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Résumé 

Helicobacter pylori est la seule bactérie capable de coloniser de façon persistante l’estomac 

humain. L’infection au long cours au contact de la muqueuse gastrique provoque diverses 
pathologies gastriques comme les ulcères gastroduodénaux et les cancers gastriques. Pour 

résister au stress acide rencontré dans sa niche, H. pylori possède une réponse d’urgence qui 

dépend de l’uréase. Cette enzyme abondante et très active, est responsable d’une forte 

production d’ammoniac. En conditions acides, l’ammoniac permet à H. pylori le maintien d’un 

pH neutre dans son cytoplasme. 

L’uréase et une autre enzyme essentielle à la colonisation, l’hydrogénase à [NiFe], 

possèdent des centres catalytiques à nickel. De par l’abondance de ces deux protéines, ainsi que 

leur importance fonctionnelle, de grandes quantités de nickel sont nécessaires à H. pylori pour 

établir une colonisation durable. 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux réseaux d’interactions 

protéiques impliquées dans le trafic de l’ammoniac et du nickel chez H. pylori et à leurs rôles 

dans la pathogenèse.  

Pour survivre, H. pylori doit importer du nickel puis l’insérer correctement au sein des deux 
enzymes à nickel. De plus, ce métal doit être stocké pour éviter les effets délétères qu’il peut 

occasionner. Nous avons étudié le rôle de deux protéines riches en histidine, Hpn et Hpn-2. 

Nous avons montré que ces protéines interagissent entre elles, interviennent dans le maintien 

de l’homéostasie et du stockage du nickel et agissent comme régulateurs de l’activité uréasique. 
De plus, ces deux protéines sont essentielles à la colonisation du modèle animal. 

Parallèlement, nous avons caractérisé deux systèmes uniques d’hydrolyse périplasmique de 

l’asparagine et de la glutamine associés à la production d’ammoniac. Ces enzymes sont couplées 
à un import de leurs produits, l’aspartate et le glutamate dans la cellule. Ces couples 

déamidases/transporteurs sont essentiels à la colonisation et jouent un rôle dans la 

pathogénicité de H. pylori. 
L’uréase, les déamidases et d’autres enzymes participant au métabolisme de la glutamine et 

de l’asparagine sont responsables d’une importante production d’ammoniac par H. pylori. En 

utilisant le double hybride bactérien, des interactions entre des enzymes productrices 
d’ammoniac chez H. pylori et des enzymes qui l’utilisent comme substrat ont été mises en 

évidence. Nous proposons l’existence d’un channeling métabolique de l’ammoniac permettant 

d’optimiser la biodisponibilité de cette molécule et l’activité des enzymes correspondantes.  

Nos résultats ont révélé l’existence d’interactions protéiques qui optimisent les flux 
d’ammoniac et de nickel, des éléments essentiels à la virulence de H. pylori. 
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Abstract 

Helicobacter pyori is the only known bacterium that persistently colonizes the human 

stomach. Long-term infection of the gastric mucosa causes various pathologies such as peptic 

ulcers and adenocarcinoma. To resist acid stress encountered in its niche, H. pylori has an 

emergency response based on the activity of urease, an abundant and very active enzyme that 

synthesizes ammonia. Upon acid exposure, ammonia allows H. pylori to maintain a neutral pH 

in its cytoplasm. 

Urease and another enzyme essential for colonization, the [NiFe] hydrogenase, have a 

catalytic center coordinated with nickel. Because of the abundance of these two proteins and 

their functional importance, large amounts of nickel need to be acquired by H. pylori to 

establish colonization. 

During this PhD, we have investigated the protein interaction networks involved in the 

trafficking of ammonia and of nickel in H. pylori and analyzed their role in virulence.  

To survive, H. pylori needs to import nickel and insert it properly into the two nickel 

enzymes. In addition, this metal needs to be stored to prevent deleterious effects. We have 

studied the role of two histidine-rich proteins, Hpn and Hpn-2. We showed that these proteins 

interact each other and are involved in storage of nickel and control of its homeostasis. In 

addition, we found that they act as regulators of urease activity and are required for 

colonization of the animal model. 

We also characterized two unique systems of periplasmic hydrolysis of asparagine and 

glutamine that produce ammonia. These enzymes are coupled with the transport of their 

products, aspartate and glutamate. These deamidase/transporter couples are essential for 

colonization and play a role in H. pylori pathogenicity. 

Urease, the deamidases and other enzymes involved in the glutamine and asparagine 

metabolism are responsible for important ammonia production by H. pylori. Using the bacterial 

two-hybrid system, we found interactions between enzymes that produce ammonia and 

enzymes that utilize ammonia as a substrate. We propose the existence of a metabolic 

channeling of ammonia that functions to optimize its bioavailability and the activity of the 

corresponding enzymes. 

Our results unraveled the existence of protein interactions that optimize ammonia and 

nickel fluxes, two elements that are essential for H. pylori virulence. 
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Chapitre 1. Généralités sur Helicobacter 

pylori 

1. Introduction 

La découverte de Helicobacter pylori s’apparente à une longue quête où les évidences 

scientifiques se heurtèrent de tout temps au scepticisme et au dogmatisme. L’ulcère de 

l’estomac est anatomiquement caractérisé dès le début du 19ème siècle par les publications de 

Jean Cruveilhier, en France, et de Karl von Rokitanski en Allemagne. Si les descriptions sont 

conformes à la réalité, les hypothèses pathogéniques sont le reflet des croyances de l’époque, 

qui perdureront pourtant jusqu’aux années 1980. Les émotions et le système nerveux sont 

majoritairement mis en cause. Pourtant, dès 1852, le genevois André Duval ouvre la voie d’une 

compréhension plus précise de l’ulcère. L’inflammation « spécifique et circonscrite qui 

caractérise l’ulcère signe une pathologie infectieuse dont l’agent causal nous échappe ». La fin du 

19ème siècle aurait pu marquer la découverte de H. pylori : Walery Jaworski décrit une bactérie 

spiralée dans des lavages d’estomacs humains. Giulio Bizzozero, pionnier de l’histologie, décrit 

des bactéries de morphologie similaire dans des coupes d’estomacs de chiens. Hugo Salomon 

retrouve ces mêmes bactéries dans les estomacs de nombreux mammifères : chat, chien, singe 

et… homme. L’originalité de cette publication repose sur le fait qu’elle est illustrée d’une 

planche de microphotographies montrant clairement une bactérie ressemblant à Helicobacter. 

A l’aube du vingtième siècle, l’origine infectieuse de l’ulcère est alors évoquée par Theodor 

Rosenheim et John C. Hemmeter qui soulignent toutefois la difficulté d’en apporter la 

démonstration (Teyssou, 2009). Cette hypothèse est tout bonnement oubliée jusqu’en 1983, 

quand Barry Marshall et Robin Warren publient dans le Lancet leur article rapportant la 

présence de bactéries spiralées et cultivables vivant dans l’estomac de patients présentant une 

gastrite chronique, alors que ces bactéries sont absentes chez les patients sains : « Unidentified 

curved bacilli on gastric epithelium in active chronic gastritis » (Marshall & Warren, 1984). Le 

scepticisme perdurant toujours dans la communauté médicale, Barry Marshall démontre l’un des 

postulats de Koch en avalant une suspension pure de la bactérie qu’il a identifiée, alors nommée 
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Campylobacter pyloridis. Il développe une inflammation gastrique aigue qu’il guérit par la prise 

d’antibiotiques. En 1989, des études moléculaires distinguent la bactérie de la famille des 

Campylobacteraceae et Helicobacter pylori reçoit son nom définitif, au sein d’une nouvelle 

famille : les Helicobacteraceae. Cette bactérie nouvellement identifiée est depuis l’objet de 

larges études épidémiologiques qui corrèlent sa présence à la survenue des pathologies 

gastriques : gastrite chronique, ulcère gastroduodénal, cancer de l’estomac, lymphomes du 

MALT (Atherton, 2006). En 1994, le Centre International de Recherche sur le Cancer, 

dépendant de l’Organisation Mondiale de la Santé, classe H. pylori comme la première et 

toujours unique bactérie agent carcinogène de classe I (International Agency for Research on 

Cancer, 1994). Les travaux de Barry Marshall et Robbin Warren ont révolutionné la 

compréhension des pathologies gastriques, qui restent à ce jour un problème majeur de santé 

publique. En récompense, le Prix Nobel de Médecine et Physiologie leur a été attribué en 2005. 

L’infection à H. pylori est largement répandue à la surface du globe et sa prévalence varie 

en fonction des zones géographiques et des populations établies dans une même zone. De 

manière générale, il existe une corrélation inverse entre le niveau de développement 

socioéconomique du pays et le taux d’infection de la population ; la prévalence de l’infection à 

l’âge adulte dépasse les 80% dans les pays en développement, alors qu’elle n’est que de 20 à 

50% dans les pays industrialisés (Figure 1)(Suerbaum & Michetti, 2002).  

 

 

Figure 1 Prévalence de l'infection à Helicobacter pylori dans le monde 

Les pourcentages indiquent la prévalence de l’infection en fonction de la zone géographique 

considérée. Carte issue de The Helicobacter Foundation (www.helico.com). 

L’infection se propage de manière non épidémique, et l’acquisition de la bactérie se fait 

majoritairement durant la prime enfance, par transmission intra familiale (Nguyen et al, 2006). La 

seule voie d’infection connue est orale, par ingestion de la bactérie. L’infection peut avoir lieu au 

travers des vomissures, de la salive, de la plaque dentaire et des fèces issues d’un transit 

intestinal rapide provenant d’un sujet infecté. Ces voies sont majoritaires dans les pays 

industrialisés, alors que des études sujettes à polémiques ont rapporté que la contamination 
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pouvait aussi survenir par l’eau de boisson dans les pays en voie de développement (Parsonnet 

et al, 1999; Brown, 2000).  

Longtemps insoupçonnée, l’histoire commune de H. pylori avec l’homme n’en demeure pas 

moins ancienne. Les études phylogénétiques, menées à partir d’isolats de H. pylori provenant 

d’origines géographiques éloignées, ont permis de dater l’apparition de la bactérie il y a environ 

58 000 ans. Au cours du portage, la bactérie a évolué conjointement à son hôte, notamment 

grâce à sa grande variabilité génétique (point qui sera développé dans le paragraphe 2). Plus on 

s’éloigne de l’Afrique de l’Est, berceau de l’humanité, plus la distance génétique entre les 

souches augmente (Figure 2), permettant de signer les grandes migrations humaines et 

l’établissement de foyers de peuplement stabilisés et dans lesquels circulent des populations 

relativement homogènes de H. pylori (Figure 3) (Linz et al, 2007; Falush et al, 2003).  

 

Figure 2 Graphiques représentant le parallèle géographique entre la diversité génétique des 

populations humaines et des isolats de Helicobacter pylori 

Distance génétique (FST) entre paires de populations humaines (a) et de Helicobacter pylori 
(b) en prenant comme point géographique zéro l’Afrique de l’Est. Figure issue de (Linz et al, 
2007). 

 

Figure 3 Carte des grands événements migratoires identifiés à partir de l'analyse génétique 

d'isolats de H. pylori 

Les flèches indiquent les migrations humaines spécifiques, le nombre indique le nombre 

d’années depuis l’événement. La légende colorée indique le sous-type génétique de H. pylori 
actuellement retrouvé dans les différentes régions. Figure issue de (Yamaoka, 2010).  
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Après la découverte de H. pylori, cette bactérie est devenue le chef de file du genre 

Helicobacter qui compte 31 espèces à ce jour. Ce genre peut être divisé en deux groupes en 

fonction de leur tropisme : les Helicobacter entérohépatiques, colonisant le foie et les intestins, 

et les Helicobacter gastriques colonisant l’estomac. Les Helicobacter colonisent une large variété 

d’animaux à sang chaud, principalement les mammifères – furets, rongeurs, homme – et 

quelques oiseaux (Figure 4).  

 

Figure 4 Arbre phylogénétique des Helicobacter basé sur l'analyse en Neighbour-joining des 

séquences d'ARN ribosomique 16S 

La longueur des barres représente le pourcentage de différence entre les souches. Les 

numéros d’accès des séquences sur GenBank sont indiqués entre parenthèses tandis que 

l’hôte naturel est indiqué en fin de ligne. Figure adaptée de (Beisele et al, 2011). 

Ces Helicobacter non pylori possèdent de nombreux facteurs de virulence et leur rôle 

étiologique dans certaines pathologies gastriques ou hépatiques de l’animal a déjà été démontré. 

Bien que le spectre d’hôte de chaque espèce soit restreint, des cas d’identification de 

Helicobacter non pylori ont été rapportés à partir de prélèvements de patients, parfois porteurs 

asymptomatiques, plus rarement après avoir développé une pathologie sévère. C’est par 

exemple le cas de H. suis, H. bizzozeronii  et H. heilmanii qui peuvent provoquer des gastrites 

(Haesebrouck et al, 2011; Smet et al, 2011). De manière générale, le rôle pathogénique des 

Helicobacter non pylori chez l’homme est de plus en plus reconnu, et leur association avec les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin et les pathologies hépatiques est aujourd’hui un 

champ de recherche en expansion (Fox, 2002; Smet et al, 2011). 

De manière surprenante, des études ont démontré une corrélation inverse entre la 

présence de H. pylori dans l’estomac et les pathologies de l’œsophage comme le reflux 
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gastrique et l’œsophage de Barrett. Il est proposé que la colonisation par H. pylori diminue la 

sécrétion acide de l’estomac et ainsi, lors des épisodes de reflux, l’œsophage serait moins 

attaqué. La corrélation inverse entre prévalence de H. pylori chez les enfants et le 

développement d’un asthme ou de pathologies allergiques au sens large a aussi été observée. Il 

est proposé que l’infection à H. pylori mobilise les lymphocytes T au niveau de la muqueuse 

gastrique, y compris les lymphocytes T régulateurs, et que ceux-ci pourraient exercer un effet 

suppresseur sur les lymphocytes présents à d’autres sites, comme les poumons (Cover & Blaser, 

2009; Arnold et al, 2011). 

Alors qu’au cours de l’évolution l’Homme n’a jamais éradiqué H. pylori, on peut s’interroger 

sur le statut de cette bactérie : symbionte, commensal, parasite, ou strictement 

pathogène (Reibman et al, 2008; Carroll et al, 2004; Sachs & Scott, 2012) ? 

2. Caractéristiques générales de l’infection 

2.1. Description de la bactérie 

H. pylori est une bactérie à coloration de Gram négative, non sporulante, microaérophile, 

appartenant à la classe des -Proteobacteria. De morphologie spiralée, H. pylori mesure environ 

4 µm de long pour 0,5 µm de large. Une forme coccoïde, non cultivable, est aussi décrite : 

apparaissant après un stress aux antibiotiques ou après plusieurs dizaines d’heures en culture 

non renouvelée, elle pourrait constituer une forme résistante à l’intérieur de l’hôte (Nilius et al, 

1993). H. pylori est mobile grâce à des flagelles (de 2 à 6) polaires et engainés qui lui confèrent 

une grande capacité de déplacement dans les substances visqueuses comme le mucus gastrique 

(Figure 5)  (Yoshiyama et al, 1999). 

 

 

Figure 5 Photographies de Helicobacter pylori en microscopie électronique 

Microphotographies en fausses couleurs de H. pylori. (A), Microscopie électronique à 

transmission. Pierre Gounon, Institut Pasteur, 1995. (B), Souche spiralée et (C), coccoïde en 

microscopie électronique à balayage. Clichés réalisés par Christine Schmitt et Meriem El-

Ghachi. Colorisation par Jean-Marc Panaud. Institut Pasteur, 2011 

Le premier génome de H. pylori, celui de la souche 26695, a été séquencé en 1997. Il 

comprend 1,7 Mbp avec un GC% relativement faible de 39% (Tomb et al, 1997). A l’heure 
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actuelle, les génomes de 38 souches différentes de H. pylori ont étés séquencées. Les études de 

variabilité ont démontré que les différentes souches possèdent une hétérogénéité génétique 

importante. Cette variabilité est due à deux facteurs : un taux de mutations spontanées élevé, 

et une compétence naturelle alliée à une grande capacité de transformation, rendant aisée 

l’intégration d’ADN exogène par recombinaison homologue. Cette grande plasticité génomique 

confère à H. pylori des facultés d’adaptation importantes, par une évolution associée à des 

multi-infections ou par dérives génétiques dans l’hôte (Blaser, 2012). 

2.2. Maladies associées à l’infection à H. pylori 

L’infection à H. pylori induit en premier lieu une inflammation intense de l’antre et du corps 

de l’estomac : c’est la gastrite aiguë. Réaction de défense de l’organisme vis-à-vis de l’infection, la 

gastrite aiguë se caractérise par une infiltration leucocytaire de la muqueuse gastrique et une 

diminution de la sécrétion d’acide chlorhydrique par les cellules pariétales. Malgré la forte 

réponse immunitaire, les neutrophiles et les cellules mononucléaires présentes échouent à 

éradiquer l’infection et H. pylori établit en général une colonisation persistante.  

Une fois la colonisation de l’estomac par H. pylori installée, l’inflammation demeure 

permanente et la gastrique chronique s’installe, toute la vie en l’absence de traitement. En 

fonction de la réponse de l’hôte, la sécrétion acide de l’estomac peut augmenter ou diminuer. 

En fonction de cela, l’évolution de l’infection suivra différents scénarios.  

Quatre-vingt pourcent des porteurs de H. pylori restent asymptomatiques. Les autres 

peuvent développer les pathologies associées à l’infection avec une probabilité proportionnelle 

à leur âge (Figure 6). 

 

Figure 6 Pathologies associées à l'infection à H. pylori 

Les pourcentages indiquent la proportion de personnes porteuses de H. pylori développant 

une pathologie. L’âge moyen de survenue des pathologies est indiqué sur la droite de la 

figure. 
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Si la sécrétion acide de l’estomac augmente, H. pylori reste cantonnée dans la région de 

l’antre qui, en réponse s’inflamme : c’est la gastrite antrale. Du fait de la sécrétion acide 

anormalement haute, le duodénum est exposé à une charge acide importante et subit une 

inflammation importante qui souvent évoluera vers un ulcère duodénal. 

Au contraire, si la sécrétion acide de l’estomac baisse, H. pylori colonisera tout l’estomac, 

entrainant une inflammation de l’antre et du corps : c’est la pangastrite. L’estomac lui-même 

devient alors le siège d’une ulcération gastrique. Sous l’effet de l’inflammation, l’architecture de 

l’estomac est alors fortement modifiée et présente dans certains cas des atrophies. 

L’inflammation continue conduira potentiellement à l’installation d’une métaplasie de type 

intestinal. 

La métaplasie est la première étape d’une succession d’événements qui peuvent mener au 

développement d’un cancer gastrique (Kusters et al, 2006). La métaplasie est considérée 

comme le point de non-retour à partir duquel les lésions ne régressent plus d’elles-mêmes 

après l’éradication de H. pylori. La métaplasie de l’estomac peut évoluer en dysplasie, puis en 

adénocarcinome gastrique. Le cancer gastrique est le quatrième cancer le plus fréquent dans le 

monde, derrière celui du poumon, du sein, et du colon (Figure 7). Cependant, la mortalité 

associée à cette pathologie en fait la deuxième cause de mort par cancer. En 2008, on a 

compté 988 000 nouveaux cas de cancer gastrique pour 736 000 décès dus à cette maladie 

(International Agency for Research on Cancer, 2008). 

 

 

Figure 7 Incidence du cancer gastrique en 2008 

Incidence du cancer gastrique chez l’homme, standardisée par rapport à l’âge. Nombre de 

nouveaux cas pour 100 000 habitants.  La même répartition géographique est retrouvée chez 

la femme. Carte issue de (International Agency for Research on Cancer, 2008). 
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H. pylori est également associé à un autre syndrome prolifératif : le lymphome du MALT. 

Dans de rares cas, la muqueuse gastrique est infiltrée par des lymphocytes B qui vont s’y 

multiplier (Kusters et al, 2006).  

La haute prévalence de l’infection et la mortalité due aux pathologies gastriques, 

notamment dans les pays en développement, en font un organisme pathogène d’importance 

majeur en terme de santé publique.  

2.3. Traitement de l’infection 

Les traitements conduisant à l’éradication de H. pylori permettent de guérir les gastrites 

chroniques et les ulcères même si le sujet est infecté depuis plusieurs dizaines d’années. Dans le 

cas du cancer de l’estomac, si le traitement est réalisé dans les étapes précoces de la 

cancérogenèse, au stade de la gastrite atrophique, le bénéfice pour le patient est notable et les 

lésions peuvent même régresser. Dans le cas des lymphomes du MALT, l’éradication de H. 

pylori conduit à près de 80% de taux de guérison, même en l’absence de traitement par des 

molécules antiprolifératives (Cavanna et al, 2008). Dans le cas de pathologies gastriques 

déclarées, il existe donc un bénéfice certain à traiter l’infection à H. pylori quand elle a été 

diagnostiquée. 

Le traitement de première intention, tel qu’il est recommandé par la conférence de 

consensus de Maastricht 4 repose sur une trithérapie de 7 à 14 jours associant un inhibiteur de 

pompe à protons et deux antibiotiques, clarithromycine ou métronidazole et amoxicilline. 

L’inhibiteur de pompe à protons permet d’augmenter le pH de l’estomac et d’optimiser l’action 

des antibiotiques. Cependant, les résistances croissantes à la clarithromycine (26% des souches 

françaises en 2010) et au métronidazole (61%), conduisent à de nombreux échecs 

thérapeutiques (Raymond et al, 2010; Malfertheiner et al, 2012). En France, face aux résistances 

croissantes, le traitement séquentiel associant sur 10 jours la prise d’un inhibiteur de pompe à 

protons avec de l’amoxicilline, de la clarithromycine et un imidazolé doit être privilégié en 

première intention (Zullo et al, 2007; Vaira et al, 2007). Ce traitement consiste en la prise 

conjointe de l’inhibiteur à protons et d’amoxicilline pendant les 5 premiers jours, puis une 

trithérapie classique pendant le reste du traitement. Ce traitement permet un taux d’éradication 

de près 90%, contre 77% pour le traitement classique (Gisbert & Calvet, 2012).  

Longtemps commercialisé dans de nombreux pays et utilisé de manière empirique pour 

traiter les pathologies digestives, le bismuth a récemment bénéficié d’une autorisation de mise 

sur le marché en France pour une quadrithérapie bismuthée (Pylera®) associant citrate de 

bismuth, tétracycline, métronidazole et inhibiteur de pompe à protons. Ce traitement permet 
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d’atteindre un taux de succès de 97% dans l’éradication de H. pylori, et ce, indépendamment 

des résistances au métronidazole (Saleem et al, 2009; Malfertheiner et al, 2012). 

Alors que les bénéfices de l’éradication de H. pylori sont avérés, l’accès au dépistage et aux 

traitements adaptés dans les zones de forte endémie reste un défi à relever. Parallèlement, la 

découverte de nouvelles molécules antibiotiques contre H. pylori est cruciale, afin d’anticiper la 

propagation de souches résistantes aux molécules antibiotiques conventionnelles, qui sont en 

constante augmentation. 

3. Facteurs impliqués dans la pathogenèse induite par 

l’infection 

Le risque de développer les pathologies associées à l’infection à H. pylori est déterminé par 

trois paramètres : le mode de vie, les facteurs de prédisposition de l’hôte et les caractéristiques 

de virulence de la souche infectante. Ces trois éléments influencent la survenue des dommages 

sur la muqueuse et l’issue clinique des pathologies gastriques. 

3.1. Déterminants de l’hôte 

3.1.1. Déterminants environnementaux et mode de vie 

La survenue des pathologies gastriques sévères, ulcères et cancers, a pu être corrélée à des 

modes de vie qui apparaissent comme un facteur de risque. Les études reliant les habitudes de 

vie avec l’incidence de survenue du cancer gastrique sont nombreuses et un consensus semble 

se dégager quant aux cofacteurs environnementaux associés à une plus forte incidence. 

Il a été démontré que les cancers gastriques étaient plus nombreux chez les hommes âgés 

de plus de 60 ans infectés par H. pylori. Par ailleurs, l’âge et la durée d’infection sont à eux seuls 

un facteur de risque puisque les cancers sont presque systématiquement déclarés chez des 

patients de plus de 40 ans. Cet effet entre en synergie avec le tabagisme, qu’il soit présent ou 

passé. La consommation d’alcool régulière, un régime riche en sel et en nitrates ont aussi été 

identifiés comme des facteurs de risque pour les pathologies gastriques sévères. Enfin, 

concernant les caractéristiques métaboliques de l’hôte, des études ont démontré le rôle 

aggravant d’un taux plasmatique de pepsinogène I faible (≤ 70 ng.mL-1) associé à un ratio 

[pepsinogène I]/[pepsinogène II] ≤ 3. En effet, dans ces conditions, l’atrophie gastrique est plus 

prononcée. Enfin, bien qu’évoquée, la corrélation entre indice de masse corporel élevé et 

développement du cancer gastrique est aujourd’hui contestée ; il semble que ce paramètre soit 
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plus le reflet des mauvaises habitudes de vie des patients qu’un véritable facteur de risque 

indépendant (Yamaji et al, 2009). 

Pour conclure, il a été démontré, comme pour de nombreux cancers, que la 

consommation d’antioxydants comme la vitamine C, la vitamine E, les polyphénols et les 

caroténoïdes avait un effet protecteur sur le développement des pathologies gastriques. Ces 

effets sont le corollaire de la malabsorption de la vitamine B12 et des folates causée par 

l’infection. Cette malabsorption entraine une diminution de la concentration en glutathion dans 

le corps et une augmentation de la peroxydation des lipides, exposant le corps à un stress 

oxydant plus important (Izzotti et al, 2009). 

3.1.2. Polymorphismes génétiques 

De nombreuses études ont cherché à déterminer des marqueurs génétiques de 

prédisposition aux pathologies gastriques sévères. Ces études ont principalement démontré des 

susceptibilités dues à des polymorphismes dans les gènes intervenant dans la réponse 

immunitaire, le stress oxydatif et les mécanismes de réparation de l’ADN. 

Il a été montré que l’infection à H. pylori est responsable d’une inflammation chronique 

associée à une augmentation de la concentration des espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

produites par les cellules immunitaires. L’ADN de l’hôte est sujet à des attaques par ces ROS. 

C’est pourquoi des polymorphismes entrainant une sous-expression des gènes codant les 

protéines de réparation des dommages aux acides nucléiques sont un facteur aggravant de 

développement des pathologies gastriques puisque les mutations vont s’accumuler dans les 

cellules gastriques. De plus, ces polymorphismes sont synergisés par l’infection puisque H. pylori 

engendre une diminution de l’expression des gènes de réparation de l’ADN (Machado et al, 

2009; Touati, 2010).  

Un polymorphisme dans des gènes codant des enzymes métaboliques a été trouvé comme 

favorisant les pathologies gastriques. C’est le cas du variant CYP2E1 codant pour une version du 

cytochrome P450, défectueux dans sa fonction de détoxification des nitrosamines provoqués 

par l’activation chronique de macrophages lors de l’infection. C’est aussi le cas de l’allèle GSTM1 

codant pour la glutathion-S-transférase, enzyme responsable de la détoxification des radicaux 

oxygénés (Palli et al, 2005; Izzotti et al, 2007). 

Le polymorphisme de certains gènes codant pour des protéines impliquées dans la réponse 

inflammatoire est associé à des pathologies plus sévères. Dans les populations caucasiennes, 

c’est notamment le cas pour les gènes codant les cytokines pro-inflammatoires. Il a été montré 

qu’un polymorphisme entrainant une surexpression de l’Il-1β, accroît l’inflammation de la 
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muqueuse en réponse à l’infection à H. pylori et conduit à une hypochlorhydrie accrue. Cette 

inflammation, conjointement à la diminution de la sécrétion acide augmente l’atrophie des 

glandes gastriques et donc, le risque de développer une métaplasie (El-Omar et al, 2001). Aussi, 

les polymorphismes génétiques dans le gène tnfa, conduisant à la surexpression du TNF-α sont 

associés à un risque de cancer gastrique accru. Le même cas de figure est valable pour l’IL-8, 

dont la sécrétion est de plus influencée par les caractéristiques intrinsèques de H. pylori (Izzotti 

et al, 2009). 

3.1.3. La réponse immunitaire à H. pylori 

L’infection à H. pylori induit une réponse immunitaire muqueuse et systémique importante, 

associée à la production d’anticorps (Perez-Perez et al, 1988). Cependant, ni la réponse 

humorale, ni la réponse oxydative ne parviennent à endiguer l’infection. En revanche, 

l’inflammation intense est responsable de dommages à la paroi gastrique qui peuvent mener à la 

gastrite atrophique. Nous avons déjà évoqué le rôle de l’inflammation dans le développement 

des pathologies gastriques. 

H. pylori s’infiltre rarement, si ce n’est jamais, dans la muqueuse gastrique. H. pylori peut 

coloniser les cryptes de l’estomac, mais ne va jamais disséminer. La réponse de l’hôte est 

principalement déclenchée par la fixation des bactéries aux cellules épithéliales. H. pylori peut 

lier le CMH de classe II présent à la surface de cellules épithéliales gastriques, induisant leur 

apoptose (Fan et al, 2000). 

Les cellules de l’immunité innée reconnaissent les bactéries pathogènes au travers de motifs 

conservés dénommés PAMPS : LPS, flagelline, peptidoglycane, ADN méthylé. Ces PAMPS sont 

reconnus grâce aux récepteurs membranaires TLR, ou aux récepteurs cytosoliques NOD-like.  

H. pylori est majoritairement reconnu par le TLR-2 (reconnaissant des lipoprotéines, le 

peptidoglycane des Gram +, les acides lipotéichoïques) et le TLR-9 (reconnaissant les îlots CpG 

méthylés) alors que la plupart des autres bactéries à Gram négatif le sont via leur LPS par le 

TLR-4. Le LPS de H. pylori possède un lipide A dont la structure est faiblement immunogène. 

De plus, le LPS de H. pylori mime des motifs des antigènes Lewis de l’hôte. Il a été montré que 

le LPS de H. pylori est 500 fois moins immunogène que celui de Salmonella typhimurium et de 

Escherichia coli (Muotiala et al, 1992). La reconnaissance de H. pylori par le TLR-2 provoque 

une réponse anti-inflammatoire alors qu’une reconnaissance par le TLR-4 aurait provoqué une 

inflammation intense (Sayi et al, 2011). L’inflammation importante rencontrée dans l’estomac est 

donc plutôt le fait de la reconnaissance de la bactérie au travers de fragments du 

peptidoglycane dont l’injection dans la cellule hôte est dépendante du T4SS de H. pylori et qui 
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sont reconnus par NOD-1. Il y a alors activation de la voie du NF-B et induction des gènes de 

l’immunité innée, une inflammation locale intense due à la production de cytokines pro-

inflammatoires, notamment l’IL-8, et une production de peptides antimicrobiens (Viala et al, 

2004; Grubman et al, 2010; Müller & Solnick, 2011). Durant cette première phase de réponse 

du système immunitaire, les macrophages et les neutrophiles présents dans la muqueuse 

gastrique sont stimulés par l’IL-8, l’IL-6 et l’IL-1β ; il y a formation de H2O2 et de NO, 

responsables d’un stress oxydatif et nitrogéné intense.  

Cependant, la réponse immunitaire est potentiellement insuffisante pour éradiquer 

l’infection. En effet, une étude menée chez des souris KO pour l’IL-10 (une cytokine anti-

inflammatoire) a démontré que le système immunitaire inné est capable d’endiguer l’infection 

par H. pylori (Chen et al, 2001). C’est donc plutôt la modulation du système immunitaire par H. 

pylori qui est responsable de la persistance de cette infection au long cours. La réponse 

immunitaire à H. pylori impliquant un équilibre entre acteurs de l’immunité innée, et une 

réponse adaptative TH1 et TH17 dépendante  influence largement l’issue de l’infection. 

Les lymphocytes T helper (TH) constituent des sous-ensembles de lymphocytes dont le 

profil d’expression des cytokines est spécifique au sous-ensemble considéré. La réponse TH1 est 

prédominante lors de l’infection à H. pylori. Elle se caractérise par la production d’IFN- et d’IL-

12. L’IL-12 est une cytokine qui entretient la réponse TH1 et stimule les cellules NK. L’IFN-, 

produit par les cellules TH1 et NK conduit à l’activation de la production de NO, accroît l’activité 

des cellules NK et stimule l’activité lysosomale des macrophages (Figure 8). Alors que H. pylori 

n’est pas un pathogène invasif, et qu’il induit une réponse humorale importante, cette réponse 

TH1 est surprenante car généralement réservée aux pathogènes intracellulaires. La réponse TH1 

est entretenue entre autres par la protéine HP-NAP et permet localement la survie à long 

terme de monocytes activés et de neutrophiles impliqués dans la progression de la gastrite 

(Cappon et al, 2010; D’Elios et al, 2007). Les lymphocytes TH2 synthétisent quant à eux les IL-4, 

IL-5 et IL-10, qui sont des cytokines suppressives de la réponse TH1. Une réponse TH2 à 

l’infection existe, déclenchée par la reconnaissance du pathogène par les cellules dendritiques et 

la production de Thymic Stromal Lymphopoietin Protein (TSLP) par les cellules épithéliales 

(Kido et al, 2010). Il a été montré qu’une réponse TH2 forte était bénéfique à la muqueuse 

gastrique (Smythies et al, 2000). 
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Figure 8 Réponse immunitaire à H. pylori 

L’adhérence de H. pylori aux cellules gastriques et l’injection d’effecteurs bactériens dans la 

cellule hôte induit la synthèse d’IL-8 et d’autres chimiokines, ayant pour effet d’activer les 

réponses innées et adaptatives. Les effecteurs bactériens indiqués sur cette figure seront 

définis au paragraphe 3. Figure adaptée de (Portal-Celhay & Perez-Perez, 2006). 

Nous verrons plus loin que H. pylori utilise plusieurs stratégies d’immunomodulation. 

D’autre part, l’hôte doit se prémunir d’une inflammation trop intense dont on a vu qu’elle est 

délétère pour la muqueuse gastrique, tout en permettant un contrôle de l’infection. Quant à H. 

pylori, sa faculté à promouvoir une réponse anti-inflammatoire afin d’éviter d’être éradiquée par 

son hôte est la clé d’une infection établie pour des décennies en l’absence de traitement. Tout 

est donc question d’équilibre et c’est lorsque l’une des réponses devient prédominante que la 

coexistence relativement pacifique entre H. pylori et son hôte est rompue. 

3.2.  Déterminants bactériens 

3.2.1. Facteurs d’adhérence  

Bien qu’une majorité de la population de H. pylori se multiplie dans le mucus gastrique qui 

recouvre la surface de l’estomac, environ 20% des bactéries adhèrent à l’épithélium gastrique. 

Cette adhérence est le fait des adhésines, des protéines de surface, conjuguées à des sucres ou 

des lipides. Certaines adhésines de H. pylori sont capables de lier les antigènes de groupe 

sanguin Lewis, exprimés à la surface de l’épithélium gastrique. Des études ont montré qu’une 

expression accrue des antigènes Lewis dans l’estomac est associée à une population plus 

importante de bactéries adhérant à l’épithélium (Sheu et al, 2003). 
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Les souches de H. pylori qui codent pour une adhésine BabA active sont capables de lier 

l’antigène Lewis b des cellules de l’hôte (Tableau 1) (Ilver et al, 1998). Ces souches sont 

associées à une fréquence plus élevée de survenue d’ulcères, de lésions précancéreuses, et 

promeuvent l’inflammation et la prolifération épithéliales (Yu et al, 2002; Guruge et al, 1998).  

H. pylori est aussi capable de lier l’antigène Lewis x grâce à son adhésine SabA, liant les 

acides sialiques (Tableau 1). Grâce à cette protéine, H. pylori peut aussi établir des contacts 

avec des mucines présentes dans le mucus, et dont le schéma de glycosylation est influencé par 

le stade des lésions gastriques. Ces mucines peuvent de plus stimuler la prolifération de H. 

pylori (Skoog et al, 2012). 

Les protéines AlpA et AlpB confèrent à H. pylori la possibilité de lier les laminines. Les 

laminines sont des glycoprotéines, qui, avec le collagène, sont les constituants majoritaires de la 

lamina propria. Ces protéines sont sécrétées par les cellules épithéliales, les cellules conjonctives 

et les cellules du chorion et s’assemblent en un réseau maillé dense constituant la matrice 

extracellulaire. Dans le modèle gerbille de colonisation, des souches de H. pylori déficientes 

pour AlpA et AlpB provoquent une inflammation plus faible par rapport à une souche sauvage 

(Senkovich et al, 2011). 

D’autres protéines montrées comme étant des facteurs d’adhérence de la bactérie à 

l’épithélium gastrique  sont présentées dans le Tableau 1. 

 

Adhésine Récepteur cellulaire 

HopZ Inconnu 

HpaA 

Nap 

SabA 

64 kDa 

62 kDa 

56 kDa 

20 kDa 

Acides sialiques 

Mucines 

Hsp60 

Hsp70 
Sulfatides 

LPS Récepteur de 97-kDa  aux mucines 

AlpA 

AlpB 

Noyau du LPS 

25 kDa 

Laminine 

BabA Lewis b 

Antigène O 

Nap 

SabA 

Lewis x 

Nap Mucines 

61 kDa Antigène O, Lewis b, Lewis a 

Exoenzyme-S-like 

Catalase 

Nap 

Heparan sulfate et autres polysaccharides 

sulfatés 

Glycolipides 
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Adhésine Récepteur cellulaire 

Inconnu CMH de classe II 

Inconnu Intégrines 1 

Tableau 1 Liste des adhésines de H. pylori et de leurs récepteurs cellulaires 

Protéines de H. pylori capables de se lier à la cellule eucaryote ou adhésines dont on a 

identifié au moins un récepteur cellulaire. Tableau adapté de (Testerman et al, 2001). 

Enfin, il est important de souligner que les gènes d’adhésines de H. pylori possèdent une 

diversité génétique importante. Cette variabilité permet une adaptation des propriétés 

d’adhérence, et facilite la persistance de l’infection. Cette adaptation a lieu au travers de 

mécanismes de conversion génétique, de variation de phase et de recombinaison intragénétique 

entre gènes homologues (Bäckström et al, 2004; Talarico et al, 2012). Les gènes des adhésines 

sont selon les événements génétiques soit exprimés, soit réprimés, et ils modulent ainsi les 

propriétés d’adhérence des souches de H. pylori.  

3.2.2. Importance de la mobilité 

La mobilité conférée à H. pylori par ses flagelles est indispensable à la colonisation de l’hôte 

par deux paramètres : la migration de la lumière de l’estomac, extrêmement acide, vers 

l’épithélium gastrique, et la capacité à se déplacer dans le mucus visqueux qui tapisse la paroi de 

l’estomac. Des mutants de MotB, protéine impliquée dans la rotation du flagelle, ont une 

capacité de colonisation réduite, tandis que les gènes codant pour les protéines de structure ou 

d’assemblage du flagelle sont indispensables à la colonisation (Kavermann et al, 2003; Ottemann 

& Lowenthal, 2002). 

L’expression des gènes du flagelle est contrôlée de manière hiérarchique et permet la 

production des protéines flagellaires par étapes, de façon à ce que leur intégration dans la néo-

structure soit facilitée et coordonnée (Figure 9). 
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Figure 9 Structure des flagelles de Helicobacter pylori 

La couleur grise indique les protéines du moteur. Bleu : corps basal. Vert : filament flagellaire 

T3SS, système de sécrétion de type III. Figure adaptée de (Lertsethtakarn et al, 2011). 

Les flagelles de H. pylori sont entourés d’une gaine protectrice qui est une continuité de la 

membrane externe (Goodwin et al, 1985). Bien que les mécanismes de synthèse et le rôle de 

cette gaine soient encore non-élucidés, elle pourrait être impliquée dans l’échappement de H. 

pylori au système immunitaire, en dissimulant la flagelline aux récepteurs de l’immunité innée ou 

aux anticorps (Kostrzynska et al, 1991). 

H. pylori, lorsqu’il pénètre dans l’estomac, est exposé à un pH extrêmement acide (pH 

médian 2  3) et se déplace vers le mucus gastrique, dont le pH est plus clément. En effet, le 

mucus constitue un environnement anisotrope, résultat de l’exposition à l’acidité du lumen 

(acidifié par l’acide chlorhydrique) sur sa face externe, alors que le mucus néosynthétisé, côté 

paroi gastrique, est neutre. Il s’établit donc un gradient de pH compris entre 3 et 7 dans lequel 

on considère que la prolifération bactérienne a lieu.  

Le chimiotactisme est un mécanisme qui permet aux bactéries de se diriger, de façon 

orientée, selon un gradient de molécules attractives ou répulsives, ou de pH. Les mécanismes 

moléculaires du chimiotactisme ne seront pas développés ici. Pour une revue, voir (Porter et al, 

2011). Pour s’orienter, H. pylori ne suit pas un gradient de molécule attractive, bicarbonate ou 

urée, mais plutôt un gradient de pH de acide vers neutre (Schreiber et al, 2004). Cependant, le 

chimiotactisme ne semble jouer qu’un rôle secondaire dans l’établissement de l’infection. En 

effet, des mutants affectés dans le chimiotactisme sont toujours capables d’établir une infection 

chez la souris, avec cependant une dose infectieuse 250 fois plus importante. Ces mutants 
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perdraient uniquement leur capacité à coloniser tout le mucus de l’estomac murin, développant 

un tropisme particulier pour le corps (Terry et al, 2005; Rolig et al, 2012). 

Bien que non indispensable, le chimiotactisme, allié à la grande mobilité de H. pylori, 

confère à cette bactérie des capacités d’adaptation à sa niche écologique indispensables à 

l’établissement d’une infection pérenne. La mobilité semble même être déterminante pendant 

l’infection installée puisque des isolats bactériens juste extraits de porcelets sont plus mobiles 

que les souches cultivées sur boîtes de Pétri (Eaton et al, 1989). 

