquée dans le transporteur de fer de la 

membrane vacuolaire.  

Une autre possibilité serait que Ccc2 se comporte de la même façon que les ATPases 

cuivre humaines et participe à la détoxication du cuivre. Afin de préciser le rôle de Ccc2 nous 

avons décidé d’étudier son activité à la membrane de la vacuole et son rôle potentiel dans la 

réponse de la cellule à une surcharge en cuivre. 

 

1.2.1 Ccc2 participe-t-elle à l’import de cuivre dans la vacuole ? 

 

  1.2.1.1. Dosage du cuivre sur cellule entière. 

 

Malgré le rôle connu de la vacuole dans l’homéostasie des métaux en général, nous 

n’avons que très peu d’informations quant au trafic du cuivre entre le cytoplasme et le lumen 

de la vacuole. En 2004, Rees et coll. ont mis en évidence le rôle du transporteur Ctr2 dans la 

mobilisation du cuivre intravacuolaire. A ce jour Ctr2 est le seul transporteur connu permet-

tant la sortie du cuivre de la vacuole et aucun transporteur d’import n’a pour le moment été 

découvert. 

Afin de mettre en évidence un rôle quelconque de Ccc2 dans l’accumulation du cuivre 

dans un compartiment intracellulaire, nous avons choisi dans un premier temps de réaliser des 

dosages de cuivre sur la souche BY4741 sauvage après 1h30 de culture (une génération) dans 

des milieux contenant des concentrations croissantes de cuivre. Nous avons comparé ces 

dosages à ceux des mutants ccc2∆, ctr2∆ et ccc2∆ctr2∆ (Matériels & Méthodes §3.5) dans les 

mêmes conditions. 
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En conditions normales, la souche sauvage BY4741 accumule 1,9x10-7 ng de cuivre 

par cellule. Si nous rapportons ce résultat en nombre d’atomes de cuivre par cellule tel que 

présenté dans l’étude de l’ionome de la souche BY4743 par Eide et coll. (2005), nous 

obtenons une concentration de 1,8x106 atomes de cuivre par cellule. Ce résultat est proche de 

celui obtenu dans l’étude précédente de 3x106 atomes de cuivre par cellule. La différence de 

valeur peut s’expliquer par le fait que BY4743 est la souche diploïde parentale de la souche 

haploïde BY4741 et par les conditions de culture, l’étude précédente ayant été réalisée en 

milieu riche, alors que la nôtre l’a été en milieu synthétique. Globalement nous constatons que 

la concentration en cuivre dans les mutants est légèrement supérieure à celle de la souche 

sauvage (Figure R.1.16). 

 

 
Figure R.1.16 : Dosage du cuivre contenu dans des levures exposées à des concentrations croissantes de 

cuivre. Les barres d’erreur sont présentées en SEM. 
 

Le traitement des levures pendant 1h30 par 200 ou 500 µM de cuivre entraîne une 

forte augmentation de la quantité de cuivre dans les cellules pour atteindre près de 90x10-7 ng 

par cellule. A ces concentrations, la réponse des mutants varie nettement par rapport au type 

sauvage. En effet, alors que le mutant ctr2∆ accumule plus de cuivre que la souche sauvage à 

200 µM, les mutants ccc2∆ et ccc2∆ctr2∆ accumulent des concentrations significativement 

moindres que la souche sauvage ou la souche mutante ctr2∆. A 500 µM la souche sauvage et 
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le mutant ctr2∆ contiennent la même quantité de cuivre et les souches ccc2∆ et ccc2∆ctr2∆ 

restent à des concentrations significativement plus basses que les deux autres. 

Ce résultat nous indique que Ccc2 participe à l’accumulation du cuivre dans un 

compartiment intracellulaire lorsque la levure est soumise à des concentrations croissantes de 

cuivre. De plus, à 200 µM, le mutant ctr2∆ accumule plus de cuivre que la souche sauvage, 

mais le mutant ccc2∆ctr2∆ se comporte de la même façon que le mutant ccc2∆. Ce résultat 

nous amène à penser que Ccc2 accumule du cuivre dans la vacuole. Enfin l’inactivation de 

Ccc2 entraînant une diminution de la quantité de cuivre contenu dans les cellules et non une 

augmentation, nous pouvons conclure que Ccc2 ne se comporte pas comme une pompe 

d’efflux en cas de surcharge de cuivre. Ce résultat corrobore ceux de microscopie puisque 

Ccc2 n’est jamais détectée à la membrane plasmique, ni même localisée à proximité de cette 

dernière. 

 

1.2.1.2. Dosage de cuivre sur des vacuoles isolées. 

 

 Le dosage du cuivre sur cellule entière nous permet de penser que Ccc2 participe au 

stockage du cuivre dans la vacuole. Afin d’avoir une confirmation directe de cette hypothèse, 

nous avons dosé le cuivre sur des vacuoles isolées à partir de levures en phase exponentielle 

de croissance, traitées pendant 1h30 par 500 µM de cuivre. 

 

 
Figure R.1.17 : Dosage de cuivre sur des vacuoles isolées provenant de levures soumises à 500 µM de 

cuivre pendant 1h30. Les barres d’erreur sont présentées en SEM. 
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Les résultats sont normalisés et exprimés en µg de cuivre par gramme de protéines tels 

qu’ils sont présentés par Rees et coll. dans leur étude du rôle de Ctr2 (Rees et coll. 2004) 

(Figure R.1.17). Nous pouvons constater que la concentration en cuivre de la souche sauvage 

est bien plus élevée que dans l’étude sur Ctr2. Cette différence de résultat est certainement 

due à la différence des concentrations et temps d’exposition au cuivre dans nos conditions 

respectives. La quantité de cuivre vacuolaire de la souche ccc2∆ est significativement 

moindre que celle de la souche sauvage. Il apparaît donc clairement de ces expériences, que 

Ccc2 participe au stockage du cuivre dans la vacuole.  

Ce résultat peut être expliqué par deux mécanismes distincts. Le premier implique un 

pompage direct du cuivre par Ccc2 à la membrane de la vacuole. Dans le second le cuivre est 

d’abord pompé dans des vésicules qui le déversent ensuite dans la vacuole en fusionnant avec 

la membrane vacuolaire. Au regard des données de localisation du chapitre précédent, cette 

deuxième hypothèse est la plus probable en présence de concentration de cuivre élevée dans 

le milieu de culture, et la première dans des conditions standards de culture. 

 

  1.2.2. Quel rôle physiologique pour Ccc2 dans un milieu riche en cuivre ? 

 

Le premier rôle que joue Ccc2 dans le réseau trans-golgien est illustré par la sensibilité 

des levures ccc2∆ à la carence en fer et en cuivre. Ce phénotype est expliqué par la nécessité 

d’apporter du cuivre à Fet3 pour activer le transporteur de fer à haute affinité Ftr1 

(Introduction §4.5). Etant donné le rôle de Ccc2 dans le stockage du cuivre à la vacuole, nous 

avons recherché l’impact de l’inactivation de Ccc2 dans une souche de levure soumise à une 

concentration élevée de cuivre. D’après Van Bakel et coll. (2005), l’inactivation de Ccc2 a 

pour effet de réduire la résistance au cuivre de la souche S288c. En effet cette dernière est 

sensible dès 2,5 mM CuSO4 dans le milieu de culture contre 3 mM pour la souche sauvage. 

Afin d’étudier les motifs importants pour la fonction de Ccc2 dans ce contexte nous avons 

cherché à reproduire ce phénotype. En effet, Pca1, une ATPase de type P impliquée dans la 

résistance au cadmium de la levure, avait initialement été annotée comme une ATPase à 

cuivre car sa délétion entraîne également une augmentation de la sensibilité de la levure au 

cuivre (Rad et coll. 1994). Cependant il a été depuis démontré que ce phénotype est dû à la 

capacité du N-terminal de l’ATPase à séquestrer le cuivre et que cette dernière ne transporte 

pas le cuivre (De Freitas et coll. 2004; Adle et coll. 2007). Nous souhaitions donc savoir si le 
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phénotype observé par Van Bakel et coll. était dû à la capacité de Ccc2 de séquestrer le cuivre 

dans la vacuole ou simplement à la présence des MBD. 

 

   1.2.2.1. Phénotype associé à l’inactivation de Ccc2 

 

Nous avons évalué l’impact de la délétion de Ccc2 dans un milieu contenant des 

concentrations croissantes de cuivre (Figure R.1.18). 

 

 
Figure R.1.18 : Effet du cuivre sur la croissance de la souche BY4741 sauvage et ccc2∆∆∆∆ 

 
De façon surprenante, c’est le phénotype opposé que nous avons obtenu pour la 

souche BY4741 ccc2∆ qui résiste beaucoup mieux à 2,5 mM de cuivre que la souche sauvage. 

Pour confirmer ce résultat, nous avons testé la souche ccc2∆ construite au laboratoire par 

Isabelle Morin à partir de la souche YPH499 (Morin 2005) et la souche ccc2∆ également 
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construite au laboratoire par Jennifer Lowe à partir de la souche W303 (Lowe et coll. 2004). 

Le même phénotype a été observé pour les 3 souches (Figure R.1.19).  

 

 
Figure R.1.19 : Effet du cuivre sur la croissance de la souche YPH499 sauvage et ccc2∆∆∆∆. 

 
 La complémentation d’un phénotype de sensibilité au cuivre chez la levure nécessite 

quelques précautions. En effet, le métabolisme de l’histidine (Pearce et Sherman 1999) et 

celui du tryptophane (Jo et coll. 2008) participent à la résistance au cuivre de la levure. 

L’inactivation ou le rétablissement de leur voie de biosynthèse entraîne une diminution ou une 

augmentation de la résistance au cuivre de la souche. Dans nos conditions, l’utilisation d’un 

plasmide vide exprimant les marqueurs de sélection rétablissant la synthèse de l’histidine ou 

du tryptophane a pour effet de masquer l’augmentation de la sensibilité de la souche ccc2∆ au 

cuivre. Le plasmide utilisé pour exprimer Ccc2-GFP portant le gène LEU2, nous l’avons 

utilisé pour reverser le phénotype de la souche BY 4741 ccc2∆. 
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Figure R.1.20 : Effet du cuivre sur la croissance de la souche BY4741 ccc2∆∆∆∆ en présence d’un plasmide 
vide ou exprimant Ccc2-GFP 

 

Ainsi que le montre la figure R.1.20 le plasmide vide ne modifie pas la résistance de la 

souche à 2,5 mM. Par contre, l’expression de Ccc2 par pCen-Ccc2-GFP rend la souche plus 

sensible au cuivre. 

 

La présence de Ccc2 est donc toxique pour la cellule lorsque les concentrations 

deviennent trop élevées dans le milieu de culture. Ce résultat est contre-intuitif de prime abord. 

En effet la suppression de transporteurs de métaux dans la vacuole comme Ycf1 (Szczypka et 

coll. 1994 ; Wemmie et coll. 1994) ou encore Cot1 (Conklin et coll. 1992) a pour effet 

d’augmenter la sensibilité de la levure au métal transporté. Nous ne pouvons cependant pas 

exclure que l’accumulation de cuivre soit toxique. Une autre hypothèse pourrait expliquer ce 

phénotype si nous considérons les dosages de cuivre sur cellule entière de la souche sauvage 

et de la souche ccc2∆ (Figure R.1.16). Cette dernière contient moins de cuivre que la souche 

sauvage. Nous pouvons donc supposer que la levure ne pouvant stocker le cuivre dans la 

vacuole, la concentration dans le cytosol atteindrait plus rapidement le seuil déclenchant les 

mécanismes de protection contre le cuivre. La résistance observée de la souche ccc2∆ serait 

donc due à une prise en charge plus précoce du stress cuivre par la cellule. 
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   1.2.2.2. Motif responsable de la toxicité de Ccc2. 

  

 Afin de distinguer le rôle des MBD du rôle de l’activité catalytique dans ce phénotype, 

différents mutants ont été testés : 

- M1ssM2ssCcc2 est une protéine dont les MBD sont rendus incapables de lier le cuivre 

par le remplacement des cystéines du motif CxxC en sérines. Ce mutant n’est pas 

phosphorylable in vitro en présence du seul cuivre contaminant et il ne restaure pas le 

phénotype sauvage d’une souche ccc2∆ in vivo dans un milieu carencé en fer et en 

cuivre (Morin 2005) 

- ∆MBDCcc2 est une protéine tronquée de ses MBD. Ce mutant est phosphorylable in 

vitro en présence du seul cuivre contaminant ; il ne complémente pas une souche 

ccc2∆, mais complémente une souche ccc2∆atx1∆ dans laquelle un MBD indépendant 

est co-exprimé.  

- Ccc2-D627A est une protéine dont l’acide aspartique du motif de phosphorylation 

D627KTGT est muté en alanine rendant impossible la phosphorylation auto-catalytique 

de la protéine. La protéine est donc constitutivement inactive. 

- Ccc2-TGE-AAA est une protéine dont le motif TGE est muté en alanines. La protéine 

présente un défaut dans l’étape de déphosphorylation. In vitro cette mutation se traduit 

par un défaut de déphosphorylation de l’ATPase et in vivo par une incapacité à 

complémenter une souche ccc2∆ dans un milieu carencé en fer et en cuivre. 

 

 

Figure R.1.21 : Croissance de la souche BY4741 ccc2∆∆∆∆ sur un milieu riche en cuivre en présence de 
mutants de Ccc2 – influence de l’activité catalytique 

(souche transformée par les plasmides indiqués) 
 



Résultats et discussion  

102 

 

L’expression des mutants de Ccc2 sans activité catalytique dans la souche ccc2∆ 

restaure le phénotype sauvage de sensibilité au cuivre (Figure R.1.21). Le phénotype lié à 

l’expression de Ccc2 ne serait donc pas dû à l’activité catalytique de la protéine. 

 

 

 

Figure R.1.22 : Croissance de la souche BY4741 ccc2∆∆∆∆ sur un milieu riche en cuivre en présence de 
mutant de Ccc2 – influence de la fixation du cuivre aux MBD 

(souche transformée par les plasmides indiqués) 
 

L’expression des mutants de Ccc2 incapables de fixer le cuivre sur les MBD restaure 

également le phénotype sauvage de la souche (Figure R.1.22). La liaison du cuivre sur les 

MBD ne semble pas non plus être la cause de la sensibilité au cuivre liée à la présence de 

Ccc2.  

 

D’après ces tests phénotypiques, ni la capacité de fixer le cuivre par les MBD, ni 

l’activité catalytique de Ccc2 ne semblent être responsables du phénotype observé. D’après 

les données précédentes la plus grande sensibilité au cuivre de la souche exprimant Ccc2 est 

due à une suraccumulation de cuivre par ces cellules. Or si l’ATPase n’est pas 

catalytiquement active, elle ne devrait plus accumuler de cuivre dans la cellule, et si le modèle 

selon lequel Ccc2 acquiert le cuivre qu’elle transporte au niveau de ses MBD par interaction 

avec Atx1 est vérifié, alors les mutants ∆MBD ou M1ssM2ss ne devraient pas non plus 

accumuler de cuivre dans la cellule. 

Afin de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse d’une suraccumulation toxique de cuivre 

en présence de Ccc2, nous avons réalisé le dosage du cuivre dans des levures ccc2∆ 

exprimant les différents mutants (Figure R.1.23). 
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Figure R.1.23 : Dosage du cuivre contenu dans la souche BY4741 ccc2∆∆∆∆ exprimant différents mutants de 
Ccc2 et exposées à 500 µM de cuivre pendant 1h30. Les barres d’erreur sont présentées en SEM. (La souche 

sauvage figure pour comparaison) 
 

Le dosage en présence du plasmide vide nous indique que la présence de ce dernier et 

la restauration de la voie de synthèse de la leucine n’ont pas d’influence sur la quantité de 

cuivre dans la levure. La transformation de cette souche avec le plasmide exprimant Ccc2-

GFP permet de restaurer l’accumulation du cuivre à un niveau comparable à celui de la 

souche sauvage.  

Afin de pouvoir comparer les quantités de cuivre entre les différentes souches, nous 

avons vérifié que les niveaux d’expression des mutants de Ccc2 étaient équivalents. 

L’immunodétection des protéines étiquetées par la GFP montre qu’il n’y a pas de variation 

d’expression notable parmi les différents mutants (Figure R.1.24). 

 
Figure R.1.24 : Immunodetection des mutants de Ccc2 exprimés par le plasmide pCen-Ccc2-GFP 

(révélation à l’aide d’un anticorps contre la GFP) 
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Quelque soit le mutant testé, la quantité de cuivre mesurée dans la souche est 

inférieure à celle mesurée dans la souche exprimant la protéine Ccc2 sauvage. Cependant, elle 

reste largement supérieure à la quantité de cuivre mesurée dans la souche ccc2∆, et reste 

visiblement suffisante pour observer le même phénotype que celui obtenu avec la protéine 

sauvage dans nos conditions. Ce test phénotypique n’est donc pas suffisamment sensible pour 

permettre de corréler les défauts d’accumulation du cuivre dans la cellule avec un phénotype 

plus ou moins prononcé. On pourra noter que la souche exprimant le mutant constitutivement 

inactif Ccc2-D627A contient à peine plus de cuivre que la souche transformée par le plasmide 

vide, ce qui laisse penser qu’il existerait un effet seuil de la concentration intracellulaire du 

cuivre au-delà de laquelle cette dernière devient toxique. 

La capacité à séquestrer le cuivre est généralement associée à une augmentation de la 

résistance. Nous pouvons citer, pour mémoire, le rôle du N-terminal de Pca1 (Adle et coll. 

2007) ou le rôle des métallothionéines dans la résistance de la levure au cuivre (Winge et coll. 

1985). Cependant nous pouvons noter que le cuivre se liant aux métallothionéines n’est pas 

échangeable, contrairement à celui fixé aux MBD de Ccc2. Il est donc possible que le 

caractère échangeable du cuivre lié aux MBD explique sa toxicité.  