3.2.3. Facteurs de virulence et de colonisation 

H. pylori possède un panel important et sophistiqué de facteurs de virulence et d’effecteurs 

qui sont associés à la capacité de la bactérie à coloniser et à survivre dans son hôte, mais aussi à 

endommager la muqueuse gastrique. Nous avons déjà évoqué les adhésines ainsi que les 

flagelles qui concourent à la colonisation et à l’inflammation. Dans cette partie, nous nous 

intéresserons aux effecteurs moléculaires dont les effets sur la cellule hôte aboutissent à un 

profond remaniement de l’architecture cellulaire et tissulaire. La résistance de H. pylori à l’acidité 

sera ensuite introduite. 

3.2.3.1. L’îlot de pathogénicité cag 

Une grande proportion des souches cliniques de H. pylori (entre 50 et 70%) sont 

porteuses d’un îlot de pathogénicité appelé cag. L’îlot comporte environ 30 gènes pour une 

taille de 37 kbp. La majorité de ces gènes codent pour les protéines de structure ou 

d’assemblage d’un système de sécrétion de type 4 (T4SS) (Censini et al, 1996). Cette région, 

acquise par transfert horizontal, est l’une des plus variables du génome de H. pylori. L’îlot peut 

en effet être entièrement présent, interrompu, comporter quelques délétions ou être 

totalement absent. Les souches possédant cet îlot sont très fortement associées à un risque 

accru de développement d’ulcères ou d’adénocarcinomes gastriques. Ainsi, 90% des souches 

responsables de cancer possèdent un îlot cag fonctionnel. Ces souches cag+ sont plus 

fréquentes en Asie (Blaser et al, 1995; Nomura et al, 2002). 

 Les T4SS constituent une famille de systèmes de transport de macromolécules largement 

distribuée chez les bactéries. Ils sont constitués d’une seringue moléculaire qui est impliquée 

dans le transfert ou la captation d’ADN et l’injection d’effecteurs dans les cellules de l’hôte, le 

milieu extérieur ou dans un partenaire bactérien. Le modèle du genre est le T4SS de 

Agrobacterium tumefaciens, bactérie oncogène de plantes qui transforme les cellules végétales 

hôtes par injection de matériel génétique et de protéines. Le T4SS de A. tumefaciens contient 
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11 gènes (virB1 à virB11) et un gène codant pour une protéine de reconnaissance du substrat 

(virD4). Le T4SS de H. pylori est néanmoins peu homologue à ce prototype, et seulement 

quelques gènes possèdent des similitudes significatives avec le T4SS de A. tumefaciens (Kutter 

et al, 2008). 

L’extrémité du T4SS de H. pylori, formée par la protéine CagL, lie le récepteur à l’intégrine 

15 présent à la surface des cellules épithéliales (Kwok et al, 2007). Le T4SS agit ensuite 

comme une seringue permettant l’injection de la protéine CagA (codée par un gène de cag, 

cagA) et de fragments de peptidoglycane dans la cellule hôte (Viala et al, 2004). L’interaction du 

T4SS avec la cellule et l’injection des fragments de peptidoglycane et de CagA est la principale 

cause de la synthèse d’IL-8 par les cellules gastriques, conduisant à une inflammation importante.  

CagA est une protéine effectrice pro-oncogène. Son injection a des effets importants sur la 

biologie des cellules gastriques (Figure 10). Une fois dans la cellule hôte, CagA est phosphorylée 

par les kinases de la famille Src, sur les tyrosines de ses motifs EPYA, situés en Cter de la 

protéine. Le nombre de motifs EPYA est variable d’une souche à l’autre et c’est notamment 

parce que les souches asiatiques possèdent plus de motifs EPYA qu’elles sont associées à une 

fréquence plus élevée de cancers gastriques. Suite à sa phosphorylation, CagA activée peut lier 

le motif SH2 de la tyrosine-phosphatase SHP-2 et dérégule son activité phosphatase, qui, en 

retour déphosphoryle la kinase FAK. Une autre étude a identifié la cortactine, protéine liant 

l’actine, comme une nouvelle cible en aval de la kinase ERK, activée par CagA. Lors de 

l'infection, la cortactine sérine-phosphorylée interagit avec ERK et stimule l’activité de la kinase 

FAK. Il en résulte des changements importants dans l’adhésion des cellules épithéliales, 

conduisant à une dispersion de l’architecture tissulaire. CagA phosphorylé induit un changement 

spectaculaire de la morphologie cellulaire ; la cellule adopte une forme allongée, dite phénotype 

colibri (Churin et al, 2003). De plus les cellules subissent un relâchement des jonctions serrées 

et sont sujettes à migration. Ces deux phénomènes sont courants dans les processus de 

tumorisation (Tegtmeyer et al, 2011b; Higashi et al, 2002; Selbach et al, 2002; Stein et al, 2002; 

Lai et al, 2011). Enfin, CagA stimule différentes voies de signalisation et conduit à la production 

de cytokines, de facteurs de prolifération, et de protéines anti-apoptotiques (Figure 10) (Lin et 

al, 2010).   

CagA exerce aussi ses effets de manière indépendante de la phosphorylation des motifs 

EPYA. CagA active le facteur NFAT en stimulant la calcineurine. CagA est aussi capable de 

déréguler la voie de la β-cathénine et de rompre l’équilibre E-cadhérine/β-cathénine. L’activation 
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de la β-cathénine a été associée au processus d’oncogenèse dans le modèle gerbille d’infection 

à H. pylori (Franco et al, 2005).  

CagA peut aussi stimuler de nombreuses autres voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération cellulaire, ayant pour conséquence l’activation de c-Fos et c-Jun, protéines proto-

oncogènes (Meyer-ter-Vehn et al, 2000). CagA est également responsable d’un phénomène de 

transition épithélio-mésenchymateuse dans les cellules épithéliales, suggérant là aussi un lien de 

cette protéine avec l’oncogenèse (Saito et al, 2010). 

 

 

Figure 10 Modèle de pathogenèse intégrée induite par le T4SS et les adhésines de H. pylori 

Les numéros entourés indiquent l’ordre des évènements dans la cascade des effets produits 

par l’îlot cag et CagA. Figure adaptée de (Tegtmeyer et al, 2011a) 

Les mécanismes décrits ici ne sauraient en aucun cas être exhaustifs, tant les effets de cag, 

CagA dépendants ou indépendants, sont nombreux (Figure 11). Pour une revue, voir 

(Tegtmeyer et al, 2011a). L’injection de CagA et de fragments du peptidoglycane par le T4SS, 

et leurs effets sur la synthèse de molécules pro-inflammatoires, la prolifération cellulaire et 

l’inhibition de l’apoptose, en font un des déterminants majeurs de la physiopathologie de 

l’infection à H. pylori. 
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Figure 11 Rôle du T4SS de H. pylori dans l'altération des voies de signalisation cellulaires 

(A) Effets du contact du T4SS avec les cellules gastriques. (B) Effets de CagA, dépendants de 

la phosphorylation de CagA, sur la physiologie cellulaire. (C) Effets de CagA, indépendants de 

la phosphorylation de CagA, sur la physiologie cellulaire. Figure adaptée de (Tegtmeyer et al, 
2011a) 

3.2.3.2. La cytotoxine VacA 

L’exotoxine VacA est une protéine multifonctionnelle capable d’interagir avec les cellules 

épithéliales et les cellules immunitaires. Son nom de « cytotoxine vacuolisante » lui vient de sa 

capacité à engendrer in vitro la formation de vacuoles dans les cellules eucaryotes.  

Toutes les souches de H. pylori possèdent le gène de la cytotoxine VacA. Le gène est 

organisé en trois domaines codant pour trois régions de VacA. Chaque domaine peut être codé 
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par plusieurs allèles. La toxine VacA est donc constituée d’une région peptide signal (s1 ou s2), 

une région intermédiaire (i1 ou i2) et une région médiane (m1 ou m2). Du fait de différences 

dans la structure génétique de vacA, les souches exprimeront une version de la protéine VacA 

plus ou moins sécrétée et fonctionnelle. La  protéine codée par les allèles s1/m1 est la plus 

active in vitro tandis que celle codée par les allèles s2/m2 n’a pas d’effets cytotoxiques 

(Atherton et al, 1995). Ces observations expérimentales sont corrélées avec les études 

épidémiologiques qui associent la production d’une protéine VacA fonctionnelle à un risque 

accru d’ulcère et de cancer gastrique (van Doorn et al, 1998). 

VacA est une protéine autotransporteur. Les autotransporteurs sont des protéines 

composées d’un peptide signal, d’un domaine Nter passager, et d’un domaine Cter translocateur. 

Ce domaine Cter est indispensable au passage du domaine Nter à la surface de la cellule. A la 

surface, le domaine Nter peut alors être clivé pour être relâché.   

La cytotoxine VacA est traduite sous forme d’une protoxine de 140 kDa, ensuite clivée 

pour former une protéine mature de 88 kDa. La protéine mature est sécrétée sous forme 

d’une protéine soluble. La toxine sécrétée de 88 kDa subit un clivage protéolytique ménagé 

dans l’estomac, pour donner deux fragments nommés p33 et p55, qui sont considérés comme 

les deux sous-unités de VacA. Plusieurs études indiquent que le fragment p55 joue un rôle 

important dans la liaison de VacA aux cellules épithéliales, alors que le fragment p33 contient un 

motif de dimérisation hydrophobe nécessaire à la formation des canaux transmembranaires 

(Cover & Blanke, 2005; Backert & Clyne, 2011).  

La toxine mature s’assemble en structures hexamériques solubles, ou s’insérant dans la 

membrane plasmique des cellules épithéliales. L’insertion se fait préférentiellement au niveau de 

microdomaines lipidiques de la membrane plasmique. La structure macromoléculaire ainsi 

formée constitue un canal anion sélectif perméable au bicarbonate et aux anions organiques 

comme l’urée (Tombola et al, 2001).  

VacA induit la formation de vacuoles in vitro dans de nombreux types cellulaires. Une fois 

insérée dans la membrane plasmique des cellules, VacA est internalisée par endocytose. La 

protéine forme des canaux anion sélectifs dans la membrane des endosomes. Les vacuoles 

grossissent alors sous l’effet d’un afflux d’ions Cl-, compensé par une augmentation de la 

concentration intravacuolaire d’ions ammonium et de protons (Cover & Blanke, 2005). 

En plus de son action sur le compartiment endocytaire tardif, VacA cause des altérations de 

la physiologie mitochondriale comme une réduction du potentiel transmembranaire ou un 

relargage du cytochrome c. Ces observations sont cohérentes avec la formation de pores dans 

la membrane des mitochondries. Le relargage du cytochrome c induit la voie des caspases et 
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l’apoptose (Cover & Blanke, 2005; Boquet & Ricci, 2012). Dans des conditions normales, les 

mitochondries sont organisées en réseau dynamique et vont en permanence fusionner les unes 

avec les autres et se diviser par fission. Récemment, des études ont établi que VacA est 

nécessaire et suffisant pour altérer la dynamique de fission des mitochondries (Jain et al, 2011). 

De tels événements ont déjà été rapportés dans les pathologies inflammatoires et 

neurodégénératives. En collaboration avec notre unité,  il a été montré que l’infection à H. 

pylori provoque une accumulation de mutations dans le génome mitochondrial in vitro et in 

vivo et que de telles mutations sont associées à l’apparition de lésions prénéoplasiques dans des 

souris colonisées par H. pylori (Machado et al, 2009). Pour conclure, les altérations de la 

physiologie mitochondriale sont corrélées à une diminution du pool d’ATP cellulaire et à une 

diminution de la prolifération cellulaire, en cohérence avec un dysfonctionnement des 

mitochondries (Cover & Blanke, 2005).  

Peu de temps après son contact avec la cellule hôte, VacA interagit avec les voies de 

signalisation en activant les MAP kinases p38 et ERK. La toxine active aussi le récepteur protéine 

phosphatase β, avec pour conséquence, la phosphorylation de Git1. Ces activations provoquent 

un relâchement des jonctions serrées, une prolifération cellulaire et une induction de la mobilité 

cellulaire (Shirasaka et al, 2003; Nakayama et al, 2004). 

VacA cible aussi les cellules immunitaires, créant des vacuoles dans les macrophages qui 

perturbent la maturation des phagosomes. Il est proposé que ce mécanisme permette une 

résistance de H. pylori à la phagocytose (Zheng & Jones, 2003). VacA interagit également avec 

les lymphocytes T par le récepteur intégrine β2. Ses effets conduisent à une perturbation de la 

protéolyse des antigènes et inhibent la présentation des antigènes par les molécules du CMH 

de classe II néosynthétisées (Molinari et al, 1998). Les effets de la toxine sur les lymphocytes T 

conduisent aussi à une inhibition de la production d’IL-2 et à une diminution de l’expression du 

récepteur à l’IL-2 (Gebert et al, 2003). Ces effets résultent de la capacité de VacA à inhiber 

l’activation du facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT). NFAT agit comme un régulateur 

global de la transcription des gènes requis pour l’activation des cellules T. Ainsi les effets de 

VacA sur les cellules T interfèrent avec l’expression d’une centaine de gènes, conduisant à une 

suppression de la prolifération lymphocytaire et empêchent le système immunitaire de 

développer une réponse adaptative efficace contre H. pylori (Sundrud et al, 2004). Enfin, VacA 

agit de concert avec CagA pour promouvoir l’inflammation. En effet, VacA agit sur la production 

de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α et l’IL-6 (Supajatura et al, 2002). 
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Les effets de VacA sont donc complémentaires de ceux exercés par CagA. Ils aboutissent à 

une désorganisation de l’épithélium gastrique, à une immunosuppression, et à une augmentation 

de l’inflammation (Figure 12). 

 

Figure 12 Maturation de la toxine et mécanismes moléculaires de la pathogenèse induite par 

VacA 

(a) : mosaïsme allélique du gène vacA. (b) : maturation post-traductionnelle de la cytotoxine 

VacA. (c) : effets de VacA sur les voies de signalisation cellulaire. Figure adaptée de (Polk & 

Peek, 2010). 

Des études indiquent que VacA n’est pas nécessaire à la colonisation du modèle animal 

mais que sa présence confère un avantage sélectif lors de la persistance de l’infection (Salama et 

al, 2001). De plus, le fait qu’aucun orthologue de vacA n’ait été détecté dans les Helicobacter 

colonisant les mammifères autres que l’homme semble indiquer que cette protéine apporterait 

un avantage sélectif pour la colonisation de l’estomac humain. L’avantage pourrait être d’ordre 

nutritionnel, les canaux pouvant compromettre l’imperméabilité épithéliale et faire transiter les 

nutriments des cellules vers les bactéries (Papini et al, 1998). 

3.2.4. Résistance à l’acidité et métabolisme de l’ammoniac 

Il est impossible d’introduire les déterminants bactériens de la virulence sans évoquer les 

mécanismes de résistance à l’acidité. De la lumière gastrique au pH très acide (pH médian 1,4), 

jusque dans le mucus, qui présente un gradient de pH modéré entre 5 et 7, H. pylori traverse 

des environnements extrêmes. Dès la découverte de H. pylori, la présence d’une intense 

activité uréasique a été rapportée comme un trait commun aux différentes souches (Buck, 

1990). La caractérisation de l’uréase et des autres enzymes productrices d’ammoniac a ouvert la 

voie à la compréhension des mécanismes de résistance à l’acidité de H. pylori.  
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3.2.4.1 L’uréase 

La principale ligne de défense de H. pylori contre l’acidité repose sur une enzyme appelée 

uréase, dont le niveau d’expression physiologique est bien plus important que les uréases des 

autres organismes (Labigne et al, 1991; Mobley et al, 1995b). L’uréase est la protéine la plus 

abondante chez H. pylori, et représente entre 6 et 10% de la masse totale des protéines 

cellulaires (Hu & Mobley, 1990). Cette enzyme est essentielle à la colonisation de nombreux 

modèles animaux (Eaton & Krakowka, 1994; Tsuda et al, 1994; Wirth et al, 1998). Elle constitue 

un antigène potentiel majeur de H. pylori qui a fait l’objet de nombreux essais en l’utilisant 

comme candidat vaccin (Del Giudice et al, 2009). A ce jour, aucun vaccin n’a permis de mettre 

en place une réponse immunitaire suffisante pour éradiquer la bactérie. 

L’uréase de H. pylori est une métalloenzyme à nickel. Son KM est le plus bas de toutes les 

uréases caractérisées. L’uréase catalyse l’hydrolyse de l’urée en ammoniac et carbamate selon la 

réaction suivante :  

NH2-CO-NH2 + H2O  NH3 + NH2-COOH 

A pH physiologique, le carbamate se dissocie spontanément en ammoniac et dioxyde de 

carbone : 

NH2-COOH  NH3 + CO2  

L’urée est une molécule présente dans le sang qui provient de la dégradation de certains 

acides aminés dans le foie. L’urée parviendrait dans l’estomac grâce à la diffusion paracellulaire, 

établissant une concentration en urée dans le jus gastrique égale à celle du sang, comprise entre 

1 et 3 mM (Sachs et al, 2005). Phadnis et al. ont proposé que le rôle de l’uréase dans la 

résistance à l’acidité dépendrait d’une fraction des bactéries infectantes qui exploserait sous 

l’effet de l’acidité ; l’uréase ainsi relarguée lierait la membrane externe des bactéries survivantes, 

et, en consommant l’urée présente dans le jus gastrique, permettrait la création d’un 

microenvironnement neutre autour de la bactérie (Phadnis et al, 1996). Cependant, cette 

hypothèse est contredite par plusieurs observations : l’uréase est peu résistante à l’acidité et 

possède un optimum de fonctionnement à pH neutre. De plus le lumen gastrique, dans laquelle 

sont sécrétés 150 mmol d’acide chlorhydrique par jour, serait impossible à tamponner au vu de 

la concentration en urée de l’estomac (Sachs et al, 2005).  

La preuve indirecte de la localisation cytoplasmique de l’uréase a été apportée par les 

expériences démontrant que l’urée transitait du milieu extérieur jusque dans le cytoplasme via 

un transporteur intégral de membrane interne, UreI, formant un canal ouvert uniquement à pH 

acide. La délétion du gène codant pour ce transporteur chez H. pylori aboutit à une diminution 
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drastique de l’activité uréasique in vivo, une perte de son augmentation d’activité à pH acide et 

une incapacité à coloniser l’animal (Skouloubris et al, 1998; Bury-Moné et al, 2001; Scott et al, 

2000). Le dioxyde de carbone et l’ammoniac peuvent diffuser au travers de la membrane 

plasmique et il a été proposé que les ions ammonium étaient exportés jusque dans le milieu 

extracellulaire par un mécanisme encore non identifié (Stingl et al, 2002). Une étude récente 

fait l’hypothèse que l’ammoniac pourrait lui-même être exporté via UreI (Scott et al, 2010). 

C’est pourquoi, conjointement au maintien de l’homéostasie du pH intracellulaire, l’activité 

uréasique de H. pylori serait responsable d’une élévation locale du pH autour de la bactérie. Il 

est proposé que ce mécanisme évite l’intoxication de la bactérie par l’ammoniac. 

L’ammoniac produit joue très probablement un rôle dans la pathogenèse. Il a été démontré 

qu’il avait un effet cytotoxique sur les cellules en culture, et que son administration chronique à 

des rats était responsable d’une atrophie de la strate de mucus et d’une accélération de la 

prolifération épithéliale dans l’estomac (Athmann et al, 2000; Tsujii et al, 1993). Différentes 

études suggèrent que seule une partie du pool d’uréase soit chargé en nickel en permanence, 

une petite fraction active suffisant à assurer la résistance à l’acidité (Stingl et al, 2008). A ce titre, 

la synthèse d’ammoniac par H. pylori pourrait être tout à la fois impliquée dans la résistance à 

l’acidité, le métabolisme et la virulence. Cette hypothèse est étayée par le fait que l’uréase est 

essentielle à la colonisation de porcelets, même quand ceux-ci ont été traités pour avoir un 

estomac à pH neutre (Eaton & Krakowka, 1994).  

3.2.4.2. Autres enzymes productrices d’ammoniac 

En plus de l’uréase, H. pylori possède de nombreuses enzymes productrices d’ammoniac 

comme les déamidases, largement répandues dans le monde bactérien, ainsi que deux amidases 

aliphatiques.  

3.2.4.2.1. Les amidases 

H. pylori possède deux amidases aliphatiques : AmiE et AmiF (Skouloubris et al, 2001). Ces 

enzymes sont largement répandues parmi les microorganismes environnementaux, comme 

Pseudomonas aeruginosa, et catalysent l’hydrolyse des amides à courtes chaines en ammoniac 

et acides organiques.  

AmiE est une amidase prototype de 40 kDa présentant 75% d’identité de séquence avec 

les orthologues présents chez les bactéries environnementales. AmiE hydrolyse le 

propionamide, l’acrylamide et l’acétamide (Skouloubris et al, 2001).  
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AmiF est une protéine paralogue à AmiE présentant 34% d’identité de séquence avec celle-

ci. AmiE hydrolyse le formamide, la plus courte des amides aliphatiques. La présence d’une 

formamidase chez H. pylori est une surprise car peu de microorganismes ont démontré leur 

capacité à utiliser le formamide comme source d’azote. De plus, les formamidases 

précédemment décrites n’appartenaient pas à la classe des amidases aliphatiques (Skouloubris 

et al, 2001). 

Il a été montré que l’activité de ces amidases était négativement régulée par la présence 

d’une uréase et d’une arginase fonctionnelle. Chez H. pylori, l’arginase est une enzyme catalysant 

l’hydrolyse de l’arginine en ornithine et en urée (Mendz & Hazell, 1996). Ces données indiquent 

que les amidases agissent de manière intégrée avec les autres partenaires du métabolisme de 

l’ammoniac afin de maintenir la concentration en ammoniac intracellulaire à un niveau 

physiologique. 

Malgré cette caractérisation, le rôle des amidases in vivo reste énigmatique. En effet, les 

substrats identifiés de ces enzymes sont des molécules toxiques pour l’homme qui ne sauraient 

être présentes en grandes quantités dans l’estomac. Par conséquent les substrats réels in vivo 

sont différents. Bien que non essentielles à la colonisation du modèle animal, les gènes codant 

pour AmiE et AmiF sont présents dans tous les génomes de H. pylori analysés. De plus, le 

couple de gènes amiE amiF n’est retrouvé que chez H. pylori et H. acinonychis, l’espèce la plus 

proche phylogénétiquement. Parmi les Helicobacter non pylori, seul H. felis, code pour amiF, et 

H. muridarum, à tropisme entérohépatique pour amiE (Bury-Moné et al, 2003). Enfin, il a été 

montré que des anticorps dirigés contre AmiE étaient plus fréquemment retrouvés dans les sera 

de patients présentant un cancer gastrique, signant un rôle possible de ces enzymes dans la 

pathogenèse à H. pylori (Haas et al, 2002). 

3.2.4.2.2. Enzymes périplasmiques 

H. pylori utilise majoritairement les acides aminés comme source de carbone et d’énergie. 

Cette bactérie consomme de grandes quantités d’aspartate, asparagine, glutamate et glutamine 

(Mendz & Hazell, 1995). De plus, une intense activité asparaginase et glutaminase a été 

rapportée chez H. pylori, menant au relargage d’ammoniac dans le milieu extérieur (Stark et al, 

1997). 

L’activité glutaminase détectée repose sur l’enzyme sécrétée -Glutamyl transpeptidase 

(GT). Chez H. pylori, cette enzyme périplasmique catalyse l’hydrolyse de la glutamine en 

ammoniac et glutamate. Elle a démontré des effets pro-apoptotiques sur des cellules en culture 

en ciblant les mitochondries (Shibayama et al, 2003; Kim et al, 2007). Elle possède aussi une 
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capacité de perturbation de la prolifération des cellules épithéliales et des lymphocytes T 

(Busiello et al, 2004; Schmees et al, 2007). Enfin, c’est un facteur de colonisation si ce n’est 

essentiel, au moins majeur (Chevalier et al, 1999b; McGovern et al, 2001). 

L’asparaginase de H. pylori est codée par le gène ansB. L’enzyme purifiée est capable 

d’hydrolyser l’asparagine et d’avoir un effet cytotoxique sur les cellules gastriques en culture 

(Cappelletti et al, 2008). La localisation périplasmique de l’enzyme a été démontrée au cours de 

ce travail de thèse et fera l’objet d’un développement approfondi dans la partie expérimentale 

(Leduc et al, 2010). Comme pour la GT, la délétion de ansB conduit à un désavantage sélectif 

pour H. pylori qui devient incapable de coloniser le modèle animal en compétition avec une 

souche sauvage (Merrell et al, 2003). 

 Conjointement à la production d’ammoniac dont nous avons déjà évoqué les effets 

cytotoxiques, la déplétion en acides aminés comme la glutamine est un potentialisateur de 

l’inflammation causée par H. pylori (Hagen et al, 2009). En accord avec nos résultats, AnsB et 

GT, enzymes productrices d’ammoniac au plus près de l’épithélium gastrique, jouent donc un 

rôle important en tant que facteurs de virulence, indépendamment des mécanismes de 

résistance à l’acidité. 

3.2.4.3. Complexes protéiques associés à l’uréase 

Les interactions protéines-protéines sont au cœur des processus cellulaires. Identifier les 

partenariats s’établissant entre protéines permet d’avoir une compréhension des 

interconnexions entre fonctions métaboliques et circuits de régulation. Les études 

interactomiques révèlent l’assemblage supramoléculaire des enzymes, mais aussi les partenaires 

de maturation des protéines. Enfin, par l’interactomique, nous obtenons des indications sur les 

couplages métaboliques entre enzymes transformant un composé dont le produit sera le 

substrat d’une réaction enzymatique portée par un partenaire. 

3.2.4.3.1. Que nous apprend l’interactome de l’uréase ? 

L’uréase (UreA-B) est l’enzyme la plus abondante chez H. pylori. Requérant du nickel pour 

être active, elle nécessite des protéines accessoires pour incorporer le cofacteur métallique dans 

le centre actif (UreE à UreG). 

Une première étude menée à l’échelle génomique en double hybride de levure (Y2H) a 

permis d’avoir une vue globale des interactions s’établissant entre les protéines de H. pylori 

(Rain et al, 2001). Concernant l’uréase, les informations succinctes extraites de cette étude sont 

les suivantes : l’interaction des sous-unités structurales entre elles (UreA/UreA et UreA/UreB), 
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et l’interaction de UreA avec l’une des quatre protéines accessoires (UreA/UreH). Deux à 

deux, les interactions entre les protéines accessoires sont les suivantes : UreE/UreG et 

UreF/UreH.  

Pour pallier aux limites du Y2H (surexpression des protéines en système hétérologue, 

nombreux faux positifs), la méthode de purification par affinité en tandem des complexes 

protéiques (TAP) a été adaptée à H. pylori dans notre laboratoire  et a été appliquée à l’étude 

de l’interactome de l’uréase (Stingl et al, 2008). Cette méthode permet l’expression des 

protéines en quantités physiologiques dans l’organisme d’origine. La purification des complexes 

est ensuite réalisée sur deux colonnes d’affinité successives permettant d’éliminer les 

interactions aspécifiques tout en conservant les complexes dans leur configuration native. Ces 

conditions stringentes autorisent une grande confiance dans la pertinence des complexes 

identifiés, mais ne permet que rarement de capturer les interactions transitoires ou de faible 

affinité. C’est pourquoi Stingl et al. ont établi une approche impliquant un crosslink ménagé des 

protéines bactériennes pour isoler les complexes protéiques transitoires. Les complexes sont 

ensuite séparés par électrophorèse sur gel d’acrylamide en conditions dénaturantes, et les 

protéines individuelles identifiées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Stingl et al, 2008). 

L’interactome de l’uréase a confirmé l’organisation supramoléculaire de l’uréase déjà 

résolue par la structure du complexe actif (Ha et al, 2001). L’étude en TAP a aussi permis la 

purification d’un complexe complet de biosynthèse du centre catalytique à nickel (Figure 13). 

Enfin, en utilisant différents appâts (sous-unités structurales ou protéines accessoires), HypB et 

SlyD, protéines participant à la maturation de l’hydrogénase, une autre enzyme à nickel, ont été 

montrées comme associées à l’uréase. Une étude génétique avait déjà démontré que 

l’activation de l’uréase nécessitait une voie de maturation de l’hydrogénase fonctionnelle (Olson 

et al, 2001). L’étude en TAP apporte la preuve d’une interconnexion physique entre les voies 

de maturation des deux enzymes à nickel chez H. pylori. Une interconnexion existe aussi pour 

la voie de biosynthèse des centres [Fe-S] puisque la protéine HypB interagit avec l’uréase et 

avec les protéines NifU et NifS ainsi qu’avec les protéines de stockage du fer Pfr (ferritine) 

et NapA. 

Parallèlement au complexe uréase/protéines accessoires, l’étude de Stingl et al. a démontré 

l’interaction entre l’uréase et la glutamine synthétase GlnA (Stingl et al, 2008). GlnA catalyse la 

fixation d’une molécule d’ammonium sur le glutamate pour former de la glutamine, de manière 

ATP-dépendante. La glutamine intervient dans de nombreux processus cellulaires et les 
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spécificités du métabolisme de la glutamine chez H. pylori seront discutés plus loin dans ce 

travail (Reitzer, 1996).  

 

 

Figure 13 Complexes protéiques interagissant avec l'uréase 

 

L’étude de l’interactome de l’uréase a permis de placer cette enzyme au cœur des 

processus cellulaires de H. pylori. La coopération physique qui s’établit entre voies de 

maturation et de biosynthèse suggère fortement un couplage fonctionnel entre protéines. 

3.2.4.3.2. L’hypothèse du channeling de l’ammoniac 

La mise en évidence de l’interaction physique entre UreA et la glutamine synthétase nous a 

amené à émettre des hypothèses sur les couplages métaboliques in vivo. La glutamine 

synthétase est une enzyme essentielle chez H. pylori. Il est impossible d’en réaliser la délétion, 

même en rajoutant une forte concentration de glutamine dans le milieu de culture (Stingl et al, 

2008). Au cours de ce travail de thèse, nous avons démontré que la glutamine n’est pas 

importée par H. pylori et qu’elle n’est produite que par GlnA. Le caractère essentiel de GlnA 

s’explique donc par le fait que la glutamine n’est pas importée et que GlnA  est la seule voie 

biosynthèse de la glutamine chez H. pylori.  

De manière intéressante, un canal physique permettant le channeling de l’ammoniac a été 

mis en évidence au sein du complexe GatCAB de Staphylococcus aureus (Nakamura et al, 

2006).  Chez de nombreuses bactéries, les ARNt
Gln et ARNt

Asn sont chargés de manière erronée 

avec du glutamate par une glutamyl-tRNA-synthétase non-discriminante. Le complexe GatCAB 

catalyse alors la déamidation d’une molécule de glutamine et la fixation de la molécule 

d’ammoniac produite sur le glutamate de l’ARNt mésacylé (Schön et al, 1988). L’étude de 

Nakamura et al. a permis de modéliser par cristallographie un canal de 10 Å de long reliant le 
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site d’hydrolyse de la glutamine dans GatA au site de fixation de l’ammonium produit dans 

GatB, indiquant fortement un transfert balisé de l’ammoniac au sein d’un complexe enzymatique 

(Figure 14). Ce type de channeling évite la dispersion de l’ammoniac dans le cytosol, sa diffusion, 

ou sa protonation, et permet l’optimisation de l’activité du complexe. 

 

 

Figure 14 Diagramme en hélices du complexe GatCAB de S. aureus 

Organisation macromoléculaire du complexe protéique GatCAB (A) et modélisation du canal 

à ammoniac entre le site d’hydrolyse de la glutamine de GatA et le site de fixation de 

l’ammonium sur le glutamate de GatB (B). Figure issue de (Nakamura et al, 2006). 

Nous avons proposé que l’interaction entre UreA et GlnA permette une optimisation du 

métabolisme de l’ammoniac chez H. pylori : l’uréase produirait de l’ammoniac qui serait 

directement utilisé par la glutamine synthétase. L’ammoniac ferait alors l’objet d’un channeling 

métabolique entre UreA et GlnA ayant pour effet d’optimiser la biodisponibilité de ce composé 

pour optimiser la synthèse de glutamine (Stingl et al, 2008). Un tel mécanisme de couplage a 

déjà été mis en évidence chez E. coli où l’activité de la glutamine synthétase est couplée à celle 

du transporteur d’ammonium AmtB (Javelle et al, 2005).  
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Chapitre 2. Le métabolisme du nickel chez 

Helicobacter pylori 

1. Introduction 

1.1. De l’importance des métalloenzymes 

Tous organismes confondus, on estime qu’un tiers des protéines nécessite la coordination 

d’un ion métallique pour assumer leur fonction (Waldron & Robinson, 2009). Cette 

fonctionnalité repose sur les caractéristiques structurales que le métal va apporter à la protéine, 

mais aussi sur le pouvoir catalytique procuré par la modification du flux d’électrons au sein de 

l’enzyme ou du substrat (Glusker et al, 1999). La spécificité catalytique apportée par le cofacteur 

permet d’ailleurs d’envisager un potentiel de réactions virtuellement illimité en remplaçant le 

métal coordonné par un autre. Ces propriétés sont d’ailleurs utilisées en chimie enzymatique où 

des métalloenzymes artificielles permettent de réaliser de nouvelles réactions biochimiques 

(Rousselot-Pailley et al, 2009; Cavazza et al, 2010; Deuss et al, 2011). 

Dans le monde bactérien, zinc, manganèse, molybdène, nickel, fer et cobalt représentent les 

principaux ions métalliques coordonnés. Ils sont les cofacteurs d’enzymes prenant part à des 

processus biologiques extrêmement variés, généralement responsables de réactions 

d’oxydoréduction. Les différents états redox des cofacteurs métalliques permettent aux 

enzymes d’assurer une grande variété de fonctions : oxydation, respiration, métabolisme des 

nitrates, etc. (Figure 15).  
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Figure 15 Cofacteurs métalliques utilisés dans la catalyse 

Les éléments utilisés dans la catalyse sont représentés sur la figure (A). La hauteur des barres 

est proportionnelle à la fréquence d’utilisation du métal respectif parmi toutes les structures 

enzymatiques résolues. La proportion des différentes classes d’enzymes utilisant le cofacteur 

métallique indiqué est représenté sur la figure (B) bleu, oxydoréductases ; jaune, transférases ;  

violet, hydrolases ; rose, lyases ; vert, isomérases ; gris, ligases. Figure adaptée de (Waldron et 
al, 2009). 

L’importante diversité des cofacteurs est le reflet des processus auxquels ils prennent part. 

L’unicité de certains couples enzyme/cofacteur constitue parfois une signature de certains 

microorganismes. Alors que les résistances aux antibiotiques conventionnels augmentent, cibler 

les métalloenzymes paraît être une piste sérieuse en recherche thérapeutique antibactérienne 

(White et al, 2003). 

1.2. Homéostasie des métaux chez les bactéries 

La toxicité et l’essentialité sont deux caractéristiques propres aux métaux de transition, 

exploitées tant par l’hôte que par les bactéries pathogènes. La toxicité des métaux est effective 

même à des doses très faibles et s’exerce principalement par une métallation incorrecte des 

protéines, et pour certains métaux, par la création de radicaux oxygénés qui vont endommager 

les macromolécules biologiques. Par conséquent, hôte et pathogène se livrent une bataille pour 

l’acquisition et la séquestration des métaux. 

1.2.1. Principes du maintien de l’homéostasie du fer 

Représentatif des stratégies utilisées par les bactéries pour l’accès aux métaux de transition, 

le maintien de l’homéostasie du fer chez les pathogènes a été étudié de manière détaillée. 

1.2.1.1. Acquisition du fer 

Le fer est un composé relativement insoluble en présence d’oxygène ; sous forme ferrique 

(Fe3+), sa solubilité est de 10-17 M à pH 7. On estime que E. coli a besoin d’une concentration 

en fer comprise entre 10-7 et 10-5 M pour maintenir un taux de croissance optimal. Par 
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conséquent, E. coli possède des systèmes d’acquisition de haute affinité lui permettant de 

satisfaire ses besoins en fer (Andrews et al, 2003). 

Une première stratégie repose sur la sécrétion de molécules de haute affinité pour le fer 

appelées sidérophores. Ces molécules de faible poids moléculaire sont généralement sécrétées 

en grande quantité par la bactérie dans des conditions de disponibilité en fer limitées et 

présentent une affinité pour leur substrat extrêmement élevé (Pour l’entérobactine, Kaff  10-30 

M) (Saha et al, 2012). Environ 500 sidérophores ont été identifiés dans le monde bactérien 

(Drechsel & Winkelmann, 1997). Ils sont synthétisés de manière indépendante des ribosomes à 

partir d’acides aminés non protéinogènes, de citrate, d’acide dihydroxybenzoïque, de sérine, etc. 

Le site de fixation du fer est généralement constitué par des groupements hydroxamate, 

carboxylate ou catéchol organisés en hexadentate (Winkelmann, 2002). Les sidérophores les 

mieux étudiés sont l’entérobactine et le ferrichrome (Figure 16). 

 

Figure 16 Structure moléculaire de l'entérobactine et du ferrichrome 

 

Entérobactine et ferrichrome sont sécrétés par des protéines de transport spécifiques. 

Dans le milieu extérieur, ils pourront lier le fer. Cependant, les sidérophores sont trop 

volumineux pour pouvoir passer la membrane externe via des porines et doivent être importés 

par des systèmes de transport dédiés de haute affinité. Ils vont donc être pris en charge par des 

protéines de reconnaissance des ferri-sidérophores. Chez E. coli, l’entérobactine et le 

ferrichrome sont pris en charge par les récepteurs FepA, FecA et FhuA. Ce sont des protéines 

intégrales de membrane externe, énergisées par le système TonB-ExbB-ExbD (Transporteurs 

TonB-dépendants, TBDT). Les TBDT forment un canal où le ligand Fe3+ + sidérophore lie une 

poche, qui, sous l’effet d’un changement conformationnel, contacte la machinerie TonB ; grâce à 

l’énergie délivrée, le ferri-sidérophore est transloqué vers le périplasme (Figure 17) (Higgs et al, 

1998; Ferguson et al, 2002). 
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Figure 17 Mode de fonctionnement du transporteur de sidérophores FecA de E. coli 

Figure adaptée de (Braun & Braun, 2002). 

Dans le périplasme, le complexe Fe3+ + sidérophore est pris en charge par des protéines 

de liaison périplasmiques comme FhuD chez E. coli, appartenant à l’ABC transporteur FhuBCD. 

Ces protéines font la navette entre le transporteur de membrane externe et le transporteur de 

membrane interne du complexe (Köster, 2001). 

Au niveau de la membrane interne, le ferri-sidérophore est internalisé via des perméases de 

la famille ATP Binding Cassette (ABC). Les ABC transporteurs comprennent quatre modules : 

deux protéines intégrales de membrane interne pour la perméase et deux modules ABC 

localisés à la surface interne de la membrane cytoplasmique pour énergiser le système par 

hydrolyse de l’ATP (Köster, 2001; Schalk et al, 2011). 

1.2.1.2. Stockage du fer 

Une fois dans le cytoplasme, le fer doit être utilisable et donc extrait du sidérophore. Ceci 

peut s’opérer de deux façons. Premièrement, par action d’une estérase qui hydrolyse les liaisons 

ester de la ferri-entérobactine (Andrews et al, 2003). Par perte d’affinité pour le fer, 

l’entérobactine se détache alors du métal. Deuxièmement par action d’enzymes à activité de 

réductase ferrique (flavine réductase, sulfite réductase) qui réduisent l’ion Fe3+ en Fe2+ ayant une 

faible affinité pour les sidérophores (Fontecave et al, 1994). 

Une fois libéré et réduit en Fe2+, l’ion ferreux peut provoquer dans la cellule la réaction de 

Fenton : 

Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + HO 
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Plus largement, le métabolisme aérobie engendre la création d’espèces réactives de 

l’oxygène. La réaction de Fenton est alors incluse dans la réaction de Haber-Weiss : 

O2
.- + H2O2  HO + OH- + O2 

Les entités oxygénées réactives créées, OH- et O2
.-, sont extrêmement toxiques et peuvent 

attaquer toutes les macromolécules. Le fer intracellulaire doit donc être complexé pour éviter 

ces effets délétères. Les bactéries possèdent des protéines de stockage du fer. Les ferritines, 

bactérioferritines et protéines Dps forment des structures homomultimériques d’environ 500 

kDa qui fixent le fer en grandes quantités (jusqu’à 3000 atomes par molécule). Le fer est fixé 

sous forme ferrique alors qu’il est sous forme ferreuse dans le cytoplasme. Les protéines de 

stockage ont en effet la capacité d’oxyder le Fe(II), grâce à un domaine ferroxydase, en même 

temps qu’elles le fixent (Andrews, 1998). Ces différentes protéines constituent des réserves de 

fer qui pourront être exploitées lors de l’appauvrissement du milieu. 

1.2.1.3. Régulation transcriptionnelle de l’homéostasie du fer 

Le métabolisme du fer chez E. coli est sous le contrôle du régulateur transcriptionnel Fur. 

Fur est un homodimère de 17 kDa qui se complexe au Fe(II). Fur chargé avec le fer se lie alors 

au promoteur des gènes impliqués dans l’acquisition du fer et réprime leur transcription. Quand 

la concentration en fer est limitée, Fur se retrouve sous forme apo. La perte d’affinité de Fur 

pour l’ADN est d’un facteur 1000 environ. Les cibles de Fur sont alors déréprimées et le fer 

réimporté.  

Les gènes impliqués dans l’acquisition du fer ne sont pas les seuls à répondre à Fur. En effet, 

sur les 90 gènes régulés par Fur chez E. coli, seulement 35 sont impliqués dans l’importation du 

fer. Fur est donc un régulateur global dont les cibles, impliquées dans la mobilité, la respiration, 

la glycolyse, etc., forment un modulon (Hantke, 1987). L’inactivation de Fur a des effets 

drastiques sur la cellule qui est alors incapable de croître sur un milieu ne contenant pas de 

sources de carbone fermentescibles et devient hypersensible au stress oxydatif, probablement 

par surcharge en fer (Touati et al, 1995). Il a été montré que Fur régule directement certains 

gènes impliqués dans l’importation et le stockage du fer alors qu’un certain nombre de cibles est 

régulé de manière indirecte par un petit ARN régulateur, RyhB, lui-même régulé par Fur. Cet 

ARN est induit en cas de carence en fer et entraine la dégradation des ARNm codant pour des 

protéines non-essentielles fixant le fer. Le fer va ainsi être disponible pour les protéines 

nécessaires à la survie de la bactérie (Massé et al, 2005; Bos, 2008).  



F e
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1.2.1.4. Mécanismes d’efflux 

 En conditions anaérobies ou acides, le fer est majoritairement retrouvé sous forme 

ferreuse soluble. Chez E. coli, son importation devient alors indépendante des mécanismes 

précédemment décrits et passe par la perméase FeoABC, énergisée par l’hydrolyse du GTP 

(Hantke, 2003). Cette perméase n’est cependant pas régulée par Fur. Dans ces conditions, 

comment se débarrasser du fer en excès quand par exemple les protéines de stockage sont 

saturées ? 

E. coli possède une pompe d’efflux, ZupT (Zinc uptake transporter) dont le rôle initial a 

été démontré dans la résistance aux concentrations excessives de zinc. Cependant, le spectre 

d’activité de ZupT s’avère plus large. En effet, le transporteur est capable de faire sortir de la 

cellule le fer, le zinc, le manganèse, le cadmium et le cobalt sous leur état d’oxydation (II). 

L’expression de zupT étant aussi indépendante des métaux, ZupT constitue un système 

constitutif empêchant l’intoxication ferreuse (Grass et al, 2005). 

Le maintien de l’homéostasie du fer chez E. coli représente un système prototypique qui ne 

saurait faire loi au vu de la diversité des microorganismes et des ions métalliques importés. 

Cependant, les grandes fonctions d’importation, de régulation, de stockage et d’efflux sont 

retrouvées dès lors qu’un métal est essentiel à une bactérie. 

1.3. Le nickel dans le monde bactérien 

1.3.1. Introduction 

Le nickel est un métal de transition, de numéro atomique 28. Concentré dans la croute 

terrestre, il est relargué dans l’atmosphère lors des éruptions volcaniques ou par la pollution 

industrielle. Le nickel est un métal relativement abondant à la surface du globe de 0,4 à 4 g.L-1 

dans les eaux de mer ou douces. Certains organismes comme les mollusques peuvent 

concentrer le nickel jusqu’à 4 mg.kg-1 (Réseau national d’observation de la qualité du milieu 

marin, 2001). Pourtant, le nickel est un composé toxique pour l’homme ; c’est le plus allergisant 

des métaux, responsable de dermatites de contact chez 12% de la population (Schram et al, 

2010). L’exposition chronique au nickel peut provoquer des cancers du poumon et, à ce titre, le 

nickel est classé comme composé carcinogène par l’Agence Internationale de Recherche sur le 

Cancer (International Agency for Research on Cancer, 1990). Bien qu’il soit considéré comme 

un micronutriment essentiel, aucune métalloenzyme à nickel n’a jusqu’à présent été identifiée 

chez l’homme (Denkhaus & Salnikow, 2002). 
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1.3.2. Toxicité du nickel chez les bactéries 

Chez les microorganismes, il était admis que la toxicité du nickel ne concernait que les 

bactéries vivant dans le sol pollués, ou naturellement riche en nickel (Babich & Stotzky, 1983). 

Cependant, la découverte de la pompe d’efflux à nickel RcnA chez E. coli a bouleversé ce 

dogme. La large distribution des homologues de RcnA chez les bactéries suggère que la toxicité 

du nickel est un phénomène physiologique courant, même chez les microorganismes 

commensaux ou pathogènes (Rodrigue et al, 2005). Malgré cette toxicité, les bactéries ont mis 

en place des stratégies d’acquisition efficaces de l’ion nickel Ni2+. Soluble, mais présent à l’état de 

traces, l’ion nickel prend part à de nombreux systèmes enzymatiques, permettant aux bactéries 

de survivre et proliférer dans des environnements très divers.  

Le nickel, nécessaire mais toxique, est délétère à plusieurs niveaux. Premièrement, de 

nombreuses enzymes à fer ou à zinc sont inhibées par le nickel. Le nickel est alors responsable 

d’un défaut de métallation des protéines, par compétition avec le métal d’origine. Il perturbe 

alors la fonctionnalité catalytique de ces dernières. C’est le cas chez E. coli où le nickel est 

toxique par substitution du zinc dans la Fructose-1,6-diphosphate aldolase. La bactérie devient 

alors incapable de croître sur milieu contenant du glucose ou du fructose (Macomber et al, 

2011). Le nickel peut aussi se coordonner dans le centre actif des enzymes possédant une 

cystéine comme résidu catalytique. C’est le cas par exemple pour les cytosine et uracile-5-

méthyltransférases de E. coli (Macomber & Hausinger, 2011). Enfin, de manière marginale, le 

nickel exerce ses effets par promotion du stress oxydatif. Bien que la capacité du nickel à 

générer des ROS soit moindre comparée au fer ou au cuivre, il est démontré que des bactéries 

intoxiquées avec du nickel présentent une concentration en ion superoxyde élevée et que le 

nickel induit l’expression de la superoxyde dismutase chez Burckholderia sp. (Van Nostrand et 

al, 2008). Cette capacité est décuplée lorsque le nickel est lié aux cystéines ou à l’histidine (Joshi 

et al, 2005). Un contrôle fin de l’homéostasie du nickel doit donc être mis en place par les 

bactéries afin de se prémunir des effets délétères de ce métal. 

1.3.3. Les enzymes à nickel chez les bactéries 

Le nickel est un microélément essentiel pour les bactéries. A l’instar des autres métaux de 

transition, il prend part entre autres à des réactions d’oxydoréduction, impliquées dans des 

processus cellulaires variés (Hausinger, 1987). A ce jour, 8 enzymes à nickel ont été identifiées 

dans le monde bactérien (Tableau 2). 
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Enzyme Réaction 

Acireductone dioxygénase 
1,2-Dihydroxy-3-oxo-5-(méthylthio)pent-1-ene + O2 

 HCOOH + méthylpropionate + CO 

Glyoxalase I méthylglyoxal  lactate + H2O 

Superoxyde dismutase à nickel 2H+ + 2O2
-  H2O2 + O2 

Hydrogénase à nickel-fer 2H+ + 2e-  H2 

Uréase H2N-CO-NH2 + 2H2O  2NH3 + H2CO3 

CO Déshydrogénase 2H+ + 2e- + CO2  CO + H2O 

Acétyl-CoA Synthétase CH3-CFeSP + CoASH + CO  CH3-CO-SCoA + CFeSP 

Méthyl-CoM réductase CH3-CoM + CoBSH  CH4 + CoM-SS-CoB 

Tableau 2 Enzymes utilisant le nickel comme cofacteur métallique et réactions chimiques 

associées 

 

Le nickel est coordonné dans les enzymes selon plusieurs conformations : planes, 

tétragonique pyramidale ou octaédrique allongée (figure 18). Les résidus histidine, glutamate, 

aspartate et cystéine jouent un rôle prépondérant dans la coordination du nickel au niveau du 

site actif. Le nickel peut aussi être coordonné avec d’autres métaux comme le fer au sein de 

centres à [Fe-S]. 

 

Figure 18 Sites de coordination du nickel 

Sites de fixation du nickel de différentes protéines et configuration du nickel dans le centre 

actif. Configuration plane : (A), Métallorégulateur NikR de E. coli. Configuration octaédrique 

allongée : (B), Métallorégulateur Nur de Streptomyces coelicolor ; (E), Glyoxalase I de E. coli. 
Configuration tétragonique pyramidale : (C), Superoxyde dismutase à nickel de Streptomyces 
coelicolor ; (D), Hydrogénase de Desulfovibrio fructosovorans. Couleur des atomes : vert, 

nickel ; bleu, azote ; rouge, oxygène ; jaune, soufre ; orange, fer. Figure adaptée de (Li & 

Zamble, 2009b). 

Notons aussi que le nickel peut être incorporé dans les enzymes, lié à un noyau 

tétrapyrrole comme c’est le cas pour la Méthyl-CoM réductase (Li & Zamble, 2009b). 
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2. Les enzymes contenant du nickel chez H. pylori 

2.1. L’uréase 

2.1.1. Caractéristiques structurales et catalytiques 

 L’uréase est une métalloenzyme à nickel constituée d’un hétérodimère de sous-unité UreA 

et UreB. Les dimères s’associent ensuite pour former un hétérododécamère (UreA-UreB)34 

de 1,1 MDa constituant l’apoenzyme (Figure 19) (Ha et al, 2001). L’insertion du nickel dans le 

centre catalytique binucléaire du complexe requiert l’intervention de protéines accessoires, 

UreE à UreH. Deux ions Ni2+ vont être coordonnés par sous-unité UreB. En conséquence, 24 

ions nickel sont nécessaires au fonctionnement de chaque molécule de complexe actif (Ha et al, 

2001). 

 

Figure 19 Diagramme en hélices de l'uréase de H. pylori 

Chaque couleur représente un monomère de UreA ou UreB au sein du complexe [UreA-

UreB]3. La figure représente l’assemblage de 4 complexes [UreA-UreB]3 formant le 

dodécamère actif. D’après (Ha et al, 2001). Figure issue de (RCSB, 2001). 

L’uréase de H. pylori est très proche de l’uréase de Klebsiella aerogenes. Cependant, 

l’organisation génétique de l’uréase de H. pylori diffère. En dépit de différences notables dans les 

structures quaternaires de ces deux enzymes, les séquences protéiques et la configuration des 

centres catalytiques se révèlent largement conservés entre espèces. 

Chez H. pylori, le centre génétique de l’uréase est composé de deux opérons, l’un 

comportant pour les gènes de structure ureA et ureB, l’autre, plus en aval, comportant ureI et 

les gènes codant les protéines accessoires ureE-H (Cussac et al, 1992). Le gène ureA 

correspond en fait à la fusion des gènes ureA et ureB de K. aerogenes ou Bacillus pasteurii, 
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tandis que le gène ureB, codant pour la grande sous-unité structurale, correspond à ureC chez 

ces deux espèces (Figure 20).  

 

Figure 20 Organisation génétique des uréases de K. aerogenes, B. pasteurii et H. pylori 

Code couleur : bleu, sous-unités structurales ; rose, protéines accessoires ; vert, 

métallochaperonne ; rouge, import de l’urée ; orange, import du nickel. Figure adaptée 

d’après (Carter et al, 2009). 

La transcription de l’uréase est activée en réponse au nickel, via la métallorégulateur NikR 

(voir paragraphe 5), et en réponse à l’acidité via le système ArsRS. Néanmoins, l’expression 

basale de l’uréase est importante. Le système ArsRS est constitué d’un senseur membranaire 

ArsS et d’un régulateur transcriptionnel ArsR. ArsS s’autophosphoryle en réponse à une 

diminution du pH ; dans un deuxième temps, le groupement phosphate est transféré à ArsR. 

ArsR activé lie le promoteur des gènes régulés par l’acidité comme ureA-B et ureI. Pour revue, 

voir (Zanotti & Cendron, 2010). 

L’uréase de H. pylori est extrêmement affine pour l’urée, avec un Km de 170 μM ; c’est 

l’une des uréases les plus actives jamais décrites. Cette caractéristique lui permet de fonctionner 

de manière optimale dans l’estomac, où l’urée, issue du sérum, est présente en concentration 

faible (1,7 à 3,4 mM). La combinaison de ces deux paramètres, ainsi que la synthèse importante 

de l’uréase, en font une enzyme clé dans le pouvoir de colonisation de H. pylori (Mobley et al, 

1995b). 

Dans les uréases à nickel, les deux ions nickel du centre actif sont liés au groupement 

carboxylate d’une lysine carbamylée et un ion hydroxyde. Les deux ions diffèrent cependant de 

par leur environnement de coordination (Figure 21).  

 

Figure 21 Environnements de coordination du nickel dans l'uréase 

Figure issue de (Benini et al, 2004). 
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Le premier ion nickel est coordonné avec deux histidines et une molécule d’eau (NiN2O3), 

tandis que le second est aussi coordonné avec le groupement carboxylate d’un aspartate 

(NiN2O4)  (Benini et al, 2004).  

Le mécanisme catalytique de l’uréase a été étudié chez K. aerogenes. Ce mécanisme reste 

sujet à polémique à cause d’une mauvaise résolution des ligands non protéiques du nickel (eau 

ou ion hydroxyde), qui ne coïncident pas avec la densité électronique retrouvée dans la 

structure (Benini et al, 1996, 1999). Un mécanisme cohérent a été proposé pour l’uréase de B. 

pasteurii, homologue à celle de K. aerogenes. 

Selon le même modèle que celui présenté Figure 21, les deux atomes de nickel du centre 

actif Ni(1) et Ni(2) sont respectivement coordonnés avec les acides aminés (His
α249, His

α275, 

Lys
α220) et (His

α137, His
α139, Asp

α363, Lys
α220). D’autres acides aminés, His

α222, His
α323, Ala

α170 et 

Ala
α366, sont importants pour la catalyse mais ne sont pas impliqués dans la coordination du 

nickel. 

Le mécanisme proposé par Benini et al. implique que l’urée lie le Ni(1), le plus électrophile 

des deux, via son atome d’oxygène. Cette liaison est stabilisée par l’état de protonation de 

His
α222, qui agit comme un donneur de liaison hydrogène. Un des groupements amine de l’urée 

se rapproche alors du Ni(2), conduisant à une liaison du carbamide avec les deux atomes de 

nickel (Benini et al, 1999). On assiste alors à un changement de conformation du centre 

catalytique, conduisant à une rotation de Ala
α326 dont l’atome d’oxygène va pointer vers le 

Ni(2). Les groupements carbonyle Ala
α170 et Ala

α366 sont alors en position idéale pour agir 

comme accepteurs de liaisons hydrogène envers le groupement amine de l’urée, liant le Ni(2). 

De plus, comme l’urée est un ligand peu avide de par le caractère de base de Lewis faible de 

ses groupements NH2, les liaisons établies avec Ala
α170 et Ala

α366 augmentent la basicité de ces 

groupements et facilite ainsi la liaison avec le Ni(2). La liaison bidentate de l’urée aux deux 

atomes de nickel, très électrophiles, conjointement à l’établissement des liaisons hydrogène 

décrit ci-dessus, active fortement l’urée en polarisant les liaisons C=O et C-NH2. Cette 

conformation de liaison du substrat rapproche l’atome de carbone de l’urée et le Ni(1). Le 

carbone de l’urée génère alors une attaque électrophile sur l’ion hydroxyde coordonné avec le 

Ni(1), lui-même activé par Asp
α363, qui va accroître sa charge négative. His

α222 et His
α323 

interagissent alors avec le produit de transition, lié de manière tétraédrique à la fois au nickel et 

à l’ion hydroxyde pour stabiliser ses charges. Le proton nécessaire au clivage de la liaison C-N 

du groupement amine distal est apporté par l’ion hydroxyde dont le pKa a été abaissé par la 

liaison C-O. Ce transfert est assisté par le groupement carboxylate de Asp
α363. La molécule 
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d’ammoniac naissante est liée à His
α323. Dans l’étape finale, la liaison C-N est rompue, 

l’ammoniac est expulsé du site actif, aidé par la rotation de His
α323. Le carbamate formé est alors 

chargé négativement et se trouve dans un environnement de liaison défavorable entre le Ni(1) 

et Asp
α363. Aidé par la rotation de Arg

α329, il est relargué de la poche catalytique (Figure 22). 

Instable à pH physiologique, il est clivé en NH3 et CO2 avec l’aide d’une molécule d’eau (Benini 

et al, 1999; Carter et al, 2009). 

 

Figure 22 Représentation simplifiée du mécanisme catalytique de l'uréase 

Figure adaptée de (Zambelli et al, 2011). 

2.1.2. Maturation de l’uréase 

Comme nous l’avons vu, une coordination correcte des ions nickel dans le centre 

catalytique est cruciale pour l’activité de l’uréase. L’insertion du nickel dans l’apo-uréase requiert 

l’intervention concertée de protéines de maturation, dites accessoires. Il a été montré chez H. 

pylori qu’une voie de maturation correcte de l’uréase est nécessaire à l’activité de l’uréase. En 

effet des mutants de ureE, ureF, ureG ou ureH présentent une perte d’activité drastique de 

l’uréase. De plus, l’ajout de nickel en excès ne suffit pas à restaurer l’activité de l’enzyme chez les 

mutants ureE ou ureG  (Maier et al, 2007). 

Chez K. aerogenes UreE fixe 6 atomes de nickel, notamment par sa région Cter comportant 

10 résidus histidine, et est définie comme une chaperonne à nickel (Grossoehme et al, 2007). 

Chez H. pylori UreE est une protéine dimérique capable de lier un ion nickel. La protéine 

possède un seul résidu histidine conservé, impliqué dans la liaison du nickel chez K. aerogenes 

ou B. pasteurii. La structure cristallographique de la protéine de H. pylori a permis de mettre en 

évidence le rôle crucial de His102 dans la liaison du nickel, comme attendu, mais aussi du zinc 
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(Figure 23) (Banaszak et al, 2012). La fusion Cter d’une extension poly-histidine à la protéine 

UreE de H. pylori conduit à une augmentation artificielle de la capacité de liaison du nickel à la 

protéine et de l’activité uréasique. Ces expériences démontrent la corrélation entre la capacité 

de liaison du nickel à UreE et l’activation de l’uréase (Benoit & Maier, 2003; Shi et al, 2010). 

 

Figure 23 Structure cristalline de la protéine UreE de H. pylori 

A : diagramme en hélices du dimère de dimères UreE sous sa forme apo. B : même figure 

avec le complexe retourné de 90° le long de l’axe horizontal. Les histidines 102 sont 

explicitées dans la structure. C : Dimère de UreE lié au nickel. D : environnement de 

coordination autour de l’ion nickel fixé par UreE. La densité électronique résultant de l’analyse 

par diffraction des rayons X est indiquée autour de la molécule en bleu clair et violet. Figure 

adaptée de (Banaszak et al, 2012). 

UreG est une GTPase dont le rôle est critique dans l’activation de l’uréase, puisque la 

mutation du domaine conservé P-loop de la protéine conduit à une inactivation de l’uréase in 

vitro. L’inhibition est également observée quand le milieu réactionnel est supplémenté avec du 

GTP non hydrolysable. L’activité d’hydrolyse du GTP de la protéine est faible in vitro, et son 

rôle dans le processus de maturation demeure obscur. L’activité GTPase est cependant plus 

importante en présence de UreE, et pourrait être significative in vivo. L’énergie provenant de 

l’hydrolyse du GTP pourrait servir à transférer le nickel d’une protéine à une autre, ou aider à la 

dissociation des deux protéines. De plus, le complexe UreE/UreG de H. pylori est stabilisé par 

le zinc in vitro, métal que peut fixer UreE (Figure 22) (Bellucci et al, 2009). Enfin, il a été 

proposé que UreG puisse carbamyler la lysine qui coordonne les ions nickel à la suite de 

l’hydrolyse du GTP (Soriano & Hausinger, 1999; Mehta et al, 2003; Banaszak et al, 2012).  
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Figure 24 Structure cristalline du complexe UreE/UreG de H. pylori 

Code couleur : orange, UreE ; bleu, UreG. En regard sont représentées les sous-unités 

homologues et le gradient de couleur détermine la résolution du complexe de 0 en vert à 1,5 

Å en rouge. Les résidus impliqués dans la coordination du nickel sont grossis dans le cercle. 

Figure adaptée de (Bellucci et al, 2009). 

UreF et UreH de H. pylori ont été cocristallisées récemment (Fong et al, 2011). La 

structure résolue a mis en évidence un complexe (UreF-UreH)22. UreF est une protéine dont 

la surface d’interaction va permettre l’échafaudage des autres éléments du complexe de 

préactivation (Lam et al, 2010).  Pour former ce complexe, la région Cter de UreF est cruciale. 

Une fois l’interaction établie entre UreF et UreH, cette région en hélice α est soumise à un 

changement conformationnel. Suite à ce changement, UreG se fixe au complexe pour former 

une structure hétérotrimérique absolument nécessaire à l’activation de l’uréase (Fong et al, 

2011).  

La maturation de l’uréase représente une étape supplémentaire sur laquelle pourra 

s’exercer un contrôle de l’activité enzymatique. Conjointement à la régulation transcriptionnelle 

de l’enzyme, du contrôle de la disponibilité du substrat par l’acidité, l’incorporation du nickel 

dans l’uréase permet une régulation fine de cette enzyme, dont l’abondance et l’activité élevée 

font courir le risque d’une intoxication par l’ammoniac à H. pylori. 

2.2. L’hydrogénase à [NiFe] de H. pylori 

2.2.1. Généralités 

Chez l’hôte, l’hydrogène H2 est produit par les microorganismes présents dans le colon, en 

majorité par les bactéries du genre Clostridium. Il résulte de la fermentation des sucres 
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complexes non assimilables par l’hôte comme la pectine (Chinda et al, 2004). L’hydrogène 

produit diffuse facilement de l’intestin jusque dans la circulation sanguine ; environ 20% vont 

être expirés via les poumons. La concentration en hydrogène dans le tissu stomacal est 

comprise entre 27 et 59 μM. H. pylori présente la particularité de respirer, en oxydant le 

formate, le lactate et le succinate, plus que le glucose et les autres sucres ; H. pylori possède un 

cycle de Krebs incomplet, et, compte tenu de sa niche et du caractère microaérophile de la 

bactérie, il a été proposé que la quantité d’oxygène utilisée est insuffisante pour complètement 

oxyder les sucres (Benoit & Maier, 2008).  

L’oxydation de l’hydrogène, conduisant à la réduction des cytochromes membranaires, 

indique que H. pylori peut respirer grâce à l’hydrogène, et cette voie énergétique va donc être 

un pourvoyeur d’ATP important (Maier et al, 2003). Des études montrent d’ailleurs que 

l’import d’acides aminés est plus important quand les cellules sont uniquement en présence 

d’hydrogène. Cette observation indique que l’oxydation de l’hydrogène est importante en cas 

de limitation en nutriments, notamment quand la bactérie est majoritairement dépendante des 

acides aminés pour se procurer des substrats carbonés (Benoit & Maier, 2008).  

Pour utiliser l’hydrogène moléculaire comme substrat respiratoire, H. pylori possède une 

unique hydrogénase à Ni-Fe, importante pour la colonisation, puisque les souches de H. pylori 

qui en sont dépourvues présentent un important défaut de colonisation (Olson & Maier, 2002). 

Contrairement aux hydrogénases des autres organismes dont l’activité est souvent 

réversible, l’hydrogénase de H. pylori catalyse uniquement la réaction suivante (Schmitt & Haas, 

1994) :  

H2  2H+ + 2e- 

Les électrons produits sont transférés au cytochrome b qui sert d’intermédiaire à leur 

passage dans la chaine de transport des électrons. 

L’hydrogénase à [NiFe] est organisée en complexe hétérotrimérique. Le gène hydA code 

pour la petite sous-unité (α), hydB pour la grande sous-unité (β) et hydC pour le cytochrome b 

ancré à la membrane (). L’enzyme est sécrétée dans le périplasme via le système Twin 

Arginine Translocation (TAT) où elle est pleinement active, ancrée à la membrane par le 

cytochrome b. 

La structure de l’hydrogénase à [NiFe] de H. pylori n’a pas encore été résolue. Par analogie 

avec l’hydrogénase de Desulfovibrio fructosovorans, on pense que la sous-unité β contiendrait 

trois centres Fe-S tandis que la sous-unité α contiendrait un centre catalytique binucléaire à fer 

et à nickel (Figure 25). 



  Chapitre 2 Le métabolisme du nickel chez Helicobacter pylori   |   Données Bibliographiques  

 

 

  64  

 

 

Figure 25 Structure de l'hydrogénase de Desulfovibrio fructosovorans 

Le centre catalytique à Nickel-Fer de la sous-unité α (gris) est agrandi dans le cadre de gauche 

pour dévoiler son environnement de coordination, tandis que l’agrandissement d’un centre 

Fe-S de la sous-unité β (noire) est représenté dans le cadre de droite. Code couleur : jaune, 

soufre ; orange, fer ; vert, nickel ; bleu, azote ; rouge, oxygène ; gris, carbone. Figure issue de 

(Leach & Zamble, 2007). 

2.2.2. Maturation de l’hydrogénase à [NiFe] 

Les hydrogénases à Nickel-Fer constituent les enzymes dont la maturation du centre 

catalytique est la plus complexe à ce jour. Comme pour l’uréase, l’insertion des cofacteurs 

métalliques dans l’apo-hydrogénase, et la maturation des centres Fe-S nécessite l’action 

coordonnée de protéines accessoires spécifiques.  

2.2.2.1. Insertion des métaux dans le centre actif 

Ces protéines accessoires ont été identifiées chez H. pylori, il s’agit des protéines Hyp, 

codées par trois opérons distincts disséminés sur le chromosome : hypA, hypBCD et hypEF. 

Ces gènes sont conservés chez E. coli où ils sont regroupés dans un seul opéron. Le processus 

de maturation de l’hydrogénase a été peu étudié chez H. pylori. Chez H. pylori, les protéines 

HypA et HypB catalysent l’incorporation de l’ion nickel dans l’apo-hydrogénase ; le rôle de 

HypC-F n’a pas été étudié en détail. Il a été montré que la mutation de HypA-B ou de HypC-F 

conduit à une diminution drastique de l’activité de l’hydrogénase chez H. pylori (Olson et al, 

2001; Benoit et al, 2004). 
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Le processus de maturation de l’hydrogénase à [NiFe] de H. pylori n’est pas connu 

précisément mais pourrait présenter des similarités avec celui décrit pour l’hydrogénase Hyd1 

de E. coli. Seules les protéines HypA et HypB ont fait l’objet d’une caractérisation biochimique 

chez H. pylori. HypA est une protéine de forme allongée possédant deux sites de fixation des 

métaux. Le site de fixation du nickel en Nter, possède un environnement de coordination en 

plan carré typique qui facilite le transfert du nickel à l’hydrogénase. Chaque monomère de 

HypA lie deux atomes de nickel. L’autre site, constitué de quatre cystéines conservées, fixe le 

zinc et a pour rôle de stabiliser la structure de HypA (Figure 26) (Mehta et al, 2003; Xia et al, 

2009). 

 

Figure 26 Diagramme en hélices et positionnement des sites de coordination des métaux de 

HypA de H. pylori 

Figure issue de (Xia et al, 2009). 

Chez H. pylori HypB est une petite GTPase capable de fixer soit le nickel, soit le zinc. La 

fixation du nickel sur HypB induit la dimérisation de celle-ci en l’absence d’autre partenaire, ou, 

son interaction avec HypA. La multimérisation de HypB stimule par ailleurs l’activité GTPase de 

HypB (Sydor et al, 2011; Xia et al, 2012). 

Chez E. coli, l’insertion du cofacteur métallique requiert l’action concertée de SlyD avec 

HypA et HypB. SlyD, dont la structure a récemment été résolue chez H. pylori, est une 

protéine multi-domaines ayant pour rôle d’assurer un repliement correct des protéines grâce à 

une activité peptidyl-prolyl cis/trans-isomerase. De plus, SlyD est capable de fixer les métaux, 

notamment le nickel (KM < 10-10 M). Cette fixation a lieu dans la région Cter riche en résidus 

histidine et cystéine (Kaluarachchi et al, 2011a; Cheng et al, 2012; Witkowska et al, 2012b). 

Chez E. coli, où HypB est déficient en domaine poly-histidine de fixation du nickel, SlyD agirait 

comme un réservoir à nickel, et, en établissant un complexe avec HypAB, permettrait l’insertion 

du cofacteur dans le centre actif de l’hydrogénase. HypA agirait alors comme une protéine 
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structurelle, permettant l’échafaudage de HypB qui fournirait l’énergie nécessaire à 

l’incorporation du nickel fourni par SlyD (Chan Chung & Zamble, 2011; Kaluarachchi et al, 

2011b). Cependant, nous ne savons pas si ces observations obtenues chez E. coli sont 

transposables à l’hydrogénase de H. pylori. En effet, une étude récente a démontré que chez 

Campylobacter jejuni, phylogénétiquement proche de H. pylori, la maturation de l’hydrogénase 

est indépendante de SlyD (Howlett et al, 2012). Chez H. pylori, la maturation de l’hydrogénase 

à [NiFe] pourrait donc être dépendante d’autres protéines ayant une forte capacité de fixation 

du nickel. Comme nous le verrons après, H. pylori possède plusieurs de ces protéines. Il est 

proposé que HypA serve de métallochaperonne tandis que HypB, par hydrolyse du GTP, 

apporte l’énergie nécessaire à l’incorporation du métal dans l’enzyme et la dissociation du 

complexe HypB/Apo-HypA (Maier et al, 2007). Le rôle de SlyD chez H. pylori pourrait alors 

être limité au contrôle qualité du repliement de la protéine avant sa sécrétion, puisque SlyD 

possède un domaine d’interaction avec le peptide signal TAT (Cheng et al, 2012). Des 

expériences sont en cours dans notre laboratoire pour connaître plus précisément le rôle de 

SlyD chez H. pylori et évaluer son importance dans la colonisation du modèle animal. 

Les protéines HypE et HypF n’ont pas été étudiées chez H. pylori. Chez E. coli, le 

complexe HypEF est impliqué dans la synthèse du ligand cyanidé nécessaire à la coordination de 

l’atome de fer dans l’hydrogénase. HypF se sert du carbamoyl-phosphate comme substrat pour 

carbamoyler HypE. Par une activité déshydratase dépendante de l’ATP, HypE produit en retour 

du thiocyanate qui est incorporé dans le centre catalytique de l’hydrogénase (Blokesch et al, 

2004b). La voie par laquelle le monoxyde de carbone, autre ligand du fer dans le centre 

catalytique est synthétisé est moins claire.  

Quant au complexe HypCD, il participe au transfert du thiocyanate lié au fer jusque dans 

l’hydrogénase. Ce transfert implique l’établissement de sous-complexes dynamiques entre ce 

complexe, HypEF et HydAB (Blokesch et al, 2004a).  

2.2.2.2. Maturation des centres Fe-S 

La maturation des centres Fe-S est une autre étape critique de la maturation de 

l’hydrogénase. Les centres Fe-S sont capables d’atteindre un très faible potentiel 

oxydoréducteur, avec des états redox variés et ils sont très sensibles aux stress métalliques et 

oxygénés. De manière générale, les centres Fe-S sont les cofacteurs inorganiques ubiquitaires 

de nombreuses protéines qui sont impliqués dans le transfert des électrons, la catalyse ou la 

régulation (Fontecave, 2006; Py & Barras, 2010). 
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Coordonnés selon une structure rhombique pour les centres 2Fe-2S, ou cubique pour les 

4Fe-4S, la biosynthèse du centre ainsi que son assemblage dans l’apoenzyme qui le reçoit 

nécessite l’action concertée d’un complexe de biosynthèse (Figure  27). 

 

 

Figure 27 Structure des centres Fe-S 

(A) : structure rhombique 2Fe-2S ; (B) : structure cubique 4Fe-4S. Code couleur : jaune, 

soufre ; vert, fer. Figure adaptée de (Frazzon & Dean, 2001). 

Il existe trois systèmes enzymatiques largement répandus dans le monde vivant qui sont 

capables d’assurer la biogenèse des centres Fe-S. E. coli possède deux de ces trois systèmes. 

Le premier, codé par les gènes isc, code pour un régulateur (IscR), une cystéine désulfurase 

(IscS), une protéine architecte ou scaffold (IscU), une protéine de type A (IscA), une 

chaperonne de la famille DnaJ (HscB), une chaperonne de la famille DnaK et une ferrédoxine 

(Fdx) (Tokumoto & Takahashi, 2001). L’autre système est codé par l’opéron suf et code pour 

une protéine de type A (SufA), une cystéine désulfurase hétérodimérique (SufSE) et un pseudo 

ABC transporteur qui servirait de protéine scaffold (SufBCD) (Figure 28) (Outten et al, 2004; 

Loiseau et al, 2003). Enfin, un troisième système, dédié à la maturation de la nitrogénase chez 

les organismes fixant l’azote est assuré par les gènes nifU et nifS, codant respectivement pour 

une pyridoxal phosphate cystéine désulfurase, et une protéine architecte  (Takahashi & 

Tokumoto, 2002). Pour une revue, voir (Py & Barras, 2010). 
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Figure 28 Mécanismes de biosynthèse des centres Fe-S 

Utilisation des systèmes Isc et Suf pour la biosynthèse des centres [Fe-S] chez les bactéries. 

CyaY, protéine fixant le fer ; Fdx, ferrédoxine ; HscAB, protéines chaperonnes. Figure adaptée 

de (Lill, 2009). 

H. pylori, comme Campylobacter jejuni, possède uniquement un opéron nif. A cause de la 

spécificité de NifU et NifS pour la nitrogénase, enzyme absente chez ces bactéries, et en 

l’absence d’opérons isc et suf, la question de la biogenèse des centres Fe-S chez les -

Proteobacteria est intrigante. Et ce d’autant plus que NifSU est décrit pour être actif 

uniquement en anaérobiose (Olson et al, 2000). NifS est homologue à IscS et SufS et présente 

une activité de cystéine désulfurase. Quant à NifA elle peut être divisée en deux domaines ; le 

domaine Nter est similaire à IscU, le domaine Cter, possède trois résidus cystéine conservés avec 

IscA, importants pour la fonction d’échafaudage du centre Fe-S naissant. Il a été montré que 

l’opéron nif de H. pylori était capable de complémenter la délétion des opérons isc et suf chez 

E. coli, et ce, de manière intéressante, sans le concours de protéines comme HscA ou B, 

hydrolysant l’ATP. Cette démonstration apporte la preuve de la polyvalence du système NifSU 

de H. pylori pour la maturation des centres Fe-S (Tokumoto et al, 2004). 

2.2.2.3. Voies communes de maturation de l’hydrogénase et de 

l’uréase 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, une interconnexion physique entre les 

voies de maturation de l’hydrogénase et de l’uréase a été apportée par l’étude en TAP de Stingl 

et al. (Stingl et al, 2008). Une étude génétique avait au préalable montré le chevauchement des 

voies de maturation des deux enzymes à nickel chez H. pylori. En effet, quand les auteurs ont 

muté HypA dans son site de fixation du nickel, ils ont observé une perte quasi-totale des 

activités de l’uréase et de l’hydrogénase (Mehta et al, 2003). 
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Ces observations vont dans le sens d’une machinerie unique et interconnectée des 

protéines de maturation des enzymes à nickel chez H. pylori. 

Plus largement, Stingl et al. ont observé dans leur étude en TAP une interaction entre le 

système Nif et la machinerie de maturation de l’hydrogénase (Stingl et al, 2008). On peut donc 

proposer que tout le processus de maturation des centres actifs à métaux de l’uréase et de 

l’hydrogénase, et pas seulement la coordination du nickel dans le site catalytique, soit couplés 

chez H. pylori. 

Un tel mécanisme pourrait conduire à une plus grande réactivité en mettant des complexes 

de maturation préformés à disposition des enzymes néosynthétisées, permettant ainsi 

d’optimiser la métallation de l’une ou l’autre des protéines, ou de réguler la distribution du 

nickel entre les deux enzymes par un mécanisme encore inconnu. 

3. Gestion des flux de nickel chez H. pylori 

Pour que le nickel puisse être inséré dans les enzymes cytoplasmiques, il doit être 

transporté au travers des membranes externes et cytoplasmiques. Cependant, cette entrée doit 

se faire de manière régulée afin d’éviter les effets délétères de l’accumulation excessive du 

métal. Les bactéries dépendantes du nickel ont donc développé des systèmes d’acquisition 

sophistiqués similaires à ceux utilisés pour importer le fer et doivent assurer un contrôle très 

strict de la concentration intracellulaire en nickel. 

3.1. Importation du nickel au travers de la membrane 

cytoplasmique 

3.1.1. Transporteurs ATP-dépendants 

Chez E. coli, dépendante du nickel pour le fonctionnement de ses hydrogénases, ainsi que 

chez Brucella suis ou encore Vibrio parahemolyticus, un transporteur de type ABC NikABCDE 

permet au nickel de traverser la membrane cytoplasmique (Li & Zamble, 2009b). 

Chez E. coli¸ l’opéron nik, codant NikABCDE est induit en anaérobiose et est strictement 

requis pour assurer l’activité hydrogénase. Structuralement, les protéines NikB et NikC forment 

un canal transmembranaire alors que NikD et NikE forment le domaine cytoplasmique 

d’hydrolyse de l’ATP. NikA sert de protéine de liaison du nickel dans le périplasme. Le nickel est 

ensuite transporté par NikDE (Navarro et al, 1993). Christine Cavazza, à l’Institut de Biologie 

Structurale de Grenoble, a déterminé la structure tridimensionnelle de NikA et observé que 

NikA ne lie pas directement le nickel, mais par l’intermédiaire d’une molécule organique 
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tricarboxylée qu’elle a nommée nickelophore par analogie aux sidérophores. L'hypothèse est 

que cette molécule servirait de chélateur à nickel dans le milieu extérieur. La nature précise de 

ce nickelophore et sa voie de biosynthèse restent pour le moment inconnus (Cavazza et al, 

2011). Chez H. pylori, l’opéron dpp présente entre 40 et 56% d’homologie avec Ec-nikABCDE. 

Cependant, la délétion de l’opéron dpp n’a aucune influence sur le transport du nickel chez H. 

pylori et son rôle in vivo est inconnu (Davis & Mobley, 2005). 

Une nouvelle famille de transporteurs de cobalt et nickel de type ABC a été décrite chez 

Salmonella enterica sv typhimurium. Elle a la particularité d’être déficiente en protéine 

périplasmique de liaison du métal. Cette famille est largement répandue chez les procaryotes ; 

pour le nickel, il s’agit du système NikMNQO. Ni ce système, ni NikABCDE n’ont 

d’homologues chez H. pylori (Rodionov et al, 2006). 

3.1.2.  Transporteur protons-dépendant : NixA 

Les transporteurs de la famille NiCoT, dont le prototype a été identifié chez Ralstonia 

metallidurans, utilisent la force proton motrice transmembranaire comme source d’énergie pour 

transporter le nickel et le cobalt au travers de la membrane interne (Degen et al, 1999). Chez 

H. pylori, la protéine NixA appartient à la famille des transporteurs de type NiCoT. Il s’agit 

d’une protéine intégrale de membrane interne de 32 kDa qui contient huit segments 

transmembranaires. Son affinité pour le nickel est très élevée (Kd = 11, 4 nM). En revanche, la 

vitesse de transport est faible ; ce transporteur est donc de haute affinité mais de faible capacité 

pour le transport du nickel (Mobley et al, 1995a; Bauerfeind et al, 1996; Fulkerson & Mobley, 

2000). La mutation de ce transporteur chez H. pylori conduit à une inhibition du transport du 

nickel et une diminution de l’activité uréasique, tandis que la résistance aux excès de nickel est 

accrue. De plus, des expériences de transport du nickel radioactif ont confirmé le rôle de NixA 

comme transporteur de membrane interne du nickel (Bauerfeind et al, 1996; Mobley et al, 

1999).  

Malgré le rôle important de NixA comme transporteur de nickel, le mutant n’est pas 

affecté dans la colonisation et conserve 50% de son activité uréasique en milieu non 

supplémenté en nickel (Nolan et al, 2002; Bauerfeind et al, 1996). Ces observations suggèrent 

l’existence d’autres transporteurs de membrane interne impliqués dans le transport du nickel.  

3.1.3. Transport au travers de la membrane externe 

Il est largement admis que les solutés de bas poids moléculaire traversent la membrane 

externe des bactéries à Gram négatif au travers de porines, en fonction du gradient de 
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concentration. Un transport de haute affinité de molécules insolubles ou peu abondantes au 

travers de la membrane externe s’effectue par des TBDT ; les sidérophores sont transportés 

par ce système. Le nickel étant un composé présent à l’état de traces dans le corps humain, 

notre unité a cherché à savoir si ce type de transport avait lieu pour l’ion Ni2+. 

Chez H. pylori, il existe un opéron tonB/ExbB/ExbD dont l’expression est activée par le fer 

et le nickel au travers des régulateurs transcriptionnels Fur et NikR, respectivement (Delany et 

al, 2005). Parallèlement, les gènes fecA3, FrpB4 et ceuE1, codant pour des transporteurs de 

membrane externe interagissant avec le système TonB/ExbB/ExbD sont uniquement régulés par 

le nickel (Contreras et al, 2003). Ces résultats indiquent un possible recouvrement des voies 

d’acquisition de haute efficacité du fer et du nickel chez H. pylori. 

Dans notre laboratoire, Schauer et al. ont montré que la machinerie TonB/ExbB/ExbD est 

importante pour l’acquisition du fer à pH neutre et du nickel à pH acide. De plus, l’exposition 

d’une souche sauvage de H. pylori à des concentrations croissantes de nickel montre une forte 

répression de la synthèse de ExbB, confirmant la régulation de cette machinerie par le nickel, et 

donc, ayant éventuellement un rôle dans le transport du nickel (Schauer et al, 2007). 

La protéine de membrane externe FrpB4 de H. pylori possède toutes les caractéristiques 

structurales des protéines de TBDT. Dans notre laboratoire, Schauer et al. ont montré que 

FrpB4 est un TBDT et que, initialement annoté comme transporteur du fer, sa régulation est 

uniquement dépendante du nickel. La délétion du gène codant cette protéine conduit chez H. 

pylori à une inhibition de l’accumulation du nickel à l’intérieur de la cellule à pH acide qui est 

corrélée à une inhibition du transport du nickel radioactif quand celui-ci est en faible 

concentration. Ces observations sont corrélées à une diminution de l’activité uréasique en 

milieu non supplémenté en nickel (Schauer et al, 2007). 

Parallèlement, la délétion du système TonB/ExbB/ExbD a un impact sur le transport du fer. 