L’analyse plus fine des différents mutants est hasardeuse eu égard à la variabilité de la 

mesure qui peut atteindre 10% de la valeur. Néanmoins, elle nous apporte des informations 

qualitatives sur la part que prennent dans l’accumulation du cuivre l’activité de transport 

d’une part et les MBD d’autre part (Figure R.1.25). 
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Figure R.1.25 : Quantité de cuivre présente dans les levures exprimant les différents mutants de Ccc2 par 

rapport aux levures exprimant Ccc2 sauvage 
(souche BY4741 ccc2∆ transformée par les plasmides indiqués) 

 
  Le mutant Ccc2-D627A, catalytiquement inactif et incapable de transporter le cuivre 

de part et d’autre de la membrane, accumule 20 à 30 % plus de cuivre que la souche ccc2∆, et 

donc 70 à 80 % de moins que la souche ccc2∆ transformée avec pCen-Ccc2-GFP. Au 

contraire, la protéine ∆MBDCcc2, dépourvue de ses MBD mais catalytiquement active 

accumule 60 à 70 % plus de cuivre que la souche ccc2∆ et 30 à 40 % de moins que la souche 

ccc2∆ transformée avec pCen-Ccc2-GFP. La corrélation entre ces deux protéines est 

troublante. En effet, la souche exprimant la protéine sans MBD présente un défaut 

d’accumulation correspondant approximativement à ce qui est accumulée par celle exprimant 

une protéine dont les MBD sont intacts, mais sans activité de transport. Et réciproquement la 

protéine sans activité de transport présente un défaut d’accumulation correspondant 

approximativement à ce qui est accumulée par celle exprimant une protéine sans MBD. De ce 

fait il est tentant de conclure que les MBD représentent dans nos conditions expérimentales 
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30 % de la quantité de cuivre stocké dans la levure et que l’activité de transport est 

responsable des 70 % restant. 

 Les levures exprimant les mutants M1ssM2ssCcc2 et Ccc2-TGE-AAA présentent des 

profils intermédiaires par rapport aux deux précédents mutants. Le mutant M1ssM2ssCcc2 

accumule significativement plus de cuivre que le mutant Ccc2-D627A. Pourtant d’après la 

thèse d’Isabelle Morin (Morin 2005) cette protéine n’est pas phosphorylée par le cuivre 

contaminant in vitro et ne complémente pas in vivo une souche ccc2∆ dans un milieu carencé 

en fer et en cuivre. La protéine M1ssM2ssCcc2 ne serait pas fonctionnelle dans ces conditions 

à cause d’un blocage de la protéine dans une conformation inactive. En effet l’équipe de 

Lutsenko a montré qu’il existe une interaction dépendante du cuivre entre le N-terminal et la 

grande boucle nucléotidique de l’ATPase de Wilson (Tsivkovskii et coll. 2001). La liaison du 

cuivre sur les MBD activerait l’ATPase par rupture de cette interaction. M1ssM2ssCcc2 ne 

serait donc pas fonctionnelle car ses MBD ne peuvent fixer le cuivre et donc l’ATPase reste 

dans une conformation inactive. Cependant la quantité de cuivre présente dans la souche 

BY4741 ccc2∆ est de 2,3 ± 0,1 ng / 107 cellules en condition basale pour 51 ± 4 ng / 107 

cellules dans le milieu contenant 500 µM de CuSO4. Cette variation représente une 

augmentation de plus de 2000 % de la quantité de cuivre totale. Il est donc envisageable qu’un 

tel excès de cuivre dans la cellule puisse entraîner un déblocage partiel de la protéine et donc 

son activation, ce qui expliquerait la quantité de cuivre mesurée ici. 

 Le mutant Ccc2-TGE-AAA n’est significativement différent ni du mutant 

M1ssM2ssCcc2, ni du mutant Ccc2-D627A. Sur l’ATPase à calcium Serca1a, la mutation de 

l’un des acides aminés du motif TGE entraîne une perte de 95 % de l’activité de transport due 

à une forte inhibition de l’hydrolyse du phosphorylenzyme (Anthonisen et coll. 2006). Il est 

donc possible que l’accumulation observée soit la résultante d’une activité de transport 

résiduelle comme celle observée pour Serca1a et de la fixation du cuivre sur les MBD. 

 

En résumé, nous avons montré dans ce chapitre que Ccc2 participe activement au 

stockage du cuivre dans la vacuole. En effet, son inactivation provoque une diminution de la 

quantité de cuivre contenu dans la cellule qui, selon les conditions de culture, peut atteindre la 

moitié de la quantité présente dans une levure sauvage. 

Nous avons ensuite tenté de corréler ce rôle dans le stockage du cuivre à un phénotype 

associé à l’inactivation de Ccc2, mais nous avons constaté que cette dernière renforçait la 
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tolérance de la levure aux fortes concentrations de cuivre ; l’accumulation de cuivre due à 

Ccc2 est donc néfaste à ces concentrations. 

Finalement, nous avons souhaité déterminer si cette toxicité était due à l’activité 

catalytique et donc au stockage dans un compartiment cellulaire proprement dit, ou si elle 

était due au cuivre fixé sur les MBD. Les tests phénotypiques et les dosages de cuivre sur les 

levures ccc2∆ exprimant des mutants catalytiquement inactifs ou bien incapables de fixer du 

cuivre sur leurs MBD nous montrent que les deux composantes pourraient participer au 

phénotype observé. 
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1.3. Discussion  

 

L’utilisation combinée de la biochimie et de la microscopie de fluorescence, nous a 

permis de préciser la localisation de Ccc2. Nous avons ainsi confirmé par des expériences de 

localisation en présence de marqueurs spécifiques des différents compartiments de la levure, 

la présence de Ccc2 dans l’appareil de Golgi, le réseau trans-Golgien et les endosomes. Nous 

avons également observé la présence de Ccc2 à la membrane de la vacuole, ce qui n’avait 

jamais été décrit jusqu'ici. Enfin nous avons mis en évidence que la distribution intracellulaire 

de Ccc2 était sensible à la concentration de cuivre dans le milieu de culture, et qu’en présence 

de 500 µM de cuivre, elle disparaissait de la membrane de la vacuole pour une répartition 

strictement vésiculaire. Nous n’avons pas été en mesure de préciser la nature de ces vésicules, 

malgré nos efforts.  

Dans cette première partie, je m’attacherai à discuter la distribution intracellulaire de 

Ccc2 et ses conséquences. 

 

1.3.1. Localisation et adressage de Ccc2 

 

Les expériences de colocalisation de Ccc2 en présence de protéines cibles des 

différents compartiments intracellulaires nous apprennent que Ccc2 est présente dans les 

compartiments de la voie sécrétoire que sont l’appareil de Golgi, le Golgi tardif et les 

endosomes (Résultats §1.1.1.2 et §1.1.2.1). Cette répartition dans les différents organites n’est 

peut-être pas uniquement la manifestation du transit de Ccc2 vers un compartiment final. En 

effet, elle pourrait être importante pour l’acquisition du cuivre par les enzymes de la voie 

sécrétoire. Ainsi Yuan et coll. montrent que de nombreux gènes impliqués dans la voie de 

transport des vésicules vers la vacuole, la voie vps, sont importants pour l’acquisition du 

cuivre par Fet3 (Yuan et coll. 1997). Les protéines importantes pour la métallation de Fet3 

sont principalement liées à la fusion des vésicules aux endosomes et à la vacuole (vps3 ; 6 ; 9 ; 

11 ; 16 ; 18 ; 19 ; 33 et 45), des protéines du complexe ESCRT indispensable au transport des 

vésicules entre les MVB et la vacuole (vps2 ; 4 ; 20 ; 24 et 27) ou encore des protéines 

nécessaires au transport rétrograde entre les endosomes et le Golgi tardif (vps5 ; 15 ; 29 ; 30 ; 

34 et 35). Cette importance des protéines de la voie vps dans l’acquisition du cuivre par Fet3 

nous indique que Ccc2 accompagne Fet3 au cours de son transit dans la voie sécrétoire. Le 

cuivre n’est donc probablement pas délivré à Fet3 dans le seul appareil de Golgi. De plus, 
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l’intervention de protéines du rétromère dans l’acquisition du cuivre par Fet3 plaide pour un 

recyclage constant de Ccc2 entre l’appareil de Golgi et la vacuole. 

L’importance de ce co-transit est peut être une caractéristique des ATPases à cuivre. 

Un article paru dans Nature en août 2008 vient conforter l’idée selon laquelle certaines 

enzymes à cuivre doivent être accompagnées jusqu'à leur compartiment final de résidence par 

l’ATPase qui leur délivre le métal (Setty et coll. 2008). Ainsi dans les mélanocytes de souris, 

la tyrosinase à cuivre doit être accompagnée par ATP7A, l’homologue murin de Ccc2, tout le 

long de la voie d’acheminement de l’enzyme vers son compartiment final, le mélanosome. 

Les auteurs de cette étude montrent que la tyrosinase acquiert une première fois le cuivre dans 

le réseau trans-golgien. Cependant le caractère labile de la liaison cuivre – protéine et 

probablement des conditions peu favorables dans les vésicules de transport provoquent la 

perte du cuivre par la tyrosinase, qui doit être rechargée en cuivre dans le mélanosome pour y 

exercer sa fonction. 

Il apparaît donc que Ccc2 est une protéine résidente de la voie sécrétoire et que cette 

localisation dans les différents compartiments est importante pour son rôle dans la cellule. 

 

1.3.2. Une nouvelle localisation pour Ccc2 

 

L’amélioration des techniques nous a permis de mettre en évidence la présence de 

Ccc2 à la membrane de la vacuole, ce qui n’avait jamais été décrit auparavant (Résultats 

§1.1.1). Le rôle physiologique de Ccc2 à la membrane de la vacuole sera discuté plus loin. 

Nous nous attacherons ici à l’adressage et au trafic de Ccc2 à la membrane de la vacuole. 

Bien qu’inattendue, cette localisation vacuolaire de Ccc2 est en accord avec les 

premières observations de Yuan et coll. (1997). En effet, ces derniers montrent une 

implication des voies d’adressage à la membrane de la vacuole dans l’acquisition du cuivre 

par Fet3. De plus, ils décrivent la localisation de Ccc2 dans des vésicules adjacentes à la 

membrane de la vacuole. Or la technique d’immunofluorescence impose préalablement de 

fixer et perméabiliser les levures. Cette préparation peut entraîner des artefacts, notamment un 

épaississement du signal issu des protéines de la membrane vacuolaire et il devient difficile 

d’identifier la membrane de la vacuole, qui peut être confondue avec des vésicules adjacentes 

à la membrane vacuolaire. La figure D.1.1 illustre ce phénomène.  
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Figure D.1.1 : Localisation de Ccc2 et de Vph1 par immunofluorescence 

 
Le marquage de Vph1, la sous-unité membranaire de l’ATPase à protons de la membrane de 

la vacuole de S. cerevisiae, dans cette publication de Piper et coll. (1997) ressemble de 

manière flagrante au marquage de Ccc2 observé par Yuan et coll. (1997). 

Nous montrons cependant que la voie vps, n’est pas la seule voie empruntée par Ccc2 

pour atteindre la membrane de la vacuole puisqu’elle est toujours correctement localisée dans 

un mutant vps27. Ccc2 emprunte probablement aussi la voie AP-3 (figure R.1.9). La voie 

endocytaire est certainement à exclure car aucun marquage n’a été observé à la membrane 

plasmique, que ce soit dans la souche sauvage ou dans le mutant end3∆ où l’endocytose est 

bloquée. De plus les seuls mutants sec de la voie sécrétoire qui entravent l’acquisition du 

cuivre par Fet3 sont les mutants qui bloquent le transit des vésicules entre le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi et entre les différents compartiments de l’appareil de 

Golgi (sec7 ; 18 ; 21 ; 23 et 53), alors que ni le mutant sec1, qui empêche la fusion des 

vésicules à la membrane plasmique, ni le mutant sec4, qui inhibe le transport de ces vésicules 

vers la membrane plasmique n’affectent l’acquisition du cuivre par Fet3 (Yuan et coll. 1997). 

 

1.3.3. Effets du cuivre sur la distribution intracellulaire de Ccc2 

  

La localisation de Ccc2 est sensible à la concentration de cuivre du milieu 

extracellulaire. L’exposition des levures à des concentrations élevées en cuivre (supérieures à 

500 µM) pendant 2h fait disparaître Ccc2 de la membrane de la vacuole. Cette disparition 

n’est probablement pas due à une dégradation sélective de la protéine présente à la membrane 

de la vacuole ou à une diminution de traduction de Ccc2. En effet nous avons vérifié par 

immunodétection que ni le niveau de Ccc2 endogène, ni le niveau de Ccc2 produit par le 
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plasmide pCen-Ccc2-GFP ne sont affectés par la présence de 500 µM de cuivre dans le milieu 

de culture (Résultats §1.2.2.2). L’étude de souches dont sont bloquées les voies de 

l’endocytose, de la CPY et l’ALP nous apprend que le changement de localisation de Ccc2 en 

présence de cuivre implique les voies CPY et ALP, mais pas la voie endocytaire. Ce résultat 

confirme que Ccc2 emprunte la voie directe de l’ALP et la voie plus indirecte de la CPY pour 

atteindre la membrane de la vacuole (Résultats §1.1.4). 

 

1.3.4. Motifs de Ccc2 influençant la distribution intracellulaire de Ccc2 

 

La sensibilité au cuivre de la localisation intracellulaire de Ccc2 est une caractéristique 

que cette ATPase partage avec les ATPases à cuivre humaines ATP7A et ATP7B (Petris et 

coll. 1996; Hung et coll. 1997). Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la littérature sur 

les ATPases humaines est abondante et parfois contradictoire. Par exemple, le rôle des MBD 

du N-terminal dans la sensibilité au cuivre de la localisation d’ATP7A diffère selon le modèle 

cellulaire (Goodyer et coll. 1999; Strausak et coll. 1999). Par ailleurs, il est admis que le cycle 

catalytique doit être fonctionnel pour que la concentration extracellulaire de cuivre induise le 

déplacement des ATPases humaines (Petris et coll. 2002; Cater et coll. 2006). Les difficultés 

proviennent donc de ce que pour chaque mutation entraînant un défaut de trafic d’ATP7A ou 

ATP7B, il faut vérifier s’il ne s’agit pas d’un effet secondaire qui ne serait que la conséquence 

d’un défaut dans le cycle catalytique de l’ATPase. Pour cela, la fonctionnalité de l’ATPase est 

testée de diverses manières selon les auteurs, par exemple par sa capacité à remplacer Ccc2 

dans une souche ccc2∆ (Forbes et coll. 1999), par sa capacité à accumuler du cuivre dans des 

vésicules (Voskoboinik et coll. 1998) ou encore à fournir du cuivre à la tyrosinase dans des 

fibroblastes de malades (Guo et coll. 2005). La complexité de ces données a contribué à notre 

choix d’utiliser Ccc2 comme modèle des ATPases humaines pour trouver un mécanisme 

commun gouvernant la sensibilité au cuivre de la localisation intracellulaire des ATPases à 

cuivre eucaryotes. Nous nous sommes donc focalisé sur les motifs responsables de la 

sensibilité au cuivre en utilisant la levure comme modèle cellulaire unique et simplifié. 

Un élément important du trafic des ATPases à cuivre est l’intégrité du cycle 

catalytique. La substitution d’un acide glutamique à la place de l’acide aspartique du motif 

DKTGT est connue pour inhiber constitutivement la phosphorylation auto-catalytique de 

l’ATPase à calcium (Maruyama et MacLennan 1988). Cette mutation rend les ATPases à 

cuivre insensibles au cuivre extracellulaire. En effet, celles-ci restent bloquées dans le réseau 
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trans-golgien quelle que soit la concentration en cuivre dans le milieu extracellulaire 

(Résultats §1.5.1 pour Ccc2, Petris et coll. (2002) pour ATP7A et Cater et coll. (2006) pour 

ATP7B). A contrario, l’inhibition de la déphosphorylation par la substitution d’alanines aux 

acides aminés du motif TGE qui facilite la réaction de déphosphorylation rend l’ATPase à 

calcium quasi constitutivement phosphorylée (Anthonisen et coll. 2006). Les ATPases à 

cuivre ainsi modifiées sont localisées dans le compartiment vésiculaire où elles se regroupent 

lorsque la concentration en cuivre s’élève, même si le milieu extracellulaire ne contient que 

des micromolaires de cuivre (Résultats §1.5.1 pour Ccc2, Petris et coll. (2002) pour ATP7A et 

Cater et coll. (2007) pour ATP7B). L’intérêt du mutant TGE-AAA est que l’inhibition de la 

déphosphorylation n’est pas totale, comme le suggère le fait que Ccc2-TGE-AAA accumule 

plus de cuivre que Ccc2-D627A (Résultats §1.2.1). Cette inhibition partielle se traduit au 

niveau du trafic d’ATP7B et de Ccc2 par la possibilité de forcer leur retour dans leur 

localisation basale par l’application aux cellules d’une forte carence en cuivre (Résultats 

§1.5.1, Cater et coll. 2007). Ces résultats suggèrent que le phosphorylenzyme est un élément 

central du trafic des ATPases à cuivre. Cependant nous pouvons nous demander si cette 

phosphorylation est un signal direct pour la machinerie cellulaire. Comme l’ont proposé Cater 

et coll. en 2007, le mutant TGE-AAA pourrait se révéler un outil précieux. En effet, la 

découverte d’une ou plusieurs mutations qui, associées à ce mutant, inhiberaient le trafic de 

l’ATPase, révèlerait un site responsable du contrôle du trafic intracellulaire de la protéine. A 

la recherche d’un tel site, ces auteurs montrent que ni le motif CPC, ni les MBD d’ATP7B ne 

sont responsables de la sensibilité au cuivre de la localisation du mutant TGE-AAA.  