A pH acide la majorité du fer se trouve sous forme (II), soluble, et peut donc diffuser par les 

porines. Les souches mutées deviennent alors résistantes aux excès de fer et sont dépendantes 

d’une importante supplémentation du milieu en fer pour leur croissance à pH neutre. La 

supplémentation en fer, quelle que soit son origine (citrate de fer, lactoferrine humaine, 

hémoglobine) est capable de restaurer le phénotype de croissance d’une souche sauvage. La 

restauration du phénotype sauvage est indépendante de FrpB4 ce qui indique que cette 

protéine est uniquement dévolue à l’import du nickel en conditions limitantes (Schauer et al, 

2007). FrpB4 est donc le premier transporteur de type TBDT décrit à être spécialisé dans le 

transport du nickel à faibles concentrations. 
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Les sidérophores fixant le fer sont des molécules de haute affinité prises en charge par les 

transporteurs TonB dépendants. Chez H. pylori l’hypothèse d’un nickelophore agissant selon les 

mêmes modalités que les sidérophores est attractive. En absence de données de structures sur 

FrpB4, on ne sait pas si ce transporteur reconnait le nickel seul ou complexé à un ligand de type 

nickelophore. Un nickelophore potentiel pourrait être soit synthétisé par la bactérie, soit 

provenir du milieu extérieur. Un crible génétique est actuellement en cours dans notre 

laboratoire pour identifier les gènes potentiellement impliqués dans la synthèse d’un 

nickelophore. 

3.2. Efflux 

Une pompe d’efflux homologue au système initialement identifié chez Ralstonia eutropha, 

et largement distribuée, a été décrite chez H. pylori. Il s’agit d’une pompe d’efflux généralement 

impliquée dans la résistance aux métaux lourds et aux antibiotiques, et qui utilise la force 

proton motrice pour expulser les composés toxiques hors du cytoplasme (Nies, 2003).  

Chez H. pylori, ce système est codé par l’opéron cznABC. CznA constitue la protéine 

structurale de la pompe conférant la spécificité de substrat et fonctionnant comme un antipore 

à cations protons dépendant. CznB est une protéine périplasmique d’ancrage du système à la 

membrane. Enfin, CznC est un homologue de la protéine d’efflux membranaire TolC. Ce 

système confère à H. pylori la capacité de résister aux très fortes concentrations en cadmium, 

zinc et nickel. De plus, la délétion de cznA et cznC induit une augmentation de l’activité 

uréasique cohérente avec une augmentation du nickel intracellulaire (Stähler et al, 2006). Enfin, 

les mutants du système CznABC sont incapables de coloniser l’estomac du modèle murin, 

démontrant le rôle in vivo d’un tel mécanisme de résistance aux excès de nickel. Cette 

déficience dans la colonisation s’explique probablement par l’augmentation de l’activité 

uréasique. En effet, malgré un système d’acquisition aussi affin que celui de H. pylori, il est peu 

probable que les conditions dans l’hôte soient suffisamment favorables pour que la bactérie 

subisse un excès d’import de nickel.  

3.3. Protéines fixant le nickel 

Nous avons vu que le fer peut être stocké dans les ferritines qui constituent un réservoir 

intracellulaire, tout en maintenant le fer hors d’état d’exercer ses effets délétères. Chez E. coli, il 

a été proposé que SlyD et HypB puissent servir de réservoir à nickel. Cependant, chez H. pylori, 

HypB ne contient pas de motif Cter de fixation du nickel et SlyD n’a aucun rôle connu. On peut 

donc supposer que d’autres protéines assurent le stockage du nickel. 
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3.3.1. Différentes protéines de fixation du nickel chez H. pylori 

Le nickel est un élément central de la physiologie de H. pylori. En tant que cofacteur dans 

l’uréase et l’hydrogénase, il nécessite d’être pris en charge par une batterie de protéines 

impliquées dans la maturation de ces enzymes. Cependant, de manière analogue au fer, le nickel 

doit pouvoir être complexé et stocké, à but de réserve, tout en prémunissant la cellule de ses 

effets délétères. H. pylori possède plusieurs protéines capables de fixer le nickel. Une de leurs 

caractéristiques est leur richesse en résidus histidine. A l’heure actuelle, la littérature ne 

mentionne que quelques protéines riches en histidine. On peut citer l’Histidine-Proline-Rich-

Glycoprotein humaine synthétisée par le foie et qui est un inhibiteur de l’angiogenèse. Cette 

protéine constituée de 13% de résidus histidine a pour fonction de lier le zinc (Jones et al, 

2005). Chez Plasmodium falciparum, il existe trois protéines à 35% riches en histidine. Elles sont 

sécrétées par P. falciparum dans l’érythrocyte et servent à détoxifier les composés toxiques dus 

à la dégradation de l’hémoglobine par le parasite (Papalexis et al, 2001; Akompong et al, 2002). 

Les peptides antimicrobiens se caractérisent aussi par leur richesse en histidine (Wiesner & 

Vilcinskas, 2010).  

Chez les bactéries, les protéines riches en histidine sont rares et correspondent 

généralement aux protéines accessoires des enzymes à nickel. A titre d’exemple nous pouvons 

citer la protéine CooJ de Rhodospirillum rubrum qui participe au fonctionnement de la CO 

déshydrogénase. CooJ contient 50% de résidus histidine dans sa région Cter et fixe le nickel, 

deux caractéristiques qui lui confèrent des propriétés similaires à la protéine UreE de K. 

aerogenes (Watt & Ludden, 1998). La protéine Whp de E. coli, ayant un orthologue chez 

Pseudomonas fluorescens, a des homologies de séquence avec les cyclophilines eucaryotes. Elle 

se caractérise par un domaine Cter de fixation aux métaux contenant 30% de résidus histidine. 

Cette protéine lie les métaux et notamment le nickel et le zinc avec une haute affinité. Le rôle 

de cette protéine est à ce jour inconnu chez E. coli (Wülfing et al, 1994). 

3.3.2. HspA, une protéine multifonctionnelle 

HspA (Heat Shock Protein A) est une chaperonne, homologue à la protéine GroES 

(Suerbaum et al, 1994). GroES est une protéine essentielle largement conservée parmi les 

génomes procaryotes et eucaryotes. Elle constitue la co-chaperonne du complexe 

GroES/GroEL, complexe en forme de tonneau dont le rôle est d’assurer un repliement 

tridimensionnel correct des protéines (Figure 29) (Radford, 2006). 
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HspA possède de plus une extension Cter non structurée de 27 acides aminés, riche en 

résidus histidine (8/27) et cystéine (4/27), comprenant le motif HX4DH, identifié comme 

impliqué dans la fixation du nickel (Eitinger et al, 2005). Cette extension est unique à H. pylori 

et aux deux espèces les plus proches phylogénétiquement, Helicobacter acinonychis et 

Helicobacter cetorum ; elle n’est pas conservée dans les autres espèces bactériennes 

(Suerbaum et al, 1994). 

 

Figure 29 Structure du complexe GroES/GroEL et diagramme de GroES avec mise en 

évidence de l'extension Cter de HspA 

Figure issue de (Schauer, 2007). 

L’étude de la protéine HspA de H. pylori dans notre laboratoire, a permis de montrer que 

les mutants délétés de l’extension fixant le nickel étaient plus sensibles aux excès de nickel et 

présentaient une concentration intracellulaire en nickel diminuée (Schauer et al, 2010). Ces 

résultats indiquent donc clairement une implication de HspA dans le stockage et la 

séquestration du nickel. 

Initialement, HspA avait été proposée comme étant une chaperonne de l’uréase. En effet, 

chez E. coli, l’expression combinée de HspA et de l’uréase de H. pylori conduisait à une 

augmentation de l’activité uréasique (Suerbaum et al, 1994; Kansau et al, 1996). Chez H. pylori, 

cette observation n’a pas été confirmée. En revanche, la délétion de HspA, de son extension 

Cter, ou la mutation des résidus impliqués dans la fixation du nickel, conduit à une très forte 

diminution de l’activité de l’hydrogénase à [NiFe] en absence de supplémentation en nickel, 

alors que l’activité de l’uréase est inchangée (Schauer et al, 2010). HspA est donc une protéine 

de séquestration du nickel pour l’hydrogénase, dont le mode d’action précis reste à déterminer. 
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3.3.3. Hpn et Hpn-2 

H. pylori possède également deux autres protéines riches en histidine : Hpn et Hpn-2. Ces  

protéines ont été caractérisées in vitro pour leur capacité à fixer le nickel. 

Hpn est une petite protéine de 60 acides aminés (7 kDa) comprenant 28 résidus histidine 

et 4 résidus cystéine (Gilbert et al, 1995; Mobley et al, 1999). Ces 4 résidus permettent une 

stabilisation de la liaison des cations métalliques divalents (Ni2+, Bi3+, Zn2+) et les liaisons les plus 

fortes sont établies avec le bismuth, puis le nickel (Rowinska-Zyrek et al, 2011). Chaque 

monomère de Hpn peut fixer 5 ions nickel in vitro avec un Kd = 7,1 μM à pH = 7,4. La 

protéine est très abondante in vivo (2% des protéines totales) et son expression en système 

hétérologue aboutit à des complexes de 7 à 500 kDa, avec une forme prédominante 

correspondant à un 20-mère. L’expression de Hpn chez E. coli augmente la tolérance de la 

souche aux excès de nickel. On peut supposer que le nickel est alors séquestré par Hpn dans la 

cellule (Ge et al, 2006). Chez H. pylori, la délétion de Hpn conduit à une moindre résistance au 

bismuth, au nickel et au cadmium tandis que les sensibilités au zinc et au cobalt sont inchangées 

(Mobley et al, 1999; Seshadri et al, 2007). 

Hpn-2, initialement appelée Hpn-like, est une protéine partageant 56% d’identité de 

séquence avec Hpn. Hpn-2 (72 résidus, 8,8 kDa) est composée d’une région Nter riche en 

résidus histidine (18/72) très similaire à Hpn, et d’une région Cter riche en répétitions de résidus 

glutamine (30/72). Hpn-2 lie très fortement le nickel in vitro (Kd = 3,8 μM), indépendamment 

des résidus glutamine, qui en revanche sont impliqués dans la stabilisation du complexe 

nickel/histidine (Witkowska et al, 2011). A la très forte similitude entre les séquences Nter de 

Hpn et Hpn-2 (Figure 30) s’ajoute une forte conservation au niveau nucléotidique. Ces deux 

gènes pourraient être issus d’une duplication ancienne, même si l’hypothèse d’une convergence 

liée à la forte concentration en acides aminés semblables dans la région est possible 

(Communication personnelle de Céline Brochier-Armanet).  

 

Figure 30 Alignement des séquences protéiques de Hpn et Hpn-2 

Séquence des protéines Hpn et Hpn-2 synthétisées par la souche 26695 de H. pylori (Tomb 

et al, 1997). Les étoiles indiquent les résidus conservés entre les deux protéines. Code 

couleur des acides aminés : rouge, petit hydrophobe ; bleu, acide ; rose, basique ; vert, 

hydroxylé ou sulfhydrilé ou aminé. Alignement réalisé par ClustalW2. 

Lorsque Hpn-2 est exprimée chez E. coli, elle augmente la tolérance de la bactérie aux 

concentrations élevées en nickel et sa purification montre une protéine dans un état 

       * * * * *  *         * * * * * *  * * * *   * * * * * * *     *  *                *        
Hpn    MAHHEEQHG- - - - GHHHHHHHTHHHHYHGGEHHHHHHSSHHEEGCCSTS- - - - - - DSHHQEEGCCHGHHE- -  60 
Hpn- 2  MAHHEQQQQQQANSQHHHHHHAHHHHYYGGEHHHHNAQQHAEQQAEQQAQQQQQQQAHQQQQQKAQQQNQQY 72 

 



  Chapitre 2 Le métabolisme du nickel chez Helicobacter pylori   |   Données Bibliographiques  

 

 

  76  

 

d’oligomérisation de 22 sous-unités (201 kDa) (Zeng et al, 2008; Witkowska et al, 2011). Un 

article publié par Seshadri et al. rapporte que chez H. pylori Hpn-2 joue un rôle majeur dans la 

résistance aux excès de nickel et de cadmium. Les auteurs rapportent aussi qu’un des effets 

communs de Hpn et Hpn-2 est de limiter l’activité de l’uréase chez H. pylori ; lorsque les gènes 

codant pour ces protéines sont mutées, Seshadri et al., observent une dérépression de l’activité 

uréasique qu’ils expliquent par une plus grande quantité de nickel intracellulaire disponible pour 

l’uréase (Seshadri et al, 2007). Selon ces auteurs, le rôle de Hpn et Hpn-2 serait d’entrer en 

compétition avec l’uréase en séquestrant le nickel, qui, au vu des propriétés physicochimiques 

de ces protéines, serait relargué à pH acide et alors incorporé dans l’uréase. 

Du point de vue de la régulation, l’expression de Hpn et Hpn-2 est activée par le 

régulateur transcriptionnel répondant au nickel, NikR, en présence de nickel. De plus Hpn-2 est 

induit à pH acide (Bury-Moné et al, 2004; Muller et al, 2011). 

Le travail de Ge et al., a récemment mis en lumière la capacité de Hpn à former des fibres 

amyloïdes in vitro (Ge et al, 2011). De telles fibres sont similaires à celles retrouvées en 

pathologie humaine dans la maladie d’Alzheimer. Dans leur étude, les auteurs démontrent un 

effet cytotoxique de ces fibres sur les cellules gastriques humaines en culture. De plus, les 

auteurs émettent l’hypothèse que Hpn puisse être sécrétée et passe la barrière hémato-

encéphalique, agissant dans le cerveau comme un potentialisateur de la maladie d’Alzheimer 

(Ge & Sun, 2011). Une telle hypothèse est basée sur un travail suggérant un lien, non démontré, 

entre infection à H. pylori et développement de la maladie d’Alzheimer (Kountouras et al, 

2012). 

Plus que le rôle de Hpn en pathologie humaine, il est intéressant de noter que les protéines 

formant des fibres responsables de maladies chez l’homme sont généralement constituées de 

répétitions de glutamine qui évoquent Hpn-2 (Ross & Poirier, 2005). De plus, il a été montré 

que le cerveau des patients atteints de maladie d’Alzheimer avait une concentration 

anormalement élevée en métaux (Bush, 2012). S’il est peu probable que des fibres soient 

présentes in vivo dans la cellule de H. pylori, l’hypothèse que ces protéines soient sécrétées et 

puissent constituer un réservoir local de métaux serait une observation inédite dans le monde 

bactérien (voir la section Discussion et Perspectives de ce travail). 

Un maintien correct de l’homéostasie du nickel est crucial pour H. pylori, tant du point de 

vue de la réponse d’urgence à l’acidité, que pour sa capacité à établir une colonisation durable 

de sa niche. Si les mécanismes enzymatiques requérant le nickel sont bien connus, on sait peu 

de choses sur la manière dont le trafic de ce métal est organisé dans la cellule. L’étude de 
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Seshadri et al. a permis de dégager des rôles possibles de Hpn et Hpn-2 dans le métabolisme 

du nickel et la physiologie cellulaire dépendante du nickel (Seshadri et al, 2007). Cependant, 

cette étude présente des biais méthodologiques et des observations discutables que nous 

critiquerons dans la partie expérimentale de cette thèse.  

Le travail réalisé au cours de cette thèse a pour but d’étudier in vivo le rôle des protéines 

Hpn et Hpn-2 et leur implication sur le fonctionnement des enzymes à nickel, la sensibilité aux 

métaux et la gestion du stock de nickel intracellulaire. De plus, afin de déterminer la place de 

Hpn et Hpn-2 au sein du réseau d’effecteurs permettant l’homéostasie du nickel, nous avons 

recherché les partenaires d’interaction de ces protéines. 

4. Régulation transcriptionnelle des protéines reliées au 

nickel 

Le maintien à l’équilibre de la concentration intracellulaire en nickel implique que H. pylori 

puisse moduler l’importation et le stockage de ce métal en fonction des conditions 

environnementales. H. pylori possède un régulateur transcriptionnel répondant au nickel, NikR. 

Cette protéine agit de manière pléiotropique et régule globalement la physiologie cellulaire. 

4.1. Généralités sur NikR 

 NikR est un régulateur transcriptionnel responsable de la réponse globale de H. pylori au 

nickel (Contreras et al, 2003). Largement distribué chez les bactéries, c’est le seul 

métallorégulateur de la famille Ribbon-Helix-Helix (Chivers & Sauer, 1999; Rodionov et al, 

2006). 

Initialement identifié chez E. coli, NikR lie le nickel et, en réponse, se fixe au site opérateur 

palindromique de l’opéron nikABCDE  (GTATGA-N16-TCATAC) codant pour le transporteur 

membranaire du nickel, entrainant un arrêt de sa transcription par défaut de recrutement de 

l’ARN-polymérase (Pina et al, 1999). De manière surprenante, NikR ne semble posséder 

aucune autre cible chez E. coli. 

La structure de NikR chez E. coli (Ec-NikR) révèle un tétramère où chaque monomère 

comporte un domaine Cter qui fixe le nickel et un domaine Nter qui contient le motif Ribbon-

Helix-Helix. C’est par ce domaine que la protéine lie l’ADN (Figure 31) (Schreiter et al, 2003). 



  Chapitre 2 Le métabolisme du nickel chez Helicobacter pylori   |   Données Bibliographiques  

 

 

  78  

 

 

Figure 31 Structure cristalline de NikR de E. coli 

Diagramme de NikR de E. coli sous forme apo. A droite en noir sont indiqués les hélices α et 

feuillets β caractéristiques du monomère de NikR. Chaque monomère constituant le 

tétramère actif est indiqué dans une couleur différente. Figure adaptée de (Schreiter et al, 
2003). 

Ec-NikR possède deux types de sites de liaison au nickel situés à l’interface du tétramère : 

des sites de haute affinité (Kd ≈ 7 pM) et des sites de faible affinité (Kd ≈ 10 μM). Le nickel est 

coordonné à ces sites via trois histidines et une cystéine (Schreiter et al, 2003). Cette 

caractéristique semble être commune aux différentes protéines NikR et a été retrouvée dans 

les structures cristallines des NikR de Pyrococcus horokoshii et de H. pylori (Dian et al, 2006). 

Cependant, il est proposé que ces sites jouent un rôle différent dans la stabilisation du 

complexe NikR/ADN.  

Les structures montrent que le tétramère NikR sous forme apo adopte une configuration 

ouverte défavorable à l’établissement d’une liaison avec l’ADN. La liaison du nickel aux sites de 

faible affinité engendre un changement conformationnel qui permet à la molécule d’accéder à 

un premier niveau d’activation autorisant la reconnaissance des sites de régulation sur l’ADN. La 

liaison du nickel aux sites de faible affinité, autrement dit, quand la concentration en nickel dans 

la cellule devient plus importante, augmente de plus de 250 fois l’affinité de NikR pour les 

opérateurs reconnus. NikR se stabilise sur l’ADN et établit des interactions avec les deux 

moitiés de la séquence opérateur (Figure 32). Il est prédit que la protéine atteigne in vivo des 

niveaux d’efficience différents en fonction de la concentration intracellulaire en nickel, nulle, 

faible, ou élevée (Chivers & Tahirov, 2005; Dian et al, 2006). 
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Figure 32 Structure dynamique de NikR chez E. coli 

A : Flexibilité de la protéine NikR en fonction de sa liaison au nickel ou à l’ADN. B : 

Complexe de NikR avec l’ADN. La séquence prototype représentée en bas de la figure est 

constituée de l’opérateur de l’opéron nikABCDE de E. coli. Les bases surlignées en orange 

constituent le point de contact de NikR sur l’opérateur. Les bases soulignées en rouge 

correspondent à la région -10 du promoteur. Les ions nickel sont représentés par les sphères 

vertes. Les sphères roses représentent les ions potassium K+. Ces ions potassium proviennent 

du tampon utilisé pour la cristallisation et il est probable que in vivo, lorsque la concentration 

en nickel augmente, celui-ci prenne la place du potassium. Figure adaptée de (Schreiter et al, 
2006). 

La protéine NikR de H. pylori possède 21% d’identité de séquence avec Ec-NikR. Chez H. 

pylori, les caractéristiques globales de Ec-NikR sont conservées. Toutefois, si les résidus 

composant les sites de liaison de faible affinité sont conservés, les structures cristallines n’ont pas 

permis à ce jour d’identifier du nickel fixé à ces sites. De plus, les mutations de ces sites 

n’entraînent pas une diminution de l’affinité de NikR pour l’ADN. Le rôle de ces sites chez H. 

pylori n’est donc pas clairement établi (West et al, 2010, 2012). L’originalité structurale du NikR 

de H. pylori réside dans la présence de sites de liaison au nickel additionnels à ceux identifiés 

dans les autres espèces. Le premier site de liaison, appelé site externe, est localisé à la surface 

de l’interface de tétramérisation. L’autre site, appelé site intermédiaire de liaison, servirait de 

zone de fixation temporaire pour le nickel, en transit soit pour le site externe, soit pour le site 

de haute affinité (Figure 33). 
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Figure 33 Localisation des sites de liaison du nickel sur le tétramère NikR de H. pylori 

Diagramme de la structure de NikR chez H. pylori. Le domaine de liaison à l’ADN est indiqué 

en rouge ou saumon et le domaine de tétramérisation en gris ou noir. Le nickel est 

représenté par les sphères oranges, jaunes ou vertes. L’environnement de coordination du 

nickel dans chaque site est explicité par les agrandissements à droite : A, sites de haute affinité 

et sites intermédiaires ; C, sites externes. B : résidus situés à l’interface de tétramérisation 

Figure adaptée de (Bahlawane et al, 2010). 

Chez H. pylori, des données obtenues en diffusion des rayons X aux petits angles (Small-

angle X-ray scattering, SAXS) suggèrent que le tétramère de NikR est déjà dans une 

configuration favorable et que la liaison du nickel n’entraîne pas de changement 

conformationnel majeur. Alors que les sites de liaison au nickel de haute affinité sont 

absolument requis pour lier l’ADN, ils ne sont cependant pas suffisants. Le rôle des sites 

externes est alors primordial. Ils ne pourront être chargés qu’après coordination du nickel sur 

les sites de haute affinité. Leur chargement provoque un léger changement de conformation de 

la protéine qui augmente l’avidité de NikR pour les promoteurs de faible affinité. On peut aussi 

noter que la liaison aux promoteurs in vitro peut nécessiter du manganèse. Cette observation 

permet de spéculer sur le rôle d’autres métaux nécessaires à une liaison efficace de NikR à 

l’ADN (Zambelli et al, 2008; Bahlawane et al, 2010; West et al, 2012). 

4.2. Régulation fonctionnelle due à NikR 

Chez E. coli NikR a pour seul effet d’inhiber la transcription de l’opéron nikABCDE et par 

conséquent limite l’entrée du nickel dans la cellule. Le génome de H. pylori  ne code que pour 

17 protéines identifiées comme facteurs de transcription ou régulateurs. Cette caractéristique se 

traduit par une importante interconnexion des circuits régulateurs (Danielli et al, 2010). NikR a 
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de nombreuses cibles chez H. pylori et agit selon le promoteur cible comme activateur ou 

répresseur de la transcription. Selon que le site de fixation de NikR sur le chromosome sera 

proximal ou distal du promoteur régulé, NikR aura des effets différents. En position proximale, 

au niveau de la région -10 du promoteur, NikR aura un effet inhibiteur de la transcription, alors 

qu’en amont du promoteur il aura un effet activateur (Danielli & Scarlato, 2010). On ne connait 

pas la séquence consensus du site de fixation de NikR chez H. pylori, ni le mécanisme selon 

lequel NikR exerce soit un effet activateur, soit un effet répresseur selon la cible. 

La régulation par NikR cible des gènes impliqués dans le métabolisme du nickel, mais aussi 

le chimiotactisme, la mobilité, la respiration, le métabolisme du fer et du cuivre, et les protéines 

de membrane externe. La délétion de nikR chez H. pylori conduit à une susceptibilité accrue 

aux métaux et à une diminution de la capacité de colonisation du modèle murin (Contreras et 

al, 2003; Bury-Moné et al, 2004). 

Ainsi, concernant la régulation du métabolisme du nickel, il a été montré que NikR liait 

directement les promoteurs des gènes ureAB, hpn, hpn-2, hspA qu’il active. La liaison aux 

promoteurs des gènes nixA, exbBD-tonB, FrpB4, hydABC, fecA3, fur et nikR lui-même, conduit 

en revanche à une répression de l’expression de ces gènes (Muller et al, 2011). 

Une étude menée dans notre laboratoire a montré que la réponse de NikR au nickel est 

dose-dépendante ; à faible concentration en nickel, les gènes cibles activés par NikR sont 

transcrits alors qu’une concentration plus importante est nécessaire pour réprimer les autres 

cibles de NikR (Muller et al, 2011). Cette observation est peut-être à mettre en perspective 

avec des changements structuraux ou d’affinité de NikR suite à l’occupation de sites de 

coordination secondaires, comme discuté au point précédent. 

Ainsi se dessine un schéma de réponse où les protéines impliquées dans le stockage du 

nickel (y compris l’uréase) vont être activées à faible concentration alors que la répression du 

transport se fera à une concentration plus élevée (Muller et al, 2011). Cette observation est 

cohérente avec le grand nombre de protéines de liaison au nickel chez H. pylori. Ces protéines 

confèrent à H. pylori la capacité à séquestrer et à stocker le nickel quand il est disponible plutôt 

que d’immédiatement réprimer son importation. 

4.3. Cinétique de la réponse par NikR 

Dans le paragraphe précédent, nous avons abordé la régulation des cibles de NikR en 

fonction de la concentration en nickel. Cependant, Muller et al. dans notre laboratoire ont 

découvert un autre niveau de régulation exercé par NikR. Lors d’une exposition au nickel, 

l’activation de la transcription de l’uréase est effective trente minutes seulement après 
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l’exposition au nickel alors que l’induction de hpn et hpn-2 nécessite au moins une heure. La 

répression du transport est en revanche très retardée et nécessite jusqu’à 5 heures (Muller et al, 

2011). Ce résultat est cohérent avec les observations relatives à la régulation dépendante de la 

concentration en nickel puisque le mécanisme de répression des gènes cibles nécessite une 

concentration en nickel supérieure au mécanisme d’activation. Il y a donc nécessité d’importer le 

nickel de façon prolongée pour que la concentration cytoplasmique en nickel atteigne un niveau 

rendant possible la répression du transport.  

L’activité de NikR sur chaque gène du métabolisme du nickel, ainsi que la régulation 

temporelle de ces gènes, conduit à une réponse au nickel hiérarchisée et complexe, d’autant 

plus que n’ont pas été abordés ici les effets directs et indirects de NikR sur le métabolisme du 

fer ou la virulence (Figure 34). 

 

Figure 34 Schéma récapitulatif de la régulation hiérarchisée des cibles de NikR chez H. pylori 

Les gènes cibles activés par NikR sont indiqués par les flèches en trait plein alors que ceux 

réprimés sont indiqués en pointillés. Les numéros indiquent la hiérarchie temporelle de 

réponse : 1, réponse rapide ; 4, réponse retardée. Figure adaptée de (Muller et al, 2011). 

4.4. Interconnexion des circuits régulateurs 

Les gènes fur, tonB-exbBD et fecA3, prédit comme un transporteur de nickel, impliqués 

dans le métabolisme du fer et du nickel, sont réprimés par NikR en présence de nickel. Chez H. 

pylori Fur joue un rôle important en régulant plus de 200 gènes impliqués dans le métabolisme 

des métaux, la virulence et la réponse à l’acidité. Fur se fixe au fer et holo-Fur lie les promoteurs 

des gènes cibles et réprime leur transcription (Delany et al, 2005). Cependant, de manière 

originale, chez H. pylori, apo-Fur peut également lier et activer certains promoteurs comme 

ceux des gènes de la ferritine et de la superoxyde dismutase. Fur a donc des effets différents 

selon qu’il est sous forme apo ou holo. La régulation croisée de Fur et de NikR conduit à une 

grande complexité de la réponse aux métaux chez H. pylori. 
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On peut aussi noter que in vitro l’affinité de NikR pour le promoteur de l’uréase est 

fonction du pH et de la concentration en nickel. Ainsi, à pH neutre, la liaison de NikR au 

promoteur de ureAB est dépendante du nickel alors qu’elle est indépendante à pH acide (Li & 

Zamble, 2009a). La concentration en nickel va donc directement influencer la réponse à l’acidité 

et vice versa. 

L’interconnexion des circuits de réponse à l’acidité, au nickel et au fer est extrêmement 

complexe. Il faut souligner l’intégration de la virulence au sein des mêmes circuits régulateurs 

chez H. pylori. La bactérie s’accommode donc d’un nombre réduit de régulateurs 

transcriptionnels par une réponse intégrée aux conditions environnementales. Pour une revue, 

voir (Danielli & Scarlato, 2010). 
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Contexte et questions posées
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Pour coloniser sa niche de façon durable, H. pylori a mis en place une réponse d’urgence à 

l’acidité reposant sur l’activité de l’uréase, métalloenzyme à nickel abondante. Le nickel étant 

indispensable au bon fonctionnement de l’uréase, métabolismes du nickel et de l’ammoniac sont 

indissociables. Le nickel est un composé indispensable à H. pylori mais son accumulation dans le 

cytoplasme pourrait s’avérer toxique. Le métabolisme du nickel doit donc être finement régulé 

pour fournir une quantité de métal suffisante à l’adaptation de H. pylori dans sa niche. 

Cependant, des mécanismes doivent être mis en place afin de se prémunir contre les effets 

délétères de ce métal à haute concentration dans le cytoplasme.  

H. pylori possède deux petites protéines, Hpn et Hpn-2, qui se caractérisent par leur 

richesse en histidine et leur capacité à fixer le nickel in vitro. Nous avons exploré chez H. pylori 

la résistance aux concentrations excessives en métaux conférée par ces protéines ainsi que leur 

capacité à former des réservoirs intracellulaires de nickel. Parce que ces protéines influencent la 

concentration intracellulaire en nickel il est intéressant d’évaluer leur influence sur l’activité de 

l’uréase. Dès lors que l’activité uréasique est altérée, il paraît indispensable de tester les mutants 

des protéines Hpn et Hpn-2 dans le modèle murin de colonisation. 

La production d’ammoniac par H. pylori n’est pas limitée à la réponse d’urgence à l’acidité. 

Il a été rapporté qu’une production d’ammoniac avait lieu en présence de glutamine et 

d’asparagine chez H. pylori. Nous avons caractérisé les activités enzymatiques responsables de la 

production d’ammoniac à partir de la glutamine et de l’asparagine chez H. pylori. Nous nous 

sommes ensuite intéressés au devenir de l’aspartate et du glutamate produits. La régulation de 

ces systèmes couplés d’hydrolyse et de transport a ensuite été explorée, ainsi que leur 

essentialité dans la colonisation du modèle animal.  

L’ammoniac est un composé fortement produit par H. pylori. Cependant, labile et 

potentiellement toxique, nous avons postulé que sa synthèse et son utilisation devaient être 

optimisées et contrôlées. L’étude en TAP de l’uréase de H. pylori menée par Stingl et al. a 

permis de mettre en évidence une interaction entre la glutamine synthétase et l’uréase (Stingl et 

al, 2008). Nous avons cherché à identifier les complexes protéiques au sein du métabolisme de 

l’ammoniac. Une étude systématique cherchant à identifier les interactions entre les différents 

acteurs du métabolisme de l’ammoniac a été réalisée par BACTH. 
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Chapitre 1. Hpn et Hpn-2, effecteurs 

centraux de la régulation de 

l’activité uréasique et nouveaux 

facteurs de virulence 

 

 

1.  Eléments de contexte et problématique 

H. pylori dépend fortement du nickel pour survivre dans sa niche écologique. Le nickel est 

le cofacteur métallique de deux enzymes essentielles à la colonisation : l’uréase, qui permet la 

résistance à l’acidité gastrique, et l’hydrogénase, enzyme apportant à H. pylori une voie 

respiratoire alternative lui permettant d’utiliser l’hydrogène moléculaire comme source 

d’énergie.  

L’uréase représente de 6 à 10 % des protéines totales et nécessite 24 ions nickel par 

complexe actif. Par conséquent, les besoins en nickel de H. pylori sont très élevés. La 

concentration en nickel est globalement extrêmement faible chez l’homme, variant entre 2 et 

11 nM dans le plasma. Pour couvrir ses besoins en nickel, H. pylori a par conséquent mis en 

place des stratégies d’acquisition élaborées et efficaces. 

La concentration intracellulaire en nickel chez H. pylori est 50 fois supérieure à celle 

rencontrée chez E. coli (Schauer, 2007). Comme pour les autres cofacteurs métalliques, cette 

bactérie possède des mécanismes de stockage, d’import et d’export du nickel dont les activités 
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doivent être contrôlées de manière coordonnée afin d’empêcher les effets cellulaires délétères 

des métaux à haute dose. 

H. pylori possède un nombre important de protéines riches en histidine. Parmi celles-ci, 

nous nous sommes intéressés aux protéines Hpn et Hpn-2. Ces deux petites protéines, 

respectivement de 7 et 9 kDa, ont initialement été identifiées par leur capacité à lier le nickel in 

vitro. Ces deux protéines se caractérisent par des répétitions de résidus histidine à hauteur de 

47% de la séquence totale pour Hpn et de 25% pour Hpn-2. De plus, Hpn-2 possède un 

domaine Cter composé de 41% de résidus glutamine. Des études in vitro réalisées par d’autres 

groupes ont démontré la capacité de ces protéines à se multimériser et à fixer les métaux : 

nickel, zinc, cuivre et bismuth (Ge et al, 2006; Zeng et al, 2008; Witkowska et al, 2011, 2012a). 

De par ces propriétés, l’hypothèse d’un rôle de Hpn dans le stockage et la détoxification du 

nickel intracellulaire a été investigué. Une toute première étude avait conclu à l’absence de rôle 

de Hpn dans l’activité uréasique (Gilbert et al, 1995). 

Une seconde étude menée in vivo chez H. pylori a examiné le rôle des protéines Hpn et 

Hpn-2 dans la physiologie cellulaire (Seshadri et al, 2007). Les auteurs ont montré que des 

mutants de hpn et hpn-2 étaient plus sensibles au nickel et présentaient une activité uréasique 

supérieure à celle de la souche sauvage, le mutant de hpn-2 présentant le phénotype le plus 

marqué. Curieusement, le double mutant hpn hpn-2 présentait des phénotypes incohérents 

avec ceux des simples mutants.  

Après analyse de la stratégie expérimentale de Seshadri et al., nous avons constaté que 

cette équipe n’avait pas construit des délétions totales des différents gènes, mais simplement 

des interruptions, conduisant à l’expression de protéines tronquées correspondant à environ la 

moitié des protéines de la souche sauvage (Seshadri et al, 2007). 

Dans le fond génétique de la souche B128 (Farnbacher et al, 2010) de H. pylori, nous 

avons donc construit les mutants simples, ou doubles, de hpn et hpn-2 par délétion totale des 

gènes et remplacement de ceux-ci par une cassette non polaire de résistance au 

chloramphénicol ou à la kanamycine, respectivement. Parallèlement, nous avons complémenté 

ces mutants par expression du gène correspondant, en trans, sur un plasmide inductible à 

l’IPTG. Nous avons alors évalué la sensibilité de la souche sauvage B128 et des mutants 

isogéniques aux excès de nickel, de cobalt et de bismuth. Ensuite, en collaboration avec Pierre 

Richaud au CEA de Cadarache, le contenu intracellulaire en nickel a été mesuré avec ou sans 

supplémentation en nickel dans le milieu de culture. Nous avons aussi mesuré l’activité de 

l’uréase dans les différentes souches, selon les mêmes modalités de supplémentation du milieu 
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de culture en nickel. Enfin, les simples et doubles mutants ont été testés dans le modèle murin 

de colonisation. De plus, pour investiguer le rôle de la région Cter riche en glutamine de Hpn-2, 

un mutant déficient pour cette région a été construit et son phénotype évalué selon les mêmes 

critères que les mutants totaux.  

Les protéines Hpn et Hpn-2 présentant des séquences originales, aussi avons-nous décidé 

de mener une analyse phylogénétique de ces protéines en collaboration avec Céline Brochier-

Armanet au Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive de l’Université de Lyon-I. Pour finir, 

il nous a paru important d’identifier les partenaires protéiques de Hpn et Hpn-2. En 

collaboration avec Daniel Vinella, dans notre laboratoire, nous avons donc testé par BACTH les 

interactions de Hpn et Hpn-2 avec les protéines dont l’implication dans le métabolisme du 

nickel est connue. L’ensemble de ces résultats est compilé dans le manuscrit d’un article en 

préparation. 

2. Résumé des résultats 

2.1. Distribution de Hpn et Hpn-2 dans le genre 

Helicobacter 

A partir des génomes complets disponibles de 38 isolats de H. pylori et de 12 génomes 

issus de 10 espèces de Helicobacter non pylori (Tableau 3), la distribution des gènes codant 

pour les protéines Hpn et Hpn-2 a été recherchée. 

Espèce Souche Tropisme Hôte naturel 

Helicobacter pylori 2017 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 2018 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 26695 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 35A Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 51 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 52 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 83 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori 908 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori B38 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori B8 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Cuz20 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori ELS37 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori F16 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori F30 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori F32 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori F57 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori G27 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Gambia 94 24 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori HPAG1 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori HUP-B14 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori India7 Gastrique Homme 
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Espèce Souche Tropisme Hôte naturel 

Helicobacter pylori J99 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Lithuania75 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori P12 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori PeCan4 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori PeCan18 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Puno120 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Puno135 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Sat464 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Shi112 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Shi169 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Shi417 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Shi470 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori SJM180 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori Snt49 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori SNT49 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori SouthAfrica7 Gastrique Homme 

Helicobacter pylori v225d Gastrique Homme 

Helicobacter acinonychis Sheeba Gastrique Fauves 

Helicobacter bizzozeronii CIII-1 Gastrique Chien, chat, homme 

Helicobacter canadensis MIT 98-5491 Entérohépatique Homme 

Helicobacter cinaedi PAGU611 Entérohépatique Homme 

Helicobacter cineadi CCUG 18818 Entérohépatique Homme 

Helicobacter cetorum MIT 00-7128 Gastrique Dauphin, baleine 

Helicobacter cetorum MIT 99-5656 Gastrique Dauphin, baleine 

Helicobacter felis ATCC 49179 Gastrique Chat 

Helicobacter hepaticus ATCC 51449 Entérohépatique Homme 

Helicobacter mustelae 12198 Gastrique Furet 

Helicobacter pullorum MIT 98-5489 Entérohépatique Homme 

Helicobacter winghamensis ATCC BAA-430 Entérohépatique Homme 

Tableau 3 Souches de Helicobacter  testées pour établir la phylogénie de Hpn et Hpn-2 

 

L’analyse globale des génomes disponibles par tBlastN, puis l’analyse ciblée par BlastN dans 

les génomes donnant des résultats ambigus montre que hpn est conservé en une seule copie 

dans tous les isolats de H. pylori et ses deux plus proche parents, H. acinonychis, pathogène des 

grands félins, et H. cetorum, pathogène des cétacés. Pour ces deux dernières espèces, le gène 

hpn n’avait pas été annoté dans le génome. Ces deux espèces sont uréase positives et 

possèdent un tropisme gastrique. Cependant, il existe d’autres espèces uréase positives à 

tropisme gastrique, comme H. mustelae ou H. felis, qui ne possèdent pas hpn. Il n’y a donc pas 

de corrélation directe entre tropisme gastrique, présence d’une uréase, et présence de hpn.  

De manière très intéressante, la distribution de hpn-2 est strictement limitée à H. pylori. 

Pour finir, les gènes hpn et hpn-2 ne sont présents qu’en une seule copie dans les génomes de 

H. pylori et leur séquence nucléotidique est extrêmement conservée entre souches de H. 

pylori. 
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2.2. Analyse de la conservation de Hpn et Hpn-2 

L’analyse de la séquence protéique de Hpn montre un segment répété en Nter (Figure 35). 

 

Figure 35  Région répétée de Hpn 

Jaune, séquence de référence ; vert, séquence répétée. Séquence protéique issue de la 

souche 26695 de H. pylori. 

L’alignement des séquences de Hpn tant protéiques que nucléotidiques montre une 

conservation exceptionnelle pour H. pylori dont le génome est très variable. On observe juste 

un indel d’un acide aminé dans quelques souches (Figure 36). 

 

Figure 36 Alignement des séquences protéiques de Hpn 

La séquence protéique de Hpn-2 est plus variable et le nombre d’indels est plus important. 

Ils sont localisés en Nter et en Cter autour d’une région cœur très conservée et très similaire à la 

séquence répétée de Hpn (Figure 37). Nos résultats montrent que la variabilité concerne 

majoritairement les résidus glutamine et que peu de variabilité est observée dans les régions 

riches en histidine. 

MAHHEEQHGGHHHHHHHTHHHHYHGGEHHHHHHSSHHEEGCCSTSDSHHQEEGCCHGHHE 
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Figure 37 Alignement des séquences protéiques de Hpn-2 

 La comparaison entre Hpn et Hpn-2 montre une bonne conservation des parties Nter 

riches en résidus histidine. Par ailleurs, au niveau génétique, le codon utilisé pour coder les 

histidines est presque toujours CAC. Il y a donc eu une forte pression de sélection pour 

conserver le nombre ainsi que le code des histidines dans Hpn et Hpn-2. Les répétitions de 

résidus glutamine dans Hpn-2 sont moins conservées entre génomes. En revanche, on observe 

là encore une bonne conservation du codon CAA pour coder la glutamine. Plus largement, hpn 

et hpn-2 sont situés dans région très conservée du génome de H. pylori et de H. acinonychis et 

H. cetorum pour hpn. Une telle conservation est très inattendue chez H. pylori. Cette région 

est inversée chez H. acinonychis et H. cetorum par rapport à H. pylori indiquant qu’une 

inversion a eu lieu durant l’évolution menant à l’émergence de H. pylori. C’est au moment de 

cette inversion que pourrait avoir eu lieu la duplication de hpn qui a donné lieu à hpn-2. 

2.3. Essentialité de Hpn et Hpn-2 pour la colonisation 

Afin d’examiner l’importance de Hpn et Hpn-2 in vivo, nous avons testé les différents 

mutants pour leur capacité à coloniser le modèle murin d’infection à H. pylori. Les résultats ont 

montré que les simples mutants sont très affectés dans leur capacité à coloniser la souris tandis 

que le double mutant est totalement déficient pour la colonisation. Nos résultats démontrent 

donc l’importance fonctionnelle des gènes hpn et hpn-2 in vivo. 
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2.4. Implication de Hpn et Hpn-2 dans la résistance aux 

concentrations élevées en nickel, cobalt et bismuth 

Etant donné la capacité de Hpn et Hpn-2 à fixer les métaux in vitro, il était intéressant 

d’analyser les rôles potentiels de Hpn et Hpn-2 dans la protection contre la toxicité des 

métaux. Nous avons testé par la méthode de diffusion en disque et mesure du diamètre 

d’inhibition (comme pour les antibiogrammes) la sensibilité de H. pylori au nickel, au cobalt – 

élément chimique le plus proche du nickel – et au bismuth, composé utilisé en thérapeutique 

pour traiter l’infection à H. pylori.  

Nos résultats ont démontré un rôle majeur de Hpn dans la résistance aux excès de nickel, 

et aucun rôle de Hpn-2. Les résultats sont similaires concernant la résistance aux excès de 

bismuth. De manière attendue, le mutant hpn-2Cter ne présente pas de phénotype. Nous 

avons reproduit ces résultats dans la souche 26695 de H. pylori (Tomb et al, 1997). 

Concernant le cobalt, nous avons démontré qu’un mutant de hpn-2 est plus résistant aux 

excès de cobalt que la souche sauvage, mais que cet effet est dépendant de Hpn. Nous avons 

donc émis l’hypothèse que Hpn-2 est la cible indirecte de la toxicité du cobalt alors que Hpn 

serait capable de détoxifier le cobalt en l’absence de Hpn-2. 

2.5. Mesures de la concentration intracellulaire en nickel 

dans les différents mutants 

Afin de déterminer le rôle de Hpn et Hpn-2 dans le stockage du nickel et la détoxification, 

nous avons mesuré la concentration intracellulaire en nickel par la méthode de spectroscopie 

d’émission optique couplée à un plasma inductif (ICP-OES) en conditions limitantes en nickel, 

ou avec supplémentation du milieu en nickel.  

Nos résultats montrent qu’en conditions limitées en nickel, le mutant de hpn se comporte 

comme la souche sauvage. En conditions d’abondance en nickel, le mutant de hpn possède un 

contenu intracellulaire en nickel près de trois fois inférieur à celui de la souche sauvage, 

indiquant un rôle de Hpn dans la séquestration du nickel in vivo.  

En conditions limitantes en nickel, les mutants de hpn-2, de hpn-2Cter et de hpn hpn-2 

présentent des concentrations intracellulaires en nickel augmentées environ 8 fois par rapport à 

la souche sauvage. En conditions non limitantes en nickel, le mutant de hpn-2 et le double 

mutant hpn hpn-2 ont un contenu intracellulaire augmenté de deux fois par rapport à la souche 

sauvage, tandis que le mutant de hpn-2Cter se comporte comme la souche sauvage. 
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Nos résultats démontrent que Hpn-2 est un inhibiteur de l’accumulation du nickel et que 

son extension Cter riche en glutamine optimise ce rôle en conditions limitantes en nickel. 

2.6. Rôle de Hpn et Hpn-2 dans le contrôle de l’activité 

de l’uréase et de l’hydrogénase 

Afin de tester si la concentration intracellulaire en nickel a un effet direct sur l’activité 

uréasique, nous avons testé l’activité de l’uréase chez les différents mutants, en conditions 

limitantes ou supplémentées en nickel. 

Nos résultats montrent qu’en conditions limitantes en nickel, le mutant de hpn-2 présente 

une augmentation d’un facteur 2,5 de son activité uréasique, indépendamment de son extension 

Cter riche en glutamine. 

En conditions non limitantes de nickel, le mutant de hpn ainsi que le double mutant hpn 

hpn-2 présentent une activité uréasique diminuée par rapport au contrôle. Nos résultats 

démontrent qu’en conditions non limitantes en nickel, Hpn est nécessaire à l’activation de 

l’uréase.  

Notre hypothèse est alors que Hpn et Hpn-2 prennent part à une chaine d’activation de 

l’uréase où Hpn exerce un effet épistatique sur Hpn-2. Hpn-2 entrerait en compétition avec 

Hpn pour la fixation du nickel. En condition non limitante en nickel, les sites de fixation du métal 

sur Hpn-2 seraient saturés et Hpn pourrait alors délivrer le nickel à l’uréase. 

En collaboration avec Christine Cavazza à l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble, 

nous avons mesuré l’activité de l’hydrogénase dans la souche sauvage et les différents mutants 

de hpn et de hpn-2. Aucune différence significative n’a été trouvée entre les mutants et la 

souche sauvage.  

2.7. Impact de Hpn et Hpn-2 sur l’expression de l’uréase 

Nous avons ensuite cherché à corréler le niveau d’activité de l’uréase dans les différents 

mutants avec le niveau d’expression de l’uréase. Nous avons donc quantifié l’uréase par 

Western blot grâce à un anticorps dirigé contre la sous-unité UreA, en conditions limitantes en 

nickel ou supplémentées, dans les différents mutants. 

En conditions limitées en nickel, la quantité d’uréase dans les cellules est identique quel que 

soit le mutant. En revanche, en condition non limitante en nickel, comme attendu, on observe 

dans la souche sauvage une augmentation de la quantité de protéine UreA dépendant du 

temps d’exposition au nickel (Muller et al, 2011). Dans les souches mutantes, l’expression de 
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l’uréase est constitutive et exprimée à un niveau correspondant à celui de la souche sauvage 

induite par le nickel. 

Par conséquent, les phénotypes d’activité uréasique observés dans les souches mutantes ne 

sont pas imputables à une différence dans la quantité d’enzyme dans la cellule, mais à un défaut 

de chargement de celle-ci en nickel. 

2.8. Interactions de Hpn et Hpn-2 avec les protéines 

impliquées dans le trafic du nickel 

Nous avons émis l’hypothèse que Hpn et Hpn-2 faisaient partie d’une cascade de 

régulation de l’activité uréasique. Afin d’explorer le trafic du nickel dans la cellule, nous avons 

souhaité établir le réseau d’interactions entre certaines protéines du métabolisme du nickel de 

H. pylori. Nous avons testé par méthode du BACTH (Karimova et al, 1998) les interactions 

entre Hpn, Hpn-2 et HspA en fusionnant les domaines T18 ou T25 de l’adénylate cyclase de 

Bordetella pertussis en Nter ou en Cter de ces protéines. Selon les mêmes modalités, l’analyse 

avec UreE est en cours et n’a démontré d’interaction avec aucun partenaire pour le moment. 

Nos résultats ont montré une homomultimérisation de Hpn, en accord avec les résultats 

des études menées in vitro. Par ailleurs, Hpn et Hpn-2 interagissent l’une avec l’autre. Nous 

avons découvert que les résidus His3 et His12 de Hpn étaient importants dans l’interaction de 

Hpn avec Hpn-2. En effet, nous avons généré de manière fortuite un mutant Hpn* de ces deux 

résidus, respectivement remplacés par une leucine et une arginine. Les protéines Hpn* et Hpn-

2 interagissent toujours mais avec une efficacité très atténuée. En revanche, ces résidus n’ont 

aucune influence sur l’homomultimérisation de Hpn. 

Nos résultats montrent aussi une interaction de Hpn avec HspA indiquant un dialogue 

possible entre la chaperonne à nickel de l’hydrogénase et Hpn, dont le rôle dans le chargement 

de l’uréase est crucial (données non présentées). 

3. Discussion 

Une étude in vivo de la fonction des protéines Hpn et Hpn-2 de la souche ATCC 43504 

de H. pylori avait été publiée. Dans cette étude, les gènes hpn et hpn-2 avaient été interrompus 

par insertion d’une cassette de résistance au centre du gène (Seshadri et al, 2007). Nous avons 

caractérisé le rôle de ces deux protéines dans la souche B128 et dans la souche 26695 à l’aide 

de mutants de délétion totale des gènes hpn et hpn-2. Plusieurs de nos résultats sont en 

contradiction avec ceux de Seshadri et al. et ce malgré des séquences de hpn et hpn-2 proches. 

Nous ne confirmons pas leur phénotype d’un mutant de hpn-2 qui devient hypersensible au 
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nickel, bien que nous ayons comme Seshadri et al. construit une version tronquée de la 

protéine Hpn-2 délétée de sa partie Cter.  

Nous avons démontré que Hpn joue un rôle majeur dans la détoxification du cytoplasme 

vis-à-vis des concentrations excessives en nickel, bismuth et cobalt. Bien que Hpn puisse fixer le 

zinc et le cuivre in vitro, aucune différence de sensibilité à ces métaux n’a été constatée dans 

nos expériences. Les effets protecteurs de Hpn sont indépendants de Hpn-2, démontrant un 

rôle de Hpn dans la séquestration des métaux en excès. De plus, le fait que Hpn puisse 

détoxifier le bismuth indique que la protéine est capable de fixer également des cations 

trivalents, probablement par les couples de cystéines 42-43 et 55-56 comme le suggèrent les 

expériences in vitro (Rowinska-Zyrek et al, 2011). 

Nous avons découvert que Hpn-2 exerce un effet délétère en présence de concentrations 

excessives de cobalt. Cet effet est dépendant de Hpn. Il a été montré que le cobalt exerce chez 

E. coli ses effets toxiques par destruction des centres [Fe-S] (Fantino et al, 2010). Notre modèle 

de travail implique un transfert de nickel de Hpn-2 vers Hpn, puis de Hpn vers l’uréase. Le 

phénotype du mutant Hpn-2 vis-à-vis du cobalt, mis en perspective avec les données de toxicité 

chez E. coli, suggère que Hpn-2 serait capable de délivrer les ions métalliques qu’il a fixés à 

d’autres protéines. Une autre explication serait qu’en présence de Hpn-2 le cobalt serait moins 

bien séquestré par Hpn et exercerait donc une toxicité accrue. 

 De manière intéressante, nous avons révélé que les mutants de Hpn-2 possèdent un 

contenu intracellulaire en nickel augmenté par rapport à la souche sauvage. Cependant, on 

n’observe pas chez ces souches une corrélation directe entre concentration intracellulaire et 

toxicité du nickel. Premièrement nos résultats indiquent que Hpn-2 restreint l’intoxication des 

cellules au nickel. Deux hypothèses sont envisagées. Soit Hpn-2 peut bloquer l’entrée de ce 

métal, soit il peut en augmenter l’exportation. Deuxièmement, nos données prouvent qu’en 

présence de Hpn, il faut que le pool de Hpn soit saturé en nickel pour que celui-ci soit toxique. 

Ainsi, nous apportons la preuve que ce n’est pas le nickel par lui-même qui est toxique, mais le 

fait qu’il soit sous une forme non séquestrée par Hpn.  

Nous avons montré que Hpn-2 est un régulateur négatif de l’activité uréasique en 

conditions limitantes de nickel tandis que Hpn est un activateur de l’uréase en conditions non-

limitantes, indépendamment de Hpn-2. Notre interprétation est la suivante : de par la plus forte 

affinité de Hpn-2 pour le nickel, ce métal se lierait en premier sur Hpn-2 jusqu’à saturation de la 

protéine. Ensuite, le nickel pourrait se fixer sur Hpn, qui pourrait en faciliter le chargement au 
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sein de l’uréase. Ce mécanisme de chargement séquentiel expliquerait l’effet épistatique de Hpn 

sur Hpn-2 (Figure 38). 

 

 

Figure 38 Modèle présentant un mécanisme d'activation séquentiel de l’uréase dépendant de 

Hpn et Hpn-2 

 

Une telle cascade d’activation est confortée par les données de BACTH qui montrent une 

interaction entre les protéines Hpn et Hpn-2. Notre étude interactomique a aussi démontré 

une interaction entre Hpn et HspA indiquant un dialogue entre HspA, dont le rôle est 

prépondérant dans l’activation de l’hydrogénase à [NiFe], et Hpn, dont nous avons prouvé 

l’importance pour l’activation de l’uréase. Nous avions déjà évoqué le recouvrement des voies 

de maturation de l’uréase et de l’hydrogénase au niveau des protéines accessoires de 

maturation de ces deux enzymes dans l’introduction de cette thèse. Il semble que cette 

interconnexion soit également retrouvée au niveau des chaperonnes. Il faut cependant noter 

que Hpn n’a aucune influence sur l’activité de l’hydrogénase tandis que HspA ne participe pas à 

l’activation de l’uréase.   

Nous avons constaté une augmentation de la quantité de nickel intracellulaire dans le 

mutant Hpn-2, on peut supposer que Hpn-2 est directement impliqué dans un blocage de 

l’import ou l’export du nickel.  

Les données du contenu intracellulaire en nickel indiquent clairement que Hpn constitue un 

réservoir de nickel in vivo. H. pylori possède une concentration intracellulaire en nickel 50 fois 

supérieure à celle de E. coli (Schauer, 2007). On aurait pu penser que cela était dû au pool 

d’uréase ; en conditions normales, nous avons des indications que seule une fraction du pool 

cellulaire d’uréase est chargée en nickel (Stingl & De Reuse, 2005). Seuls H. acinonychis, H. 

cetorum, et H. pylori ont conservé la protéine Hpn. De plus, nos analyses contredisent le 

premier article décrivant Hpn chez H. mustelae alors que le génome de cette souche ne 

possède pas le gène correspondant (Gilbert et al, 1995). Nous pouvons donc conclure qu’il n’y 

a pas de corrélation directe entre présence de Hpn et tropisme gastrique ou présence d’une 

uréase. Hpn-2 est strictement restreinte à H. pylori. Notre analyse suggère que hpn a émergé 
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chez l’ancêtre commun à H. pylori, H. acinonychis et H. cetorum. Une hypothèse plausible est 

que H. acinonychis est né dans un félin qui se serait contaminé par H. pylori ou son ancêtre en 

mangeant un homme (Eppinger et al, 2006). 

Nous avons montré que Hpn et Hpn-2 sont essentielles à la colonisation du modèle 

animal. Hpn-2 est spécifique à H. pylori tandis que Hpn est aussi présent dans les deux espèces 

les plus proches phylogénétiquement, H. acinonychis et H. cetorum. Nous pouvons donc 

supposer que Hpn et Hpn-2 apportent à H. pylori un avantage adaptatif pour la colonisation de 

l’hôte humain. Helicobacter bilis et H. hepaticus sont associés à la survenue accrue de cancers 

hépatobiliaires chez les porteurs (Nath, 2010). Parmi les Helicobacter, H. pylori et H. mustelae 

sont les seules espèce capables de causer des cancers gastriques dans leur hôte respectif, 

l’homme et le furet (O’Toole et al, 2010). Nous pouvons donc supposer un rôle important de 

ces protéines dans la virulence, de même que dans la pathogenèse. En effet, H. pylori est une 

de deux espèces à pouvoir causer des cancers gastriques. On pourrait donc imputer un rôle de 

Hpn et Hpn-2 dans la cancérogenèse.  

Concernant l’évolution des gènes Hpn et Hpn-2 la caractéristique la plus remarquable de 

Hpn et Hpn-2 est la conservation quasi parfaite de la région Nter riche en histidines de ces 

protéines. Cette conservation en acides aminés est d’autant plus remarquable qu’elle 

s’accompagne d’une conservation en codons. De plus, si la fonction de Hpn était seulement de 

fixer du nickel, on pourrait observer une expansion des résidus histidine. La pression de 

sélection s’exerce donc aussi pour conserver le nombre de résidus histidine. 

Il est très probable que le gène hpn-2 ait été acquis par duplication du gène hpn, suivie 

d’une expansion des codons codant pour les résidus glutamine dans la région Cter. Nos résultats 

montrent que la répression de l’activité uréasique en conditions limitantes en nickel est 

indépendante de la région riche en glutamine, en revanche, celle-ci est nécessaire pour inhiber 

l’accumulation du nickel dans la cellule en faibles concentrations de nickel dans le milieu. En 

accord avec Witkowska et al., cette région serait donc impliquée dans la stabilisation du nickel 

sur Hpn-2 en conditions limitantes (Witkowska et al, 2011). Stabilisé sur Hpn-2, le nickel 

pourrait alors être correctement évacué ou dosé par la bactérie. Des expériences sont en cours 

au laboratoire pour tenter de mettre en évidence Hpn et Hpn-2 dans des surnageants de 

culture de H. pylori en conditions limitantes ou d’intoxication en nickel. Les expériences 

préliminaires réalisées n’ont pour l’instant pas permis d’identifier Hpn ou Hpn-2 hors du 

cytoplasme. 
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Il a été montré qu’il existait un exportateur de nickel peu spécifique : CznABC (Stähler et 

al, 2006). De toute évidence, ce système échoue à mettre en place une réponse suffisamment 

efficace pour faire face aux concentrations élevées en nickel. Hpn et Hpn-2 sont alors requises 

pour fixer le nickel en excès et participer au contrôle de la concentration intracellulaire en 

nickel. 

4. Manuscrit en cours de soumission 

Voir pages suivantes.
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Abstract 

 

Metal acquisition and intracellular trafficking is crucial for every cell and has been recognized 

as a virulence determinant in bacterial pathogens. Virulence of the human gastric pathogen 

Helicobacter pylori is dependent on nickel, the co-factor of two enzymes essential in vivo, the 

abundant urease and the [Ni-Fe] hydrogenase. To avoid toxicity, the large amounts of nickel 

concentrated by H. pylori need to taken in charge by specific nickel-binding protein. We 

investigated the role of two astonishing H. pylori proteins (Hpn and its paralog Hpn-2) 

proposed to serve as nickel stores because of their content in Histidine (His) residues (Hpn, 

45% His and Hpn-2, 26% His and 40% Gln). We observed that Hpn and Hpn-2 are highly 

conserved in H. pylori while Hpn-2 is restricted to this species. Phylogenic analysis revealed that 

only two closely related species Helicobacter acinonychis and Helicobacter cetorum have Hpn-

homologues. A model for the evolutionary history of Hpn and Hpn-2 is proposed involving 

cluster inversion followed by gene duplication. We showed for the first time that Hpn and Hpn-

2 are required for colonization of the mouse model. Using assays to measure metal resistance, 

intracellular nickel concentrations, urease activities together with interactomic analysis, we 

provide evidence that (i) Hpn is a nickel-sequestration protein that is required for urease 

activation, (ii) that Hpn-2 is restricting the intracellular nickel accumulation and that its C-

terminal Gln-rich region is important for this function, (iii) that Hpn is epistatic on Hpn-2 and, 

(iv) that Hpn is forming homopolymers in vivo, interacts with Hpn-2 and that when two His-

residues in Hpn are mutated, this interaction is disrupted. Thus, the combined Hpn/Hpn-2 

activities participate in a nickel transfer pathway that controls both nickel accumulation and 

urease activity in H. pylori. In this postulated oriented pathway of nickel transfer, Hpn-2 would 

act first followed by Hpn and finally urease. Finally, given the absence of nickel enzymes in the 

human host, the essential Hpn and Hpn-2 proteins are interesting potential therapeutic targets. 
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Introduction 

 

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that colonizes the stomach of about half 

of the human world population. Infection by H. pylori causes the development of gastro-

duodenal ulcers, MALT lymphoma and gastric carcinoma [1,2]. Gastric cancer is responsible for 

about 800,000 deaths in the world every year. Virulence of H. pylori relies on its capacity to 

persistently colonize the stomach, a hostile acid niche. The transition metal nickel (Ni2+) is an 

essential determinant for the virulence of H. pylori, because it is the co-factor of urease, an 

enzyme required for resistance to the gastric acidity and for in vivo colonization [3]. Urease 

catalyzes the hydrolysis of urea into ammonia and bicarbonate, two buffering compounds that 

allow the bacterium to maintain pH neutrality of its cytoplasm. Urease is very abundant (about 

10% of total soluble cellular proteins) and requires up to 24 nickel ions per active enzymatic 

complex [4]. The [Ni-Fe] hydrogenase is the only other H. pylori enzyme that requires nickel 

for its activity [5]. This enzyme is also important for colonization as it provides H. pylori with an 

alternative respiratory pathway, allowing the use of molecular hydrogen as a substrate [6]. Thus, 

H. pylori needs to acquire large amounts of nickel in order to activate these two essential 

metallo-enzymes. Accordingly, the nickel intracellular concentration of H. pylori cells is about 50 

times that of Escherichia coli [7]. As for other metal ions, the intracellular nickel concentration of 

H. pylori needs to be strictly controlled at the level of its uptake, storage and efflux. Indeed, 

non-physiological accumulation of Ni2+ generates toxic effects by interfering with other metal-

binding proteins thus perturbing essential catalytic reactions that can lead to cell death [8].  

The nickel concentration measured in the human body is low (2-11 nM). As expected from 

the vital need of nickel, H. pylori possesses efficient mechanisms to acquire nickel. We 

previously identified FrpB4, the first TonB-dependent transporter that mediates energized nickel 

uptake through the outer membrane [9]. Transport across the inner membrane is carried out 

by the high affinity transporter NixA permease [10]. In H. pylori, intracellular nickel trafficking 

presents several originalities that we aimed to understand better with the present study. First, 

the pathways of the accessory proteins for nickel incorporation into urease and hydrogenase 

are overlapping as shown by genetic [11] and interactomic approaches [12]. This suggests the 

existence of controlled nickel distribution mechanisms between these two enzymes in H. pylori 

[12]. Second, H. pylori possesses three atypical histidine-rich proteins, HpsA and the two 

homologous proteins Hpn and Hpn-2 that we characterized in the present work [13]. We 
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recently showed that the expression of the hspA, hpn and hpn-2 genes are positively regulated 

by NikR in response to nickel [14]. In addition, poly-histidines motifs are known to strongly bind 

nickel, therefore a role of these proteins as nickel stores has been proposed. HspA, the sole 

GroES chaperonine of H. pylori displays a C-terminal histidine and cysteine-rich extension that is 

strictly conserved in this species [15,16]. We recently demonstrated that HspA functions as a 

nickel sequestration protein and a specialized chaperone for the [Ni-Fe] hydrogenase [15]. In 

addition, Bismuth (Bi3+) used in combination with antibiotics as an efficient anti-H. pylori 

compound was found to strongly bind to purified HspA protein [17]. 

The Hpn and Hpn-2 proteins contain an astonishing number of histidine residues mostly 

clustered into stretches. The Hpn and Hpn-2 proteins of strain B128 [18,19] are represented in 

Fig. 1. Hpn was the first to be described [20], (ORF HP1427 in strain 26695 [21]). It is a small 

abundant protein representing about 2% of the total H. pylori proteins [20]. Hpn comprises 60 

amino acids among which 28 histidine (His) residues and two cysteine (Cys) pairs (MW: 7.08 

kDa) (Fig. 1). Hpn-2 also designated Hpn-like or Hpnl is 66 amino-acid long in strain B128 

(MW: 8.07 kDa) (ORF HP1432 in strain 26695 [21]). Hpn-2 is homologous to Hpn in its N-

terminal region and is strongly enriched in glutamine (Gln) repeats in its C-terminal region (Fig. 

1). The N-terminal half of Hpn-2 contains 16 His residues (on 34 residues) and its C-terminal 

region is composed of 21 Gln residues out of 32 amino acids (Fig. 1).  

Both proteins have been purified and their in vitro metal binding properties characterized. 

In solution, Hpn exists as an equilibration of multimers predominantly 20-mers [22]. Each 

monomer binds 5 Ni2+ ions with a Kd of 7.1 µM. An Hpn fragment containing the Cys-Cys 

motifs binds Ni2+, Zn2+ and Bi3+, the latter with the highest affinity [23].  

Hpn-2 is a 22-mer in its native state, one monomer binds 2 nickel ions with a Kd of 3.8 µM 

[24]. His29 and His31 were found to be two critical residues for nickel binding [25]. The 

isolated His-rich N-terminus of Hpn-2 binds Ni2+ and Cu2+ better than Hpn and it was 

proposed that the poly-Gln sequence of Hpn-2 stabilizes nickel binding to this protein [26]. For 

both proteins, in vitro nickel binding was found to be reversible at acidic pH or in the presence 

of EDTA [24,27]. When expressed in E. coli, Hpn and Hpn-2 provide protection against nickel 

toxicity [22,24,25]. Studies of the role of Hpn in H. pylori have concluded to its importance for 

protection against the toxicity of nickel and bismuth [28]. Using mutants in which hpn and hpn-2 

were inactivated by a cassette inserted in approximately the middle of the corresponding genes 

(Fig. 1), Seshadri et al. [29] reported that Hpn-2 play a major role in protection against nickel, 

Hpn a minor role and that both proteins compete with the nickel-dependent urease maturation 

machinery under low nickel conditions [29]. These results are in contradiction with previous 
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data reporting wild-type urease activity in a complete hpn deletion mutant [20]. Thus, the 

respective roles of the Hpn/Hpn-2 proteins, their potential interplay in the protection against 

nickel and other metal’s toxicity and in the regulation of nickel trafficking and urease activity 

remained to be established in H. pylori. Therefore, a major purpose of the present work was to 

determine whether they act as nickel stores to transfer nickel to other proteins, and/or as 

sequestration proteins for detoxification of nickel and other metals.  

Homologues of Hpn were reported to be expressed by H. mustelae [20] and H. felis [28], 

nothing was reported for Hpn-2. Given the availability of complete genomes of several non-

pylori Helicobacter species, we analyzed for the first time the distribution and evolution of Hpn 

and Hpn-2. We established that Hpn and Hpn-2 are highly conserved in H. pylori, that Hpn-2 is 

restricted to this species and we were able to propose a model for the evolutionary history of 

these two proteins.  

Importantly, we showed for the first time that Hpn and Hpn-2 are required for colonization 

of the mouse model. Using assays to measure metal resistance, nickel accumulation, urease 

activity together with interactomic analysis, we provide evidence that combined Hpn/Hpn-2 

activities participate in a nickel transfer pathway that controls both nickel accumulation and 

urease activity in H. pylori.  
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Results 

 

Distribution of hpn and hpn-2 genes among the sequenced Helicobacter species 

Complete genome sequences of 38 H. pylori strains from various geographical origins 

associated with different pathologies and of 11 non-pylori Helicobacter species have been made 

available in the last few years (NCBI database) (Fig. 2A). Among the non-pylori Helicobacter, 4 

are gastric species (H. bizzozeronii, H. felis, H. cetorum and H. acinonychis) and the 6 others are 

enterohepatic. Interestingly, we found genes coding for Hpn and Hpn-2 in every H. pylori strain 

(Figure 2A and Supp Fig. S1). The hpn-2 was restricted to the H. pylori species. In contrast, hpn 

was in addition present in the closely related feline gastric pathogen Helicobacter acinonychis 

[16], and in the two dolphins and whales pathogen H. cetorum strains (MIT 99-5656 and MIT 

00-7128) [30]. However, contrary to what was previously suggested, no Hpn or Hpn-2 

encoding genes were detected in the genomes of H. mustelae [20] or H. felis [28]. In most 

genomes, the hpn gene was not annotated, likely because it codes for a small protein with very 

biased amino acid compositions. This is for instance the case for the two H. cetorum strains and 

the H. acinonychis strain, in which a hypothetical gene was suggested instead of hpn (Figure 3). 

Among the H. pylori strains, the Hpn and Hpn-2 encoding genes present an unexpected strong 

conservation at the sequence level (Suppl. Figure S1). 

Comparison of the phylogeny of hpn and hpn-2 with a reference of H. pylori based on 

HspA and GlmM suggests that the hpn gene have emerged in the exclusive common ancestor 

shared by H. pylori, H. cetorum and H. Acinonychis and that hpn2 originated in the H. pylori 

lineage (Fig. 2A and B). Interestingly hpn and hpn-2 are located in a genomic region that is highly 

conserved among these three Helicobacter species (Fig. 3). More precisely, these genes 

surround a conserved cluster of genes composed of a 23S rRNA methyl-transferase, the 

polysialic acid capsule expression protein KpsF, the RNase J ribonuclease and the 16S rRNA 

dimethyladenosine transferase (Fig. 3). A close examination of the gene organization in this 

region reveals an opposite orientation of this gene cluster when comparing that of H. pylori 

with that of H. cetorum and H. acinonychis strains (Fig. 3). This indicates that a gene inversion 

has occurred at this gene cluster in the lineage leading to the H. pylori species. Therefore, this 

strongly suggested that this gene inversion has led to a duplication of hpn that gave rise to its 

paralog hpn-2. 
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The restricted distribution and strong conservation of Hpn and Hpn-2 within the H. pylori 

species prompted us to examine the role of these proteins and in particular whether these 

proteins are important for gastric colonization.  

 

Hpn and Hpn-2 are essential for colonization of the mouse model by H. pylori 

The role of Hpn and Hpn-2 during in vivo gastric colonization was evaluated using the 

mouse model. Mutants carrying complete deletions of hpn, hpn-2 and of both genes were 

constructed in strain B128 [19]. The three mutants presented growth rates comparable to that 

of the parental strain B128 (Supp Fig. S2). Wild type B128 strain or each of the three isogenic 

mutants were orogastrically inoculated to eight NMRI mice per strain. One month later, 

colonization was assessed by quantitative cultures of stomach homogenates (Fig. 4). We 

observed that both the single ∆hpn and ∆hpn-2 mutants were strongly affected in their ability 

to colonize the mouse stomach. The colonization loads of these single mutants were two logs 

below that of the parental strain and the corresponding geometric mean was at the limit of 

detection. Importantly, the double mutant ∆hpn∆hpn-2 was totally unable to colonize the 

mouse stomach.  

These results revealed for the first time a crucial role of Hpn and Hpn-2 during in vivo 

colonization. 

 

Hpn but not Hpn-2 plays a major role in H. pylori resistance to nickel toxicity 

Because of the critical importance of Hpn and Hpn-2 for in vivo colonization we decide to 

define their precise function inside the bacterium. The His-rich composition of Hpn and Hpn-2 

and previous data prompted us to examine the importance of these proteins in the protection 

of H. pylori against nickel toxicity. This was evaluated with different mutants and plasmid-

complemented strains using the disc diffusion assay that we standardized. In addition to the 

deletion mutants cited above, we constructed a mutant (designated hpn-2∆Cter) containing a 

chromosomal deletion of the C-terminal Gln-rich region of Hpn-2 (Fig. 1). Inducible H. pylori 

plasmids expressing either Hpn (pHpn) or Hpn-2 (pHpn-2) were used for complementation 

(Suppl Table S1).  

The ∆hpn-2, hpn-2∆Cter mutants and the ∆hpn-2-pHpn2 complemented strain presented 

the same nickel resistance as the parental wild type strain (Fig. 5). In contrast, the ∆hpn mutant 

and ∆hpn∆hpn-2 double mutant showed an identical significant decrease in nickel resistance as 
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compared to the parental strain. Transformation of the ∆hpn mutant with plasmid pHpn 

resulted in complementation and restoration of wild type nickel resistance (Suppl Fig. S3). 

Identical results were obtained with ∆hpn, ∆hpn-2 and ∆hpn∆hpn-2 mutants of another H. 

pylori isolate, strain 26695 (data not shown).  

These data indicate that the Hpn protein is crucial to protect H. pylori against nickel 

toxicity while Hpn-2 is not required for this process.  

 

In vivo protection against bismuth toxicity relies on Hpn but not Hpn-2 or 

HspA 

Bismuth-based therapeutic treatments of H. pylori infection are highly efficient, however 

their in vivo target remains unclear. Based on recent in vitro data, it has been suggested that the 

essential HspA protein that contains a C-terminal nickel-binding domain [15] is a major target of 

Bismuth [17]. Disc diffusion assays with bismuth (1 nmol C6H5BiO7) were performed with the 

∆hpn, ∆hpn-2 and ∆hpn∆hpn-2 mutants as well as with the HspA-∆C mutant in which the C-

terminal domain was deleted (our previous work [15]). The ∆hpn and ∆hpn∆hpn-2 mutants 

presented diminished resistance to bismuth of the same order, while the ∆hpn-2 and HspA-∆C 

mutants presented wild type bismuth resistance (Fig. 6A). This indicates that Hpn is required for 

protection against bismuth toxicity in vivo, possibly by sequestration of this metal. In addition, 

Hpn-2 and the C-terminal domain of HpsA are not required for in vivo protection against 

bismuth toxicity.  

To define better the role of Hpn and Hpn-2 in the H. pylori in vivo response to metal 

exposure, the same tests were performed with zinc (4 μmol ZnCl2), copper (4 μmol CuSO4), 

and cobalt (250 nmol CoCl2). Mutants and the parental wild type strain showed identical 

sensitivity to copper and zinc (data not shown). Surprisingly, the cobalt sensitivities of both 

∆hpn and ∆hpn-2 mutants were affected but in opposite directions. While the ∆hpn mutant is 

more sensitive to cobalt, the ∆hpn-2 is less susceptible than the parental strain (Fig. 6B). This 

indicated (i) that Hpn is protecting H. pylori against cobalt toxicity, possibly by cobalt 

sequestration and, (ii) that the presence of Hpn-2 renders the bacterium more sensitive to 

cobalt.  

These data show that Hpn and Hpn-2 are central effectors of the in vivo response to 

metals in H. pylori.  
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Impact of Hpn and Hpn-2 on the H. pylori intracellular nickel content  

To evaluate the role of Hpn and Hpn-2 in the control of nickel homeostasis in H. pylori, 

the total intracellular nickel content was measured by Induced-Coupled-Plasma Optical Emission 

Spectroscopy (ICP-OES). Nickel was measured in the wild type B128 parental strain, isogenic 

mutants and recomplemented strains exposed to NiCl2 at low (1 μM) or high concentrations 

(10 μM) during 6 hours as in our previous studies [9]. When bacteria were incubated without 

nickel, the detectable intracellular nickel was below the detection limit of ICP-OES. When 

exposed to low nickel concentrations (1 µM), the wild-type strain and the ∆hpn mutant 

contained the same amount of nickel, 0.03 μg of per mg of proteins (Fig. 7). Interestingly, nickel 

intracellular content was significantly increased in the mutant strains ∆hpn-2 (8 fold), hpn-2∆Cter 

(6 fold) and in the ∆hpn∆hpn-2 double mutant (4 fold). Complementation of ∆hpn and ∆hpn-2 

mutants by plasmids pHpn and pHpn-2, respectively restored wild type nickel content (Supp 

Fig. S4). This indicates that under these conditions, Hpn-2 is restricting nickel accumulation in 

the cell, and that its C-terminal Gln-rich region is required for this activity.  

When exposed to ten times higher nickel concentrations (10 µM), nickel content of the 

wild-type strain was accordingly increased ten times to 0,37 μg per mg of proteins (Fig. 7). This 

content was significantly diminished in the ∆hpn mutant that contains a nickel concentration that 

was about 2.5 fold below that of the wild-type strain. This result clearly indicates that Hpn is 

required to store large amounts of nickel in vivo. Intracellular nickel content of the ∆hpn-2 and 

the ∆hpn∆hpn-2 mutants are twice the values of the wild type strain, while the hpn-2∆Cter 

mutant has wild type nickel content.  

These data confirm the inhibitory activity of Hpn-2 on intracellular nickel accumulation 

which under these conditions is not dependent on Hpn. In addition, it reveals the importance of 

the C-terminal Gln-rich region of Hpn-2 only at low nickel concentration. 

 

Hpn and Hpn-2 control nickel-dependent urease activation 

Given the importance of Hpn and Hpn-2 in the control of the intracellular nickel 

concentration, we decided to evaluate the importance of these proteins in urease and 

hydrogenase activities using the single, double and complemented mutants described above (Fig. 

8). Hydrogenase activities, measured as before [15], were not altered in the mutant strains. 

Urease activities were measured by NH3 production of whole bacteria incubated with 5 mM 

urea, from a log phase culture grown in BB medium without added nickel or with 10 μM 
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NiCl2. The estimated nickel concentration in BB medium is about 1 μM [9]. As expected, 

urease activity of the wild type strain was enhanced (about 3 fold) by nickel addition. Under 

nickel-poor conditions, urease activity of the ∆hpn-2 mutant was significantly enhanced (2.5 

fold) as compared to the wild type strain, a phenotype that was complemented by pHpn-2 but 

not observed in the Hpn-2∆Cter mutant (Fig. 8 and Supp Fig. S5). This indicates that under 

nickel-poor conditions Hpn-2 restricts urease activity and its C-terminal is not required for this 

activity.  

In the presence of 10 μM NiCl2, urease activities of the ∆hpn and ∆hpn∆hpn-2 mutants 

was two-fold lower than that of the wild-type strain that was similar to that of the ∆hpn-2 and 

hpn-2∆Cter mutants. Again, wild type urease activity was restored by complementation of the 

∆hpn mutant with pHpn (Supp Fig. S5). Thus, Hpn is required for full urease activation under 

nickel-replete conditions. In addition, since the ∆hpn∆hpn-2 mutant had the same phenotype 

than the single Hpn mutant, we concluded that the two proteins were involved in a common 

pathway in which Hpn is epistatic on Hpn-2. 

Western blotting using anti-UreA antibody was performed to test whether the differences 

in urease activity of the mutants could be correlated with changes in the amounts of urease 

structural subunits (Suppl Fig. S6). Aliquots of B128 parental strain, of ∆hpn, ∆hpn-2 and 

∆hpn∆hpn-2 mutants were taken after 4, 8, and 24 hours of culture under the same conditions 

without or with 10 µM NiCl2 and UreA protein amounts were quantified.  

Under nickel-poor conditions, UreA protein amounts were similar in all strains tested. As 

expected, the expression of UreA protein was induced in the presence of nickel (2-fold after 8 

hours) in the wild type strain. Surprisingly, under this condition the different mutants presented 

constitutive high UreA amounts equivalent to the induced amounts of the parental strain. This 

suggests either an induction of urease expression in the mutants or an earlier activation as 

compared to the wild-type strain, both hypothesis linking the Hpn and Hpn-2 proteins to the 

nickel responsive regulation. We concluded that the differences in urease activities displayed by 

the ∆hpn and ∆hpn∆hpn-2 mutants are not due to differential amounts of urease but to 

modifications in the nickel loading into this enzyme. 

 

Protein interaction networks between the nickel trafficking proteins 

Previous studies showed that purified Hpn and Hpn2 each form homo-multimers in vitro 

[22,24]. We were therefore interested in assessing whether homo-oligomerization of these 

proteins also occurred in vivo. In addition, given our results indicating that Hpn is epistatic on 



  Chapitre 1 Hpn et Hpn-2 régulateurs de l’activité uréasique et nouveaux facteurs de virulence   |   Données Expérimentales  

 

 

  110  

 

Hpn-2, we wanted to test whether Hpn and Hpn-2 interact in vivo. This was investigated by a 

bacterial two-hybrid system [31]. Both hpn and hpn-2 genes were cloned in frame at their 5’ or 

3’ extremities, with fragments encoding either the N-terminal (T25) or the C-terminal part 

(T18) of the Bordetella pertussis adenylate cyclase. These constructs were introduced in E. coli 

and the expression of the lacZ gene was used as a reporter.  

First, ß-galactosidase activity assays fully supported the conclusion that Hpn forms homo-

oligomers (Fig. 9 and Supp Table S3). The addition of nickel at 1 mM to the E. coli strains 

expressing these fusions did not modify the expression of the reporter gene lacZ. Second, no 

Hpn-2/Hpn-2 interaction could be detected with any combination of plasmids. Third, the 

following combinations of hybrid proteins scored positive: N-terminal fusion of the T25 to Hpn-

2 (T25-Hpn-2) with both N- and C-terminal fusions of Hpn with T18 (T18-Hpn and Hpn-T18). 

These results indicate that Hpn-2 strongly interacts with Hpn at least under certain conditions 

(Fig. 9 and Supp Table S3). Finally, in the course of the study, a Hpn*-T18 variant was 

accidentally generated by PCR in which two residues were mutated, His in position 3 to Leu 

and His in position 12 to Arg (Fig. 1). As compared to the wild type Hpn-T18 protein, we this 

variant Hpn*-T18 hybrid protein still strongly interacted with Hpn-T25 and with lesser efficiency 

with T25-Hpn (Fig. 9 and Supp Table S3). In contrast, the two mutations introduced in Hpn*-

T18 completely abolished the interaction with T25-Hpn2.  

In conclusion, these data indicate that Hpn can multimerize in vivo. No such interaction was 

observed for Hpn-2 in contrast to in vitro data. Most interestingly, we demonstrated that Hpn 

and Hpn-2 interact in vivo and identified two Histidine residues in Hpn that when mutated 

disrupt this interaction.  
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Discussion 

 

The relation between metal trafficking and bacterial virulence has attracted large interest 

these last years. In H. pylori, nickel is required for colonization as it is the co-factor of two 

essential enzymes, the very abundant urease and the [Ni-Fe] hydrogenase. Large amounts of 

nickel are needed to be acquired by H. pylori in order to supply these enzymes with their metal 

co-factor. To avoid the toxicity of nickel, its intracellular concentration and insertion pathways 

into the active sites of these enzymes are tightly regulated. In addition to uptake and efflux, 

cytoplasmic concentrations of transition metals are often controlled by specific storage proteins 

that can act as detoxification stores and/or as metal reserves that can be mobilized when 

necessary.  

H. pylori expresses three His-rich proteins that were proposed to serve as nickel stores, 

HspA, Hpn and Hpn-2. We previously showed that HspA is a nickel sequestration protein and 

a specialized Ni2+ chaperone for hydrogenase [15]. Here, we investigated the evolutionary 

history, the in vivo function and role during colonization of two His-rich proteins of H. pylori, 

Hpn and Hpn-2. Proteins with His-rich extensions are found in several bacteria mostly acting as 

accessory proteins for nickel-enzymes. However, the unusual composition of Hpn and Hpn-2 is 

unique in bacteria. Hpn contains up to 45% His residues, Hpn-2 has 26% His and 40% Gln.  

 

Evolutionary history of hpn and hpn-2 

We performed a systematic analysis of the distribution and phylogeny of Hpn and Hpn-2. 

hpn and hpn-2 genes were detected in the 38 H. pylori complete genomes available, despite 

erroneous annotations in the hpn-containing region for several strains. Thus, the hpn and hpn-2 

genes are part of the H. pylori core-genome. The hpn and hpn-2 genes and the corresponding 

proteins present strong sequence conservation in the different H. pylori strains (Fig. 2 and Suppl 

Fig. S1). Since it has been established that the genome of H. pylori is highly variable [32], hpn 

and hpn-2 conservation suggests the existence of a selective pressure to maintain these 

sequences. Hpn-homologues were found in H. acinonychis and H. cetorum, two gastric species 

that are phylogenetically related to H. pylori (Fig. 2 and 3). The absence of Hpn in the other 

gastric urease positive Helicobacter species (H. felis and H. bizzozeronii) indicates that this 

protein is not associated with stomachal tropism. Interestingly, Hpn-2 is unique to H. pylori. A 
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close examination of the genetic clusters harboring hpn in the three species revealed the most 

plausible evolutionary origin of the hpn-2 paralogous gene. Hpn-2 has probably arisen through 

inversion of the Hpn-associated gene cluster followed by Hpn duplication.  