Au cours de ma thèse, j’ai montré que les mutants Ccc2-D627A, Ccc2-TGE-

AAA, M1ssM2ssCcc2 et ∆MBDCcc2 se comportaient comme leurs homologues d’ATP7B 

(Résultats §1.5). La protéine M1ssM2ssCcc2-TGE-AAA, ainsi que celle portant toutes ces 

mutations et celles du motif CPC-SPS ont été construites, mais nous avons rencontré des 

problèmes d’expression qui ne nous permettent pas de présenter de résultats dans ce manuscrit. 

Si ces protéines montrent la même sensibilité au cuivre que Ccc2-TGE-AAA, alors tous les 

sites à cuivre connus de Ccc2 auront été testés sans succès. Nous pourrons alors utiliser Ccc2 

pour chercher un autre site à cuivre responsable de la sensibilité au cuivre de sa localisation. 

Plusieurs motifs susceptibles de fixer le cuivre ont déjà été identifiés dans la littérature. 

Le premier motif est situé au niveau des hélices transmembranaires TM7 et 8. Ces 

hélices contiennent une séquence Y908N909 (TM7) M936xxxS940 (TM8) qui est très conservée 

chez les ATPases à cuivre (Argüello 2003). D’après une étude réalisée sur CopA d’A. fulgidus, 
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cette séquence participe à la coordination du cuivre dans les membranes avec les acides 

aminés du motif CPC et la mutation des acides aminés Y, N, M ou S entraîne une inhibition 

de la phosphorylation auto-catalytique de l’ATPase (Mandal et coll. 2004). 

 
Figure D.1.2 : Modélisation par homologie des hélices TM 6-7-8 de CopA d’après la structure de l’ATPase 

à calcium (d’après (Mandal et coll. 2004)) 
La numérotation des acides aminées de cette figure correspond à celle de CopA d’A. fulgidus : sont repérés les 

cystéines du motif CPC de TM6, le motif YN de TM7 et le motif MxxxS de TM8 
 
Bien que de telles études n’aient pas été réalisées dans les ATPases humaines ou dans 

Ccc2, quelques informations vont dans le même sens. Chez la souris, la mutation de la 

méthionine du motif MxxxS en valine est responsable d’un défaut de localisation d’ATP7B 

dans les glandes mammaires. L’ATPase reste bloquée dans le réseau trans-golgien et 

n’approvisionne plus le lait en cuivre. Les souris affectées par cette mutation produisent un 

lait carencé en cuivre qui est fatal au souriceau (Michalczyk et coll. 2000). Dans ATP7A, la 

mutation de l’asparagine du motif YN en alanine empêche le changement de localisation 

normalement induit par le cuivre extracellulaire (Voskoboinik et coll. 2003). Chez l’homme 

plusieurs mutations de malade sont dues à des mutations de ce motif (http://www. 

medicalgenetics.med.ualberta.ca/wilson/index.php). L’ensemble des données disponibles 

pointent donc l’importance de ce motif pour la fonctionnalité et le trafic des ATPases cuivre. 

Cependant, l’arrêt du trafic chez ces mutants est vraisemblablement la conséquence de 

l’inhibition de la phosphorylation auto-catalytique. De plus la modélisation tridimensionnelle 

du faisceau d’hélice de CopA laisse penser que ces acides aminés seraient impliqués dans la 
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coordination intra-membranaire du cuivre (Mandal et coll. 2004). Cette hypothèse fait de ces 

acides aminés des ligands de la voie de passage du cuivre, plutôt que des senseurs du cuivre 

qui déclencheraient le trafic. 

Un autre site à cuivre a été suggéré par Lutsenko et coll. (2007) au niveau des hélices 

TM1 et TM2 des ATPases humaines. L’analyse des séquences de nombreuses ATPases à 

cuivre, montrent que ces hélices et cette boucle contiennent un cluster de cystéines, de 

méthionines et d’histidines (figure D.1.3). 

Les auteurs suggèrent que ces acides aminés formeraient un senseur de la quantité de 

cuivre présent dans la lumière du réseau trans-golgien. Ils seraient donc responsables du 

changement de localisation de l’ATPase induit par le cuivre. Bien que les positions exactes 

des cystéines, des méthionines et des histidines ne soient pas strictement conservées entre les 

différentes ATPases à cuivre, la présence d’un cluster de ces acides aminés dans la plupart 

d’entre elles rend possible un rôle de cette région dans la fonction ou le trafic de ces ATPases. 

 

 
Figure D.1.3 : Alignement des TM 1 et 2 d’ATP7A humain, de souris (musmus1) et de rat (ratnor1), 

ATP7B humain et de Ccc2 
Alignement réalisé par le Dr Catty (LCBM ; CEA Grenoble) à partir de 104 séquences d’ATPase de type P1. 

Les segments TM sont surlignés en jaune, les cystéines en bleu, les méthionines en rouge et les histidines en vert. 
 

Enfin, les résultats de la deuxième partie de mes travaux de thèse suggèrent un autre 

site à cuivre. Il s’agit du domaine nucléotidique de la grande boucle (GBN) de Ccc2. En effet, 

les séquences de la GBN de Ccc2, ATP7B et ATP7A contiennent 5 cystéines pour environ 

150 acides aminés, ce qui en fait des domaines riches en cystéines. Je montre dans le chapitre 
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suivant que la GBN de Ccc2 isolée est capable de lier spécifiquement 2 cuivres in vitro. In 

vivo, les mutants de Ccc2-C660S ; C680S ; C685S ; C708S et C718S sont capables de 

complémenter une souche ccc2∆ dans un milieu carencé en fer et en cuivre. Aucune de ces 

cystéines prise isolément n’est donc indispensable au fonctionnement de l’ATPase. Cependant 

peut-être que la mutation simultanée de plusieurs d’entre elles aurait un effet délétère sur la 

fonction de Ccc2 ou sur son trafic. 

Hormis la possibilité pour Ccc2 d’être elle-même sensible au cuivre via un site de 

fixation qui provoquerait le changement de localisation, une autre possibilité doit être 

envisagée. En effet, la régulation de nombreuses protéines est sous le contrôle de la 

phosphorylation par des kinases. Les kinases forment dans la cellule de véritables voies de 

signalisation, orchestrant la communication intracellulaire. Or il a été mis en évidence 

qu’ATP7B était phosphorylée par des kinases (Vanderwerf et coll. 2001). Ces auteurs ont 

montré qu’ATP7B était hyperphosphorylée (phosphorylation non catalytique) lorsque la 

concentration en cuivre dans le milieu extracellulaire était élevée et que cette phosphorylation 

était corrélée à la localisation d’ATP7B. Ainsi, ATP7B est hyperphosphorylée dans les 

vésicules adjacentes à la membrane plasmique et elle ne l’est pas dans le réseau trans-golgien. 

En 2008, Valverde et coll. ont mis en évidence in vitro une régulation de l’activité 

catalytique de Ccc2 par la PKA, la protéine kinase dépendante de l’AMPc. Les auteurs ont 

montré que cette phosphorylation régulatrice dépendait de la présence de cuivre dans le milieu 

et qu’un site potentiel est la sérine 258. Nous savons que la phosphorylation auto-catalytique 

de Ccc2 est importante pour son trafic intracellulaire et que lorsque Ccc2 est quasi 

constitutivement phosphorylée comme dans le mutant TGE-AAA, elle est localisée dans des 

vésicules comme en présence de forte concentration de cuivre extracellulaire. Le motif 

activant le déplacement de Ccc2 n’est donc peut-être pas un motif de fixation du cuivre, mais 

un motif de phosphorylation par des kinases.  

 

1.3.5. Quel rôle pour Ccc2 à la membrane de la vacuole ? 

 

Chez S. cerevisiae, Ccc2 n’a qu’un seul rôle connu, celui de délivrer le cuivre aux 

enzymes de la voie sécrétoire et plus particulièrement à l’oxydase de la membrane plasmique 

Fet3. Sa localisation dans les différents compartiments cellulaires de cette voie est cohérente 

avec ce rôle. Fet3 possède un homologue à la membrane de la vacuole, l’oxydase à cuivre 

Fet5 qui à l’image de Fet3, s’associe avec Fth1 pour permettre le transport du fer de la 
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vacuole vers le cytoplasme. Il est probable que Ccc2 délivre également à Fet5 le cuivre 

nécessaire à sa fonction, ce qui donnerait un rôle à la localisation de Ccc2 à la membrane de la 

vacuole. Cependant bien que Ccc2 délivre du cuivre à Fet3, Ccc2 n’est jamais localisée à la 

membrane plasmique, même lorsque la voie endocytaire est bloquée comme dans le mutant 

end3∆ (Résultats §1.1.4). Si Ccc2 n’avait pour rôle que de fournir du cuivre aux enzymes de 

la voie sécrétoire, alors elle pourrait cycler entre les endosomes tardifs et l’appareil de Golgi 

sans jamais atteindre la membrane de la vacuole. Il est donc envisageable que Ccc2 possède 

un rôle spécifique à la membrane de la vacuole. En faveur de cette hypothèse, nous pouvons 

signaler le fait qu’aucun transporteur spécifique du cuivre n’a été identifié comme 

responsable du stockage du cuivre dans la vacuole (Catty et coll. 1997 ; Decottignies et 

Goffeau 1997) 

  La comparaison avec les rôles d’ATPases à cuivre d’autres organismes nous montre 

que ces dernières peuvent être spécialisée dans l’efflux du cuivre hors de la cellule (ATPases 

bactérienne, ATPase CRP1 de C. albicans) ou dans l’approvisionnement en cuivre de la voie 

sécrétoire (ATPase Ccc2 de C. albicans). Chez les mammifères, ATP7A et ATP7B 

remplissent les deux rôles. La balance entre les deux se fait alors par la régulation de leur 

localisation intracellulaire. En condition basale, elles résident dans le réseau trans-golgien 

pour approvisionner en cuivre les enzymes du compartiment et lorsque la concentration en 

cuivre devient trop élevée elles migrent dans des vésicules proches de la membrane plasmique 

et participent à l’efflux du cuivre de la cellule.  

Contrairement à la levure C. albicans qui possède deux ATPases à cuivre, une pour la 

détoxication du cuivre caCrp1 et une autre pour l’approvisionnement de la voie sécrétoire, S. 

cerevisiae ne possèdent qu’une ATPase à cuivre. En effet, il a été démontré que PCA1, 

initialement annotée comme une ATPase à cuivre, ne transporte pas de cuivre, mais du 

cadmium et que la résistance au cuivre induite par son expression n’est due qu’à la capacité 

de son N-terminal de chélater le cuivre. Ccc2 n’est jamais détectée à la membrane plasmique 

contrairement à caCRP1, ni dans des vésicules adjacentes à la membrane plasmique tel 

qu’observé pour ATP7B. Afin de confirmer que Ccc2 n’a aucun rôle de pompe d’efflux, et de 

mettre en évidence son rôle dans le stockage du cuivre, nous avons réalisé des dosages de 

cuivre sur cellule entière à des concentrations croissantes de cuivre (Résultats §1.2.1.1). 

L’inactivation de CCC2 entraînant une diminution de la quantité de cuivre dans la cellule, il 

apparaît clairement que Ccc2 participe au stockage du cuivre et non à son efflux. 

L’inactivation de CTR2, le transporteur d’efflux du cuivre de la vacuole accroît la quantité de 
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cuivre dans la cellule et l’inactivation de CTR2 et de CCC2 permet de retrouver des quantités 

de cuivre dans la cellule comparables à celles où seul CCC2 est inactivé. Ce résultat et celui 

des dosages de cuivre de vacuoles isolées (Résultats §1.2.1.2) montrent clairement que la 

vacuole est le compartiment de stockage du cuivre transporté par Ccc2. Cependant en 

fonction des concentrations en cuivre, le cuivre n’est pas directement pompé dans la vacuole 

par Ccc2. En effet si à 300 µM de cuivre, Ccc2 est toujours clairement localisée à la 

membrane de la vacuole, ce n’est plus le cas à 500 µM de cuivre, où elle a entièrement 

disparu de la membrane de la vacuole. Pourtant dans les deux cas, les différentes souches 

présentent un profil identique dans leur quantité de cuivre intracellulaire. 

Ce comportement de Ccc2 qui ne pompe pas directement dans le compartiment final 

de stockage est étonnant. Cependant, nous pouvons le rapprocher de celui d’ATP7B qui 

contrairement à ATP7A, n’est jamais localisée à la membrane plasmique, mais transporte le 

cuivre dans des vésicules d’exocytose. Ce comportement peut également être rapproché d’une 

différence entre les mécanismes de détoxication du cuivre et du fer. Les études 

transcriptomiques de la résistance au cuivre et au fer pointent le rôle important de la vacuole 

qui permet d’isoler et de séquestrer les ions libres du reste de la cellule. Mais Jo et coll. (2008) 

ont mis en évidence que le stress cuivrique contrairement au stress ferrique activait aussi de 

nombreux gènes impliqués dans l’organisation, la biogénèse et le transport des endosomes (Jo 

et coll. 2008). Dans la suite de leur étude, ils observent l’effet de l’inactivation de ces gènes et 

montrent leur importance pour la résistance au cuivre de la cellule, alors qu’ils ne sont pas 

essentiels pour la croissance des levures en présence de concentrations toxiques de fer. 
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Figure D.1.4 : Représentation schématique de la voie de transport entre l’appareil de Golgi et la vacuole. 

Les gènes de ces voies dont l’inactivation entraîne une augmentation de la sensibilité au fer sont représentés dans 
des cases grisées et ceux augmentant la sensibilité au cuivre dans des cases blanches (d’après (Jo et coll. 2008)) 

 
 

Ces résultats sont retrouvés dans la récente étude du transcriptome et du délétome de 

levure soumis à différents stress métallique de Jin et coll. 2008. Les différentes études 

transcriptomiques ne font pas ressortir de forte activation de la transcription de Ccc2 lorsque 

la cellule est soumise à des concentrations en cuivre toxiques (Table D.1.1). 

 

 
Table D.1.1 : Activation de la transcription de CCC2 par le cuivre 

Revue des valeurs d’activation de la transcription de CCC2 trouvées dans la littérature.  
 

Cette petite augmentation de la transcription n’est pas nécessairement reliée à la 

participation de Ccc2 aux mécanismes de protection de la cellule contre le cuivre. En effet, on 



Résultats et discussion  

119 

 

constate dans ces études de transcriptomique une augmentation de la transcription des gènes 

activés par Aft1, le facteur de transcription responsable de la réponse à une carence en fer. Or 

la transcription de Ccc2 est connue pour être sous le contrôle d’Aft1. En réponse à un excès 

de métaux mous autres que le fer dans le milieu de culture, la levure active ses voies de 

réponse à une carence en fer. 

 

 
Table D.1.2 : Activation de la transcription de FET3 par divers métaux 

Revue des valeurs d’activation de la transcription de l’oxydase à cuivre FET3 du complexe d’import de fer à 
haute affinité. Exemple d’activation d’un gène marqueur de la voie de réponse à une carence en fer. 

 
Cette carence serait induite par une compétition pour l’entrée dans la cellule des 

différents métaux. Li et Kaplan (1998) montrent que l’application de différents stress 

métalliques n’affectent pas la quantité de fer intracellulaire d’une souche de levure sauvage. 

Par contre, le fer devient quasiment indétectable lors de l’application des mêmes stress dans 

une souche de levure dont le transporteur de fer à haute affinité est inactivé par l’inactivation 

de FET3. Cette carence peut être corrigée par l’ajout de fer dans le milieu de culture, 

accréditant l’hypothèse d’un problème de compétition pour l’entrée des métaux dans la cellule, 

lorsque la concentration de l’un d’entre eux devient excédentaire. Le fer est un élément 

indispensable à la vie cellulaire et sa concentration est finement régulée car toute variation de 

cette concentration a des conséquences dramatiques pour la cellule. Il ressort également de 

ces études de transcriptomique que la transcription de CCC2 est activée d’un facteur plus ou 

moins égal à 2 par l’application de différents stress métalliques (Table D1.1). L’augmentation 

de la transcription de CCC2 n’est donc pas un effet spécifique du cuivre, mais bien une 

réponse à la carence en fer induite par ces divers stress (Jin et coll. 2008). 

L’activité de transport du cuivre dans la vacuole n’est donc probablement pas un 

élément majeur de la stratégie de détoxication du cuivre par S. cerevisiae. Cette conclusion est 

renforcée par l’effet de l’inactivation de CCC2 sur la croissance de la levure à des 

concentrations toxiques de cuivre. En effet dans nos conditions expérimentales l’inactivation 
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de CCC2 favorise la résistance de la levure au cuivre (Résultats §1.2.2.1). L’hypothèse que 

nous proposons dans les résultats se fonde sur l’idée que la prise en charge du cuivre et de ses 

effets serait plus rapide et donc plus efficace dans une cellule qui ne serait plus en mesure de 

stocker le cuivre dans un compartiment intracellulaire. Cette hypothèse pourrait être renforcée 

par une mesure de la transcription des gènes responsables de la détoxication du cuivre et de 

ses effets induits tels que les gènes des métallothionéines Cup1 et Crs5 ou de la Super Oxyde 

Dismutase.  

En conclusion si Ccc2 est bien localisée à la membrane de la vacuole et possède un 

rôle dans le stockage du cuivre dans la cellule, aucune des données en notre possession à ce 

jour nous permet d’envisager que Ccc2 possède de rôle direct dans la détoxication du cuivre 

qui reste principalement l’apanage des métallothionéines chez S. cerevisiae.  
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2. En route vers le site de transport intra-membranaire. 

 

Au cours de sa thèse, Isabelle Morin a montré que dans une souche de levure où les 

gènes de Ccc2 et Atx1 ont été inactivés, Atx1 et Ccc2 doivent être co-exprimés pour restaurer 

le transfert du cuivre à la voie sécrétoire si le milieu est appauvri en cuivre et en fer (Morin 

2005). En utilisant ce test, elle montre qu’Atx1 est incapable de transférer le cuivre à une 

protéine Ccc2 tronquée de ses MBD. Elle démontre ainsi in vivo le transfert du cuivre entre 

Atx1 et les MBD de Ccc2. Elle montre également que les MBD exprimés en trans sous forme 

soluble à la place d’Atx1 sont eux capables de transférer le cuivre à cette protéine tronquée de 

ses MBD. Il est ainsi clair qu’Atx1 transfère le cuivre aux MBD qui le transfèrent au reste de 

la protéine. Il se pose alors la question de savoir si les MBD transfèrent directement le cuivre 

au site de transport ou s’il existe une étape intermédiaire entre les deux sites. Dans ce chapitre 

nous étudierons l’hypothèse d’un transfert du cuivre par un site intermédiaire avant le site de 

transport intra-membranaire. En effet l’étude de l’hypothèse d’un transfert direct est encore 

trop préliminaire pour être présentée ici.  

 

Tsivkovskii et coll. ont montré in vitro l’existence d’une interaction entre le domaine 

nucléotidique de la grande boucle (GBN) d’ATP7B et son domaine N-terminal (Tsivkovskii 

et coll. 2001). L’interaction entre les deux domaines est plus faible en présence de cuivre 

qu’en son absence. Les auteurs concluent à l’existence d’une régulation par le domaine N-

terminal de l’activité de l’ATPase via cette interaction avec la GBN. 

Par ailleurs l’analyse des séquences des régions cytosoliques de Ccc2 ont permis 

d’identifier un site potentiel de liaison du Cu(I) sur la GBN de Ccc2. Ce site serait composé 

des cystéines d’un motif C680xxxxC685 de la GBN combinées à l’histidine du motif conservé 

H670P situé 10 acides aminés en amont des cystéines. Il est intéressant de noter qu’un motif 

HP/CxxxC est aussi présent dans la séquence des GBN d’ATP7A et ATP7B (voir alignement 

des GBN Annexe 3) et que la mutation de l’histidine du motif HP en glutamine est la 

mutation la plus fréquente chez les patients atteints de la maladie de Wilson. 

 

Ces deux constatations permettent d’envisager un transfert du cuivre des MBD à la 

GBN. Cette hypothèse est séduisante. Tout d’abord d’un point de vue structural, car elle 

n’implique pas de grands changements structuraux comme en implique l’hypothèse d’une 

interaction du site de transport avec les MBD. Ensuite parce que le site à cuivre 
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précédemment décrit a déjà été mis en évidence dans la protéine ScoI, impliquée dans l’apport 

de Cu(I) à la cytochrome C oxydase. Dans cette protéine le Cu(I) se lie au niveau d’un motif 

CxxxC de concert avec une histidine (Balatri et coll. 2003). 

 

Nous avons donc décidé de produire la GBN de Ccc2 sous la forme d’une protéine 

recombinante pour en étudier in vitro la liaison du cuivre. Nous avons défini la séquence du 

domaine nucléotidique d’après les motifs consensus des ATPases de type P et d’après la 

structure de la GBN d’ATP7B publiée par l’équipe de S. Lutsenko (Efremov et coll. 2004; 

Dmitriev et coll. 2006). 

 

 2.1. Etude du domaine Nucléotidique de la Grande Boucle de Ccc2. 
 

  2.1.1. Production et purification. 

 

La séquence de la GBN a été extraite par PCR et clonée dans le vecteur de 

surexpression pQE60 (Quiagen). La protéine a été ensuite produite et purifiée tel que décrit 

dans le chapitre Matériels et Méthodes (§4.1). Le dosage des cystéines, en condition non 

dénaturante, détecte 5 cystéines dans la GBN, ce qui correspond au nombre de cystéines 

présentes dans la protéine, et nous indique que la forme native de la GBN recombinante ne 

possède ni cystéines oxydées, ni pont disulfure. 

 
Figure R.2.1 : Spectre de dichroïsme circulaire dans l’UV lointain de la GBN de Ccc2  

GBN 10 µM; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; 5 °C 
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A l’issue de la purification nous avons vérifié le repliement de la GBN de Ccc2 par 

dichroïsme circulaire. Ainsi que nous le montre la figure R.2.1, la GBN présente un spectre de 

dichroïsme circulaire dans l’UV lointain nous indiquant clairement des structures secondaires. 

L’utilisation de spectres de référence des différentes structures secondaires connues 

(Matériels et Méthodes §5.2) nous donne en première approximation une idée du contenu en 

structure secondaire de la GBN. La présence d’un minimum à 210 nm est la signature d’une 

structure en hélices α; cependant l’absence du second minimum à 220 nm, caractéristique des 

protéines en hélices α nous indique que la GBN ne se structure pas strictement en hélices α. 

Le second minimum pourrait être masqué par un pic à 215 nm correspondant à un feuillet β 

anti-parallèle. Une telle structure en hélices α et feuillets β correspond assez bien à la 

structure de la GBN d’ATP7B obtenue par Dmitriev et coll., composée de 6 brins β anti-

parallèles, délimités par des hélices α (Dmitriev et coll. 2006). Le spectre de dichroïsme 

circulaire nous indique donc que le domaine nucléotidique de Ccc2 est correctement replié et 

son repliement est proche de celui du domaine équivalent d’ATP7B. 

  

  2.1.2. Etude de la fixation du cuivre sur la GBN 

 

Nous avons étudié la liaison du cuivre sur la GBN en suivant l’apparition d’une bande 

de transfert de charge à 260 nm, caractéristique d’une interaction entre le Cu(I) et les 

groupements thiolates. 

 
Figure R.2.2 : Spectre d’absorption de la GBN en présence de concentration croissante de Cu(I)  

GBN 20 µM; EPPS-NaOH 50 mM (pH 8.5); NaCl 400 mM; Na2SO3 1 mM; 2 °C 
En encadré : Suivi de l’absorbance à 260 nm en présence de concentrations croissantes de cuivre. 
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L’évolution de l’absorbance à 260 nm de la GBN en présence de cuivre est biphasique, 

une rupture de pente franche marquant le passage d’une phase à l’autre de la courbe. 

L’affinité du cuivre pour la liaison peptidique est connue, elle est à la base de méthodes de 

dosage des protéines comme le micro-BCA de chez Pierce. Le cuivre a donc tendance à se 

coller aux protéines de manière non spécifique, ce qui se traduit par cette augmentation 

constante de l’absorbance à 260 nm. Si ce seul phénomène était observé avec la GBN, nous 

verrions une augmentation constante de l’absorbance jusqu’à ce que le cuivre ait saturé toutes 

les liaisons. Le caractère biphasique de la courbe nous indique que nous observons deux 

phénomènes distincts, le premier pouvant être attribué à une fixation du cuivre dans des sites 

spécifiques de la GBN, le second à la fixation du cuivre sur la liaison peptidique. 

 La titration de la GBN par le cuivre met donc en évidence la liaison spécifique de 2 

cuivres par la GBN. Ce résultat est inattendu, car nous n’avions identifié qu’un seul site de 

liaison du Cu(I). La GBN de Ccc2 contient 3 autres cystéines en plus des deux déjà proposées 

et il est possible que son repliement fasse apparaître un nouveau site de fixation du cuivre 

entre des cystéines éloignées dans la structure primaire. 

 L’affinité de la GBN pour le cuivre a été étudiée en réalisant une expérience de 

compétition pour le Cu(I) entre la GBN et le BCS, un chélateur du Cu(I) ayant une affinité 

élevée pour ce dernier (constante d’association du complexe Cu(BCS)2 entre 1018 et 1022 

(Xiao et coll. 2004; Miras et coll. 2008)). L’espèce Cu(BCS)2 présente une bande 

d’absorption spécifique à 485 nm que nous avons suivie après des ajouts successifs de BCS à 

une solution dans laquelle l’espèce GBNCu2 était déjà formée. L’analyse des spectres de cette 

expérience, confrontée à l’analyse de la titration de la GBN par le Cu(I) (figure R.2.2) nous 

ont permis d’évaluer la constante d’association du complexe GBNCu2 en utilisant le logiciel 

Specfit. Nous avons obtenu une constante d’association de 109 pour le complexe GBNCu2. La 

déconvolution de ces spectres montre également que la liaison de chaque cuivre n’est pas 

accessible isolément. Les deux sites sont coopératifs ou bien d’affinités identiques. 

 

   2.1.1.3. Etude structurale de la liaison du cuivre sur la GBN. 

 

 A partir des résultats obtenus en spectroscopie d’absorption, nous avons cherché à 

savoir si la fixation du cuivre sur la GBN entraînait des réarrangements structuraux. Nous 

avons profité pour cette étude du signal de dichroïsme circulaire de la GBN. 
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Figure R.2.3 : Spectre de dichroïsme circulaire dans l’UV lointain de la GBN en présence de 

concentrations croissantes de cuivre exprimées en équivalent de la GBN. 
GBN 15 µM; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; cuivre ajouté sous forme CuSO4/Na2SO3  

 
 

La liaison du cuivre entraîne une nette modification de la forme et de l’intensité du 

spectre de la GBN. Ces modifications ont principalement lieu entre 0 et 2 équivalents de 

cuivre. A partir de 2 équivalents les spectres sont semblables, seule leur intensité varie. Enfin 

au-delà de 4 équivalents, nous n’observons plus de modification significative du spectre 

lorsque la concentration en cuivre augmente.  

Ces variations de forme et d’intensité du spectre CD en présence de cuivre dans le 

milieu sont fortement corrélées aux résultats de spectroscopie d’absorption. En outre, nous 

avons vérifié que dans nos conditions, l’ajout de cuivre sur le lysosyme, une protéine sans 

affinité particulière pour le cuivre, n’a pas d’effet sur le signal de dichroïsme. Le phénomène 

observé avec la GBN est donc bien dû à une affinité spécifique pour le cuivre et confirme les 

résultats précédents. 



Résultats et discussion  

127 

 

 
Figure R.2.4 : Différence entre les spectres de dichroïsme circulaire des formes apo et holo 

(spectre GBNCu2 – spectre GBN de la figure précédente) 
 

La fixation du cuivre entraîne une évolution du spectre de la protéine que nous 

pouvons interpréter comme un réarrangement de la structure de la GBN. Nous observons sur 

le spectre de l’holoprotéine l’apparition d’un épaulement à 220 nm qui pourrait indiquer un 

renforcement de la contribution des hélices α dans la composition en structure secondaire de 

la protéine. Cette interprétation est renforcée par l’analyse du spectre de différence entre celui 

de la forme apo et celui de la forme holo, dont la forme est caractéristique de structures en 

feuillets β (figure R.2.4). La fixation du cuivre sur la GBN pourrait donc entraîner une 

diminution de la contribution des feuillets β dans la structure de la GBN, ou une augmentation 

de celle des hélices α, ou encore une combinaison des deux.  

 

  2.1.4. Spécificité de l’affinité de la GBN pour les métaux. 

 

La spécificité des sites à métaux dans les protéines est rarement stricte in vitro. Ainsi 

le domaine N-terminal d’ATP7B présente une certaine affinité pour différents métaux avec 

dans l’ordre d’affinité : Cu(I) >> Zn(II) > Ni(II) > Co(II) (DiDonato et coll. 1999). La 

structure d’une protéine comme Atx1 a d’abord été résolue en présence d’argent, puis de 

mercure (Gitschier et coll. 1998; Rosenzweig et coll. 1999). Nous avons donc choisi de tester 

la liaison de différents métaux sur la GBN afin de déterminer la spécificité des sites 

découverts. Pour ce faire nous avons supposé que les différents métaux pourraient en se fixant 

aux sites à cuivre déjà observés provoquer également un réarrangement structural de la GBN. 

Nous pouvons constater que la réponse de la GBN varie en fonction du métal. Le zinc et le 
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nickel qui encadrent le cuivre dans la ligne du tableau périodique n’entraînent pas de 

changement de conformation de la GBN. Il est donc probable que la GBN n’a pas d’affinité 

pour ces métaux. La fixation de l’argent qui est juste en dessous du cuivre dans le tableau 

périodique et possède donc des propriétés atomiques très similaires à celles du cuivre a un 

effet identique à celui du cuivre. Le mercure modifie également le spectre de la protéine entre 

0 et 2 équivalents; au-dessus de 2 équivalents, le spectre est plus stable que ce que nous 

observons dans le cas du cuivre et de l’argent. La fixation spécifique d’Ag(I) et de Hg(II) par 

la GBN confirme l’existence de sites susceptibles de fixer le Cu(I) in vivo. Le cas du cadmium 

est différent, il entraîne une diminution constante de l’intensité du signal de façon non 

spécifique.  
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Figure R.2.5 : Spectres de dichroïsme circulaire de la GBN en présence de différents métaux 

GBN 15 µM; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; cuivre ajouté sous forme CuSO4/Na2SO3 ; 
autres métaux ajoutés sous forme AgNO3 ; HgCl2 ; NiSO4 ; CdCl2 ; ZnSO4. 
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 2.2. Etude du motif 670HP/680CxxxxC 
 

L’étude de ce motif a été réalisée par mutagenèse dirigée en remplaçant 

successivement ou simultanément les cystéines par des sérines et en remplaçant l’histidine du 

motif HP par une phénylalanine dont la structure permet de perturber a minima la structure de 

la GBN. 

 

  2.2.1. Production et purification 

 

Nous avons dans un premier temps réalisé par mutagenèse dirigée un double mutant 

sérine du motif CxxxxC pour construire le mutant GBNss. Malgré nos efforts, ce mutant a été 

difficile à produire et purifier et les rendements sont restés très faibles (0.43 mg par litre de 

culture, soit 25 fois moins que la GNB)  

 

 
Figure R.2.6 Quantités de protéine recueillies après la colonne de gel filtration lors de la purification 

 

Nous avons également construit les mutants C680S, C685S et H670F. La production 

et la purification des mutants C685S et H670F n’ont pas posé de problèmes, mais nous avons 

été dans l’incapacité de surproduire et donc de purifier le mutant C680S. Il apparaît donc que 

cette cystéine serait importante pour la stabilité de la GBN lors de la production dans E. coli, 

il sera intéressant d’évaluer l’impact de cette mutation dans la levure. 
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Figure R.2.7 : Comparaison des spectres de dichroïsme circulaire des mutants du motif 

670HP/680CxxxxC de la GBN 
GBN ; C685S ; H670F 15 µM; GBNss 10µM ; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; cuivre 

ajouté sous forme CuSO4/Na2SO3  
 

L’analyse des spectres de dichroïsme circulaire des différents mutants montre que les 

spectres des mutants C685S et H670F sont similaires à la GBN sauvage, indiquant que ces 

mutations n’affectent pas le repliement de la protéine. Le spectre du double mutant sérine du 

motif CxxxxC est nettement plus aplati entre 210 et 220 nm nous indiquant que la double 

mutation affecte le repliement normal de la protéine (figure R.2.7). 

 

  2.2.2. Etude de la fixation du cuivre sur les mutants de la GBN. 

 

De la même façon que nous avons suivi la fixation du cuivre sur la GBN sauvage, 

nous avons étudié la fixation du cuivre sur ces mutants (figure R.2.8). 



Résultats et discussion  

132 

 

 
Figure R.2.8 : Suivi de l’absorbance à 260 nm en présence de concentrations croissantes de cuivre.  

GBNss 10 µM; GBN-C685S ou -H670F 20 µM; EPPS-NaOH 50 mM (pH 8.5); NaCl 400 mM; Na2SO3 1 mM; 
5 °C 

En encadré : Spectre d’absorption des mutants de la GBN en présence de concentrations croissantes de Cu(I) 
 

Du fait de son faible rendement de purification, les expériences sur la GBNss ont été 

réalisées à une concentration en protéine de 10 µM au lieu de 20 µM pour les autres protéines. 

Le mutant GBN-H670F présente une courbe biphasique identique à celle de la GBN avec une 

rupture de pente à 2 équivalents de Cu(I) par protéine. Cependant cette rupture est moins 

franche que celle observée pour la GBN sauvage, ce qui pourrait indiquer que ce mutant fixe 

le cuivre avec une affinité moindre que dans le cas de la GBN sauvage. Le mutant GBNss 

présente une courbe sans rupture de pente apparente qui nous laisse supposer que la fixation 

du cuivre sur ce mutant est uniquement due à une fixation non spécifique. Le mutant C685S a 

un comportement atypique. En effet contrairement au mutant GBNss, la courbe de titration de 

C685S présente une rupture de pente à vers 60 µM de cuivre par GBN au lieu des 40µM 

observés pour la GBN sauvage. Ce résultat pourrait indiquer que l’affinité du mutant C685S 

est beaucoup plus faible que celle de la GBN sauvage. 
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   2.2.3. Etude structurale de la liaison du cuivre sur les GBN modifiées. 

 

Les résultats obtenus par spectroscopie d’absorption ont été confirmés par dichroïsme 

circulaire. De la même façon que pour la GBN, nous avons observé par dichroïsme circulaire, 

l’effet de la liaison du cuivre sur les GBN modifiées. 

 

.  

Figure R.2.9: Spectres de dichroïsme circulaire dans l’UV lointain de la GBN et de mutants en présence de 
concentrations croissantes de cuivre exprimées en équivalent de la protéine présente. 

Protéines 15 µM; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; cuivre ajouté sous forme 
CuSO4/Na2SO3 

 
La réponse des 3 mutants diffère de celle de la GBN. GBN-H670F présente une 

diminution de l’intensité du spectre du mutant nettement plus marqué entre 3 et 4 équivalents 

que dans le cas de la protéine sauvage. Cependant comme pour la GBN, le cuivre n’a plus 

d’effet sur le spectre après 4 équivalents. Ce résultat conforte l’hypothèse d’une plus faible 

affinité de GBN-H670F pour le cuivre. De plus comme pour la GBN, nous observons 

nettement l’apparition d’un pic à 210 nm et un épaulement à 220 nm à partir de 3 équivalents 

de cuivre.  