The restricted distribution and strong conservation of Hpn and Hpn-2 within the H. pylori 

species suggests that these proteins either provide a selective advantage for gastric colonization 

of the human host and/or are associated with virulence.  

 

Hpn and Hpn-2 proteins are required for in vivo colonization 

We found that each protein was required for full colonization of the mouse model and 

that the mutant deficient in both Hpn and Hpn-2 was totally unable to establish infection. In 

view of our data showing the importance of Hpn in nickel storage and regulation of urease 

activity and Hpn-2 in regulation of nickel accumulation, we propose the following interpretation. 

During the colonization process, H. pylori will be exposed to variations in the bio-availability of 

nickel and urea. In the acidic gastric lumen, metal solubility is known to be greatly enhanced and 

consequently H. pylori will have to deal with important nickel concentrations. Under these 

conditions, Hpn is expected to be crucial. We showed that Hpn-2 controls urease activity 

under low nickel concentrations. When close to the epithelial cells, H. pylori encounters less 

nickel, neutral pH and plasmatic urea supply. Under these conditions, it is probable that Hpn-2 

is critical to restrain urease activity and prevent lethal cytoplasmic alkanization.  

It has been recently observed that purified Hpn can assemble in vitro into amyloid-like 

fibers that are cytotoxic to gastric epithelial cell cultures [33]. Amyloid fibers are associated with 

various human pathologies among which Alzheimer disease (AD). An association between H. 

pylori infection and the development of AD has been proposed but solid epidemiologic data 

are missing [34,35]. While this hypothesis relates Hpn protein with virulence, the actual 

existence of such fibers in H. pylori secreted or not needs first to be established.  

 

Roles of Hpn and Hpn-2 in the control of intracellular nickel content of H. 

pylori 

Purified Hpn and Hpn-2 proteins were reported to bind nickel in vitro [22,24]. In 

agreement with previous work [28,29], we found that Hpn protects H. pylori against nickel 

toxicity. Lower intracellular nickel amounts were accumulated in the Hpn deletion mutant 

showing that Hpn is indeed sequestering nickel in vivo. In contrast, Hpn-2 is not required for 

protection against the deleterious effects of nickel in H. pylori. Surprisingly, intracellular nickel 
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content measurements showed that Hpn-2 is restricting intracellular nickel accumulation 

independently of Hpn (Fig. 7). In addition, the C-terminal Gln-rich domain of Hpn-2 is required 

for this activity only when the cells are exposed to low nickel concentrations. Previous in vitro 

data showed that the Gln-rich region stabilizes the nickel binding in Hpn-2 [26]. Two 

interpretations can be proposed, Hpn-2 prevents intracellular nickel accumulation by inhibiting 

its uptake or by enhancing its export. Our results are compatible with Hpn-2 being a protein 

that stimulates nickel export. Indeed, the full length Hpn-2 protein has the capacity to function 

at both low and high nickel concentrations while truncation of the Hpn-2 poly-Gln sequence, 

that is known to reduce its capacity to bind nickel, renders the protein less capable to stimulate 

nickel export at low doses. Whether Hpn-2 interacts with the CznABC nickel efflux pump [36] 

or is itself secreted out of the cell remains to be determined. Our results differ from those of a 

previous study [29] reporting that Hpn-2 and Hpn play a major and a minor role in nickel 

tolerance, respectively. Noteworthy, Seshadri et al. [29] studied mutants in which hpn and hpn-

2 genes were interrupted rather than deleted, with N-terminal fragments of both proteins most 

probably being expressed: in the case of Hpn a fragment with 14 His out of 27, for Hpn-2 a 

fragment with 26 His out of 27 (shown in Fig. 1). Given the repetitive nature of these proteins 

and the complex phenotype that we found with the C-terminal deletion of Hpn-2, we believe 

this is a plausible explanation for the contradictory data.  

We are confident that our data are solid since (i) complete deletion mutants were 

constructed, (ii) the deletion strains were recomplemented with plasmids expressing the wild 

type corresponding proteins and (iii) the phenotypes were observed in two strains, B128 (this 

work) and 26695 [21] (not shown). 

 

Control of urease activity by Hpn and Hpn-2 proteins 

Urease activity was reduced in the ∆hpn mutant. Since Hpn appears to bind nickel in vivo, 

we concluded that Hpn is a nickel donor for urease in H. pylori. In contrast, the ∆hpn-2 mutant 

presented enhanced urease activity at low nickel concentrations. These data are consistent with 

the nickel content measurements in this mutant, and show that increased intracellular nickel 

concentrations results in more nickel-activated urease. Most interestingly, the ∆hpn∆hpn-2 

mutant displays the same phenotype than the ∆hpn. Thus Hpn is epistatic on Hpn-2, suggesting 

that the two proteins are involved in a common oriented pathway of nickel trafficking where 

Hpn-2 acts first followed by Hpn and finally urease. This can be correlated with in vitro data 

showing that Hpn-2 has a lower capacity but a higher affinity for nickel, whereas Hpn presents a 
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stronger capacity to bind nickel with a lower affinity [22,24]. In support of our model, we found 

that Hpn and Hpn-2 interact in vivo and identified a double His mutant of Hpn that was still 

able to form homodimers but was deficient in its capacity to interact with Hpn-2 (Fig. 8). A 

tempting interpretation is that nickel binding to Hpn regulates its interaction with Hpn-2, this 

remains to be tested.  

Nickel incorporation into urease requires the UreE accessory protein that acts as a nickel 

chaperone. In H. pylori, UreE has a unusual poor affinity for nickel and a low number of His 

residues. We propose that in H. pylori, Hpn functionally replaces the nickel chaperone function 

of UreE. The interaction between Hpn and urease structural or accessory proteins remains to 

be investigated.  

 

Using Hpn and Hpn-2 as therapeutic targets 

Bismuth (Bi3+) is used in combination with antibiotics as an efficient anti-H. pylori 

compound. In agreement with [28], we found that Hpn is protecting H. pylori against bismuth 

toxicity. Since Hpn is essential for colonization, bismuth might act in vivo by interfering with the 

ability of Hpn to transfer nickel to urease.  

We observed that Hpn is protecting H. pylori against cobalt toxicity, possibly by cobalt 

sequestration. More surprisingly, we demonstrated that the presence of full length Hpn-2 

renders the bacterium more sensitive to cobalt, suggesting that Hpn-2 mediates toxic cobalt 

transfer to other targets that could either be Hpn itself or Iron-Sulfur cluster-containing proteins 

known to be inactivated in vivo by illegitimate cobalt incorporation [37].  

Finally, no nickel containing protein has been described in humans. Therefore, the H. pylori 

nickel trafficking pathways and in particular the essential Hpn and Hpn-2 proteins constitute 

promising targets for the development of novel anti-Helicobacter drugs.  
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Material and Methods  

 

Bacterial strains and growth conditions 

Plasmids used to create or complement mutants of H. pylori were constructed and 

amplified using Escherichia coli strain MC1061 [38] (Suppl. Table S1) grown on solid or liquid 

Luria-Bertani medium with spectinomycin 100 μg.mL-1 or chloramphenicol 30 μg.mL-1 for 

selection of transformants. The E. coli strain BTH101 [39] was used as a recipient for the 

Bacterial two hybrid analysis. The H. pylori strains used in this study (Suppl. Table S1) are all 

derivative from B128 [18,19]. H. pylori strains were grown on Blood Agar Base 2 (Oxoid) 

plates supplemented with 10% defibrinated horse blood and with the following antibiotics-

antifungal cocktail: amphotericin B 2.5 μg.mL-1, polymyxin B 0.31 μg.mL-1, trimethoprim 6.25 

μg.mL-1 and vancomycin 12.5 μg.mL-1. Selection of H. pylori clones was performed using either 

kanamycin 20 μg.mL-1 or chloramphenicol 5 μg.mL-1, or both when needed. For liquid cultures, 

we used Brucella broth (BD Difco) supplemented with 0.2% β-cyclodextrin (Sigma) (designated 

here BBß), the antibiotics-antifungal cocktail and the selective antibiotic. For the metal toxicity 

assays, bacteria were first grown in liquid Brucella broth supplemented with 10% fetal calf serum 

(Eurobio), then tested on plates containing Brucella broth and bacto agar (BD Difco) that was 

supplemented with 10% fetal calf serum and on which the disc with a solution of the metal to 

be tested was placed. H. pylori was grown at 37°C under microaerophilic atmosphere 

conditions (6% O2, 10% CO2, 84% N2) using an Anoxomat (MART Microbiology) atmosphere 

generator.  

 

Molecular techniques 

Molecular biology procedures were performed according to standard procedures [40] and 

the supplier (Fermentas) recommendations. NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) and 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) were used for plasmid preparations and H. pylori genomic 

DNA extractions, respectively. PCR were performed either with Taq Core DNA polymerase 

(MP Biomedicals), or with Phusion Hot Start DNA polymerase (Finnzymes) when the product 

required high fidelity polymerase. The PCR8/GW/TOPO TA cloning kit (Invitrogen) was used 

to construct in E. coli the H. pylori suicide plasmids that served for mutagenesis in H. pylori. 
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Construction of H. pylori mutants 

Chromosomal deletions of the entire genes encoding Hpn or Hpn-2 and of both genes 

were performed in strain B128. Despite very strong conservation of these genes with their 

homologues from H. pylori strain 26695 (gene number hp1432 for hpn and hp1427 for hpn-2, 

[21]), the corresponding regions in the genomes of strain B128 and of its close derivative B8 

were surprisingly wrongly annotated [18,19]. Deletions were introduced by allelic exchange 

using H. pylori suicide plasmids (see Suppl Table S1) derived from PCR8/GW/TOPO in which 

around 600 bp of the 5’-end and the 3’-end regions immediately flanking the open reading 

frame of the target gene and an antibiotic resistance cassette (non-polar kanamycin cassette 

[41] or non-polar chloramphenicol cassette) were cloned using PCR fragments generated with 

the primers indicated in Suppl Table S2. The mutants of H. pylori were obtained by natural 

transformation as described previously [42], with 1 μg of a preparation of the suicide plasmid 

DNA and selection on the corresponding antibiotic. The ∆hpn∆hpn-2 double mutant was 

constructed in two steps; inactivation of hpn with the non-polar chloramphenicol cassette 

followed by the deletion of hpn-2 and replacement with the non-polar kanamycin. Deletion of 

the genes of interest and correct insertion of cassettes were checked up by PCR and 

sequencing of the gene region. The H. pylori/E. coli shuttle plasmid vector pILL2157 that allows 

inducible gene expression in H. pylori was used to recomplemented mutants [43]. The empty 

plasmid and the recomplementation plasmids (see Suppl Table S1) were introduced in H. pylori 

by conjugation following the procedures described in [44], using E. coli MC1061 as a donor 

strain and E. coli GC7 with plasmid pRK2013 as a mobilizer and selection on plates with 

chloramphenicol 5 μg.mL-1. 

 

Mouse model of colonization 

NMRI-specific pathogen-free mice (Charles River Laboratories) were orogastrically 

inoculated with 1.5.1010 CFU, prepared in 100 μL of peptone broth, of the wild type B128 

parental strain and of the ∆hpn, ∆hpn-2 and ∆hpn∆hpn-2 mutants. As described in [41], one 

month after inoculation, mice were sacrificed and stomachs were crushed in peptone broth. 

Viable H. pylori colonizing the stomach were enumerated by culture of serial dilutions of 

homogenized tissue on blood agar plates containing bacitracin (200 μg.mL-1) and nalidixic acid 

(10 μg.mL-1). 
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Measurement of Metal sensitivity by disc diffusion assays 

H. pylori strains were tested for their sensitivity to nickel, bismuth, cobalt, zinc and cupper 

by the disc agar diffusion method. Therefore, 2.106 CFU of each strain were prepared from 

liquid culture and were spread on plates containing Brucella broth, 1.5% bacto agar and 10% 

fetal calf serum. Sterile antibiotic assay discs (Whatman) were soaked in either 4 μmol NiCl2 

(Sigma), 250 nmol CoCl2 (Sigma), 1 nmol Bismuth Citrate (Sigma), 4 µmol ZnCl2 (Sigma) or 4 

µmol CuSO4 (Sigma) and placed in the center of the plate. The data correspond to at least 

three independent experiments with two technical replicates per experiment. Growth inhibition 

diameters were measured after 5 days of culture. 

 

Nickel content measurements by Inductively Coupled Plasma Optical Emission 

Spectrometry (ICP-OES) 

Overnight BBß liquid cultures of H. pylori strain were diluted to OD600 0.5 in 6 mL fresh 

BBß (pH adjusted to 7) with 1 or 10 μM NiCl2, each condition in triplicate. Bacteria were 

incubated for 6 hours at 37°C, then 6 ml of culture were centrifuged at 4000 g at 4°C for 25 

min through 400 μL of a 1:2 mixture of the silicone oils AR20/AR200 (Wacker) in order to 

separate the cells from the medium. Cells were lysed with 400 μL 0.2 M NaOH/1% SDS for 60 

min at 95°C. Samples were calibrated by protein concentration measurements with the DC 

Protein Assay kit (BioRad). Then, the samples were mineralized overnight at 80°C with 300 μL 

of ultrapure 70% nitric acid (JT Baker) and diluted to 1/20 in ultrapure water. Nickel 

concentrations were measured by ICP-OES using a Vista MPX spectrometer (Varian). The 

content of Ni was determined using a curve established with certified ICP grade standards. The 

measurement of each strain in each condition was performed in triplicates in at least three 

independent experiments.  

 

Measurement of urease activity 

Urease activity of whole H. pylori cells was testing by measuring the ammonia production 

using the Ammonia-Assay Kit (Sigma) as in [45]. H. pylori bacteria grown on blood agar plates 

for 24 hours were inoculated at 0.1 OD600 in BBß liquid medium and grown overnight. This 

preculture was used to inoculate the bacteria at 0.2 OD600 in BBß liquid medium supplemented, 

or not with 10 μM of NiCl2. From this culture, log-phase bacteria (0.5 OD600) were harvested 

and washed once with phosphate-buffered saline (Sigma). Three technical replicates consisting 
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of 5.107 CFU of bacteria were resuspended in 1 mL of buffer (citric acid, 0.1M; Na2HPO4, 0.2 M 

pH 7) containing 5 mM urea. The data correspond to at least three independent experiments 

with two technical replicates each time. Aliquots were taken after 10 min of incubation at 37°C 

and centrifuged to pellet the bacteria. The NH3 concentration in the supernatant was measured 

immediately with the ammonia-assay kit according to the manufacturer’s recommendations. This 

assay is based on the following reaction: in the presence of NH3, α-ketoglutaric acid and 

NADPH, the enzyme glutamate dehydrogenase produces glutamate and NADP+. The oxidation 

of NADPH to NADP+ results in a decrease in the absorbance at 340 nm that is proportional to 

the concentration of NH3. One unit (U) of urease activity was defined as the amount of 

enzyme that hydrolyzes 1 µmol urea per min per mg of total proteins. 

 

Bacterial two-Hybrid tests 

The Bacterial Two-Hybrid (BACTH) is based on the reconstitution of adenylate cyclase 

activity in a cya- E. coli strain as a result of the interaction between two proteins: a bait and a 

prey fused to two separate catalytic domains (T18 and T25) of the Bordetella pertussis 

adenylate cyclase. To detect interactions between the proteins of interest (Hpn, Hpn-2), several 

plasmids were constructed (Sup Table S1) expressing either a N-terminal or a C-terminal fusion 

of these proteins with the T25 catalytic domain (derived from vectors pNKT25 and pKT25, 

respectively) or either a N-terminal or a C-terminal fusion with the T18 catalytic domain 

(derived from vectors pUT18 and pUT18C, respectively). hpn and hpn-2 genes were amplified 

using B128 chromosomal DNA as a template and 3 different UP/DO pairs of primers (Sup 

Table S2). The hpn and hpn-2 inserts were digested by EcoRI and PstI and were cloned into the 

pUT18, pKT25 pUT18c and pNKT25 plasmids digested by the same enzymes. These 

procedures yielded the in-frame T18-hpn and T18-hpn-2 (pUT18c), T25-hpn and T25-hpn-2 

(pKT25), hpn-T18 and hpn-2-T18 (pUT18), hpn-T25 and hpn-2-T25 (pNKT25) translation 

fusions (see Fig. 9 and Sup Table S1). The two plasmids expressing fusions to be tested were 

co-transformed in E. coli strain BTH101. The screening procedure involved growth of the 

transformants spread on Luria-Bertani agar plates containing X-Gal with or without IPTG at a 

final concentration of respectively 0.4% and 0.1 mM. Quantification of the functional interactions 

was obtained by measurement of the β-galactosidase activity performed in 8 replicates as 

described in [39]. Negative controls corresponded to strains with plasmids expressing one of 

the fusion proteins tested again the empty vector used to express the other partner. Positive 
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controls consisted in a strain containing the plasmid used as a vector to construct the baits and 

the preys but carrying a GCN4 leucine zipper domain fused with the T18 or T25 domains.  

 

Immuno blotting 

Overnight H. pylori cultures in BBß were diluted to OD600nm 0.2 in fresh BBß either without 

added nickel or with 10 μM NiCl2. Aliquots were taken after 4, 8 and 24 hours culture. Bacteria 

were pelleted and frozen before lysis. Immuno blotting was performed on crude extracts after 

cell lysis in 1% SDS pH 5 according to standard protocols. Protein amounts in the crude 

extracts were calibrated using the Bradford DC Protein Assay Assay (Biorad) with bovine 

serum albumin (BSA) as a standard. 20 µg of total extracts were separated by 12.5% SDS-

PAGE using the Criterion TGX Stain Free Any kD acrylamide gels (BioRad). Gels were blotted 

on a nitrocellulose membrane (GE healthcare). The H. pylori UreA protein was specifically 

detected with an anti-ureA rabbit polyclonal antibody used at a dilution of 1:5000 [46]. Goat 

anti-rabbit IgG-HRP mouse human adsorbed (Santa Cruz) were used as secondary antibodies 

and the detection was achieved with the ECL reagent (Pierce). Band intensity was quantified 

with a Pharos imager using Image Quant Software (Molecular Dynamics).  

 

Statistical analysis 

The Student’s t test was used to determine significance of the means of the data. The 

Mann-Whitney test was used for mouse colonization assay to compare geometrical means of 

colonization loads. 

 

Phylogenetic analyses 

Homologues of Hpn and Hpn-2 were searched in the 51 Helicobacter genomes available 

at the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using BlastP and tBlastN with default parameters, 

except the removal of the Low complexity regions filter [47]. The corresponding nucleic 

sequences were retrieved from the corresponding complete genomes. The hspA and glmM 

sequences from Helicobacter complete genomes were identified retrieved using the same 

procedure. 

The retrieved sequences were aligned using MAFFT (default parameters) [48]. The 

resulting alignments were inspected and adjusted using the alignment editor from the MUST 

package [49]. At this step the hspA sequence from H. pylori strain SouthAfrica7 was removed 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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because it clearly showed a horizontal gene transfer from H. acinonychis str. Sheeba. Then the 

hspA and glmM alignments were combined into a single alignment in order to increase the 

global phylogenetic signal for the inference of a reference phylogeny of organisms. Similarly, hpn 

and hpn-2 were combined into a single alignment that was used for the phylogenetic 

reconstruction. Phylogenetic trees were inferred using the Maximum Likelihood (ML) and the 

Bayesian (BI) methods implemented in PhyML [50] and MrBayes, respectively. Analyses were 

performed using the GTR model and a gamma distribution to take into account evolutionary 

rate variations across sites (four categories and an estimated alpha-parameter). The robustness 

of the resulting ML tree was assessed using the non-parametric bootstrap approach 

implemented in PhyML. MrBayes was run with four chains for 1 million generations and trees 

were sampled every 100 generations. To construct the consensus tree, the first 1500 trees 

were discarded as “burn-in”. 

The genomic regions surrounding the hpn and hpn-2 genes were investigated using the 

genome browser available at the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/). The 

putative ORFs present in the genomic region containing hpn were detected with the ORF 

finder tool available at the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). 
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Figure 1. Sequences of the Hpn and Hpn-2 proteins of H. pylori strain B128.  

The triangle corresponds to the position at which Hpn-2 is truncated in the Hpn-2∆Cter mutant and the black star 

the position at which the Hpn-2 sequence is interrupted in Seshadri et al. The mutations of Hpn* are indicated 

below the Hpn sequence. 
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Figure 2. Distribution of Hpn and Hpn-2 encoding genes among the sequenced Helicobacter 

species.  

Maximum Likelihood phylogenies of Hpn and Hpn-2 (A) and HspA and GlmM (B). The scale bars represent the 

inferred number of substitution per site. The emergence of hpn and hpn2 is indicated by black arrows. Numbers at 

nodes correspond to posterior probabilities and bootstrap values estimated by MrBayes and PhyML, respectively. 

For clarity, only values greater than 0.50 and 50% are shown.  
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Figure 3. (A) Genomic organization of the regions surrounding hpn and hpn-2 (in orange) in H. 

pylori, H. cetorum and H. acinonychis according to genome annotations.  

This region is not conserved in other Helicobacter species. Homologuous genes are indicated by similar colors, 

whereas grey arrows design genes without homologues in other genomes. The black ORF found in H. cetorum 

and H. acinonychis likely results from an annotation error and is overlapping the hpn homologue present in these 

genomes that is represented by an empty orange arrow. (B) Details of the regions containing according to ORF 

finder. The hpn gene is indicated in orange, whereas the ORFs annotated in the genomes are indicated in black. 
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Figure 4. Hpn and Hpn-2 are required for mouse colonization by H. pylori B128 strain. 

Each point corresponds to the colonization load for one mouse, with the strain indicated below. Horizontal bars 

represent the geometric means of the colonization load for the wild type and each mutant. The detection limit is 

shown by a dashed horizontal line. *** indicates that the standard deviation of the value is significantly different 

from that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Figure 5. Effect of nickel on the in vitro growth of H. pylori B128 wild type strain and isogenic 

mutants.  

Disc diffusion assays were performed on Brucella Agar plates with 4 µmole of NiCl2 on the disc for H. pylori B128 

wild type strain (squared bar) and the following mutant strains, ∆hpn (diagonal striped bar), ∆hpn-2 (horizontal 

striped bar), ∆hpn∆hpn-2 (vertical striped bar) and hpn-2∆Cter (dotted bar). The data correspond to the mean 

value of three independent experiments with at least triplicate tests for each strain. *** indicates that the standard 

deviation of the value is significantly different from that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Figure 6. Effect of cobalt and bismuth on in vitro growth of H. pylori B128 wild type strain and 

isogenic mutants.  

Disc diffusion assays were performed on Brucella Agar plates with 1 nmol of Bismuth Citrate (panel A) or 250 

nmol of CoCl2 (panel B) on the disc for H. pylori B128 wild type strain (squared bar) and the following mutant 

strains, ∆hpn (diagonal striped bar), ∆hpn-2 (horizontal striped bar), ∆hpn∆hpn-2 (vertical striped bar), hspA∆Cter 

(horizontal striped bar) and hpn-2∆Cter (dotted bar). The data correspond to the mean value of three independent 

experiments with at least triplicate tests for each strain. *** indicates that the standard deviation of the value is 

significantly different from that of the wild type strain (P < 0.01).   
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Figure 7. Intracellular nickel content of H. pylori B128 wild type strain and isogenic mutants 

incubated during 6 hours in Brucella β-cyclodextrin medium in the presence of 1 μM NiCl2 

(white bars) or of 10 μM NiCl2 (black bars).  

The identity of each strain is indicated below the bars. Nickel amounts were measured by Inductively Coupled 

Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) and expressed in µg of nickel. mg of proteins-1. The data 

correspond to the mean value of three independent experiments for each strain under each condition with each 

measurement in triplicate. *** indicates that the standard deviation of the mean value is significantly different from 

that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Figure 8. Urease activity of H. pylori B128 wild type strain and isogenic mutants grown in 

Brucella -cyclodextrin medium without added nickel (white bars) or with 10 µM nickel (black 

bars).  

The identity of each strain is indicated below the bars. Urease activity is expressed as µmol of urea hydrolyzed 

.min-1.mg-1 of protein. Four independent experiments were performed for each strain under each condition, every 

point corresponds to the mean value from triplicates. *** indicates that the standard deviation of the value is 

significantly different from that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Figure 9. Hpn forms homo-oligomers and interacts with Hpn-2 in vivo.  

The different constructions used to test the interactions between Hpn, its mutated form Hpn* and Hpn-2 by 

BACTH are presented. T18 and T25 correspond to the two fragments of the adenylate cyclase and the extremity 

at which the fusion was made (Nter or Cter) is shown by large arrows. ++++ corresponds to β-galactosidase 

expressed in Miller units that are > 3,000 U, +++ between 2,000 and 3,000 U, ++, 1,000 U and + between 250 

and 550 U. The β-galactosidase activity values for the interactions are in Suppl Table 3. A scheme summarizing the 

observed interactions is presented below the results, the dotted arrow indicates that the β-galactosidase value for 

the Hpn*-Hpn interaction is diminished, the cross that the interaction is abolished. 
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Suppl. Figure S1. Alignments at the nucleic acid and at the amino acid levels of the hpn gene (A) 

and of the hpn2 gene (B).  
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Suppl. Figure S2. Growth of B128 parental strain (), hpn (), hpn-2 () and hpnhpn-2 

() isogenic mutants, in BBß without nickel (A) or with 10 µM NiCl2 (B).  

Data are expressed as mean values from experiments performed four times for each strain. Errors bars represent 

the standard deviation. 
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Suppl. Figure S3. Effect of nickel on the in vitro growth of H. pylori B128 wild type, isogenic 

mutants and complemented strains.  

Disc diffusion assays were performed on Brucella Agar plates with 4 µmole of NiCl2 on the disc. Growth inhibition 

diameter is shown in mm for H. pylori B128 wild type strain carrying pPH85 empty vector (squared), hpn carrying 

pPH85 empty vector (left oblique lines), hpn carrying pHpn plasmid (left bold oblique lines), hpn-2 carrying 

pPH85 empty vector (horizontal stripes) and hpn-2 carrying pHpn-2 plasmid (crossed stripes). The data 

correspond to the mean value of three independent experiments with at least triplicate tests for each strain. Errors 

bars represent the standard deviation. *** indicates that the standard deviation of the value is significantly different 

from that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Suppl. Figure S4. Intracellular nickel content of H. pylori B128 wild type strain carrying pPH85 

empty vector, hpn carrying pPH85 empty vector, hpn carrying pHpn plasmid, hpn-2 

carrying pPH85 empty vector and hpn-2 carrying pHpn-2 plasmid mutants incubated either 

without nickel (white bars) or with 10 M NiCl2 (black bars).  

Nickel amounts were measured by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) and 

expressed in µg of nickel. mg of proteins-1. The data correspond to the mean value of three independent 

experiments for each strain under each condition with each measurement in triplicate. Errors bars represent the 

standard deviation. *** indicates that the standard deviation of the mean value is significantly different from that of 

the wild type strain (P < 0.01). 
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Suppl. Figure S5. Urease activity of H. pylori B128 wild type strain, isogenic mutants and 

complemented strains grown in Brucella β-cyclodextrin medium without added nickel (white 

bars) or with 10 µM nickel (black bars).  

The identity of each strain is indicated below the bars. Urease activity is expressed as µmol of urea hydrolyzed. 

min-1. mg-1 of protein. Four independent experiments were performed for each strain under each condition, every 

point corresponds to the mean value from triplicates. Errors bars represent the standard deviation. *** indicates 

that the standard deviation of the value is significantly different from that of the wild type strain (P < 0.01). 
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Suppl. Figure S6. Western blots of soluble proteins extracted from cultures of H. pylori B128 

wild type strain and isogenic mutants in response to nickel supplementation of the medium (0 

or 10 M of NiCl2).  

Targeted protein is UreA. Coomassie-stained gel is shown as loading control. Each lane contains 20 g proteins. 
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Suppl. Table S1. 

Bacterial strains used in this study 

Strains Relevant characteristics Reference 

Escherichia coli 

MC1061 

F- Δ(ara-leu)7697 [araD139]B/r Δ(codB-lacI)3 galK16 
galE15 λ- e14- mcrA0 relA1 rpsL150(strR) spoT1 
mcrB1 hsdR2(r-m+) 

[38] 

BTH101 
F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (StrR), 
hsdR2, mcrA1, mcrB1 [39] 

Helicobacter pylori 

B128 Sequenced reference strain [19] 

B128∆hpn Cm CmR This work 

B128∆hpn Kn KmR This work 

B128∆hpn-2 KmR This work 

B128∆hpn∆hpn-2 CmRKmR This work 

B128∆Cterhpn-2 KmR This work 

B128 + pPH85 CmR This work 

B128∆hpn Kn + pPH85  CmRKmR This work 

B128∆hpn-2 + pPH85 CmRKmR This work 

B128∆hpn + pHpn CmRKmR This work 

B128∆hpn-2 + pHpn-2 CmRKmR This work 

 

Plasmids used in this study 

Plasmid Relevant characteristics Reference 

Vectors 

pILL2157 
E. coli/ H. pylori shuttle IPTG inducible vector carrying 

lacZ gene, CmR 
[43] 

pPH85 pILL2157 without lacZ gene, CmR Y. Redko 

(unpublished) 

pKT25 

BACTH vector designed to express a protein fused in frame 

at its N-terminus with T25 domain of CyaA; p15 ori; KmR 

 

[39] 

pKNT25 

BACTH vector designed to express a protein fused in frame 

at its C-terminus withT25 domain of CyaA; p15 ori; KmR  

 
[39] 

pUT18 

BACTH vector designed to express a protein fused in frame 

at its C-terminus with T18 domain of CyaA; ColE1 ori; 

AmpR  

[39] 

pUT18C 

BACTH vector designed to express a protein fused in frame 

at its N-terminus with T18 domain of CyaA; ColE1 ori; 

AmpR 

[39] 

pKT25-Zip 
BACTH control plasmid expressing T25-GCN4 leucine 

zipper  
[39] 
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Plasmid Relevant characteristics Reference 

pUT18C-Zip 
BACTH control plasmid expressing T18-GCN4 leucine 

zipper  
[39] 

pKNT25-Zip 
BACTH control plasmid expressing GCN4 leucine zipper-

T25  
[39] 

pUT18-Zip 
BACTH control plasmid expressing GCN4 leucine zipper-

T18  
[39] 

Plasmids 

pHpn pPH85 with hpn gene cloned between NdeI and BamHI  This work 

pHpn-2 pPH85 with hpn-2 gene cloned between NdeI and BamHI  This work 
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Suppl. Table S2. 

Primers used in this study 

 

Primer 
Position of the 

primer 
Sequence (5’-3’) 

Construction of the ∆hpn::cm mutant 

H941 HP1427_Fwd GAATGAAGTGAGGAAATGGCC 

H942 HP1427_Cm_Rev CGGATCTGTTGAAGGGCGGGATGACTCCTTTGATTAAAAA 

H943 HP1427_Cm_Fwd GCGTAAGGAGGAATAATGTATCGGTGTGGCTAGGGGCAA 

H944 HP1427_Rev CCCGCTATAGCCAAGACCGGC 

Construction of the ∆hpn::km mutant 

H1081 HP1427_Fwd GATTTGAACGATAGCCTAGAC 

H1082 HP1427_Km_Rev GTTAGTCACCCGGGTACGATGACTCCTTTGATTAAAAA 

H1083 HP1427_Km_Fwd TACCTGGAGGGAATAATGTATCGGTGTGGCTAGGGGCAA 

H1084 HP1427_Rev CCCGCTATAGCCAAGACCGGC 

Construction of the ∆hpn-2::km mutant 

H949 HP1432_Fwd GCACAAATGGCTGTCTATCTC 

H950 HP1432_Km_Rev GTTAGTCACCCGGGTACGATGACTCCTTTAATTGAAAT 

H951 HP1432_Km_Fwd TACCTGGAGGGAATAATGTTGGGGCGTTTGTGGGGGCGG 

H952 HP1432_Rev ACCAACGCCCCAAAAGTCAAGGACAAACCC 

Construction of the ∆Cterhpn-2::km mutant 

H1025 HP1432Ct_Fwd GGATAGCGATCCAACAACTTA 

H1026 HP1432Ct_Km_Rev GTTAGTCACCCGGGTACTTACGCATTATGGTGATGGTGTTC 

H1027 HP1432Ct_Km_Fwd CTGGATGAATTGTTTTAGTTGGGGCGTTTGTGGGGGCGG 

H1028 HP1432Ct_Rev GCTTAAGGGAACGCTCTTAG 

Cloning of hpn into pPH85 

H1070 Nde_HP1427 GGATACCATATGGCACACCATGAAGAAC 

H1071 Bam_HP1427 AGGATCCTTACTCGTGATGCCCGTGG 

Cloning of hpn-2 into pPH85 

H1011 Nde_HP1432 ATATAACATATGGCACACCATGAACAACAA 

H1005 Bam_HP1432 TTGGATCCTCAATATTGTTGGTTTTGTTG 

Constructions for the bacterial two hybrid screen 

Cloning into pUT18 and pNKT25 

UP1-hpn AAACTGCAGCAGTGAGCTAGAATTTAAATTC 

DO1-hpn AAAGAATTCGACTCGTGATGCCCGTGGCAAC 

UP1-hpn2 AAACTGCAGAGCGCTCAAATTGGTGCTCG 
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Primer 
Position of the 

primer 
Sequence (5’-3’) 

DO1-hpn2 AAAGAATTCGAAAAGCCAGGAGTAGCCCTAAC 

Cloning into pKT25 

UP2-hpn AAACTGCAGGGATGGCACACCATGAAGAACAAC 

DO2-hpn AAAGAATTCTTACTCGTGATGCCCGTGGC 

UP2-hpn2 AAACTGCAGGGATGGCACACCATGAACAACAAC 

DO2-hpn2 AAAGAATTCTAAAAGCCAGGAGTAGCCC 

Cloning into pUT18c 

UP3-hpn AAACTGCAGGATGGCACACCATGAAGAACAAC 

DO2-hpn AAAGAATTCTTACTCGTGATGCCCGTGGC 

UP3-hpn2 AAACTGCAGGATGGCACACCATGAACAACAAC 

DO2-hpn2 AAAGAATTCTAAAAGCCAGGAGTAGCCC 
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Suppl. Table S3. 

Values of β-Galactosidase assays 

 

Plasmids Beta-galactosidase activity Standard deviation 

pUT18/pKT25 47 10 

pUT18/pNKT25 42 5 

pUT18c/pKT25 48 2 

pUT18c/pNKT25 51 5 

  

pUT18/pKT25(Hpn) 38 7 

pUT18/pKT25(Hpn2) 52 8 

pUT18/pNKT25(Hpn) 427 217 

pUT18/pNKT25(Hpn2) 36 7 

  

pUT18c/pKT25(Hpn) 40 4 

pUT18c/pKT25(Hpn2) 45 6 

pUT18c/pNKT25(Hpn) 70 18 

pUT18c/pNKT25(Hpn2) 37 2 

  

pKT25/pUT18(Hpn) 50 8 

pKT25/pUT18(Hpn*) 43 3 

pKT25/pUT18(Hpn2) 39 2 

pKT25/pUT18c(Hpn) 38 2 

pKT25/pUT18c(Hpn2) 43 3 

  

pNKT25/pUT18(Hpn) 626 434 

pNKT25/pUT18(Hpn*) 54 14 

pNKT25/pUT18(Hpn2) 41 2 

pNKT25/pUT18c(Hpn) 39 3 

pNKT25/pUT18c(Hpn2) 47 7 

  

pUT18(Hpn)/pKT25(Hpn) 3576 383 

pUT18(Hpn)/pNKT25(Hpn) 3120 336 

pUT18(Hpn)/pKT25(Hpn2) 2623 519 

pUT18(Hpn)/pNKT25(Hpn2) 54 11 

  

pUT18(Hpn*)/pKT25(Hpn) 550 54 

pUT18(Hpn*)/pNKT25(Hpn) 2021 101 

pUT18(Hpn*)/pKT25(Hpn2) 48 5 

pUT18(Hpn*)/pNKT25(Hpn2) 46 5 

  

pUT18(Hpn2)/pKT25(Hpn) 42 3 

pUT18(Hpn2)/pNKT25(Hpn) 42 4 
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Plasmids Beta-galactosidase activity Standard deviation 

pUT18(Hpn2)/pKT25(Hpn2) 39 2 

pUT18(Hpn2)/pNKT25(Hpn2) 41 2 

  

pUT18c(Hpn)/pKT25(Hpn) 1124 210 

pUT18c(Hpn)/pNKT25(Hpn) 2650 301 

pUT18c(Hpn)/pKT25(Hpn2) 521 250 

pUT18c(Hpn)/pNKT25(Hpn2) 40 1 

  

pUT18c(Hpn2)/pKT25(Hpn) 61 31 

pUT18c(Hpn2)/pNKT25(Hpn) 252 156 

pUT18c(Hpn2)/pKT25(Hpn2) 41 8 

pUT18c(Hpn2)/pNKT25(Hpn2) 35 2 
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Chapitre 2. Systèmes couplés de 

déamidation et de transport de 

l’asparagine et de la glutamine, 

essentiels à la colonisation par H. 

pylori 

 

 

1.  Eléments de contexte et problématique 

H. pylori possède un seul transporteur de sucres et consomme préférentiellement les 

acides aminés lors de sa croissance comme sources d’énergie et de carbone. Parmi les acides 

aminés les plus consommés par H. pylori, l’aspartate et le glutamate, ainsi que l’asparagine et la 

glutamine, sont majoritaires (Mendz & Hazell, 1995). Cependant, aucune étude n’a rapporté 

d’auxotrophie de H. pylori pour ces acides aminés (Reynolds & Penn, 1994). Par ailleurs, il a été 

démontré que les souches de H. pylori possèdent d’intenses activités glutaminase et 

asparaginase menant au relargage d’ammoniac dans le milieu (Stark et al, 1997). Les mécanismes 

de cette production d’ammoniac restaient à élucider. 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à deux amidohydrolases qui pourraient 

être responsables des activités détectées : la -Glutamyl transpeptidase (GT), et l’asparaginase 

(AnsB).  

Une première étude a démontré que l’enzyme -Glutamyl transpeptidase était responsable 

de l’hydrolyse de la glutamine et du glutathion chez H. pylori (Chevalier et al, 1999a; Shibayama 
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et al, 2007). Cette enzyme a aussi un effet pro-apoptotique sur les cellules gastriques en culture 

et est impliquée dans le contrôle de la prolifération cellulaire via l’activation de la cyclo-

oxygénase 2 (Shibayama et al, 2003; Atherton, 2006). Quant à l’activité asparaginase, au 

démarrage de cette étude, un article faisait mention de la protéine codée par hp0723 et douée 

d’activités asparaginase et glutaminase in vitro. De plus, cette enzyme purifiée présentait une 

cytotoxicité sur des cellules gastriques en culture (Cappelletti et al, 2008).  

L’hydrolyse de l’asparagine et de la glutamine par ces deux enzymes s’accompagne d’un 

relargage d’ammoniac. Tout d’abord, nous avons cherché à déterminer la localisation, le rôle et 

la régulation de l’activité de ces enzymes in vivo ainsi qu’un éventuel rôle de de l’ammoniac 

produit par ces enzymes dans la protection contre l’acidité. Ensuite, nous nous sommes 

intéressés au devenir du glutamate et de l’aspartate produits à partir de la glutamine et de 

l’asparagine chez H. pylori.  

Une étude a démontré que les souches de Campylobacter jejuni qui possèdent des 

protéines homologues aux enzymes GT et AnsB ont un avantage sélectif pour la colonisation 

de certains organes dans un modèle animal comparativement aux souches qui ne possèdent pas 

ces homologues (Hofreuter et al, 2008). Chez H. pylori, ces deux enzymes sont nécessaires à la 

colonisation du modèle animal (Chevalier et al, 1999a; Merrell et al, 2003). Il a été montré que 

l’acquisition des acides aminés peut être impliquée dans la virulence bactérienne et dans la 

résistance aux stress rencontrés dans l’hôte (Gobert et al, 2001; Foster, 2004; Wood, 2007). 

Les données obtenues chez C. jejuni suggèrent que la capacité d’un organisme à consommer 

une grande diversité d’acides aminés apporte un avantage sélectif pour la colonisation de niches 

diverses.  

Sachant que H. pylori est une bactérie qui vit préférentiellement dans le mucus, près des 

cellules gastriques, dans un environnement proche de la neutralité, nous avons émis l’hypothèse 

que la production d’ammoniac dans le mucus, conjointement au pouvoir cytotoxique de ces 

enzymes et de la déplétion locale en acides aminés, pourraient participer à la pathogenèse de 

l’infection. 

2.  Résumé des résultats 

2.1. Spécificité de substrat et localisation cellulaire de 

AnsB 

Nous avons premièrement caractérisé la spécificité de substrat in vivo des enzymes GT et 

AnsB. Nous avons montré que la GT hydrolyse uniquement la glutamine et non l’asparagine, 
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avec production d’ammoniac. Nous avons aussi montré que la GT est la seule enzyme de H. 

pylori capable d’hydrolyser la glutamine avec production d’ammoniac in vivo.  

D’autre part, In vivo, AnsB hydrolyse uniquement l’asparagine et est seule responsable de 

l’activité asparaginase et de la production d’ammoniac associée.  

Le fait que la GT soit une enzyme sécrétée avait déjà été démontré (Chevalier et al, 

1999a). En revanche, la question de la localisation de AnsB était ouverte. Nous avons remarqué 

une erreur d’annotation dans le génome de la souche 26695 et identifié un démarrage de 

transcription alternatif pour le gène ansB. Ce démarrage de transcription alternatif prédit une 

protéine possédant un peptide signal. Nous avons ensuite démontré expérimentalement que 

AnsB était une enzyme périplasmique (Voir Figure 3B de l’article). 