Les intensités des spectres des mutants C685S et GBNss diminuent de façon constante 

tout au long des ajouts de cuivre, la protéine ayant tendance à précipiter à partir de 5 
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équivalents nous n’avons pas pu obtenir de données fiables après 4 équivalents de cuivre. Ce 

comportement ressemble beaucoup à celui observé dans le cas du cadmium sur la GBN 

sauvage, ce qui permet de penser que le cuivre se lierait de manière non spécifique ou avec 

une très mauvaise affinité. Cependant alors que le mutant C685S présente à 4 équivalents un 

spectre très proche de celui de la GBN sauvage à 2 équivalents, le mutant GBNss conserve un 

spectre dont la forme reste stable au fur et à mesure des ajouts de cuivre. Encore une fois ce 

résultat corrobore le résultat obtenu en spectroscopie d’absorption. 

 

Le motif HP/CxxxxC que nous avions identifié dans la GBN ne constitue donc pas le 

motif de fixation du cuivre sur la GBN de Ccc2. L’histidine 670 n’a pas de rôle majeur dans 

notre étude et les cystéines 680 et 685 ont certainement des rôles structuraux, mais ne sont pas 

directement responsables de la fixation du cuivre par la protéine. 

La grande boucle de Ccc2 comprend 3 autres cystéines en position 660, 708 et 718. La 

mutation de la position 660 n’ayant pas encore été réalisée, je présenterai dans le paragraphe 

suivant les résultats obtenus pour les mutants C708S et C718S. 

 

 2.3. Etude des cystéines C708S et C718S 
 

La mutagenèse, la production et la purification des mutants GBN-C708S et -C718S 

n’ont pas posé de difficultés majeures et nous avons dans les deux cas obtenus des quantités 

suffisantes de protéine pure pour l’étude biochimique. 

 

2.3.1. Etude de la fixation du cuivre sur les mutants de la GBN 

 

De la même façon que nous avons suivi la fixation du cuivre sur la GBN sauvage, 

nous avons étudié la fixation du cuivre sur ces mutants (figure R.2.10). 
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Figure R.2.10 : Suivi de l’absorbance à 260 nm en présence de concentrations croissantes de cuivre.  

 GBN-C708S ou -C718S 20 µM; EPPS-NaOH 50 mM (pH 8.5); NaCl 400 mM; Na2SO3 1 mM 
En encadré : Spectres d’absorption de mutants de GBN en présence de concentrations croissantes de Cu(I) 

 
L’évolution de la densité optique à 260 nm des mutants GBN-C708S et -C718S est 

clairement linéaire jusqu’à une concentration en cuivre égale à 1 équivalent de protéine, où 

nous observons une rupture de pente. Ce résultat nous indique que ces deux mutants lient 

spécifiquement un cuivre par protéine, contrairement à la GBN qui en lie deux. Nous avons 

donc identifié deux cystéines susceptibles de participer aux sites à cuivre de la GBN, Cys708 et 

Cys718. Cependant, il n’est pas possible à ce stade de savoir si elles participent au même site 

ou si chacune d’elle appartient à un site différent. 

 

2.3.2. Etude structurale de la liaison du cuivre sur les mutants. 

 

Comme précédemment pour la liaison du cuivre sur la GBN, nous avons enregistré les 

spectres de dichroïsme circulaire des mutants GBN-C708S et -C718S en présence de 

concentrations croissantes de cuivre (figure R.2.11). 
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Figure R.2.11: Spectres de dichroïsme circulaire dans l’UV lointain de la GBN et de mutants en présence 

de concentrations croissantes de cuivre exprimées en équivalent de la protéine présente. 
Protéines 15µM; MES-NaOH 50 mM (pH 6); glycérol 1 %; NaCl 40 mM; cuivre ajouté sous forme 

CuSO4/Na2SO3 

 
La première chose que nous observons sur ces spectres est que la GBN-C718S à un 

repliement global similaire à celui de la GBN, mais que la GBN-C708S à un repliement plutôt 

proche de celui de la GBNss. Cependant, la diminution de l’intensité du signal dichroïque du 

mutant C708S cesse à partir d’un équivalent de cuivre par protéine, comme l’absorption à 

260 nm. La liaison du cuivre sur la GBN-C708S est donc bien spécifique. Le même 

phénomène de saturation est observé pour le mutant GBN-C718S. Ce résultat confirme que 

les mutants GBN-C708S et -C718S fixent un cuivre par protéine. 

 

 2.4. Localisation du site de liaison du cuivre sur un modèle de la GBN de Ccc2 
 

Afin de pouvoir analyser les résultats expérimentaux obtenus au niveau structural, 

nous avons demandé à l’équipe de modélisation moléculaire du laboratoire du Dr Crouzy des 
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prédictions de structure de la GBN de Ccc2, par homologie avec la structure connue de la 

grande boucle d’ATP7B (Dmitriev et coll. 2006). 

Les modèles par homologie de la GBN ont été réalisés avec le programme 

MODELLER (Sali et Blundell 1993) à partir de la seule structure connue d’une grande boucle 

d’ATPase à cuivre, celle d’ATP7B. Les 165 acides aminés A1032 à D1196 de la structure 2ARF 

de cette ATPase ont été utilisés. Etant donné le petit nombre de protéines homologues à Ccc2 

de structure connue (1 seule) et l’homologie relativement faible de Ccc2 avec cette protéine, 

nous avons réalisé plusieurs alignements différents des séquences primaires d’ATPases à 

métaux mous pour évaluer l’influence de la qualité de l’alignement sur les modèles obtenus. 

Nous donnons en annexe 4 les alignements Ccc2_hum et Ccc2_cluster réalisés à partir des 

seules ATPases humaines pour le premier et augmenté d’une ATPase à cadmium et d’une 

ATPase à cuivre d’archaea (CopA d’A. fulgidus) pour le second. A partir de chacun de ces 

alignements Ccc2_hum et Ccc2_cluster et de la structure 2ARF, le programme MODELLER 

a construit 10 modèles des 140 acides aminés D627 à K766 de Ccc2. Nous avons conservé le 

modèle ayant la meilleure énergie (objective function) dans MODELLER pour les analyses de 

mécanique moléculaire. 

Nous avons utilisé le logiciel de mécanique moléculaire CHARMM (Brooks et coll. 

1983) pour calculer l’énergie attribuée à ces 2 modèles : -2532 kcal/mol pour Ccc2_hum et -

2640 kcal/mol pour Ccc2_cluster après minimisation d’énergie dans le vide avec contraintes 

harmoniques de constante de force 5 kcal/mol/Å2 sur les atomes lourds jusqu’à un gradient 

d’énergie inférieur à 0.1 kcal/mol/Å. Ces valeurs d’énergie ne sont sans doute pas très 

significativement différentes et c’est plutôt l’adéquation avec les données expérimentales qui 

doit guider le choix du modèle à retenir. 

 

Distances S-S dans les 2 modèles en Å 

 Ccc2_cluster Ccc2_hum 

C708 et C718  7.5 8.9 

C680 et C685 9.1 10.0 

C685 et C718  > 10 9.3 

 

Nous pouvons noter la proximité entre D728 et C708 et C718 dans le modèle Ccc2_hum, ainsi 

que la distance entre H670 et les différentes cystéines qui est supérieure à 10 Å ce qui est 

incompatible avec la formation d’un site à cuivre entre l’histidine et les différentes cystéines. 
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Figure R.2.12 : Structure ou modèle de structure du domaine nucléotidique 

ATP7B, structure du domaine nucléotidique de la grande boucle d’ATP7B (Dmitriev et coll. 2006); Ccc2_hum : 
modélisation de la structure de la GBN de Ccc2 à partir d’un alignement de séquence des ATPases humaines 

avec Ccc2; Ccc2_cluster : modélisation de la structure de la GBN de Ccc2 à partir d’un alignement d’un cluster 
d’ATPases de type P1 

 
L’analyse de ces modèles nous permet d’émettre quelques hypothèses structurales sur 

la base de nos résultats expérimentaux. Cependant nous devons prendre en compte la 

variabilité des modèles obtenus qui sont fortement dépendant des paramètres utilisés pour 

concevoir les alignements de séquence. Les deux modèles présentés ici illustrent parfaitement 

cette problématique (figure R.2.12). En effet si ces deux modèles présentent, à l’image de la 

structure d’ATP7B, un repliement général similaire avec un feuillet β central entouré 

d’hélices α, les acides aminés composant ces structures varient. Ainsi aucune cystéine n’est 

impliquée dans le feuillet β du modèle Ccc2_cluster, alors que C685 et C718 y participent dans 

le modèle Ccc2_hum. Ce problème de fiabilité des modèles est dû à la faible homologie entre 

les différentes séquences des domaines nucléotidiques. 

Dans le modèle Ccc2_hum, C680 est empaquetée dans le cœur de la protéine entre une 

hélice α et le feuillet β. Sa mutation en sérine pourrait entraîner une déstabilisation du cœur 

de la GBN, ce qui expliquerait les difficultés à produire et purifier les mutants C680S et 

GBNss et donc la faible affinité de GBNss pour le cuivre. C680 et C685 ne sont pas en position 

de former un site à cuivre, ce qui corrobore nos observations. Dans ce modèle, C708 et C718, 

ainsi que D728 sont en position favorable pour participer aux 2 sites à cuivre. En effet C708 et 

C718 font chacune face à un oxygène de la fonction acide de la chaîne latérale de D728 avec des 

distances soufre - oxygène de 6 Å entre C708 et D728 et de 4 Å entre C718 et D728. Ces distances 

sont compatibles avec la formation d’un site de fixation du cuivre. 
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Dans le modèle Ccc2_cluster, C680 et C685 appartiennent à une hélice α, C685 étant en 

bordure de l’hélice au contraire de C680. La mutation de C680 pourrait déstabiliser le packing 

de cette hélice et entraîner sa disparition. Cette hypothèse est en accord avec les spectres de 

dichroïsme qui montrent une prévalence plus grande des feuillets β sur les hélices α dans le 

mutant GBNss par rapport au sauvage. La disparition de l’hélice augmenterait simplement le 

taux de feuillet par simple glissement des pourcentages. Au contraire du modèle précédent, 

celui-ci ne fait apparaître qu’un site possible de fixation du cuivre entre les C708 et C718. 

D’après ce modèle, la mutation en sérine de C708 et C718 ferait disparaître le même site. 

Cependant, ce modèle pose le problème du second site mis en évidence expérimentalement.  

En conclusion, si le modèle Ccc2_cluster est celui dont l’énergie de minimisation est 

la plus basse donc, la structure la plus stable de deux, il ne s’accorde pas correctement aux 

données expérimentales, au contraire du modèle Ccc2_hum qui semble expliquer l’ensemble 

de nos observations. 

 

 2.5. Impact des mutations dans le domaine nucléotidique sur la fonctionnalité de 
Ccc2. 
 

La fonctionnalité des protéines portant les mutations du domaine nucléotidique de 

Ccc2 que nous venons de décrire a été testée à l’aide du test phénotypique mis au point par 

Isabelle Morin pendant sa thèse. Le principe de ce test est décrit dans l’introduction (§4.5.3) 

Brièvement, ce test est basé sur l’interaction entre l’homéostasie du cuivre et du fer. En effet, 

l’inactivation de Ccc2 est synonyme d’une déficience du transporteur de fer de haute affinité, 

ce qui provoque un défaut de croissance de la souche dans un milieu carencé en fer et en 

cuivre. Pour les besoins de sa thèse, Isabelle avait développé un plasmide exotique permettant 

une très faible expression de Ccc2. Cette faible expression de la protéine permet d’accroître la 

sensibilité du test et de mettre en évidence des mutations de moindre sévérité. Pendant ma 

thèse, j’ai développé un plasmide sur la base du pCM183 (Gari et coll. 1997), baptisé pOpH. 

Ce plasmide porte un promoteur répressible par la tétracycline. L’utilisation de ce plasmide 

permet en présence de tétracycline dans le milieu de culture de réprimer la transcription de la 

protéine et donc l’expression, ce qui reproduit les conditions d’expression d’Isabelle Morin. 

J’ai donc utilisé ce plasmide pour tester la fonctionnalité des mutants du domaine 

nucléotidique de Ccc2. 
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Figure R.2.13 : Expression de Ccc2 sauvage et modifié dans la souche YPH499 ccc2∆∆∆∆  
(ferrozine 1 mM; fer 50 µM pour la carence (à gauche) ou 350µM (à droite) en présence de doxycycline 

25 µg/ml pour réprimer l’expression de Ccc2 par pOpH 
  

La carence en fer inhibe la croissance de la souche YPH ccc2∆ transformée par le 

plasmide pOpH vide. Par contre, l’expression de Ccc2 permet de restaurer la croissance dans 

le milieu carencé. Il en est de même pour tous les mutants cystéines, qui ne présentent pas de 

défaut de croissance significatif par rapport à la protéine sauvage. Il apparaît donc que les 

deux sites à cuivre que nous avons détectés sur la GBN in vitro n’ont pas de rôle majeur dans 

la fonctionnalité de l’ATPase. Au contraire, le mutant H670F présente un défaut de croissance. 

L’histidine du motif HP du domaine nucléotidique est décrite dans la littérature comme un 

acide aminé essentiel, dont la mutation sur ATP7B induit la maladie de Wilson. Cette 

histidine participerait à la liaison de l’ATP (Morgan et coll. 2004).  
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2.5. Discussion 

 
 Le caractère original des ATPases à cuivre comparées aux ATPases à calcium, 

potassium ou sodium réside dans l’acquisition du métal dans le site de transport. Alors que 

ces dernières acquièrent l’ion à transporter par simple diffusion, celui-ci diffusant librement 

dans le milieu, le cuivre n’est jamais libre dans le cytosol. Le cuivre est fourni aux ATPases à 

cuivre par l’intermédiaire d’une métallochaperonne. De nombreuses études ont établi le 

transfert du cuivre des chaperonnes à cuivre aux MBD des ATPases à cuivre. Au cours de sa 

thèse, Isabelle Morin (2005) a montré par des expériences de complémentation, qu’in vivo 

Atx1 délivre le cuivre au MBD et que le cuivre fixé sur les MBD devait être transféré au reste 

de la protéine. En effet dans une levure où CCC2 et ATX1 sont inactivés, la voie de transfert 

du cuivre dans le lumen de l’appareil de Golgi ne peut être restaurée que par la co-expression 

de Ccc2 et Atx1. L’expression de Ccc2 seule ne permet pas de restaurer le transfert. La co-

expression de ∆MBDCcc2 et d’Atx1 ne restaure pas le transfert, indiquant qu’Atx1 ne peut 

pas délivrer le cuivre au site de transport intra-membranaire sans l’intervention des MBD. La 

co-expression de ∆MBDCcc2 et de MBD1 ou MBD2 sous la forme d’une protéine 

indépendante permet de restaurer le transfert. Il apparaît donc que les MBD délivrent le cuivre 

au site de transport intra-membranaire, directement ou indirectement. 

Nous avons ici exploré l’hypothèse d’un transfert indirect du cuivre depuis le MBD 

vers le site intra-membranaire de transport via la GBN de Ccc2. Cette hypothèse vient 

principalement de deux constats. Le premier est l’existence d’une interaction in vitro entre la 

GBN d’ATP7B et ses MBD, interaction qui est affaiblie par la présence de cuivre 

(Tsivkovskii et coll. 2001). Le second se base sur l’analyse des séquences des GBN d’ATP7A, 

d’ATP7B et de Ccc2 qui possèdent toutes un motif HP/Cx3/4C (Annexe 3), dans lequel 

histidine et cystéines sont connues pour coordonner le cuivre dans la protéine Sco1 (Balatri et 

coll. 2003). 

Dans ce chapitre nous avons produit et purifié la GBN de Ccc2 et mis en évidence sa 

capacité à fixer le cuivre (Résultats §2.1.2). Mais nous avons aussi montré qu’aucun de nos 

mutants, à l’exception du mutant H670F, n’affectent le transfert du cuivre in vivo, quand bien 

même certains affectent la liaison du cuivre sur la GBN (Résultats §2.2.2 et §2.3.1). Il est 

nécessaire de rappeler ici, que l’histidine du motif HP est connue par ailleurs pour l’effet 

délétère de sa mutation en glutamine sur ATP7A (Voskoboinik et coll. 2003) et ATP7B 
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(Payne et coll. 1998) et que la GBN H670F lie toujours 2 cuivres (Résultats §2.2.2) indiquant 

que l’impact délétère de cette mutation n’est pas due à un problème de liaison du cuivre sur la 

GBN. Il semble donc que si la fixation du cuivre sur la GBN que nous avons découverte à un 

rôle physiologique, il ne s’agit pas d’une implication directe dans le cycle catalytique de 

l’ATPase. Comme nous le suggérions dans le chapitre précédent, la liaison du cuivre sur la 

GBN pourrait avoir un rôle régulateur que nous ne pouvons pas mettre en évidence 

simplement par ce test phénotypique. Cette régulation pourrait être liée à celle de la 

distribution intracellulaire de Ccc2, mais pourrait également permettre une régulation de 

l’activité catalytique. 

Nos expériences de complémentation in vivo de la voie Atx1-Ccc2 avec différents 

mutants du N-terminal de Ccc2 nous apprennent que le mutant M1ssM2ssCcc2 ne rétablit pas 

la croissance de la souche atx1∆ccc2∆ en présence d’un MBD exprimé indépendamment, 

alors que le mutant ∆MBDCcc2 en est capable. De plus, le mutant M1ssM2ssCcc2 n’est pas 

phosphorylable in vitro en présence de cuivre contaminant, contrairement au mutant 

∆MBDCcc2. L’existence d’une interaction entre la GBN et le N-terminal d’ATP7B 

qu’affaiblit la présence de cuivre, suggère que la défaillance du mutant M1ssM2ssCcc2 par 

rapport au mutant ∆MBDCcc2 est due à un blocage de l’ATPase dans une conformation 

inactive via une interaction entre la GBN et le N-terminal stabilisée par la substitution des 

sérines en cystéines. En effet la présence de sérines empêchant la fixation du cuivre sur le N-

terminal, le changement de conformation induit par la liaison du cuivre sur le N-terminal n’est 

plus possible (Huster et Lutsenko 2003; Walker et coll. 2004). Cette hypothèse d’un blocage 

dans une conformation inactive est renforcée par nos expériences de dosage du cuivre sur la 

souche ccc2∆ exprimant le mutant M1ssM2ssCcc2 qui montrent que ce mutant est 

fonctionnel lorsque la concentration en cuivre augmente dans la cellule (figure R.1.23). La 

mutation du N-terminal se traduit donc par une diminution de la sensibilité au cuivre de 

l’activité de Ccc2.  

Jusqu'à présent le passage de la forme inactive à la forme active de Ccc2 était supposé 

dû au changement de conformation induit par la fixation du cuivre sur les MBD. Mais la 

possibilité d’un déblocage de l’activité du mutant M1ssM2ssCcc2 tel que nous l’observons et 

l’existence de site de liaison du cuivre sur la GBN nous amène à penser que cette dernière 

pourrait avoir un rôle dans la régulation de l’activité catalytique de Ccc2. En effet cette 

hypothèse expliquerait l’activité observée en présence d’une concentration élevée de cuivre 

dans la cellule alors que M1ssM2ssCcc2 ne peut fixer de cuivre sur son N-terminal. Pour 
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évaluer cette hypothèse, il faudra chercher un site de fixation du cuivre sur la GBN de 

M1ssM2ssCcc2 en y modifiant les acides aminés que nous avons identifiés dans ce chapitre. 

L’activité de ces nouveaux mutants pourra être évaluée par le dosage du contenu en cuivre des 

levures cultivées en présence de 500 µM de cuivre dans le milieu de culture. De plus, s’il 

s’avère que certains mutants sont inactifs in vivo, nous pourrons vérifier leur participation au 

cycle catalytique en recherchant in vitro les conditions d’obtention de la phosphorylation 

auto-catalytique de M1ssM2ssCcc2. 

L’hypothèse d’un site intermédiaire entre les MBD et le site intra-membranaire de 

transport est toujours envisageable, mais des données récentes plaident pour un transfert direct 

des MBD vers le site de transport intra-membranaire. En avril 2008, Gonzalez-Guerrero et 

Argüello ont montré que CopZ, la métallochaperonne de l’archaebactérie A. fulgidus, pouvait 

activer directement la phosphorylation auto-catalytique de l’ATPase à cuivre CopA tronquée 

de ses MBD. De plus, ces auteurs mettent en évidence in vitro un transfert direct du cuivre de 

CopZ dans le site intra-membranaire de CopA-∆MBD par une expérience qui mélange des 

micelles ternaires composées de CopA-∆MBD, détergent, lipides et CopZ. L’ensemble de 

leurs données suggère un transfert direct du cuivre de CopZ au site intra-membranaire de 

CopA et un rôle strictement régulateur des MBD. 

Le transfert direct d’Atx1 au site intra-membranaire de Ccc2 n’est pas envisageable 

d’après nos données expérimentales in vivo (cf. 1er paragraphe de cette discussion). Pour les 

ATPases à cuivre humaines, une collection de données in vitro indique un transfert du cuivre 

d’Atox1 aux MBD (Introduction §4.3.2) et au moins pour ATP7B, MBD2 active l’ATPase en 

transférant le cuivre au reste de la protéine (Walker et coll. 2004). Cependant, l’ensemble de 

ces données nous éclairent sur la possibilité d’un transfert direct du cuivre des MBD au site 

intra-membranaire dans les ATPases à cuivre eucaryotes, malgré le problème que pose 

l’accessibilité au site. En effet, dans les structures d’ATPases à notre disposition les domaines 

cytoplasmiques surplombent le site de transport, le rendant difficilement accessible (figure 

D.2.1). 
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Figure D.2.1 : Comparaison entre la structure de CopA d’A. fulgidus (A, B, C) et de l’ATPase à calcium 

du réticulum sarcoplasmique (D, E) 
A et B Structure d’un dimère de CopA à une résolution de 17Å, A vue de coté, B vue du dessus : la séparation 
entre les 2 monomères est représentée par la ligne pointillée. C Modélisation de la structure de CopA d’après la 
structure cristallographique de CopA et celle de l’ATPase à calcium (Wu et coll. 2008) D Structure de l’ATPase 
à calcium à une résolution de 2,5 Å (1SU4.pdb) E Représentation schématique de l’ATPase calcium (Toyoshima 

et coll. 2000) 
  

Néanmoins comme le montrent les structures issues de la cristallisation des différentes 

étapes du cycle catalytique de Serca en présence d’analogues d’ATP, les ATPases semblent 

être étonnement flexibles, autorisant d’importants mouvements des domaines cytoplasmiques 

pouvant peut-être libérer l’accès du intra-membranaire aux MBD (figure D.2.2). 
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Figure D.2.2 : Représentation schématique des structures adoptées par l’ATPase à calcium au cours de 
son cycle catalytique. Visualisation des mouvements supposés de l’ATPase à calcium (Toyoshima et coll. 

2004) 
  

Récemment nous avons commencé à étudier l’hypothèse d’un transfert direct du 

cuivre au site intra-membranaire. Dans un premier temps nous avons cherché à mettre en 

évidence une affinité des MBD pour les membranes lipidiques. En effet, le site de transport 

étant enfoui dans les membranes, il est probable que les MBD doivent pouvoir interagir avec 

la membrane pour atteindre le site de transport. Des mises au point sont encore nécessaires 

avant de pouvoir réaliser cette expérience. Dans un second temps, nous pourrons comparer la 

phosphorylation auto-catalytique de Ccc2 et de ∆MBDCcc2 in vitro en présence d’Atx1 ou de 

MBD1 comme seul source de cuivre disponible dans le milieu tel que réalisé sur ATP7B 

(Walker et coll. 2004). Ces deux séries d’expériences devraient nous permettre de répondre à 

cette question et de déterminer si les ATPases eucaryotes fonctionnent de la même façon que 

les ATPases bactériennes, ou si leur mécanisme a dérivé avec l’évolution.  
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Matériels et Méthodes 
 

1. Souches et milieux de culture 

 

1.1. Souches et milieux de culture bactériens 

 
Les amplifications de plasmides ont toutes été réalisées dans des bactéries E. coli 

XL1-Blue (Stratagene). La production de protéines recombinantes solubles a été réalisée dans 

les bactéries M15 (Quiagene) rendues compétentes au préalable par la méthode du chlorure de 

calcium (Dagert et Ehrlich 1979). Les bactéries sont cultivées dans le milieu riche LB Broth 

Sigma (tryptone 10 g/l, extrait de levure 5 g/l, NaCl 5 g/l). L’antibiotique utilisé pour la 

sélection des bactéries après transformation est l’ampicilline, à une concentration de 

100 µg/ml. Les bactéries M15 sont entretenues en présence de kanamycine à une 

concentration de 25 µg/ml pour maintenir la présence du plasmide pREP4 contenant le 

répresseur du promoteur lac. 

 

1.2. Souches et milieux de culture de levure 

 
Au cours de cette étude deux souches de levure ont été utilisées. La première est la 

souche parentale YPH499 (MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1-�63 his-�200 leu2-�1 

(Sikorski et Hieter 1989), fournie par le Dr. Pierre Thuriaux (CEA, Saclay). Cette souche est 

principalement utilisée pour tester la fonctionnalité de Ccc2 in vivo, en milieu carencé en fer 

et en cuivre. La seconde est la souche parentale BY4741 (MATa his3∆1 leu2 ∆0 met15∆0 

ura3∆0) (Brachmann et coll. 1998), fournie par le Dr Naima Belgareh (Institut Jacques 

Monod, Paris). Cette souche a été utilisée pour la localisation de Ccc2 et l’étude de la 

sensibilité au cuivre de la levure. Au cours des expériences un certain nombre de mutants de 

ces souches ont été utilisés, leurs caractéristiques sont regroupées ci-dessous (Tableau M.1.1). 

Ces souches sont cultivées en milieu riche YPD constitué de glucose 20 g/l, extrait de levure 

10 g/l et peptone 20 g/l, dissous dans l’eau ou en milieu synthétique SC constitué de YNB 

(Yeast Nitrogen Base) 6,7g/l, CSM-Leu-His-Trp-Ura 0,6 g/l (mélange comprenant tous les 

acides aminés sauf la leucine, l’histidine, le tryptophane et l’uracile) et de glucose 20g/l  
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dissous dans l’eau. Du bacto-agar est ajouté à la concentration de 20 g/l afin de constituer un 

milieu solide.  

Souche Génotype Origine 

YPH499 MATa ura3-52; lys2-801; ade2-101; trp1-∆63; his-∆200; leu2-∆1  P. Thuriaux CEA Saclay 

YPH499 ccc2∆ MATa ura3; lys2-801; ade2-101; trp1-∆63; his-∆200; leu2-∆1; ccc2::ura3  I. Morin 2005 

YPH499 ccc2∆ atx1∆ MATa ura3; lys2-801; ade2-101; trp1; his-∆200; leu2-∆1; ccc2::ura3; atx1::trp1 I. Morin 2005 

BY4741 MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 ccc2∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; ccc2::kanMX4 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 ccc2∆ctr2∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; ccc2::kanMX4; ctr2::his5 cette étude 

BY4741 ctr2∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; ctr2::his5 cette étude 

BY4741 end3∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; end3::kanMX4 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 vps27∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; vps27::kanMX4 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 aps3∆ MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; aps3::kanMX4 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 Ccc2-GFP MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YDR270W-GFP::kanMX6 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 Ccc2-HA MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YDR270W-3HA::his5 cette étude 

BY4741 Sec13-RFP MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YLR208W-RFP::kanMX6 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 Sec7-RFP MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YDR170C-RFP::kanMX6 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 Chc1-RFP MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YGL206C-RFP::kanMX6 N. Belgareh IJM Paris 

BY4741 Snf7-RFP MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0; ura3∆0; YLR025W-RFP::kanMX6 N. Belgareh IJM Paris 

Table M.1 : phénotype et origine des souches de levure utilisée. 

 

2. Biologie Moléculaire 

 

2.1. Clonage et mutagenèse 

 
2.1.1. PCR 

 

La PCR ou ‘Polymerase Chain Reaction’ est une technique de réplication ciblée de 

l’ADN in vitro. Imaginée par K. Mullis en 1985 (Saiki et coll. 1985), elle permet d'obtenir à 

partir d'un échantillon complexe et peu abondant une quantité exponentielle d'un fragment 

d'ADN spécifique et de longueur définie. Une succession de réactions de réplication d'une 

matrice double brin d'ADN est réalisée en mettant en œuvre deux amorces 

oligonucléotidiques dont les extrémités 3’- pointent l'une vers l'autre. Ces amorces définissent 

la séquence à amplifier. L’enzyme utilisée est l’ADN polymérase Pfu Turbo (Stratagene) de 

haute fidélité. Tous les produits de PCR ont été séquencés par la société Cogenics Génome 

Express à Meylan. 
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2.1.1. Mutagenèse dirigée 

 

La mutagenèse dirigée permet d’effectuer des mutations ponctuelles sur l’ADN 

plasmidique double-brin. Elle est basée sur l’amplification d’un plasmide par des amorces 

portant la mutation désirée grâce à la Pfu. Une première étape de dénaturation à 95 °C permet 

de séparer les brins d’ADN plasmidiques (fig.M.1). L’étape suivante est l’hybridation des 

amorces contenant la mutation d’intérêt, déclenchée par une baisse de la température. Puis le 

premier cycle d’élongation génère un nouveau plasmide muté qui sera amplifié lors des cycles 

suivants. Afin d’augmenter l’efficacité de la mutagenèse, les plasmides parentaux 

originellement méthylés sont digérés spécifiquement par l’enzyme de restriction DpnI 

(Fermentas). Le produit de PCR ainsi créé est amplifié dans les bactéries XL1-Blue, et 

analysé par digestion enzymatique.  

 

Figure M.1 : Etapes de la mutagenèse dirigée 

 

2.2. Purification d’ADN sur gel d’agarose 

 

Les extractions d’ADN des gels d’agarose ont été réalisées grâce au kit GENE-

CLEAN Turbo de Q-BIOgene. Le bromure d’éthidium est un agent intercalant qui permet 

de visualiser l’ADN sous rayonnement UV. Les bandes d’intérêt ainsi repérées sont 

découpées et fondues à 55 °C dans un tampon enrichi en sels chaotropiques qui favorisent la 

liaison de l’ADN sur une colonne de silicate. Après deux lavages par une solution saline 

contenant 80 % d’éthanol, l’ADN est élué de la colonne par une solution aqueuse dont la 

concentration en sel est fortement diminuée. Cette solution permet une réhydratation de la 

matrice de silicate qui défavorise les interactions avec l’ADN et permet donc l’élution. La 

quantification d’ADN ainsi purifié est réalisée par dépôt d’un échantillon sur gel d’agarose.  
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2.3. Purification d’ADN plasmidique 

 

La préparation d’ADN plasmidique à partir de 2 ml de cultures bactériennes est 

appelée mini-prep (Feliciello et Chinali 1993). Cette préparation permet ensuite de cribler les 

clones d’intérêts par digestion. Cette méthode repose sur une dénaturation différentielle de 

l’ADN génomique dont la structure est relâchée et de l’ADN plasmidique d’intérêt qui est 

super-enroulé. Les cellules sont suspendues dans un tampon contenant 50 mM Tris-HCl à 

pH 8, 10 mM EDTA à pH 8 et 100 µg/ml RNase A. Puis elles sont lysées en présence de SDS 

1 % et 200 mM NaOH. L’ADN génomique est alors irréversiblement dénaturé. Après 

neutralisation à l’acétate de potassium, les débris cellulaires et l’ADN génomique sont 

précipités par une simple centrifugation. L’ADN plasmidique soluble est précipité en 

présence d’isopropanol. Le culot obtenu est alors lavé à l’éthanol 70 %, séché et suspendu 

dans 20 µl d’eau. La préparation d’ADN plasmidique à partir de 100 ml de culture est appelée 

midi-prep. La méthode est similaire sauf pour l’utilisation d’une résine échangeuse d’ions qui 

permet de purifier efficacement l’ADN plasmidique. La midi-prep est utilisée à l’étape finale 

d’un clonage pour obtenir une quantité élevée de plasmide. Elle est également adoptée de 

préférence à la mini-prep pour le séquençage.  

 

2.4. Extraction d’ADN génomique de levure 

 

Une culture de levure de 5 ml dans du YPD est mis en culture pendant toute la nuit à 

30 °C sous agitation. Les levures sont récoltées par centrifugation (15000 g, 1 min) et lavées 

avec 1 ml d’eau distillée à température ambiante. La paroi des levures est digérée par la 

lyticase dans 200 µl de tampon de digestion (1 % v/v β-mercaptoéthanol, 0,2 mg/ml lyticase 

(Sigma), 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM EDTA) pendant 2 h à 37 °C. Les levures sont 

ensuite lysées par ajout de 200 µl de tampon de lyse (0,2 M NaOH, 1% v/p SDS) et incubées 

20 min à 65 °C. La réaction est arrêtée en plongeant les tubes dans la glace 15 min et en 

ajoutant 200 µl d’acétate de potassium 3M. Les débris cellulaires sont séparés du surnageant 

par centrifugation (15000 g, 3 min), l’ADN est précipité par 0,6 volume d’isopropanol et une 

nouvelle centrifugation (15000 g, 1 min). Les culots d’ADN sont lavés à l’éthanol 70 % et 
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centrifugés (15000 g, 5 min) à température ambiante puis séchés à 37 °C. L’ADN est repris 

dans 50 µl d’eau distillée stérile. 

2.5. Vecteur plasmidique 

 

Les gènes d’intérêt ont tout d’abord été clonés dans le site de clonage multiple du 

pSP72 (Promega), avant d’être séquencés puis sous-clonés dans différents vecteurs 

d’expression levuriens ou bactériens. 

 

2.5.1. Vecteurs d’expression dans la levure 

 

- pCen : Ce plasmide est un dérivé du pRS315 (Sikorski et Hieter 1989). Il s’agit d’un 

vecteur monocopie (ou centromérique), car il contient une origine de réplication CEN/ARS 

(Centromer/Automonously Replicating Sequence) qui lui permet de se répliquer en phase 

avec la réplication du génome levurien. Ce plasmide porte également le gène de sélection 

LEU2. La transcription du gène d’intérêt est sous le contrôle du promoteur fort et constitutif 

de PMA1 (promoteur de l’ATPase à protons Pma1) qui permet l’expression des gènes clonés.  

 

- pCM183 : ce plasmide nous a été offert par le Dr E. Herrero (Lleida, Espagne). Ce 

plasmide est un vecteur monocopie avec une origine de réplication CEN/ARS. L’expression 

du gène d’intérêt est sous le contrôle du promoteur répressible tetO-CYC1. Ce système 

permet d’éteindre de façon graduelle l’expression du gène d’intérêt par l’ajout de tétracycline 

ou de ses homologues dans le milieu. Ce plasmide porte également le gène de l’activateur 

transcriptionnel tTA sous le contrôle du promoteur fort CMV (CytoMegaloVirus). Le 

marqueur de sélection de ce plasmide est TRP1 (marqueur tryptophane). Au cours de cette 

étude ce gène a été remplacé par HIS3 (marqueur histidine). Le nouveau plasmide ainsi 

obtenu a été renommé pOpH. 