2.2. Transport du glutamate et de l’aspartate 

Nous avons ensuite investigué le devenir du glutamate et de l’aspartate provenant de 

l’hydrolyse de la glutamine et de l’asparagine, respectivement. Chez H. pylori, le transport du 

glutamate et de l’aspartate est dépendant du sodium. Une étude avait de plus démontré que le 

transport du glutamate était dépendant de l’activité de la GT (Shibayama et al, 2007). 

Sur la base de l’annotation du génome de H. pylori, nous avons identifié et caractérisé le 

transporteur DcuA, responsable de l’importation de l’aspartate uniquement. Nous avons ensuite 

démontré que le transporteur GltS était responsable de l’importation du glutamate uniquement. 

Nous avons parallèlement démontré que le transport de l’aspartate par DcuA et du glutamate 

par GltS, étaient dépendants de l’activité de AnsB et de GT respectivement. Par voie de fait, 

nous avons démontré que l’hydrolyse de l’asparagine et de la glutamine était couplée à 

l’importation de l’aspartate et du glutamate dans la bactérie (Voir Figures 2 et 3 de l’article). 

2.3. Modulation fonctionnelle et transcriptionnelle des 

couples enzymes / transporteur GT/GltS et 

AnsB/DcuA en fonction du pH 

Nous avons cherché à caractériser le comportement des couples enzymes/transporteurs 

en fonction du pH. Nous avons montré que l’activité de ces couples était optimale à pH neutre, 

ce qui permet d’exclure un rôle dans la résistance à l’acidité par l’ammoniac produit par GT et 

AnsB.  

Pour appuyer notre raisonnement, nous avons réalisé des expériences de qRT-PCR sur les 

ARN des souches cultivées à pH 7 ou à pH 5. Nous avons montré que le gène codant pour la 
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GT est très légèrement induit par l’acidité tandis que les autres gènes (ansB, dcuA, gltS) sont 

très légèrement réprimés par l’acidité. Ces résultats excluent donc un rôle majeur de ces 

couples dans la réponse à l’acidité de H. pylori. 

Nous avons montré que ces systèmes fonctionnent de manière optimale à pH neutre, 

correspondant au pH du mucus au contact des cellules gastriques (Figures 2, 3 et 5 de l’article). 

2.4. Caractère essentiel des systèmes couplés 

d’hydrolyse et de transport de l’asparagine et de la 

glutamine 

Il avait déjà été montré que AnsB et GT étaient impliqués dans la colonisation du modèle 

animal (Chevalier et al, 1999a; Merrell et al, 2003). Le transporteur GltS a été montré comme 

étant un facteur de colonisation essentiel chez le modèle de colonisation gerbille (Kavermann et 

al, 2003). Nous avons donc testé la capacité d’une souche mutant de dcuA à coloniser la souris 

et montré que ce transporteur était essentiel à la colonisation. En conséquence, tous les 

partenaires des couples AnsB/DcuA et GT/GltS sont essentiels à la colonisation du modèle 

animal (Figure 4 de l’article). 

3. Discussion 

Nous avons démontré dans cette étude qu’il existait chez H. pylori deux systèmes couplés 

d’hydrolyse périplasmique de la glutamine et de l’asparagine, associés à l’importation du 

glutamate et de l’aspartate au travers de transporteurs spécifiques.  

Ces deux systèmes possèdent une activité optimale à pH neutre, qui va conduire à la 

production d’ammoniac dans le périplasme, au contact des cellules épithéliales, conjointement à 

la déplétion en glutamine, glutamate, asparagine et aspartate dans le mucus. De plus, leur 

régulation transcriptionnelle n’est pas dépendante de l’acidité, comme c’est le cas pour l’opéron 

de l’uréase. Ces deux systèmes ne sont donc probablement pas dévolus à la protection contre 

l’acidité. 

Il est intéressant de noter que la glutamine et l’asparagine font partie des acides aminés les 

plus consommés par H. pylori. Cependant, notre étude démontre qu’ils ne peuvent pas être 

importés directement et qu’ils doivent d’abord être déamidés dans le périplasme. On peut donc 

supposer que les quantités d’ammoniac synthétisées à pH 7, au plus près des cellules 

épithéliales, sont conséquentes.  
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Les activités des transporteurs DcuA et GltS, et des enzymes AnsB et GT, s’accompagnent 

d’une déplétion locale en glutamate, glutamine, aspartate et asparagine. H. pylori ne présente 

pas d’auxotrophie pour ces acides aminés (Testerman et al, 2006). De plus, chez H. pylori, les 

GlnARNt et AsnARNt sont synthétisés en deux étapes. Premièrement les acides aminés GlnARNt 

et AsnARNt sont chargés par du glutamate et de l’aspartate, respectivement. Deuxièmement, le 

complexe de transamidation GatCAB, en se servant de la glutamine comme donneur, permet la 

fixation d’une molécule d’ammoniac sur les GlnARNtGlu et AsnARNtAsp pour former les ARNt 

correctement chargés. On peut en conclure qu’il n’y a pas de nécessité évidente pour H. pylori 

d’importer l’asparagine et la glutamine 

Il n’a pas été rapporté de besoins particuliers en glutamate et aspartate dans le périplasme 

de H. pylori. La glutamine est un composé central dans la physiologie bactérienne. Comme nous 

l’avons montré, chez H. pylori, la glutamine n’est pas importée. H. pylori forme donc 

intracellulairement de la glutamine à partir de la glutamine synthétase, une enzyme essentielle. 

Il a été montré que l’ammoniac exerçait un effet pro-oncogène sur l’estomac du rat (Tsujii 

et al, 1993). De nombreuses études ont démontré le rôle protecteur de la glutamine contre 

l’apoptose et le stress oxydatif en général, ainsi que son rôle protecteur sur les cellules 

gastriques soumises à l’action de l’ammoniac (Nakamura & Hagen, 2002; Ban & Kozar, 2010; 

Kallweit et al, 2012). De plus, une activité élevée de la GT de H. pylori est plus souvent 

retrouvée dans les souches de patients présentant un ulcère (Gong et al, 2010). 

Nous avons donc proposé un modèle où la déplétion locale en acide aminés protecteurs 

est associée à une production d’ammoniac délétère au plus près des cellules épithéliales dans un 

nouveau mécanisme de pathogenèse. Des travaux récents ont confirmé notre hypothèse en 

prouvant que la déplétion en glutamine est responsable de l’effet antiprolifératif de la GT de H. 

pylori sur les lymphocytes T (Wüstner et al, 2012). 

4. Article 

Article publié dans Infection and Immunity le 5 avril 2010 dans la rubrique Bacterial 

Infections. Infect Immun. 2010 Jun;78(6):2782-92. 

 

Coupled amino acid deamidase-transport systems essential for Helicobacter pylori 

colonization 

Leduc Damien, Gallaud Julien, Stingl Kerstin, de Reuse Hilde 
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Supplemental Material                                                                                                      

Suppl. table 1. Oligonucleotides used in this study. 

Sequence Location 

Oligonucleotides used for inactivation  

5'-CTCACTTCCACAATCACCGGG-3' ansB 

5'-CGGATCTGTTGAAGGGCGGTTTTGAGCCATAACCTGCCCC-3'  ansB 

5'-TGGCAGGGCGGGGCGTAATAGGGTGCTTTTACAACTCGC-3'  ansB 

5'-GAAAGAACAACAAGCTCTCCG-3' ansB 

  

5'-GCATTACGCATCGCTCCCACC-3' dcuA 

5'-GTTAGTCACCCGGGTACAAAGGCATCAACCATTAACCC-3'  dcuA 

5'-TACCTGGAGGGAATAATGCCAACGATAAAAAGCTTGGCG-3' dcuA 

5'-CTCTTCTTCTGATATATGGAC-3'  dcuA 

  

5'-CCGGTAAAATCAACACGGACG-3' gt 

5'-GTTAGTCACCCGGGTACCTATCACACCCAAGCCAATCG-3'  gt 

5'-CTGGATGAATTGTTTTAGTATTTTTTGGGATGGAGGGGG-3' gt 

5'-AAAAGAACATAAGCAAGCGGC-3' gt 

  

5'-GGCCCTATCAAACGCCCATTG-3'  gltS 

5'-GTTAGTCACCCGGGTACGCACACCAAAGTGGCATAAATATC-3' gltS 

5'-TACCTGGAGGGAATAATGGCGGCGGTGTTGTGCGCGGG-3' gltS 

5'-CAGTCTGTAAAAGCGTTATCGTGG-3' gltS 

  

Oligonucleotides used for qRT-PCR  

5'-TGGGTAATGGGAATGTGAGC-3'  ansB 

5'-TCACCGCTATTTACCCTGCT-3' ansB 

5'-TTTATCGGTGGGGTTGTAGC-3'  dcuA 

5'-AATCGCGTGATCTCTGCCTA-3' dcuA 

5'-CAGCCAGATACGGTTACGC-3'  gt 

5'-CCACCTGTCCGCTACAGAAT-3'  gt 

5'-TCATGTTAGCGCGTCAGTTT-3'  gltS 

5'-CGCTCAAACCAATGGTGATA-3'  gltS 
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Suppl. figure 1.  

 

NH3 production from 5 mM Gln by H. pylori 26695 parental strain or by isogenic mutants. 

Catalytic activity of NH3 production was measured after 30 and 90 minutes incubation at 

37°C. Error bars represent the standard deviation obtained with at least three measurements. 
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Suppl. figure 2.  

 

Alignment of AnsB protein sequences and signal peptide detection. Conserved amino acids (8 

out of the 9 sequences) are highlighted in black. Predictions data were obtain with SignalP 3.0 

(16) using neural network and hidden Markov models trained on Gram-negative bacteria. 

Numbers in parentheses are the probabilities of the presence of a signal peptide detected by 

SignalP hidden Markov models. Letters in italics and bold represent sequences detected as a 

signal peptide with both approaches. Triangles indicate the most likely cleavage sites of 

detected signal peptides: black for all H. pylori strains, white for E. coli. Hp26695 

annot.:annotated AnsB sequence of H. pylori strain 26695 available in the databases. 

Hp26695 pred.: AnsB sequence predicted from the sequence alignments and the detected 

signal peptide. HpXXX: sequence of AnsB protein from “XXX” H. pylori strain. Stars 

designate strains for which the wrong start codon was annotated in the databases. 
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Suppl. figure 3.  

 

Survival of H. pylori strains in citrate/phosphate buffer after 30 minutes incubation. The 

colony-forming units per ml (CFU/ml) were determined by enumerating bacteria after serial 

dilutions. 

 



Données Expérimentales   |   Systèmes couplés de déamidation et de transport de l’asparagine et de la glutamine Chapitre 2 

 

 

 173 

 

Suppl. figure 4.  

 

 

Unrooted phylogenetic tree based on the alignment of 20 asparaginase sequences (AnsA and 

AnsB) from different Helicobacter species, three other epsilon Proteobacteria, two 

Campylobacter and Wolinella succinogenes. The cytoplasmic AnsA and periplasmic AnsB 

asparaginases of E. coli were added for comparison. Alignment was performed using 

ClustalW with default settings (50), followed by manual modifications. The corresponding 

unrooted tree was constructed by a neighbor joining method and drawing was realized using 

the Treeview program (40). Numbers at nodes indicate the bootstrap values obtained from 

10 000 replicates of the original data set. Branches whose bootstrap values were below 5001 

have been collapsed. Bold numbers under the names of strains indicate scores obtained for 

signal peptide detection by SignalP 3.0 (hidden Markov models) (16). The scale bar 

represents the average number of substitutions per site. Gastric species are high-lightened in 

red, enterohepatic or enteric species in green and Wolinella succinogenes from cattle rumen 

in yellow. 
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Chapitre 3. Etude systématique des 

interactions entre les protéines du 

métabolisme de l’ammoniac 

 

 

1.  Introduction 

L’ammoniac est le composé azoté le plus important chez H. pylori. Il est généré en 

quantité importante par l’uréase et les amidases, mais aussi par l’aspartate-ammonia-lyase 

(AspA), qui catalyse la déamidation réversible de l’aspartate en fumarate (Fibriansah et al, 2011). 

H. pylori consomme de grandes quantités d’aspartate et de glutamate (Mendz & Hazell, 

1995; Stark et al, 1997). De plus, H. pylori est incapable de synthétiser les ARNt
Gln et ARNt

Asn en 

une seule étape et nécessite l’intervention du complexe Gat (Huot et al, 2011; Fischer et al, 

2012). Puisque H. pylori est incapable d’importer la glutamine, la seule façon pour la bactérie de 

se procurer de la glutamine est de fixer de l’ammoniac sur le glutamate par l’action de la 

glutamine synthétase GlnA (Leduc et al, 2010). De plus, il n’y a pas de voie intracellulaire de 

biosynthèse de l’asparagine. L’important transport d’aspartate et de glutamate par H. pylori 

pourrait être expliqué par ces deux phénomènes.  

La glutamine joue un rôle central dans la physiologie bactérienne, en tant que donneur 

d’ammoniac pour la synthèse de la paroi et des bases azotées, régulateur de la pression 

osmotique, source d’azote principal et substrat de nombreuses réactions (Reitzer, 1996; 

Forchhammer, 2007). Chez E. coli, la glutamine synthétase est fortement régulée par ses 

différents produits (Figure 39). Notamment, quand la glutamine est synthétisée de façon 
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suffisante, elle stimule une adényltransférase qui transfère une molécule d’AMP au site 

d’adénylation de GlnA,  ce qui inactive l’enzyme par un mécanisme de rétroinhibition. Pour une 

revue, voir (Leigh & Dodsworth, 2007). 

 

Figure 39 Mécanismes impliqués dans la régulation de l'activité de la glutamine synthétase 

chez E. coli 

Les éléments en bleu indiquent des conditions de suffisance en azote dans la cellule alors que 

ceux écrits en rouge indiquent une carence cellulaire en azote. 2OG, 2-oxoglutarate ; AMP, 

adénosine monophosphate ; ATase, adényltransférase ; Gln, glutamine ; GS, glutamine 

synthétase ; GlnB, protéine régulatrice P-II de la glutamine synthétase ; NtrBC, système à 

deux composants de régulation de l’azote ; UMP, uridine monophosphate. Les lignes pleines 

indiquent des modifications et démodifications tandis que les lignes pointillées indiquent le 

rôle d’effecteurs ou de protéines régulatrices. Les flèches indiquent un effet positif alors que 

les terminaisons en barres indiquent un effet négatif. Figure adaptée de (Leigh & Dodsworth, 

2007). 

Le motif d’adénylation canonique de la glutamine synthétase (NLYDLP) est différent 

chez H. pylori (NLFKLT), ce qui empêche sa rétroinhibition par le produit de réaction. En 

l’absence d’un site d’adénylation fonctionnel, l’activité de la glutamine synthétase est en principe 

constitutive (Garner et al, 1998). De plus, le génome de H. pylori ne code pour aucun 

homologue de la glutamate-oxoglutarate amino-transférase (GOGAT) ; H. pylori ne peut donc 

pas synthétiser de glutamate à partir de la glutamine et de 2-oxoglutarate. L’étude de Stingl et 

al. a montré une interaction physique entre l’uréase et la glutamine synthétase chez H. pylori 

(Stingl et al, 2008). Les auteurs ont alors proposé qu’un channeling de l’ammoniac entre l’uréase 

et la glutamine synthétase permette un niveau de contrôle supplémentaire de l’activité de GlnA 

en modulant la disponibilité du substrat. Par ailleurs, ils ont émis l’hypothèse que le transfert 
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d’ammoniac produit par l’uréase était dirigé vers la glutamine synthétase dans le but d’optimiser 

le fonctionnement de cette dernière.  

Au vu des grandes quantités d’ammoniac synthétisées chez H. pylori, nous avons 

cherché à étudier si d’autres complexes protéiques optimiseraient le flux de l’ammoniac chez 

cette bactérie. 

Nous avons choisi d’étudier 6 protéines : l’aspartate ammonia-lyase, AspA (HP0649), 

catalysant la formation de fumarate à partir d’aspartate ; l’aspartate amino-déshydrogénase, 

GdhA (HP0380) qui catalyse la fixation d’une molécule d’ammoniac sur le 2-oxoglutarate pour 

former du glutamate ; la glutamine synthétase, GlnA (HP0512), UreA (HP0073) et UreB 

(HP0072), les sous-unités catalytiques de l’uréase. Les fonctions métaboliques de ces différentes 

enzymes sont résumées figure 40.  

 

Figure 40 Substrats et produits des réactions catalysées par les protéines du métabolisme de 

l'ammoniac testées 

 

De manière générale, l’étude des réseaux d’interactions protéiques permet d’assigner 

aux partenaires une fonction et d’avoir une indication sur le fonctionnement coopératif des 

voies métaboliques. En effet, si une protéine de fonction inconnue interagit avec une protéine 

partenaire, il y a une forte probabilité pour que toutes deux soient impliquées dans une même 

voie métabolique. 

De nombreuses méthodes d’études des interactions protéines – protéines ont été 

appliquées aux procaryotes. La méthode de TAP permet de capturer les complexes 

multiprotéiques in vivo (Puig et al, 2001) et a été appliquée avec succès à H. pylori dans notre 

laboratoire (Stingl et al, 2008). Bien que très résolutive, cette méthode est lourde à mettre en 

œuvre et n’a été que peu appliquée aux procaryotes. De plus, dans notre expérience, cette 
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méthode permet de capturer uniquement les interactions stables présentes dans des complexes 

abondants. Comme nous cherchons ici à étudier des complexes protéiques appartenant à des 

voies métaboliques dont certains sont par définition transitoires, les techniques de double 

hybride s’avèrent ici plus adaptées (Bouveret & Brun, 2012). 

Les techniques de double hybride reposent sur les interactions qui s’établissent entre 

paires de protéines : un appât et une proie. Appât et proie sont fusionnés à deux peptides qui, 

si l’interaction s’établit, vont reconstituer une activité enzymatique (adénylate cyclase par 

exemple) ou un régulateur transcriptionnel. Ceci va conduire à l’expression d’un gène 

rapporteur (généralement lacZ) dont l’activité du produit pourra être quantifiée. Même si ces 

techniques ne permettent pas la mise en évidence de complexes multiprotéiques, elles donnent 

des indications sur les interactions binaires entre couples de protéines et permettent de définir 

les réseaux d’interactions de proche en proche. 

Le double hybride en système levure (Y2H) a été utilisé avec succès lors d’une étude 

interactomique à l’échelle globale chez H. pylori en collaboration avec notre laboratoire (Rain et 

al, 2001). Cette technique est basée sur la modularité des facteurs de transcription de levure. La 

protéine appât est fusionnée avec le domaine de liaison à l’ADN alors que la proie est 

fusionnée au domaine activateur. La plupart du temps le facteur de transcription utilisé est Gal4. 

L’interaction des deux protéines reconstitue le facteur de transcription et active la transcription 

du gène rapporteur lacZ (Fields & Song, 1989). Cependant, le Y2H se caractérise par un taux 

de faux positifs élevé et pose un problème méthodologique dès lors que l’expression des 

protéines procaryotes en système hétérologue peut changer les modifications post 

traductionnelles des protéines et perturber les interactions. 

La méthode de choix pour une étude à large échelle des interactions entre protéines 

bactériennes est le BACTH. Suivant le même principe que le Y2H, le BACTH consiste à 

fusionner une protéine appât avec le domaine T18 de l’adénylate cyclase de Bordetella pertussis 

et la protéine proie avec le domaine T25 (Karimova et al, 1998). Ces deux constructions sont 

réalisées sur deux plasmides différents qui sont cotransformés dans un mutant cya de E. coli. 

L’interaction de l’appât avec la proie reconstitue l’activité adénylate cyclase. On a alors synthèse 

d’AMPc qui se lie sur la protéine CAP (Catabolite gene Activator Protein). Le complexe 

CAP/AMPc se fixe aux promoteurs des gènes cibles. L’interaction peut alors être détectée par 

son effet indirect sur la transcription de l’opéron lactose (Figure 41) (Karimova et al, 1998). 

Nous avons choisi cette méthode pour réaliser notre étude, menée en collaboration avec 

Gouzel Karimova dans l’Unité de Biochimie des Interactions Macromoléculaires de l’Institut 
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Pasteur. 

 

Figure 41 Principe du BACTH (Karimova et al, 1998) 

2.  Matériels et méthodes 

2.1. Souches bactériennes et milieux de culture 

La souche de E. coli MC1061 (Casadaban & Cohen, 1980) a été utilisée pour toutes les 

étapes de clonage. Les expériences de BACTH ont été menées dans la souche de E. coli cya- 

BTH101 [F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Strr), hsdR2, mcrA1, mcrB1] (Karimova et 

al, 2001). 

Les souches ont été cultivées en milieu Luria-Bertani, à 37°C. Les antibiotiques suivants ont 

été ajoutés au milieu en fonction des plasmides transformés : kanamycine, 50 µg.mL-1 ; 

carbénicilline, 100 μg.mL-1. La capacité des souches à synthétiser la β-galactosidase a été 

recherchée sur milieu LB contenant les antibiotiques appropriés et 40 μg.mL-1 de 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-Gal) ainsi que 0,5 mM d’isopropyl-β-D-galactopyranoside 

(IPTG). 

2.2. Construction des plasmides 

Les procédures standards ont été suivies pour les PCR, l’analyse des fragments d’ADN, les 

digestions enzymatiques et les clonages, en respectant les recommandations des fournisseurs 

(Green & Sambrook, 2012). Les PCR ont été réalisées avec l’enzyme haute-fidélité Phusion 

Polymerase Finnzymes (Thermo Scientific, Vantaa, Finlande). Les oligonucléotides ont été 

synthétisés par MWG Biotech (Ebersberg, Allemagne). Les produits de PCR ont été purifiés sur 

colonne Nucleospin PCR Clean Up de Macherey-Nagel (Düren, Allemagne). 

 



Données Expérimentales   |   Interactions entre protéines du métabolisme de l’ammoniac Chapitre 3 

 

 

 179 

 

Nom Position 
Produit PCR cloné dans : 

Séquence 
pKT25 pKNT25 pUT18 pUT18C 

H711 Fwd_XbaI_aspA     CACTCTAGAGATGCGTATTGAGCATG 

H712 Rev_KpnI_aspA     CACGGTACCCAGTCTTTATGCTTTTT 

H714 Fwd_XbaI_gdhA     CCCTCTAGACATGTATGTTGAAAAAATTCTCC 

H715 Rev_KpnI_gdhA     CATGGTACCTCAAACCCCTTGCGCTAT 

H717 Fwd_XbaI_glnA     CGCTCTAGACATGATAGTAAGAACTCAAA 

H718 Rev_KpnI_glnA     CACGGTACCTTAGCATGAATAAGTGGT 

H719 Fwd_XbaI_ureA     CACTCTAGATATGAAACTCACCCCAAAAG 

H720 Rev_KpnI_ureA     CACGGTACCTTACTCCTTAATTGTTTTTAC 

H721 Fwd_XbaI_ureB     CGCTCTAGACATGAAAAAGATTAGCAGA 

H722 Rev_KpnI_ureB     CACGGTACCCTAGAAAATGCTAAAGAGTT 

H723 Fwd_XbaI_aspB     CGCTCTAGACATGTTGTATTCCTCTAAA 

H724 Rev_KpnI_aspB     CACGGTACCTTATCCCTTTGATTTGAC 

H808 Fwd_XbaI_ureB     GCGTCTAGACATGAAAAAGATTAGCAGA 

H809 Rev_KpnI_ureB     ACGGGTACCGAAAATGCTAAAGAGTT 

H810 Fwd_XbaI_ureA     GCGTCTAGATATGAAACTCACCCCAAAAG 

H811 Rev_KpnI_ureA     ACGGGTACCTTACTCCTTAATTGTTTTAC 

H812 Fwd_XbaI_gdhA     GCGTCTAGACATGTATGTTGAAAAAATTCTCC 

H813 Rev_KpnI_gdhA     ACGGGTACCTCAAACCCCTTGCG 

H814 Fwd_XbaI_glnA     GCGTCTAGAATGATAGTAAGAACTCAAA 

H815 Rev_KpnI_glnA     ACGGGTACCTTGCATGAATAAGTGGT 

H816 Fwd_XbaI_aspA     GCGTCTAGAATGCGTATTGAGCATG 

H817 Rev_KpnI_aspA     ACGGGTACCTTGTCTTTATGCTTTTT 

H818 Fwd_XbaI_aspB     GCGTCTAGAATGTTGTATTCCTCTAAA 

H819 Rev_KpnI_aspB     ACGGGTACCTGTCCCTTTGATTTGAC 

Tableau 4 Oligonucléotides utilisés dans cette étude 

 

Pour construire les vecteurs utilisés pour le BACTH, l’ADN génomique de la souche 26695 

de H. pylori (Tomb et al, 1997) a été extrait avec le QIAamp DNA Mini Kit de Qiagen (Venlo, 

Pays-Bas) et a servi de matrice aux réactions de PCR en vue de produire les inserts d’intérêt. 

Vecteurs et inserts ont été doublement digérés par les enzymes Fast Digest Fermentas (Thermo 

Scientific, Vantaa, Finlande) XbaI et KpnI pour obtenir des extrémités cohésives compatibles. Le 

vecteur a été déphosphorylé grâce à la phosphatase alcaline FastAP Fermentas (Thermo 

Scientific, Vantaa, Finlande). La ligature des inserts dans le vecteur a été réalisée par la T4 DNA 

ligase Fermentas (Thermo Scientific, Vantaa, Finlande) en respectant le rapport 3 moles 

d’extrémités libres d’insert pour une mole de vecteur. Les plasmides recombinants obtenus ont 

été transformés par choc thermique dans la souche MC1061 de E. coli rendue 

chimiocompétente par traitement au rubidium (Mulhardt, 2006). 

Les plasmides recombinants ont été purifiés par GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas 

(Thermo Scientific, Vantaa, Finlande) et validés par séquençage par GATC (Konstanz, 

Allemagne). 
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Nom 
Plasmide 

parent 
Caractéristiques ou insert Résistance Référence 

pKT25  
Vecteur utilisé pour fusionner la protéine proie en Nter, 

en phase avec le domaine T25 de CyaA ; p15 ori  
KmR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pKNT25  
Vecteur utilisé pour fusionner la protéine proie en Cter, 

en phase avec le domaine T25 de CyaA ; p15 ori  
KmR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pUT18  
Vecteur utilisé pour fusionner la protéine appât en Cter, 

en phase avec le domaine T18 de CyaA ; p15 ori  
AmpR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pUT18C  
Vecteur utilisé pour fusionner la protéine appât en 

Nter, en phase avec le domaine T18 de CyaA ; p15 ori 
AmpR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pKT25-Zip pKT25 
Plasmide contrôle exprimant le leucine zipper de 

GCN4 en en Cter du domaine T25 de CyaA 
KmR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pUT18C-Zip pUT18C 
Plasmide contrôle exprimant le leucine zipper de 

GCN4 en en Cter du domaine T18 de CyaA 
AmpR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pKNT25-Zip pKNT25 
Plasmide contrôle exprimant le leucine zipper de 

GCN4 en en Nter du domaine T25 de CyaA 
KmR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pUT18-Zip pUT18 
Plasmide contrôle exprimant le leucine zipper de 

GCN4 en en Nter du domaine T18 de CyaA 
AmpR 

(Karimova et 
al, 2001) 

pPH02 pKT25 aspA (HP0649) KmR Ce travail 

pPH03 pKT25 gdhA (HP0380) KmR Ce travail 

pPH04 pKT25 glnA (HP0512) KmR Ce travail 

pPH05 pKT25 ureA (HP0073) KmR Ce travail 

pPH06 pKT25 ureB (HP0072) KmR Ce travail 

pPH07 pKT25 aspB (HP0672) KmR Ce travail 

pPH10 pUT18C aspA (HP0649) AmpR Ce travail 

pPH11 pUT18C gdhA (HP0380) AmpR Ce travail 

pPH12 pUT18C glnA (HP0512) AmpR Ce travail 

pPH13 pUT18C ureA (HP0073) AmpR Ce travail 

pPH14 pUT18C ureB (HP0072) AmpR Ce travail 

pPH15 pUT18C aspB (HP0672) AmpR Ce travail 

pPH055 pKNT25 ureB (HP0072) KmR Ce travail 

pPH056 pKNT25 ureA (HP0073) KmR Ce travail 

pPH057 pKNT25 gdhA (HP0380) KmR Ce travail 

pPH058 pKNT25 glnA (HP0512) KmR Ce travail 

pPH059 pKNT25 aspA (HP0649) KmR Ce travail 

pPH60 pKNT25 aspB (HP0672) KmR Ce travail 

pPH064 pUT18 ureB (HP0072) AmpR Ce travail 

pPH065 pUT18 ureA (HP0073) AmpR Ce travail 

pPH066 pUT18 gdhA (HP0380) AmpR Ce travail 

pPH067 pUT18 glnA (HP0512) AmpR Ce travail 

pPH068 pUT18 aspA (HP0649) AmpR Ce travail 

pPH069 pUT18 aspB (HP0672) AmpR Ce travail 

Tableau 5 Plasmides utilisés et construits pour l’étude en BACTH des protéines du 

métabolisme de l’ammoniac 

2.3. Expériences de complémentation fonctionnelle 

Les expériences de BACTH ont été réalisées en transformant par paires les plasmides 

exprimant les protéines appât et proie dans toutes les combinaisons possibles, dans la souche 

BTH101 rendue compétente par traitement au rubidium (Mulhardt, 2006). Les doubles 

transformants ont été sélectionnés par étalement sur milieu LB + Carbénicilline + Kanamycine 

+ X-Gal + IPTG.  
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L’efficacité des interactions entre protéines appât et proie a été mesurée par dosage de 

l’activité β-galactosidase en milieu liquide, en plaque de microtitration. Les bactéries ont été 

cultivées la nuit à 30°C en milieu LB contenant 0,5 mM d’IPTG, à raison de 10 colonies isolées 

par puits. Avant le test, les cultures sont diluées au 1:5 avec du milieu M63 et la densité optique 

à 595 nm est enregistrée. Les cellules sont ensuite perméabilisées par du SDS et du 

chloroforme aux concentrations finales respectives de 0,175% et 5%. 20 μL de suspension sont 

ajoutés à 105 μL de tampon PM2 (Na2HPO4, 12H2O 70 mM ; NaHPO4, H2O 30 mM ; MgSO4 

1 mM ; MnSO4 0,2 mM ; β-mercaptoéthanol 100 mM ; ONPG 0,1% ; pH 7). La réaction est 

arrêtée après 25 minutes à température ambiante par ajout de 50 μL de Na2CO3 1M. 

L’absorbance à 405 nm est enregistrée et l’interaction quantifiée par calcul de l’activité β-

galactosidase en unités Miller selon la formule suivante :  

  
(        

                    
        )    

(        
                    

        )
      

Une unité correspond à l’hydrolyse d’une nmol d’ONPG par minute à 28°C (Pardee & 

Prestidge, 1959).  

3.  Résultats 

Pour caractériser les interactions physiques entre effecteurs du métabolisme de 

l’ammoniac chez H. pylori, les protéines suivantes, AspA, AspB, GdhA, GlnA, UreA et UreB ont 

été testées systématiquement par paires, en BACTH. Les gènes codant pour ces protéines ont 

été clonés dans les plasmides pKT25, pKNT25, pUT18 et pUT18C pour générer des hybrides 

exprimant  les domaines T18 et T25 de CyaA, en Nter ou en Cter. 

Pour rechercher les interactions qui s’établissent entre protéines, les vecteurs codant 

pour les protéines de fusion ont été cotransformés par paires dans la souche de E. coli BTH101, 

mutante pour cya. L’efficacité de l’interaction a été mesurée par la quantification de l’activité β-

galactosidase des différentes souches, comme décrite dans le paragraphe 2.3 de ce chapitre. Les 

résultats sont indiqués dans la figure 42 et les valeurs d’activité β-galactosidase des interactions 

positives sont montrées sur la figure 44. 

Le contrôle positif d’interaction est constitué par les couples de plasmides pKT25_Zip + 

pUT18C_Zip ou pKNT25_Zip + pUT18_Zip. Ces plasmides permettent la complémentation 

fonctionnelle par établissement stable d’une interaction entre les deux moitiés du domaine 

leucine zipper de GCN4. Le contrôle négatif d’interaction est donné par la cotransformation du 
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vecteur portant la fusion de la protéine étudiée avec T18 ou T25 et d’un mélange des 

plasmides complémentaires.  

Une activité deux fois supérieure au niveau de base fourni par un transformant 

contenant un plasmide appât ou proie avec insert, et un mélange des plasmides 

complémentaires vides, est considérée comme positive. 

 

Figure 42 Interactions positives issues du crible des protéines du métabolisme de l'ammoniac 

en BACTH 

 +, interaction fortement positive ; +/-, interaction proche du seuil de positivité ou variabilité 

importante.  

La dimérisation de UreA est bien connue. Dans notre étude, elle est détectée avec une 

faible activité β-galactosidase, uniquement dans la configuration UreA_T18 + T25_UreA. On 

peut supposer que les encombrements stériques dus aux étiquettes défavorisent l’interaction. 

L’interaction de UreA avec UreB, pourtant bien documentée dans la littérature, n’est que 

faiblement détectée dans cette étude et a lieu uniquement dans la configuration UreB_T18 + 

UreA_T25. Cette interaction ayant déjà été largement documentée, l’activité β-galactosidase 

associée a servi à déterminer le seuil de positivité de l’expérience. 

La protéine AspB n’interagit qu’avec elle-même, et l’interaction est détectée dans la plupart 

des configurations exceptées pour la combinaison AspB_T18 + AspB_T25. Cela indique que le 

domaine Cter de la protéine est nécessaire à la multimérisation de la protéine. La structure 
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cristalline de AspB a été résolue chez H. pylori (Joint Center for Structural Genomics, 2008). La 

structure révèle une organisation en homodimère de la protéine, cohérente avec l’interaction 

que nous retrouvons.  

La protéine AspA interagit avec elle-même dans la plupart des configurations, exceptée la 

combinaison AspA_T18 + AspA_T25. La quantification des interactions montre que la 

configuration la plus favorable à l’interaction est T18_AspA + T25_AspA, tandis que l’activité β-

galactosidase des combinaisons mixtes est inférieure. Ceci prouve que le domaine Cter de AspA 

est nécessaire à la multimérisation de la protéine. Ceci est cohérent avec les données de la 

littérature qui montrent que AspA est un homotétramère chez E. coli (Shi et al, 1997). Cette 

étude montre aussi que AspA est structurée en 3 domaines. Un domaine Nter globulaire, un 

grand domaine central organisé en hélices α parallèles, par lequel s’établit la multimérisation de 

la protéine, et enfin un domaine Cter formant une boucle mobile (Figure 43). Le domaine 

d’interaction est bien conservé entre H. pylori et E. coli. La fusion des domaines T18 et T25 

dans la région flexible Cter pourrait déstabiliser l’interaction et serait dans notre cas responsable 

de la diminution de l’efficacité de l’interaction. 

 

Figure 43 Alignement des protéines AspA de H. pylori et de E. coli. 

Séquence issue de la souche B128 de H. pylori  (Farnbacher et al, 2010) et de la souche SMS-

3-5 de E. coli (Fricke et al, 2008). Les étoiles indiquent les résidus conservés, les doubles points 

les substitutions synonymes et les points les substitutions non-synonymes. La région surlignée 

en jaune correspond au domaine 2 de la protéine impliqué dans la multimérisation. Alignement 

réalisé par ClustalW2. 

H. pylori       ----MRIEHDFIGQMEISDEVYYGIQTLRASENFFITNDKLCSYPVFIKSFAQVKKAAAL 56 

E. coli         MSNNIRIEEDLLGTREVPADAYYGVHTLRAIENFYISNNKISDIPEFVRGMVMVKKAAAM 60 

                    :***.*::*  *:. :.***::**** ***:*:*:*:.. * *::.:. ******: 

 

H. pylori       ANAQLGLIDEKLKIAICHACDLLVD-GKYHDQFIVDMIQGGAGTSTNMNMNEVIANLALE 115 

E. coli         ANKELQTIPKSVANAIIAACDEVLNNGKCMDQFPVDVYQGGAGTSVNMNTNEVLANIGLE 120 

                ** :*  * :.:  **  *** ::: **  *** **: *******.*** ***:**:.** 

 

H. pylori       YMGHQKGEYQFCHPNDHVNRSQSTNDAYPSALKIAIYERLSNLVAPMKALRDAFAQKAKE 175 

E. coli         LMGHQKGEYQYLNPNDHVNKCQSTNDAYPTGFRIAVYSSLIKLVDAINQLREGFERKAVE 180 

                 *********: :******:.********:.::**:*. * :** .:: **:.* :** * 

 

H. pylori       FAHVIKMGRTQLQDAVPMTLGQEFETYALMVDRDIEQVLDARNWVRELNLGGTAIGTGIN 235 

E. coli         FQDILKMGRTQLQDAVPMTLGQEFRAFSILLKEEVKNIQRTAELLLEVNLGATAIGTGLN 240 

                * .::*******************.::::::..:::::  : : : *:***.******:* 

 

H. pylori       SHPDYRSLIEKKIQEVTGRPFVMANNLIEATQSTGAYVQVSGVLKRIAVKLSKVCNDLRL 295 

E. coli         TPKEYSPLAVKKLAEVTGFPCVPAEDLIEATSDCGAYVMVHGALKRLAVKMSKICNDLRL 300 

                :  :* .*  **: **** * * *::*****.. **** * *.***:***:**:****** 

 

H. pylori       LSSGPRAGLNEINLPKMQPGSSIMPGKVNPVIPEVVNQVCFAVIGNDLSVALAAEGGQLQ 355 

E. coli         LSSGPRAGLNEINLPELQAGSSIMPAKVNPVVPEVVNQVCFKVIGNDTTVTMAAEAGQLQ 360 

                ***************::*.******.*****:********* ***** :*::***.**** 

 

H. pylori       LNVFEPVIAYKLFHSFVILGRAIETLTTKCVEGITANEKICHDYVFNSIGIVTALNPHIG 415 

E. coli         LNVMEPVIGQAMFESVHILTNACYNLLEKCINGITANKEVCEGYVYNSIGIVTYLNPFIG 420 

                ***:****.  :*.*. ** .*  .*  **::*****:::*..**:******* ***.** 

 

H. pylori       YEKSAMIAKEALKSDRSIYDIALEKKILTKEQLDDIFKPENMLSP-HAFKKHKD---- 468 

E. coli         HHNGDIVGKICAETGKSVREVVLERGLLTEAELDDIFSVQNLMHPAYKAKRYTDESEQ 478 

                :.:. ::.* . ::.:*: ::.**: :**: :*****. :*:: * :  *::.*     
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AspA interagit aussi avec GdhA, uniquement dans la combinaison AspA_T18 + 

T25_GdhA, avec une valeur proche du seuil de positivité. Ceci indique que l’interaction entre 

AspA et GdhA est dépendante des domaines Nter de AspA et du domaine Cter de GdhA. De 

plus, l’activité β-galactosidase détectée pour cette interaction est faible, ce qui suppose que 

l’interaction est transitoire, ou de faible affinité. Enfin, nous notons que cette interaction ne 

s’établissant pas dans un schéma favorable à la multimérisation de AspA, elle peut être 

indépendante du degré de multimérisation des deux partenaires.  

La protéine GlnA est celle qui s’avère avoir le plus de partenaires. Premièrement, GlnA 

interagit avec elle-même dans toutes les configurations testées. Les activités β-galactosidase 

associées à cette interaction sont les plus fortes détectées dans cette étude, signant une 

interaction stable. La structure de la glutamine synthétase de Salmonella typhimurium a révélé 

une organisation dodécamérique de l’enzyme organisée en deux anneaux superposés de 6 

sous-unités chacun, formant un tunnel dans lequel sont exposés les sites catalytiques. Les deux 

anneaux sont maintenus entre eux grâce aux extrémités Cter des sous-unités (Yamashita et al, 

1989). Chez H. pylori, il n’a jamais été possible d’étiqueter la glutamine synthétase (Stingl et al, 

2008). On ne peut pas exclure que les protéines de fusion forment un complexe 

hétéromérique avec des sous-unités de la glutamine synthétase de la souche réceptrice de E. 

coli qui serviraient d’adaptateur, expliquant les fortes interactions détectées. Il est probable que 

la fusion d’une étiquette à la protéine GlnA inactive la protéine en déstabilisant sa 

multimérisation. On peut donc supposer que le multimère hybride qui se forme dans la souche 

réceptrice de E. coli est inactif. 

En second lieu, GlnA est capable d’interagir avec UreA, comme cela avait déjà été détecté 

dans une étude précédente en TAP (Stingl et al, 2008). Cette interaction est visible dans la 

majorité des conditions, avec des activités β-galactosidase associées clairement positives. 

L’interaction est optimale lorsque GlnA est étiquetée en Nter et UreA en Cter. 

L’homomultimérisation de UreA n’ayant lieu que dans le cas où UreA est fusionnée par son 

extrémité Cter, ceci indique que l’interaction de UreA avec GlnA pourrait être favorisée par la 

multimérisation de UreA. 

GlnA interagit avec AspA uniquement quand AspA est fusionnée en Nter, indiquant 

vraisemblablement que l’interaction entre GlnA et AspA s’établit par le domaine Cter de AspA. 

Une autre explication serait que l’interaction est dépendante de la multimérisation de AspA, qui 

est favorisée dans ces conditions. 
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Figure 44 Quantification de l'activité ß-galactosidase des expériences de complémentation 

fonctionnelle positives 

Les valeurs d’activités des couples appât / proie dont le niveau est inférieur au seuil de positivité 

ne sont pas montrées sur ce graphique. La barre verticale en trait plein noir correspond au seuil 

de positivité. 

La figure 45 résume les interactions identifiées entre les différentes protéines et explicite les 

domaines par lesquels l’interaction des protéines semble se produire. Le réseau d’interactions 

retracé montre un rôle central de GlnA, avec deux partenaires UreA et AspA. UreA et AspA 

interagissent chacun avec un partenaire supplémentaire tandis que AspB ne prend pas part au 

réseau. 
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Figure 45 Schéma récapitulatif des interactions au sein des protéines testées 

 

4. Discussion 

Nous avons mené par double hybride une étude ciblée afin d’identifier les interactions 

s’établissant entre les protéines du métabolisme de l’ammoniac. Cette étude confirme un 

certain nombre d’interactions déjà documentées impliquant l’uréase, ainsi que de nouvelles 

interactions entre enzymes productrices d’ammoniac et enzymes ayant l’ammoniac comme 

substrat (Rain et al, 2001; Stingl et al, 2008).  