 

2.5.2. Vecteurs bactériens 

 

Le plasmide pQE60 est un plasmide de surexpression de protéines recombinantes de 

Qiagen. Il possède une origine de réplication ColE1 pour la réplication chez E. coli et le gène 

de la β-lactamase conférant à la bactérie une résistance à l’ampicilline. L’expression du gène 
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d’intérêt est sous le contrôle du promoteur fort T5 en aval duquel sont disposées deux 

séquences de fixation du répresseur transcriptionnel LacI de l’opéron lactose, permettant de 

contrôler l’expression de la protéine d’intérêt. Vient ensuite une cassette de clonage contenant 

les sites de restriction NcoI, BamHI et BglII qui permettent le clonage du gène d’intérêt en 

phase avec le cadre de lecture du codon initiateur du promoteur. Enfin, ce plasmide possède 

une séquence de 6 histidines, suivie du site HindIII en amont des codons stop, ce qui permet 

d’étiqueter la protéine d’intérêt de 6 histidines en position C-terminale pour faciliter sa 

purification sur colonne d’affinité au nickel. 

 

2.6. Construction des vecteurs plasmidiques 

 

2.6. 1. Construction du pQE60-GBN et des mutants de la GBN 

 

La séquence de la grande boucle nucléotidique de Ccc2 (GBN) (Annexe 3) a été 

extraite par PCR depuis le plasmide psp72-Ccc2 (Lowe et coll. 2004) à l’aide des 

oligonucléotides GBN1 et GBN2 (Annexe 2). L’oligonucléotide GBN1 contient le site de 

restriction NcoI en phase avec le cadre de lecture de la protéine et celui du codon initiateur du 

pQE60. L’oligonucléotide GBN2 contient un codon stop suivi du site de restriction HindIII. 

L’intégration d’un codon stop dans la séquence de la GBN en amont du codon stop prévu 

dans le plasmide permet de ne pas étiqueter la GBN de 6 histidines. En effet si l’étiquette 

histidine facilite la purification de nombreuses protéines solubles sans avoir de conséquences 

pour leur fonction grâce à sa petite taille et à sa grande affinité pour les métaux, cette dernière 

propriété peut poser problème lorsque l’on travaille précisément sur des protéines à métaux. 

C’est pourquoi nous avons décidé de nous affranchir de cette étiquette. Le fragment de PCR a 

été ensuite directement cloné dans le pQE60 à l’aide des sites de restriction NcoI/HindIII 

porté par les oligonucléotides GBN1 et 2. Le plasmide obtenu a été séquencé pour vérifier que 

la séquence de la GBN n’avait pas été altérée au cours de la PCR. 

Tous les mutants de la GBN ont été directement réalisés par mutagenèse dirigée sur le 

pQE60-GBN. La présence de la mutation a été vérifiée par séquençage et la séquence mutée 

de la GBN a été sous clonée dans un pQE60 qui n’a pas subi la PCR. Les amorces des PCR de 

chacune des mutations sont disponibles en Annexe 2. 
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2.6.2. Construction des vecteurs codant pour les protéines Ccc2-GFP modifiées 

 

Le plasmide pCen-Ccc2-GFP qui a servi de base à cette étude a été construit au cours de 

la thèse d’Isabelle Morin (Morin 2005). Isabelle a également réalisé les constructions des 

plasmides pCen-M1ssCcc2-GFP que nous avons utilisé pour notre étude. 

- pCen-M1ssM2ssCcc2-GFP : ce plasmide a été construit par sous-clonage à partir de 

pCen-Ccc2-GFP et de pYep-M1ssM2ssCcc2 (Morin 2005) qui a fourni l’insert 

contenant M1ssM2ss par restriction AvrII/SacII. 

- pCen-∆MBDCcc2-GFP : la protéine ∆MBDCcc2 est une protéine Ccc2 tronquée des 

acides aminés 1 à 151 qui correspondent aux MBD de l’ATPase. La construction a été 

réalisée par PCR sur le psp72-Ccc2 par la mutation de la glycine 151 par une 

méthionine de Ccc2 et l’insertion du site de coupure EcoRI 10 nucléotides en amont 

du codon de la méthionine.   

- pCen-Ccc2-TGE-AAA-GFP: la protéine TGE-AAA est une protéine dont le motif 

T464GE a été entièrement muté en alanine. La mutation a été réalisée par PCR sur le 

psp72-Ccc2 puis transférée, après séquençage, sur le pCen-Ccc2-GFP par restriction 

NsiI/AvrII 

- pCen-Ccc2-D627A-GFP : ce plasmide a été construit par sous-clonage à partir de 

psp72-Ccc2-D627A (Lowe et coll. 2004) et de pCen-Ccc2-GFP par restriction 

NsiI/AvrII. 

 

2.6.3. Construction du pOpH Ccc2 et mutant 

 

Le plasmide pOpH-Ccc2 dérive du pCM183. Ccc2 a été inséré par restriction StuI/PstI 

à partir du psp72-Ccc2. Le gène de sélection TRP1 porté par le pCM183 a été remplacé par 

HIS3. Nous avons extrait HIS3 du plasmide YDpH (Berben et coll. 1991) par restriction 

BamHI, dont nous avons rendu les extrémités franches à l’aide du fragment de Klenow pour 

l’insérer dans le pCM183 linéarisé par PmlI/EcoRV. Le nouveau plasmide est renommé 

pOpH-Ccc2. 

Toutes les mutations à apporter à pOpH-Ccc2 ont été obtenues par PCR sur psp72-Ccc2 

en utilisant les mêmes oligonucléotides que ceux utilisé sur le pQE60, puis elles ont été sous-

clonées dans pOpH par restriction StuI/SbfI. 
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3. Biologie cellulaire 

 

3.1. Transformation de levure 

 

Les levures sont rendues compétentes selon la méthode d’Ito qui utilise l’acétate de 

lithium (Ito et coll. 1983). La sélection des clones transformés par le plasmide d’intérêt est 

réalisée en milieu minimum DOB (Dropout Base Broth, Q-BIOgene) complété en acides 

aminés ou nucléotides selon le marqueur de sélection porté par le plasmide. 

3.2. Caractérisation phénotypique sur milieu gélosé 

 

Après transformation, une quinzaine de clones sont sélectionnés et repiqués sur milieu 

minimum. Au bout de 24 h, les clones sélectionnés sont suspendus en milieu liquide sélectif 

pour 24 h sous agitation à 200 rpm. Les cultures sont ensuite ajustés à DO600 = 1, soit une 

concentration cellulaire d’environ 1,9x107 cellules/ml. Des gouttes de chaque clone sont 

ensuite déposées sur un milieu gélosé test et le taux de croissance est estimé après incubation 

de 72 h à 30 °C. 

 

3.2.1. Tests phénotypiques en milieu carencé en fer et en cuivre 

 

Les milieux de ce test sont constitués de DOB 26,7 g/l, de CSM-Leu-His-Trp-Ura 

0,6 g/l (mélange comprenant tous les acides aminés sauf la leucine, l’histidine, le tryptophane 

et l’uracile), de MES 9.76 g/l et de ferrozine, un chélateur spécifique du fer. La ferrozine est 

utilisée à 1 mM pour les tests effectués dans les souches ccc2� et atx1�ccc2�. Le fer est 

ajouté sous la forme de sel de Mohr (sulfate ferreux d’ammonium). Deux concentrations de 

fer sont préparées, 50 µM pour le milieu carencé en fer et 350 µM pour le milieu non carencé. 

Enfin, le pH est ajusté à 6,1 par de la soude concentrée (NaOH 10 M) et les milieux sont 

stérilisés. Pour les tests phénotypiques utilisant le plasmide pOpH, la doxycycline est ajoutée 

à 25 µg/ml à partir d’une solution initiale de doxycycline hyclate (Sigma-Aldrich) à 5 mg/ml 

(eau/éthanol 50 % v/v). L’utilisation de ces différents milieux permet de déterminer si 

l’homéostasie du cuivre a été restaurée dans les levures qui expriment les protéines d’intérêt. 

En présence de 1 mM de ferrozine, la concentration de 50 µM de fer permet de distinguer les 

levures dont la voie Atx1-Ccc2 est fonctionnelle de celles dont le transfert du cuivre entre ces 
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deux protéines partenaires est altéré. Une concentration plus élevée de fer (350 µM) permet 

au fer non lié à la ferrozine d’entrer dans la cellule par les transporteurs de basse affinité et la 

croissance des levures ne nécessite plus de système d’import de fer de haute affinité. En 

d’autres termes, ce milieu permet la croissance de souches dont la voie Atx1-Ccc2 est 

déficiente. L’ajout de la doxycycline permet de contrôler la transcription de Ccc2 de telle 

sorte que le test phénotypique ne soit pas biaisé par la présence d’une concentration non 

physiologique de la protéine Ccc2. En effet, de telles concentrations pourraient entraîner de 

faux négatifs ou faux positifs (Morin 2005). 

 

3.2.2. Test phénotypique de sensibilité au cuivre et à l’argent 

 

Les milieux de ce test sont constitués de DOB 26,7 g/l et CSM-Leu-His-Trp-Ura 

0,6 g/l, comme les milieux précédents. Le cuivre, sous la forme d’une solution stérile de 

sulfate de cuivre 1 M ou l’argent, sous la forme d’une solution stérile de nitrate d’argent 10 

mM, sont ajoutés dans le milieu après stérilisation. 

 

3.3. Modification génétique de la souche BY4741 

 

3.3.1. Construction des souches ctr2∆ 

 

Afin d’invalider le gène CTR2 dans les souches BY4741 et BY4741 ccc2∆, nous 

avons utilisé le protocole mis au point par (Longtine et coll. 1998). Dans cette méthode, une 

cassette de délétion contenant un gène de sélection est intégrée par recombinaison homologue 

au locus chromosomique du gène à invalider. En pratique cette méthode est basée sur un 

ensemble de plasmides optimisés, la série des pFA6a, contenant la cassette de délétion. La 

cassette est extraite par PCR grâce à des oligonucléotides hybrides dont la première partie, 

constituée d’une vingtaine de nucléotides, s’hybride sur le plasmide afin de permettre la PCR, 

et la seconde partie d’une quarantaine de nucléotides est homologue à la séquence du gène à 

invalider. Le produit de PCR obtenu est purifié et utilisé pour transformer la souche dont on 

souhaite invalider un gène. La délétion du gène CTR2 a été réalisée par insertion du gène 

HIS5
+ de Schizosaccharomyces pombe dans la partie centrale de CTR2 à partir du plasmide 

pFA6a-His3MX6 grâce aux couples d’amorces CTR2F1/CTR2R1 (Annexe 2). Les clones 
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ayant intégré la cassette de délétion ont été sélectionnés sur un milieu DOB sans histidine, 

puis l’intégration au locus a été vérifiée par PCR sur l’ADN génomique grâce aux amorces 

CTR2a/CTR2b (Annexe 2). En effet, le produit de la PCR permet de visualiser l’intégration 

de la cassette de délétion dans le gène CTR2 par un fragment dont la taille doit être de 

1949 pb au lieu de 546. 

 

3.3.2. Construction de la souche Ccc2-HA 

 

Afin de détecter Ccc2 par « western blotting » et en absence d’anticorps spécifique 

contre cette protéine, nous avons intégré une étiquette HA en C-terminal de la séquence 

codante de Ccc2. Pour réaliser cette insertion, nous avons procédé comme précédemment 

(3.3.1) en utilisant le plasmide pFA6a-His3MX-3HA et le couple d’amorce YPHF1/YPHR1 

(Annexe 2) en phase avec le cadre de lecture de Ccc2. Les clones ayant intégré la cassette de 

délétion ont été sélectionnés sur un milieu DOB sans histidine. La présence de l’étiquette HA 

au locus de Ccc2 a été vérifiée par immunodétection avec un anti-corps anti-HA.  

 

3.4. Localisation de Ccc2 en microscopie de fluorescence 

 

Des levures fraîchement transformées avec pCen-Ccc2-GFP sont mises en préculture 

pendant la nuit de telle sorte que la culture soit en phase exponentielle de croissance le matin. 

La préculture est alors diluée dans du milieu frais et cultivée jusqu'à l’obtention d’une DO600 

nm de 0,4 et les levures sont exposées à la concentration de cuivre choisie par addition de 

CuSO4 ou de BCS dans le milieu de culture. Après un temps d’incubation d’une génération 

permettant d’atteindre une DO600 nm de 0,8, les levures contenues dans 1 ml de culture sont 

récoltées par centrifugation et reprises dans 20 µl du milieu de culture. 2,3 µl sont observés 

entre lame et lamelle grâce à un microscope Axiovert 200 M (Zeiss) et un objectif x 100, par 

contraste de phase interférentiel, encore appelé Nomarski (du nom de l’inventeur de la 

technique) ou par fluorescence avec le filtre approprié. Les images sont acquises avec une 

camera CCD AxioCam Mrm et le programme Axiovision et traitées avec Photophop (Adobe). 
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3.5. Dosage du cuivre 

 

3.5.1. Dosage du cuivre sur cellules entières 

 

Les levures sont mises en préculture pendant une nuit à partir des cultures sur milieu 

gélosé. Le lendemain matin, 50 ml de culture sont ensemencés à la DO600nm de 0,1 dans un 

milieu synthétique. Lorsque les cultures ont atteint la DO600nm de 0,4 le traitement approprié 

est appliqué aux cultures pendant une génération, les cultures atteignant alors la DO600nm de 

0,8. Trois échantillons de 12 ml de culture, soit 15x106 cellules, sont récoltés par 

centrifugation (5000 g, 10 min, 4 °C). Trois lavages successifs différents sont appliqués sur 

les cultures pour éliminer toute trace de cuivre dans le milieu et dans la paroi des levures. Le 

premier est réalisé avec un mélange eau – EDTA 1 mM, le second dans un mélange BCA 50 

µM/BCS 50 µM et le dernier est un rinçage à l’eau distillée. Les culots séchés pendant la nuit 

à 50 °C sont repris dans une solution de TMAH (tétramethylammonium hydroxide) 10 %. Le 

cuivre des différents échantillons est dosé par ICP-AES au CHU de Grenoble (Département 

de Biologie Intégrée, Dr Josiane Arnaud). La quantité totale de cuivre dans l’échantillon est 

calculée à partir de la concentration en cuivre de la solution minéralisée, puis rapportée au 

nombre de cellules. 

 

3.5.2. Dosage du cuivre sur vacuoles isolées 

 

Les vacuoles entières isolées sont obtenues dans un tampon 0.6 M sorbitol 10 mM 

MES-NaOH (pH 6,8), d’après le protocole décrit par (Sarry et coll. 2007) (cf §4.5). Les 

échantillons sont minéralisés par ajout de 50 µl de TMAH 10 % pour 150 µl de préparation de 

vacuoles. Le cuivre est dosé par ICP-AES et la quantité totale de cuivre de l’échantillon est 

rapportée à la concentration de protéines mesurée dans la préparation de vacuoles (cf §4.2). 

Les résultats sont présentés en ng de cuivre pour 50 µg de protéines. 
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4. Biochimie 

 

4.1. Production et purification de protéines recombinantes 

 

Nous avons cloné les séquences des protéines à purifier dans le plasmide d’expression 

pQE60 (cf §2.6.1) et le plasmide a été utilisé pour transformer des bactéries E. coli M15 

(Qiagen) contenant un plasmide répresseur pREP4 portant la résistance à la kanamycine. Un 

ml d’une culture de bactéries à saturation est utilisé pour ensemencer 500 ml de LB contenant 

100 µg/l d’ampicilline et 25 µg/ml de kanamycine. Après 12 h de culture à 37 °C sous 

agitation, 500 ml de LB sont ajoutés à la culture et la température de l’incubateur est abaissée 

à 15 °C. L’expression du gène d’intérêt est induite par l’ajout de 2 mM d’IPTG et se prolonge 

pendant 24 h. La culture est récoltée par centrifugation et le culot est suspendu dans 55 ml de 

tampon de lyse (100 mM NaH2PO4-NaOH (pH 6), 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, cocktail 

d’antiprotéases (complete EDTA-free, Roche Applied Science). La lyse est réalisée par 

sonication dans un mélange eau/glace. Les protéines sont séparées des débris cellulaires par 

centrifugation (100000 g, 30 min, 4 °C). Le pH du surnageant est ajusté à 3,25 puis le 

surnageant est incubé 1 h à 4 °C sous agitation pour précipiter les protéines de la bactérie. La 

séparation entre les protéines solubles du mélange et les protéines précipitées est réalisée par 

centrifugation (100000 g, 30 min, 4°C). Le mélange est réduit par l’ajout de 1 mM de TCEP 

et 400 mM de NaCl. Le pH est ajusté à 6 et le mélange concentré 50 fois par centrifugation 

(3500 g, 2 h, 4 °C) dans des concentrateurs de 15 ml (cutoff 5000 Da, Vivaspin). Le mélange 

concentré est déposé sur une colonne de gel filtration (G50 fine sephadex matrix, GE 

Healthcare), équilibré avec un tampon (100 mM MES-NaOH (pH 6), 400 mM NaCl, 1 mM 

TCEP neutre). L’éluat est recueilli par fraction de 2 ml, les fractions contenant les protéines 

sont identifiées par dosage (méthode de Bradford) et celles contenant la protéine d’intérêt sont 

identifiées par migration des fractions protéiques sur un gel SDS-PAGE à 17 % d’acrylamide. 

Les fractions contenant la protéine pure sont rassemblées et à nouveau concentrées dans un 

concentrateur de 15 ml à 4 °C pour obtenir un volume de 1,5 ml. Le tampon d’élution de la 

colonne de filtration est remplacé par un tampon de stockage dégazé (40 mM MES-NaOH 

(pH 6), 400 mM NaCl, 10 % glycérol) via deux filtrations successives sur une colonne Nap10 

(GE Healthcare). La solution de protéines est dosée par la méthode de micro-BCA (4.2.1) et 

l’état rédox des cystéines est vérifié par un dosage au DTNB (4.2.2). La protéine est 

conservée à -80 °C. 
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4.2. Dosage des protéines 

  

4.2.1. Dosage des protéines totales 

 

La méthode utilisée est celle mise au point dans le test colorimétrique Bio-Rad DC 

inspiré de la méthode de Lowry (Lowry et coll. 1951). L’ingéniosité du dosage réside dans 

deux étapes qui permettent le développement de la coloration. Tout d’abord, les protéines 

interagissent avec le cuivre dans un milieu alcalin, constitué par la solution de tartrate de 

cuivre et du réactif de Folin. La réaction est ensuite poursuivie par la réduction du réactif de 

Folin par les protéines. La présence des tryptophanes et tyrosines, ainsi que dans une moindre 

mesure celle des cystéines et des histidines, est à l’origine d’une coloration bleutée dont le pic 

d’absorbance est situé à 750 nm. Une gamme étalon de BSA (Albumine de Sérum Bovin) 

permet de déterminer la concentration des protéines d’intérêt. 

 

4.2.2. Dosage des cystéines réduites  

 

Le dosage des cystéines réduites a été réalisé à l’aide du réactif d’Ellman ou DTNB 

(5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoate). Le DTNB est une molécule symétrique où deux 

groupements nitrothiobenzoate sont reliés par un pont disulfure. La réaction avec le 

groupement thiolate de la cystéine réduite entraîne la liaison d’un des deux groupements avec 

la cystéine et la libération du deuxième, qui présente un pic d’absorbance à 410 nm. La 

réaction est réalisée dans un tampon phosphate à pH 8 et en condition dénaturante (100 mM 

NaH2PO4-NaOH (pH 8), 400 mM NaCl, 500 µM DTNB, 0,1 % p/v SDS) afin de rendre 

accessibles toute les cystéines. Nous avons mesuré la DO à 410 nm et calculé la concentration 

en thiols libres en utilisant ε = 13 600 M-1.cm-1 pour coefficient d’extinction molaire du 

nitrothiobenzoate (Wright et Viola 1998).  

 

4.3. Extraction des protéines totales de levure 

  

L’extraction de protéines totales de levure est réalisée par une lyse alcaline d’après la 

méthode de C. Volland et coll. (Volland et coll. 1994). Les levures sont mises en culture dans 

le milieu choisi et l’équivalent de 3 unités de DO sont récoltées en phase exponentielle de 

croissance. Le culot est repris dans 500 µl de milieu et incubé dans la glace pendant 10 min en 
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présence de 0,185 N de soude. Les protéines sont précipitées par 5 % de TCA et laissées à 

0 °C pendant 10 min. Les protéines précipitées sont récupérées par centrifugation (15000 g, 

10 min, 4 °C), les culots sont lavés avec 500 µl de Tris-base 1M (pH 7,5), puis suspendus 

dans du tampon d’électrophorèse dénaturant, chauffés 5 min à 95 °C pour les protéines 

solubles ou 15 min à 37 °C pour les protéines membranaires. Un volume de 5 à 10 µl d’extrait 

brut est suffisant pour un gel d’électrophorèse. 

  4.4. Séparation des organites sur gradient de sucrose 

 

Le fractionnement cellulaire des organites de levure s’effectue par centrifugation sur 

un gradient linéaire de sucrose de 20 à 60 %. Les levures contenues dans un volume de 

100 ml d’une culture en phase exponentielle de croissance à DO600nm 0.8 sont récoltées par 

centrifugation (10 min, 5000 g), rincées dans de l’eau distillée et cassées par agitation 

vigoureuse dans 0,5 ml de STE10 (10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM EDTA, 10 % p/v 

sucrose, cocktail d’antiprotéases). L’extrait brut est centrifugé (1000 g, 3 min, 4 °C) pour 

éliminer les débris cellulaires. Environ 600 µl de l’extrait brut ainsi clarifié est déposé sur 

11 ml d’un gradient linéaire de sucrose de 20 à 60 % p/v (10 mM Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM 

EDTA, cocktail d’antiprotéases). Après une centrifugation (100000 g, 18 h, 4 °C) dans un 

rotor SW41Ti (Beckman Coulter), des fractions de 800 µl sont collectées depuis le haut du 

tube et les protéines sont précipitées par 10 % de TCA. Après une incubation de 1 h dans la 

glace, puis une centrifugation (13000 g, 45 min, 4 °C), les culots protéiques sont suspendus 

dans 50 µl de tampon d’échantillon (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 2 mM EDTA, 10 % glycérol, 

0,4 % SDS, 0,2 mg/ml bleu de bromophénol). Chaque fraction est alors analysée par SDS-

PAGE puis transférée sur une membrane de nitrocellulose pour l’immunodétection. 

4.5. Préparation de vacuoles de levures entières 

 

De nombreux protocoles ont été mis au point pour isoler les vacuoles de levures 

intactes. Nous avons choisi celui décrit par (Sarry et coll. 2007) pour l’étude du protéome de 

la lumière de la vacuole, car ce protocole a été optimisé et fournit strictement des vacuoles 

pures et entières. Dans ce protocole, les levures contenues dans 2 l d’une culture en phase 

exponentielle de croissance (DO600nm = 0.8) sont récoltées par centrifugation (2500 g, 5 min), 

rincées à l’eau distillée et incubées 20 min à 30 °C sous agitation dans 200 ml d’un tampon 

100 mM Tris-HCl (pH 9,4), 10 mM DTT. Après centrifugation (2500 g, 5 min, 10 °C) les 
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culots sont suspendus dans 100 ml d’un tampon de sphéroplastisation (0,7 M sorbitol, 

100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM DTT, 0,1 mg/ml lyticase (Sigma)) et incubés 2 h à 30 °C. 

Après centrifugation (2000 g, 5 min, 10 °C), les culots sont repris dans 48 ml de SOB (0,6 M 

sorbitol, 10 mM citrate-NaOH (pH 6,8), 1 mM DTT, cocktail d’antiprotéases). Les sphéro-

plastes sont lysés au Dounce et 8 ml de lysat sont déposés sur un premier gradient.  

Le premier gradient a été déposé comme suit:  

- première couche : 8 ml de tampon sucrose/ficoll  

(0,6 M sucrose, 10 mM citrate-NaOH (pH 6,8), 2,5 % ficoll 400 (Sigma-Aldrich), 1 mM DTT, 

cocktail d’antiprotéases) 

- deuxième couche : 4 ml d’un mélange SOB/SUC suivant un ratio 2 : 1 

SUC (0,6 M sucrose, 10 mM citrate-NaOH (pH 6,8), 1 mM DTT, cocktail d’antiprotéases)  

- troisième couche : 7 ml d’un mélange SOB/SUC suivant un ratio 3 : 1 

Les gradients sont centrifugés 1 h à 24000 rpm dans un rotor SW-28 (Beckman). Les vacuoles 

sont collectées à l’interface sucrose/ficoll, reprises dans 14 ml de SOB et déposées sur un 

deuxième gradient. Ce deuxième gradient est composé d’une première couche de 7 ml d’un 

mélange SOB/SUC 1,5 : 1 et d’une deuxième couche de 7 ml d’un mélange SOB/SUC 2 : 1. 

Après une  nouvelle centrifugation d’une heure, le surnageant est éliminé et les culots sont 

lavés dans 100 ml de SOB sans DTT, avant d’être repris dans 1 ml de SOB. Les protéines 

sont dosées par micro-BCA et les échantillons sont conservés à -80 °C. 

 

4.6. Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

PAGE) 

 

Les gels sont préparés suivant la méthode de (Laemmli 1970). Les gels sont composés 

d’un gel de concentration (1,25 M Tris-HCl (pH 6,8), 4 % acrylamide) et d’un gel de 

séparation (3 M Tris-NaOH (pH 8,8), 10 à 17 % acrylamide). L’échantillon protéique (50 µg) 

est préparé dans un tampon de dénaturation (200 mM Tris-HCl (pH 6,8), 8 % p/v SDS, 40 % 

glycérol, 5 % v/v β-mercaptoéthanol, 0,004% p/v bleu de bromophénol), puis séparé par 

électrophorèse (12 W, 50 min) dans un tampon de migration (50 mM Tris-base, 380 mM 

glycine, 0,1 % p/v SDS). Après la migration, les protéines sont révélées par coloration du gel 

au bleu de Coomassie. 
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4.7. Immunodétection des protéines 

 

Les protéines d’intérêt sont détectées par la technique du « western blotting ». Les 

protéines séparées par électrophorèse sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(0,2 µm) selon les protocoles standards (current protocols in molecular biology, Wiley). La 

membrane est saturée pendant 30 min dans une solution de 2 % p/v de lait écrémé dissout 

dans du TBS Tween (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,05 % p/v Tween20). Dans 

ce qui suit, toutes les solutions et incubations sont réalisées dans le TBS Tween. La membrane 

est rincée rapidement, puis hybridée avec l’anticorps primaire pendant 90 min à la dilution 

appropriée (Table M.2), la membrane est rincée deux fois pendant 15 min avant d’être 

incubée avec un anticorps secondaire de souris (GE healthcare) dilué au 1/4000 ou de lapin 

(Roche Applied Science) dilué au 1/20000, couplé à une activité peroxydase, qui est ensuite 

détectée par chimiluminescence à l’aide du kit BM Chemiluminescence Western Blotting 

(Roche Molecular Biochemicals). Pour contrôler la quantité de protéines transférées, la 

membrane de nitrocellulose est colorée au rouge ponceau. 

 
Table M.2 : récapitulatif des anticorps  

 

5. Spectrométrie 

 

5.1. Détection de la fixation du cuivre sur les groupements thiolates 

 

La fixation du cuivre sur le domaine nucléotidique de Ccc2 a été observée par spectroscopie 

d’absorption entre 225 et 350 nm avec un spectrophotomètre U-3010 (Hitachi). Le Cu(I) est 

une espèce très réactive à l’oxygène donc rapidement oxydée en Cu(II). Diverses précautions 

ont été prises pour limiter l’oxydation du Cu(I) en Cu(II) pendant la durée des expériences, la 

température de 4 °C et la saturation de l’enceinte du spectrophotomètre avec de l’argon 

{Miras, 2008 #735}. Enfin le tampon contenait du sulfite, Na2SO3, qui réduit le Cu(II) en 
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Cu(I) tout en ayant une faible affinité pour le Cu(I). La protéine était diluée dans un tampon 

50 mM EPPS-NaOH (pH 8,5), NaCl 400 mM, Na2SO3 1 mM dans une cuve en quartz de 

trajet optique de 1 cm. Le cuivre sous la forme CuSO4 était ajouté progressivement par pas de 

0.5 équivalent de protéine sous agitation. 

  

5.2. Dichroïsme circulaire 

 

Les spectres de dichroïsme circulaire ont été acquis entre 195 et 250 nm avec un 

spectropolarimètre Jasco J-810 dans des cuves en quartz de trajet optique 2 mm. Les mêmes 

précautions ont été prises pour limiter l’oxydation du Cu(I). La concentration de protéine dans 

ces expériences de caractérisation était de 10-15 µM dans un tampon 50 mM MES-NaOH (pH 

6), glycérol 1 %, NaCl 40 mM. Le cuivre sous la forme d’un mélange Cu(II)/Na2SO3 était 

ajouté progressivement par équivalent de protéine. Les spectres obtenus sont le résultat de 

l’accumulation de 15 enregistrements acquis à la vitesse de 100 nm/min avec un pas de 1 nm. 

Le signal est l’ellipticité (Θ) qui s’exprime en millidegrés (mdeg). Les spectres sont présentés 

en ellipticité molaire par résidu ([Θ]) en deg.cm2.dmol-1, ce qui permet de les comparer entre 

eux.  

[Θ] = 0,1 Θ/(C.N.l) où C est la concentration de protéine en mol.l-1, l est le trajet 

optique en cm et N est le nombre d’acides aminés de la protéine. 

 
Figure M.2 Spectre de référence des structures secondaires en dichroïsme circulaire 
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La forme de ces spectres est comparée à la celle de spectres de référence qui montrent les 

signatures des structures secondaires, hélices α ou feuillets β pour les principales (Figure 

M.2). Ces spectres permettent de savoir si les protéines étudiées sont structurées et le cas 

échéant, quelles signatures sont prépondérantes. La fixation d’un métal peut aussi contribuer à 

la structuration de la protéine ou à un changement de conformation visible dans les structures 

secondaires. 
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Perspectives 
 
 

Les résultats de cette thèse apportent des éléments de réponse aux questions se posant 

sur le fonctionnement et la régulation des ATPases à cuivre eucaryotes. Mais ils apportent 

aussi leur lot de questions et ouvrent des pistes nouvelles pour y répondre. 

 

L’analyse de la localisation de Ccc2 montre que cette protéine est un bon modèle 

d’ATPase à cuivre eucaryote, puisque non seulement elle délivre le cuivre à la voie sécrétoire, 

mais elle se déplace quand la concentration extracellulaire augmente. Il reste maintenant à 

exploiter pleinement cet outil. Tout d’abord, nous pourrons rechercher le signal responsable 

de la sensibilité au cuivre de sa localisation, qu’il soit direct, via la fixation du cuivre dans un 

site senseur à déterminer ou indirect via la phosphorylation par une kinase sensible au cuivre. 

Nous pourrons également utiliser la souplesse du modèle levurien pour identifier les protéines 

partenaires de Ccc2 dans la régulation de sa localisation intracellulaire. En effet, des études 

par double hybride ont récemment mis en évidence des interactions entre le N-terminal 

d’ATP7B et la sous-unité 62 de la dynactine, ainsi qu’avec la glutaredoxin 1 (Lim et coll. 

2006a & b). Leur inactivation dans la levure permettrait de confirmer le rôle de ces protéines. 

De plus, l’utilisation du délétome et des mutants thermosensibles permettrait de découvrir de 

nouvelles protéines participant à cette régulation. 

 

Le dosage du cuivre sur cellule entière de souches ccc2∆ exprimant différents mutants 

de Ccc2 repose la question de l’acquisition du cuivre par l’ATPase. En effet, si le chemin 

Atx1–MBD–site de transport semble acquis pour une levure soumise à une carence en cuivre 

et en fer (Morin 2005), ce chemin doit être contourné dans certaines conditions. Par exemple, 

les mutants M1ssM2ssCcc2 et ∆MBDCcc2 accumulent du cuivre, alors qu’ils n’ont pas de 

MBD fonctionnels. Nos expériences ayant été menées dans une souche ccc2∆, nous ne 

pouvons pas exclure un transfert direct du cuivre d’Atx1 à ∆MBDCcc2. Les résultats de 

Gonzalez-Guerrero et Arguello (2008) obtenu sur CopA d’A. fulgidus permettent d’envisager 

ce scénario. Mais nous pouvons également envisager que Ccc2 acquiert son cuivre par une 

autre source qu’Atx1, soit une autre chaperonne comme le domaine N-terminal de Ccs dont la 

structure est la même que celle d’Atx1, ou encore d’un stock intracellulaire non protéique 

comme le glutathion ou le ligand mis en évidence dans la mitochondrie (Cobine et coll. 2006). 
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Abréviations 
 
ABC : ATP Binding Cassette 
ADN : Acide DésoxyriboNucléique 
ALP : ALkaline Phosphatase 
ALS : Sclérose Latérale Amyotrophique 
AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique 
ARN : Acide RiboNucléique 
ARS : Autonomously Replicating Sequence 
ATP : Adénosine TriPhosphate 
BCA : BicinChoninic acid 
BCS : BathoCuproine diSulfonate 
BSA : Albumine de Sérum Bovin 
Cco : Cytochrome c oxydase 
CD: Circular Dichroïsme 
CEN : CENtromérique 
CPY : CarboPeptidase Y 
CSM : Complete aminoacids Supplement Mixture 
DIC : Differential Interferentiel Contrast 
DO : Densité Optique 
DOB : Dropout Base Broth 
DTNB : 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoate 
DTT : DiThioThreitol 
EDTA: Ethylene Diamine Tetraacetic Acide 
EPPS : 4-(2-hydroxyEthyl)-1-PiperazinePropaneSulfonic acide 
GBN: Grande Boucle Nucléotidique 
GFP : Green Fluorescent Protein 
GSH : Glutathion 
HA : HémAglutinine 
HMA : Heavy Metal Associated 
ICP-AES : Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectra 
IPTG : Iso-Propyl b-D-1-ThioGalactopyranoside 
LB: Luria Bertani 
MBD : Metal Binding Domain 
MES : 2-(N-Morpholino)Ethane Sulfonic acide 
MVB : MultiVesicular Body 
ORF : Open Reading Frame 
p/v : poids / volume 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PKA: Protéine Kinase A 
PMSF : Phenyl-Methane Sulfonyl Fluoride 
RFP : Red Fluorescent Protein 
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RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
ROS : Réactive Oxygen Species 
RPE : Résonnance Paramagnétique Electronique 
SC : Synthétique Complet 
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 
SDS-PAGE :Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis 
SOB : SOrbitol Buffer 
SOD : Super Oxyde Dismutase 
STE : Sucrose Tris-EDTA 
SUC : SUcrose Buffer 
TBS : Tris-Base Saline  
TCA : Acide TriChloroAcétique 
TCEP : Tris(2-CarboxyEthyl)phosphine hydrochloride 
TGN : TransGolgi Network 
TM : TransMembrane 
TMAH: TetraMethylAmmonium Hydroxide 
UV: UltraViolet 
v/v : volume / volume 
YNB : Yeast Nitrogen Base 
YPD : Yeast Peptone Dextrose 
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