De manière surprenante, certaines interactions bien documentées ne sont pas 

retrouvées. Ce sont par exemple les interactions entre UreA et UreB, ou la multimérisation de 

UreA, associées à des activités β-galactosidase faibles dans notre étude. Le système du BACTH 

repose sur la surexpression des protéines appât et proie. Cependant, les plasmides permettant 

la fusion de l’appât avec T18 sont présents en haut nombre de copies dans la cellule, tandis que 

ceux permettant la fusion avec T25 le sont en faible nombre, induisant de facto une différence 

dans l’abondance relative des deux protéines testées. La faible interaction entre UreA et UreB, 

ou d’UreA avec elle-même, est peut-être due à la modification de la stœchiométrie des 

partenaires. Sachant que ces interactions sont trouvées en TAP, nous pouvons aussi former 

l’hypothèse que ces interactions nécessitent in vivo l’action d’un troisième partenaire, absent 

chez E. coli, comme les protéines de maturation de l’uréase. Cependant, en TAP, il a été 

montré que la protéine UreA fusionnée à l’étiquette TAP était responsable d’une diminution de 

l’activité uréasique (Stingl et al, 2008). Une raison invoquée est que l’étiquette perturberait la 

multimérisation de UreA. Dans notre étude, UreB n’est pas retrouvé comme interagissant avec 
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lui-même. Il se peut donc que la formation du complexe UreAB soit désavantagée par la faible 

interaction UreA/UreA et l’absence d’interaction UreB/UreB.  

Nous avons mis en lumière des interactions qui s’établissent entre enzymes productrices 

d’ammoniac (UreA, AspA) et les enzymes consommatrices d’ammoniac (GlnA, GdhA). Nous 

postulons que consommateur et producteur établissent un partenariat afin d’optimiser la 

biodisponibilité de l’ammoniac, le produit d’une réaction servant de substrat à une autre. 

L’ammoniac serait alors l’objet d’un channeling métabolique favorisant l’activité des enzymes, ou 

régulant l’activité par limitation de leur substrat.  

Le channeling des substrats est une notion ancienne et pertinente pour expliquer le 

fonctionnement des complexes multienzymatiques (Srere, 1987). Les couplages fonctionnels 

entre enzymes ont  été bien étudiés, mais les études démontrant clairement le channeling d’un 

composé sont rares.  

Le premier exemple décrit concerne la carbamoyl-phosphate synthétase de E. coli. 

Cette enzyme catalyse la formation du carbamoyl-phosphate à partir du bicarbonate, de 

glutamine et d’ATP. Elle est constituée de deux centres catalytiques espacés de 45 Å l’un de 

l’autre. L’hydrolyse de la glutamine par la carbamoyl-phosphate synthétase libère de l’ammoniac 

qui va être fixé sur le carboxyphosphate, intermédiaire réactionnel, pour former du carbamate, 

qui sera à son tour phosphorylé pour former le carbamoyl-phosphate. Se basant sur des études 

enzymatiques démontrant que la réaction fonctionne sans déperdition d’ammoniac, et sur la 

base de leurs structures cristallographiques, les auteurs proposent que l’ammoniac soit tunnelé 

de manière dirigée d’un site catalytique à l’autre, afin d’optimiser la réaction (Thoden et al, 

1997).  

Un autre exemple de channeling de l’ammoniac concerne le complexe de 

transamidation de S. aureus. Il a été modélisé par cristallographie un tunnel physique entre le 

site d’activité glutaminase et le site de transamidation du complexe GatCAB (Nakamura et al, 

2006).  

Il est intéressant de noter que dans ces deux exemples, comme dans notre étude, le 

composé faisant l’objet du channeling est l’ammoniac. A ce jour aucun exemple de tunnel 

physique entre deux complexes enzymatiques n’a été démontré pour un autre composé. 

Ainsi, la glutamine synthétase, GlnA, établissant des interactions avec UreA et AspA, 

verrait son activité optimisée par augmentation de la biodisponibilité du substrat en cas 

d’hydrolyse de l’urée ou de l’aspartate. En effet, la glutamine synthétase de H. pylori ne possède 

pas le motif classique pour la régulation de son activité, et, sa surexpression chez E. coli devrait 



  Chapitre 3 Interactions entre protéines du métabolisme de l’ammoniac   |   Données Expérimentales  

 

 

  188  

 

s’avérer toxique en absence de supplémentation du milieu en glutamate, à moins que celle-ci ne 

fonctionne qu’en interaction avec ses partenaires. 

Selon les mêmes modalités, l’interaction entre AspA et GdhA optimiserait le relargage 

d’une molécule d’ammoniac suite à l’hydrolyse de l’aspartate pour former du glutamate par 

fixation de cette molécule d’ammoniac sur une molécule de 2-oxoglutarate.  

Le pKa de l’ammoniac est de 9,2 en milieu aqueux ; par conséquent, à pH physiologique, 

une large partie de la population va être sous forme ionisée. Cependant, l’ammoniac est une 

molécule diffusible. L’ammoniac, bien que synthétisé en grandes quantités dans la cellule, 

pourrait donc être diffusible et difficilement accessible aux enzymes, d’où l’intervention de 

complexes protéiques permettant le channeling de l’ammoniac. 

Nous avons donc mis en évidence trois couples d’interaction qui concourent à la 

synthèse de la glutamine, par synthèse optimisée des substrats de GlnA, ammoniac et glutamate 

(Figure 46). Le fait que le système soit dirigé vers la synthèse de la glutamine tend à démontrer 

que la fixation de l’ammoniac synthétisé sur le glutamate pourrait permettre la détoxification du 

cytoplasme. Cependant, une concentration intracellulaire élevée de cette molécule pourrait 

s’avérer délétère.  

 

 

Figure 46 Résumé des interactions trouvées dans notre étude et mettant en jeu un 

channeling de l'ammoniac 

 

H. pylori subit donc une importante pression pour optimiser l’activité de GlnA, aux fins 

de former de la glutamine. La glutamine étant tout à la fois substrat de nombreuses réactions, 

donneur d’ammoniac, et d’une certaine manière forme de stockage de celui-ci. 
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Chapitre 1. Réseaux d’interactions 

protéiques dans le métabolisme de 

l’ammoniac : régulation, optimisation 

et virulence 

 

 

1.  Introduction 

Nos résultats nous ont permis de mettre en évidence deux systèmes d’hydrolyse de la 

glutamine et de l’asparagine, couplés au transport du glutamate et de l’aspartate. Chacun des 

composants du système est essentiel à la colonisation du modèle animal. Par ailleurs, notre 

étude menée en BACTH sur les protéines du métabolisme de l’ammoniac indique l’existence 

de complexes protéiques optimisés permettant un channeling métabolique de ce composé 

entre enzymes productrices et enzymes consommatrices d’ammoniac. 

L’ammoniac tient une place particulière chez H. pylori : composé associé à la défense 

contre l’acidité, sa production en grande quantité au contact de l’épithélium gastrique par les 

systèmes originaux que nous avons découverts pourrait participer à la pathogenèse. Cette 

production issue de l’hydrolyse de la glutamine et de l’asparagine pourrait s’accompagner d’une 

déplétion locale en acides aminés. 

La production d’ammoniac a lieu au sein de complexes protéiques régulés à plusieurs 

niveaux : pH, concentration en nickel, acidité.  
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2. Régulation des complexes producteurs d’ammoniac 

La régulation des complexes protéiques peut intervenir à différents niveaux : 

transcriptionnel, traductionnel ou fonctionnel. Nous avons montré une activité optimale des 

couples GT/GltS et AnsB/DcuA à pH neutre tandis que leur transcription n’est pas régulée par 

le pH. Ces données suggèrent fortement que le métabolisme de l’asparagine et de la glutamine 

est indépendant de la résistance à l’acidité.  

Dans sa niche, H. pylori subit un apport constant d’acides aminés provenant du bol 

alimentaire. H. pylori consomme de fortes concentrations d’acides aminés parmi lesquels 

l’asparagine et la glutamine, ainsi que leurs acides respectifs, sont majoritaires (Reynolds & Penn, 

1994; Stark et al, 1997). Ces acides aminés peuvent servir de sources de carbone et d’azote. Il a 

été rapporté que la glutamine synthétase voit son taux de transcription diminué par l’acidité 

(Wen et al, 2003). A l’inverse, AspA et GdhA sont transcriptionnellement activés par l’acidité 

(Wen et al, 2003; Merrell et al, 2003). En termes de régulation pH dépendante des complexes, 

il se dessine donc un mécanisme où une production d’ammoniac aurait lieu dans le cytoplasme 

par AspA tandis que GdhA dirigerait le métabolisme vers la synthèse de glutamate. En 

revanche, à pH acide, la synthèse de glutamine dépendant de GlnA serait restreinte, diminuant 

la consommation d’ammoniac indispensable à la résistance à l’acidité. 

A l’inverse, l’uréase est positivement régulée par l’acidité, tant au niveau transcriptionnel, 

qu’au niveau fonctionnel avec l’ouverture du canal à urée UreI (Bury-Moné et al, 2001, 2004). 

La production d’ammoniac est donc maximale à bas pH. Dans ces conditions, le nickel est plus 

soluble et le taux de transcription de l’uréase est de plus régulé positivement par NikR (Muller 

et al, 2011). A pH acide, l’ammoniac produit par l’uréase va servir de composé tampon. En 

revanche, à pH neutre, il constitue une source d’azote pour le métabolisme. H. pylori a des 

quantités massives d’ammoniac à gérer. Pour éviter la toxicité de celui-ci, il va être stocké dans 

la glutamine au travers d’un couplage métabolique entre l’uréase et la glutamine synthétase. La 

glutamine servira ensuite de donneur d’ammoniac dans les processus cellulaires. 
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Figure 47 Régulation des complexes producteurs d'ammoniac 

Références : , (Leduc et al, 2010) ; , (Schauer et al, 2007) ; , (Bury-Moné et al, 2001) ; , 

(Wen et al, 2003) ; , (Bury-Moné et al, 2004) 

 

3. Le métabolisme de l’asparagine et de la glutamine : 

tourné vers la virulence ? 

Dans les conditions d’une infection établie au sein du mucus gastrique, le pH est très 

modérément acide, et au contact des cellules épithéliales, H. pylori rencontre un pH neutre. 

Comme nous l’avons montré, les couples AnsB/DcuA et GT/GltS fonctionnement de manière 

optimale à pH neutre. Toutefois, AnsB et GT atteignent 90% de leur activité maximale à pH 6. 

La consommation d’asparagine et de glutamine, et la production d’ammoniac associée ont donc 

très probablement lieu à la fois au contact des cellules épithéliales et dans les zones mucosales 

proches. 

De plus, au contact des cellules épithéliales, grâce à l’action des toxines VacA et CagA, on 

assiste à un afflux de nutriments provenant de l’épithélium endommagé. On peut supposer que 

l’urée, molécule issue de sang, devient alors accessible à la bactérie. Or, dans ces conditions, 

l’ouverture de UreI dépendante de l’acidité n’est plus nécessaire au passage transmembranaire 

d’une partie de l’urée (Skouloubris et al, 1998). On peut donc préjuger que dans ces conditions 

l’uréase présente un niveau d’activité basal (Figure 48). 
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On assisterait donc à une synthèse d’ammoniac près des cellules épithéliales couplée à 

l’importation de glutamate et d’aspartate. L’ammoniac synthétisé dans le cytoplasme par l’uréase 

serait alors stocké via GlnA dans la glutamine, le donneur d’azote dans la cellule.  

  

Figure 48 Mécanisme de pathogenèse dû aux métabolismes de l'asparagine et de la glutamine 

En présence de H. pylori le microenvironnement épithélial est donc déplété en asparagine, 

aspartate, glutamine et glutamate. La glutamine est décrite comme un composé protecteur des 

épithéliums, notamment en cas de stress oxydatif, comme celui induit par H. pylori (Kallweit et 

al, 2012). De plus, une étude a montré que les cellules gastriques détoxifient l’ammoniac 

produit par H. pylori en utilisant la glutamine (Nakamura & Hagen, 2002). Ainsi, on pourrait 

proposer que chez H. pylori, le processus de pathogenèse est optimisé de telle sorte que la 

cytotoxicité induite par l’ammoniac ne puisse être atténuée par la glutamine présente au 

contact du microenvironnement épithélial. 

Il a été montré que la GT de H. pylori inhibait la prolifération lymphocytaire et était 

responsable d’un arrêt de division des cellules gastriques  (Schmees et al, 2007; Kim et al, 2010). 

La cytotoxicité induite par la GT pourrait être associée soit à la production d’ammoniac dans le 

périplasme, soit à la déplétion en glutamine. Des résultats récents indiquent que l’effet inhibiteur 

de la multiplication des cellules T est plutôt dû à la déplétion en glutamine (Wüstner et al, 

2012). Dans un modèle de culture primaire d’astrocytes, une étude a démontré que l’ammoniac 

pouvait induire un dérèglement de la bioénergétique cellulaire par perméabilisation des 

mitochondries (Bai et al, 2001). Dans une autre étude menée sur les astrocytes, il est montré 



  Chapitre 1 Réseaux d’interactions protéiques dans le métabolisme de l’ammoniac   |   Discussion et Perspectives  

 

 

  194  

 

que dans la cellule, l’ammoniac est détoxifié sous forme de glutamine par la glutamine 

synthétase. La glutamine accumulée est alors transportée vers la mitochondrie où elle est 

dégradée en ammoniac, responsable de la perméabilisation membranaire de la mitochondrie 

(Albrecht et al, 2010). Il a été montré que l’estomac présente l’activité glutamine synthétase la 

plus élevée du tractus digestif (Lie-Venema et al, 1997; James et al, 1998). Nous proposons 

donc un détournement du métabolisme des acides aminés pour la réponse pathogénique de H. 

pylori qui serait potentialisée par la production d’ammoniac, conjointement à la déplétion en 

glutamine de l’épithélium gastrique.  

Les mécanismes de détournement des fonctions de l’hôte par les bactéries à des fins de 

pathogenèse sont bien connus. Ainsi on peut citer la capture du fer à partir de la transferrine 

humaine chez Neisseiria gonorrhoeae ou la dissémination de Shigella flexneri au travers des 

entérocytes par mobilisation de l’actine de l’hôte (Siburt et al, 2009; Fukumatsu et al, 2012). 

Chez H. pylori, un autre mécanisme reposant sur le détournement du métabolisme des acides 

aminés participant à la virulence a été rapporté. En effet, les macrophages peuvent générer du 

NO, toxique pour H. pylori. H. pylori échappe à la production de NO en induisant la 

transcription de l’arginase dans les macrophages. L’augmentation de la concentration de 

l’arginase dans les macrophages cause une déplétion du pool cellulaire d’arginine. L’arginine est 

un précurseur de NO, substrat de la NO synthétase. Par compétition pour l’arginine, la 

génération de NO sera donc atténuée et échoue à tuer H. pylori (Lewis et al, 2011). L’arginase 

de H. pylori participe également à la déplétion de l’arginine dans le microenvironnement 

épithélial (Gobert et al, 2001). Les parasites Leishmania major et Trypasonoma cruzi mettent en 

place un mécanisme similaire de survie dans les macrophages par production d’une arginase qui 

entre en compétition pour l’arginine avec la NO synthétase.  

4. Perspectives 

L’hypothèse du channeling  de l’ammoniac dans les complexes protéiques chez H. pylori 

pourra être testée à différents niveaux. Tout d’abord, il sera intéressant de tenter de 

cocristalliser les complexes AspA/GdhA et AspA/GlnA afin d’investiguer l’existence de tunnels 

moléculaires de guidage de l’ammoniac dans ces deux systèmes. On peut aussi chercher à 

démontrer l’optimisation du transfert de l’ammoniac quand les protéines agissent en complexe. 

Après purification individuelle des protéines, par des techniques enzymologiques, il sera 

intéressant de calculer la vitesse des réactions enzymatiques selon que les protéines sont seules, 

ou avec leur partenaire producteur d’ammoniac. 



Discussion et Perspectives   |   Réseaux d’interactions protéiques dans le métabolisme de l’ammoniac Chapitre 1 

 

 

 195 

 

Chez H. pylori nous avons initié une étude systématique par TAP des enzymes du 

métabolisme de l’ammoniac. En utilisant AspA et GdhA comme appât, en conditions natives ou 

crosslinkées nous n’avions pas identifié de partenaires. Notre interprétation est que les 

complexes impliquant AspA et GdhA se forment de façon transitoire. Le BACTH est donc une 

meilleure méthode pour étudier ces complexes. Nous souhaitons caractériser plus précisément 

les complexes en identifiant des mutants qui abolissent l’interaction, ou au contraire en rajoutant 

les substrats des différentes enzymes. Nous pensons que les substrats pourraient stabiliser les 

complexes et ainsi renforcer l’interaction entre les partenaires.  

L’étude de la pathogenèse chez H. pylori est fortement centrée sur VacA et CagA, 

identifiés comme des effecteurs centraux de la virulence. Si VacA et CagA sont bien 

responsables de phénotypes très marqués et sont corrélés à des infections débouchant sur des 

pathologies plus sévères, l’étude du métabolisme de la bactérie en tant qu’effecteur de la 

virulence s’est révélée très intéressante (Wen & Moss, 2009). 

Nous savons que les différents partenaires des systèmes d’hydrolyse/transport des acides 

aminés que nous avons identifiés sont essentiels à la colonisation du modèle animal, tout 

comme la glutamine synthétase (Stingl et al, 2008; Leduc et al, 2010). De plus, entre nos mains, 

il n’a jamais été possible de réaliser un mutant de AspB chez H. pylori, démontrant 

probablement l’essentialité de cette protéine. Plusieurs voies peuvent cependant être suivies 

pour caractériser le rôle des complexes protéiques impliqués dans le métabolisme de 

l’ammoniac dans la pathogenèse. 

Tout d’abord, il parait intéressant de connaître la part respective de chaque complexe dans 

la génération d’ammoniac au contact des cellules épithéliales. On pourrait suivre l’élévation 

locale du pH à proximité des cellules gastriques en culture infectées avec H. pylori. Cette étude 

pourrait se faire avec des mutants des complexes testés, ou, à défaut de pouvoir effectuer les 

mutations, en apportant ou retirant les précurseurs de la synthèse d’ammoniac. Une technique 

que l’on pourrait utiliser repose sur la microscopie à prise d’image rapide en présence d’un 

milieu répondant de manière colorimétrique aux changements de pH, ou par ajout de 

marqueurs fluorescents répondant au pH (Athmann et al, 2000; Fricker et al, 2008). Les images 

pourraient ensuite être caractérisées et quantifiées informatiquement pour corréler 

fluorescence et changement de conditions environnementales. 

Finalement, et selon les mêmes modalités, la réponse cellulaire à l’infection pourrait être 

mesurée pour l’apoptose ou l’inflammation. Ces observations pourraient être réalisées en direct 

par fusion transcriptionnelle avec un rapporteur fluorescent des gènes de l’hôte dont 
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l’expression est augmentée en présence de l’infection. Les gènes des caspases 8 et 3 ou de l’IL-8 

sont de bons candidats (Ashktorab et al, 2002; Eftang et al, 2012). 
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Chapitre 2. Dépendance de H. pylori au 

nickel : une stratégie risquée et 

payante 

 

 

1.  Helicobacter pylori, métallo-adapté à sa niche ? 

La colonisation et la survie de H. pylori dans sa niche sont très fortement dépendantes du 

nickel. Faiblement présent dans les êtres vivants, ce métal est apporté en petite quantité dans le 

bol alimentaire via les fruits secs et certaines céréales par exemple. H. pylori possède des 

systèmes sophistiqués de captation du nickel. Cette avidité pour le nickel n’est pas sans danger 

et les mécanismes d’importation, de stockage, d’incorporation et d’export du nickel doivent être 

finement régulés pour permettre un apport suffisant, mais aussi pour se prémunir contre les 

effets délétères du nickel, potentiellement toxique. 

1.1 Avide ou fin gestionnaire ? 

1.1.1. Les protéines fixatrices de nickel : inédites et 

multifonctionnelles 

H. pylori contient 50 fois plus de nickel que E. coli (Schauer, 2007). La gestion d’un tel 

stock de nickel nécessite des mécanismes de résistance inédits. Les protéines comme HspA et 

son extension particulière à H. pylori, H. cetorum et H. acinonychis, conjointement à Hpn et 

Hpn-2, représentent un des premiers exemples de protéines bactériennes dont la richesse en 

histidine ne laisse aucun doute sur leur capacité à fixer le nickel. Le travail réalisé dans cette 
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thèse, ainsi que l’étude de Schauer et al. ont démontré le rôle de ces protéines dans la 

résistance aux concentrations élevées en nickel, et certains autres métaux (Schauer et al, 2010). 

Il est probable que les métaux exercent des effets plus délétères quand ils sont à l’état non 

séquestré, et à ce titre, la capacité de fixation de Hpn et Hpn-2 peut être vue comme un 

mécanisme de défense passif contre les excès de nickel. Nous pouvons nous interroger sur la 

fonction véritable de ces protéines : leur rôle est-il seulement de séquestrer le nickel ou 

peuvent-elles aussi le mettre en réserve et le stocker pour le distribuer ensuite ? 

Nos résultats indiquent que le rôle de ces protéines n’est pas restreint au stockage du 

nickel. En effet, Hpn et Hpn-2 se comportent comme de véritables plateformes de distribution 

spécifiques à l’uréase. Le fonctionnement de l’uréase est donc subordonné à l’abondance en 

nickel, mais aussi au chargement des protéines fixatrices avec le nickel.  

Dans des conditions de concentration faible en nickel, l’accès des différentes protéines 

fixant le nickel et la hiérarchie avec laquelle elles interviennent pour fixer le métal reste à 

élucider. De plus, les mécanismes qui permettent l’accès des protéines accessoires de 

l’hydrogénase et de l’uréase au nickel fixé sur les protéines de séquestration sont inconnus.  

Nous avons montré qu’en conditions limitantes en nickel, Hpn-2 réprime l’activité 

uréasique. Nous avons aussi observé que les effets de Hpn et Hpn-2 se manifestent à quantité 

d’uréase constante. Par conséquent, les effets de Hpn-2 s’exercent par une limitation de l’accès 

de l’uréase au nickel. In vitro, le Kd des protéines fixatrices de nickel chez H. pylori est assez 

similaire variant de 2 µM pour HspA à 3,8 µM pour Hpn-2 et 7,1 µM pour Hpn (Zeng et al, 

2008). L’affinité de l’uréase ou de l’hydrogénase pour le nickel n’est pas connue. Chez H. pylori, 

le Kd pour le nickel de UreE, une des protéines accessoires de l’uréase est de 10 µM, révélant 

une affinité plus forte de Hpn et Hpn-2 pour le nickel (Grossoehme et al, 2007). Cependant, 

ces Kd calculés in vitro ne reflètent pas nécessairement la situation à l’intérieur la bactérie. Chez 

H. pylori, UreE ne fixe qu’un seul ion nickel par monomère de protéine. Comparé à la protéine 

UreE de K. aerogenes, UreE de H. pylori est déficient dans le domaine Cter fixant le nickel riche 

en histidine. On peut faire l’hypothèse que chez H. pylori, UreE pourrait donc être dépendant 

des protéines fixant le nickel comme Hpn ou Hpn-2 pour être efficace. 

Il demeure encore beaucoup d’inconnues dans la manière dont se déroule la distribution 

du nickel et son insertion dans l’uréase et l’hydrogénase de H. pylori. Nos résultats suggèrent 

que les protéines fixatrices de nickel agissent en réseau plutôt qu’individuellement. Ce processus 

ne servirait pas à stocker le nickel passivement dans les protéines mais à le guider vers les 

protéines d’intérêt en réponse aux variations des conditions du milieu. 
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Un autre élément intrigant consiste en l’extension riche en glutamine de Hpn-2. Comme 

nous l’avons démontré, la glutamine n’est pas importée chez H. pylori (Leduc et al, 2010). 

Notre laboratoire a depuis longtemps émis l’hypothèse que la glutamine pourrait permettre un 

stockage de l’ammoniac produit en grandes quantités chez H. pylori, par amidation du 

glutamate. Nous avons observé qu’en présence de nickel, la protéine Hpn-2 agit comme un 

répresseur de l’accumulation intracellulaire de ce métal, et donc comme un répresseur de 

l’uréase. Nous postulons donc que la protéine Hpn-2 pourrait servir de réservoir de glutamine 

dans les conditions où la synthèse d’ammoniac est abondante. Polymérisée dans une protéine, la 

glutamine ne perturberait pas le métabolisme cellulaire. 

1.1.2. Réseaux de régulation des protéines fixatrices de nickel 

Les protéines de fixation du nickel Hpn et Hpn-2 sont régulées positivement par le nickel 

via NikR. Cependant, cette induction ne suit pas immédiatement l’exposition au nickel. L’uréase 

voit son taux de transcrit augmenté de 10 fois dès 30 minutes d’exposition au nickel, alors que 

les transcrits de hpn et hpn-2 ne répondent qu’après 1 heure d’exposition, pour un taux de 

synthèse augmenté de 2 fois. Ce taux atteint 5 fois à 5 heures d’exposition (Muller et al, 2011). 

Au vu de ces résultats, Hpn, Hpn-2 et HspA apparaissent comme des réservoirs à nickel induits 

en cas d’exposition prolongée. Nos résultats ont démontré la nécessité de Hpn et Hpn-2 dans 

l’activation optimale de l’uréase. Nous proposons le modèle suivant : il y aurait synthèse 

précoce du pool d’uréase en présence de nickel, tandis que les protéines Hpn et Hpn-2 

seraient synthétisées plus tardivement et permettraient la régulation du chargement du pool 

d’uréase néoformé. Nous pouvons imaginer une situation où le pool d’uréase est maximal, mais 

non chargé en nickel, comme proposé par Stingl & De Reuse, tandis que Hpn et Hpn-2 sont 

chargés avec du nickel (Stingl & De Reuse, 2005). Il est connu que l’acidité augmente la 

solubilisation du nickel. En conditions de stress acide, le nickel serait alors relargué et accessible 

aux protéines accessoires de l’uréase qui chargeraient alors l’enzyme en nickel. Une telle 

stratégie, où Hpn-2 réprimerait la fixation du nickel en conditions limitantes, permettrait alors 

une réponse d’urgence, une fois que les stocks de nickel ont été constitués.  

Quand H. pylori est ingéré, la bactérie se retrouve dans la lumière gastrique extrêmement 

acide. Pour survivre à pH acide, H. pylori doit donc immédiatement mettre en place la réponse 

d’urgence à l’acidité via l’uréase. Les protéines Hpn et Hpn-2, chargées en nickel, pourraient 

alors être transmises pour moitié au moment de la division cellulaire afin que les cellules filles 

soient capables de répondre immédiatement aux conditions de stress de la niche, sans avoir 
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besoin de constituer leurs propres stocks de nickel. Hpn et Hpn-2 seraient alors un vecteur du 

nickel. 

1.2 Modèle intégré du contrôle de l’homéostasie du nickel 

chez H. pylori 

L’uréase de H. pylori est la plus active des uréases décrites à ce jour. Sa capacité à produire 

de l’ammoniac est bien supérieure à celle nécessaire pour maintenir le pH cytoplasmique de la 

bactérie autour de 7. Notre laboratoire a montré une interaction entre l’uréase et la glutamine 

synthétase. Nous avons postulé qu’une telle interaction aurait pour but d’optimiser la synthèse 

de glutamine en dirigeant le flux important d’ammoniac vers la glutamine synthétase. Nous 

avons fait l’hypothèse que la glutamine servirait de forme de stockage intracellulaire de 

l’ammoniac. Cependant, au risque de perturber la physiologie cellulaire, la concentration 

intracellulaire en glutamine doit être contrôlée. Nous faisons donc l’hypothèse que Hpn-2 existe 

sous deux formes. Une forme tronquée quand le pool intracellulaire de glutamine est faible et 

une forme totale, avec une extension Cter riche en glutamine, quand le pool de glutamine est 

suffisant pour synthétiser la protéine entière. Hpn-2 permettrait donc le stockage de la 

glutamine pour éviter que celle-ci ne devienne toxique quand elle est en grande concentration 

dans le cytoplasme.  

Nos résultats indiquent que l’extension riche en glutamine est nécessaire au contrôle du 

nickel intracellulaire. Cependant, cette extension n’est pas nécessaire au contrôle de l’activité 

uréasique. Nous pouvons donc imaginer un mécanisme où Hpn-2 serait synthétisé de façon 

tronquée, ne remplissant pas son rôle de contrôle du nickel intracellulaire, mais fixant le nickel 

importé, pour limiter l’activité de l’uréase. Quand suffisamment de nickel a été importé pour 

saturer Hpn-2, on peut avoir fixation du nickel sur Hpn. Hpn serait alors capable d’activer 

l’uréase. Une fois l’uréase activée, on a synthèse d’ammoniac, dont une partie est dirigée et sert 

de substrat à la glutamine synthétase. Il peut alors y avoir traduction de la protéine Hpn-2 totale 

dont l’extension Cter riche en glutamine permet à la protéine d’exercer un contrôle de la 

concentration en nickel intracellulaire. En permettant le maintien de l’homéostasie du nickel, 

Hpn-2 évite ainsi que l’uréase soit trop largement chargée avec du nickel et que son activité 

trop forte n’entraine une alcalinisation du cytoplasme. Enfin, en limitant la concentration 

intracellulaire en nickel, Hpn-2 permet aussi d’éviter les effets toxiques du nickel à haute 

concentration.  

Le contrôle de l’homéostasie du nickel s’exerce selon plusieurs conditions chez H. pylori, 

que nous avons considéré précédemment. Premièrement, des conditions pauvres en nickel, 
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menant à un faible chargement de l’uréase. Deuxièmement, des conditions d’abondance du 

nickel, sans que la réponse de l’uréase à l’acidité ne soit requise. Troisièmement, les conditions 

où le nickel doit être abondant afin de permettre à l’uréase de répondre à l’acidité. Ces trois 

conditions sont détaillées dans les figures 49 à 51. Ces modèles ne sauraient être exhaustifs. En 

effet, il existe de plus des effets pléiotropiques et temporellement hiérarchisés de NikR qui sont 

détaillés dans la partie bibliographique de ce travail (Muller et al, 2011). Ces modèles présentent 

de manière intégrée le rôle de trois acteurs majeurs du métabolisme du nickel : Hpn, Hpn-2 et 

l’uréase, le sous-jacent étant que NikR régule ses cibles en fonction de la concentration 

intracellulaire en nickel. 

 

 

Figure 49 Modèle d’homéostasie du nickel en conditions de faible concentration en nickel 

dans le milieu extérieur 

En conditions limitées en nickel, le transport du métal est activé tandis que les gènes de 

l’uréase, de Hpn et de Hpn-2 sont transcrits à un niveau basal. Le nickel capté est fixé par Hpn-

2, qui limite sa fixation sur Hpn et donc, sur l’uréase. Celle-ci est faiblement active. On n’a pas 

de synthèse d’ammoniac, et donc, la glutamine n’est que peu formée dans la cellule, menant à 

la synthèse d’une protéine Hpn-2 tronquée qui ne permet pas le maintien de la concentration 

intracellulaire en nickel. 
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Figure 50 Modèle d’homéostasie du nickel en conditions non limitantes et pH neutre 

En conditions non limitantes en nickel, celui-ci est importé dans la cellule puis fixé, premièrement par Hpn-2, 

puis quand la protéine est saturée, par Hpn. Le nickel lié à Hpn est transféré à l’uréase, dont la transcription des 

gènes est activée par le nickel. L’uréase chargée en nickel synthétise de l’ammoniac, en quantité limitée car en 

conditions de pH neutre, peu d’urée pénètre la cellule. L’ammoniac sert alors de substrat à la glutamine 

synthétase (GlnA) qui le fixe sur du glutamate, pénétrant dans la cellule à pH neutre via GltS. La glutamine 

permet la synthèse d’une protéine Hpn-2 entière, dont la région Cter riche en glutamine permet le contrôle de la 

concentration intracellulaire en nickel. 
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Figure 51 Mécanisme de contrôle du nickel intracellulaire à pH acide 

Nous postulons que l’uréase ne peut répondre à l’acidité sans que le pool de nickel 

intracellulaire ne soit constitué. En condition acide, le nickel fixé sur Hpn et Hpn-2 permet un 

chargement maximal de l’uréase. Le canal à urée UreI s’ouvre tandis que le transporteur du 

glutamate GltS est fermé. L’uréase ayant un accès non limité à l’urée catalyse la synthèse de 

l’ammoniac afin de répondre à l’acidité. La synthèse de glutamine est limitée. Hpn-2 voit sa 

transcription augmentée par l’acidité, mais sa synthèse a lieu sous forme tronquée due à la 

limitation en glutamine. Cette forme de Hpn-2 ne permet pas le contrôle de l’activité uréasique 

et n’est pas efficace pour maintenir la concentration intracellulaire en nickel. Le nickel 

nouvellement importé se fixe donc sur Hpn-2, mais n’est pas stabilisé par la région Cter riche en 

glutamine. Ce nickel est alors facilement accessible à l’uréase dont l’activité a besoin d’être 

maximale pour permettre la résistance à l’acidité. 
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1.3 Comparaison avec les mécanismes de résistance aux 

métaux chez les autres bactéries 

Le mécanisme de maintien de l’homéostasie du nickel chez H. pylori est très complexe. 

Sans vouloir être exhaustif, voici quelques exemples de résistance aux stress métalliques mis en 

place par les bactéries. Chez E. coli, la résistance au nickel met en œuvre le régulateur 

transcriptionnel NikR, qui réprime l’expression du transporteur à nickel en présence du métal, 

et d’une pompe d’efflux, RcnA. 

La protéine Hpn de H. pylori présente des analogies avec la ferritine en termes de 

détoxification d’un métal. Comme la ferritine, elle est abondante et forme des complexes de 

haut poids moléculaire in vitro permettant pour Hpn le stockage du nickel. 

Des mécanismes originaux permettent chez certaines bactéries la résistance au cuivre ou à 

l’arsenic. Chez E. coli, la résistance au cuivre repose sur un senseur cytoplasmique CueR qui, en 

présence de cuivre, active la transcription d’une pompe d’efflux ATP dépendante, CopA, et 

d’une oxydase du cuivre périplasmique CueO. CopA chasse le cuivre du cytoplasme vers le 

périplasme tandis que CueO oxyde le Cu(I) très toxique, en Cu(II) moins toxique. Les 

concentrations élevées de cuivre dans le périplasme sont détectées par le système à deux 

composants CusRS, qui active en retour la transcription des gènes CusABS et CusF impliqués 

dans l’export du cuivre au travers de la membrane externe (Osman & Cavet, 2008). 

Par analogie, la résistance aux concentrations élevées en arsenic a été bien étudiée chez 

Corynebacterium glutamicum, qui peut résister à des concentrations allant jusqu’à 300 mM 

d’As(V). Les mécanismes de résistance reposent sur les mêmes principes que pour le cuivre et 

mettent un œuvre un senseur, ArsR, une pompe d’efflux, ArsB et une oxydase cytoplasmique 

qui oxyde l’As(III) très toxique et affin pour les groupements thiols des protéines en As(V), 

moins toxique (Mateos et al, 2006). Enfin, de manière originale, certaines bactéries comme 

Herminiimonas arsenicoxydans secrètent un exopolymère qui permet à la communauté 

bactérienne de constituer un biofilm dans lequel l’arsenic est séquestré hors de la cellule 

(Lièvremont et al, 2009).  

Les bactéries ferromagnétiques forment un groupe hétérogène de bactéries qui ont la 

capacité de s’orienter en fonction des champs magnétiques. Pour ce faire, ces bactéries 

établissent dans leur cytoplasme des magnétosomes. Les magnétosomes sont des structures 

sphériques, organisés en chapelets attachés au cytosquelette, et contenant des espèces 

magnétiques du fer (magnétite, greigite, pyrite, etc.). Bien que d’une taille faible, de l’ordre de 30 

nm, les cristaux magnétiques à l’intérieur des magnétosomes représentent une quantité de fer 
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non négligeable (Zhou et al, 2012). Pour se prémunir de la toxicité du fer, les bactéries 

ferromagnétiques enferment donc les cristaux à l’intérieur d’une membrane de type bicouche 

lipidique issue de l’invagination de la membrane interne. Ce mécanisme original de séquestration 

des métaux est spécifique à ces bactéries (Greene & Komeili, 2012).    

La résistance au nickel chez H. pylori revêt un caractère inédit parmi les microorganismes. 

En effet, le mécanisme de résistance met en jeu non seulement un senseur cytoplasmique qui 

peut réguler l’accumulation intracellulaire du nickel, une pompe d’efflux peu spécifique CznABC 

qui expulse le nickel, mais aussi Hpn, Hpn-2 et HspA qui constituent des exemples uniques de 

protéines fixatrices de nickel. Comme nous l’avons montré, la concentration intracellulaire 

augmente parallèlement à l’augmentation de la concentration en nickel dans le milieu de culture. 

Nous pouvons donc conclure que CznABC est un système peu spécifique et probablement peu 

efficace. Les protéines Hpn, Hpn-2 et HspA sont à mettre en perspective avec la nécessité 

absolue du nickel chez H. pylori ainsi que la probable irrégularité des apports en nickel. Ainsi la 

bactérie stocke plutôt le nickel au lieu de l’expulser. Nos résultats montrent qu’en plus d’un rôle 

de stockage, les protéines Hpn et Hpn-2 sont multifonctionnelles et jouent un rôle de 

régulation de l’uréase. Avec Hpn et Hpn-2, H. pylori se prémunit donc de deux risques : 

l’intoxication métallique, et l’intoxication par alcalinisation du cytoplasme en cas d’activité 

uréasique non contrôlée. 

2. Perspectives 

Les perspectives de ce travail sont nombreuses et visent principalement à tester nos 

hypothèses in vivo.  

Il a été montré que la protéine Hpn purifiée pouvait former des fibres similaires à celles 

retrouvées dans la maladie d’Alzheimer (Ge & Sun, 2011). Une première analyse in silico 

réalisée par Iñaki Guijarro dans l’Unité de RMN des Biomolécules de l’Institut Pasteur nuance 

cependant la capacité de Hpn et Hpn-2 à former des fibres. En effet, dans l’article publié par Ge 

& Sun, les auteurs n’ont pas utilisé d’agent réducteur dans leur étude alors que Hpn peut former 

des ponts disulfures. De plus, in silico, les séquences de Hpn et Hpn-2 ne sont pas prédites 

pour être amyloïdogènes. Enfin, les protéines Hpn et Hpn-2 sont hydrophiles et chargées. Leur 

structure secondaire est probablement dépliée. Les fibres observées sont peut-être alors 

simplement des agrégats. En effet, les agrégats protéiques sont généralement riches en 

structures dépliées. Dans leur étude, Ge & Sun purifient la protéine Hpn sur colonne d’affinité 

au nickel. Ensuite, ils justifient le fait de ne pas utiliser d’agent réducteur pour éviter que le nickel 

ne soit chélaté ; le fait que la protéine ait été copurifiée avec du nickel et qu’elle puisse former 
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des fibres dans ces conditions n’est cependant pas une preuve que le nickel est indispensable à 

la formation des fibres (Ge & Sun, 2011). 

Nous avons très récemment produit par fusions chromosomiques des souches de H. pylori 

dont les protéines Hpn et Hpn-2 sont respectivement étiquetées en Cter par les épitopes 

hémagglutinine (HA) et V5. Ces outils seront très précieux pour la suite de notre étude.  

Il nous parait important de localiser précisément Hpn et Hpn-2 chez H. pylori. La première 

étude de Hpn rapportait une localisation cytoplasmique et membranaire de la protéine (Gilbert 

et al, 1995). Dans les souches exprimant les protéines Hpn et Hpn-2 fusionnées aux épitopes 

V5 et HA, nous pourrons réaliser un fractionnement cellulaire suivi de Western blots avec les 

anticorps spécifiques à chaque épitope. De plus, cette localisation pourra être réalisée plus 

précisément sur cellules entières en utilisant des anticorps couplés à des billes d’or et la 

microscopie électronique à transmission. La localisation de l’uréase sera également examinée. 

Nous proposons aussi d’étudier la localisation de Hpn et Hpn-2 dans la souche sauvage ou 

mutante pour hpn ou hpn-2, ainsi que dans des souches déficientes pour certaines protéines du 

métabolisme de l’ammoniac. De telles expériences permettraient de savoir si Hpn et Hpn-2 

sont colocalisées, ou si elles sont associées avec l’uréase. Nous examinerons si des modifications 

du pH, de la concentration en nickel ou en urée modifient la localisation cellulaire de Hpn et 

Hpn-2. 

Nous souhaitons savoir si Hpn et Hpn-2 forment des fibres amyloïdes in vivo. Grâce aux 

étiquettes HA et V5, nous pourrons rechercher par Western blot sur des extraits cellulaires de 

H. pylori des complexes insolubles de haut poids moléculaire dans le cytoplasme ou dans le 

milieu extérieur. Une autre approche consiste à exprimer les protéines Hpn et Hpn-2 

séparément ou ensemble chez E. coli. Nous pourrons ainsi observer si ces protéines se 

retrouvent dans le milieu extracellulaire et si elles y forment des fibres ou des agrégats, seules 

ou en hétéromultimères. A défaut, nous pourrons déterminer si elles forment des corps 

d’inclusion insolubles dans le cytoplasme de E. coli. Il serait intéressant de tester l’effet du nickel 

sur la formation des agrégats ou des fibres. 

Une des questions fondamentales de ce travail concerne l’organisation en réseau des 

protéines du métabolisme du nickel. Afin de tester si les protéines Hpn et Hpn-2 forment des 

complexes hétéromériques in vivo  chez H. pylori, nous réaliserons des expériences de pull 

down à l’aide des étiquettes HA et V5. Ces expériences permettront de savoir si Hpn et Hpn-2 

forment des complexes in vivo ainsi que la localisation cellulaire de ces complexes. De plus, nos 

résultats montrent que Hpn participe au chargement de l’uréase avec le nickel. Nous ne savons 
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pas si Hpn est capable de charger l’uréase par le biais de UreE, ou directement dans UreAB. 

Des résultats préliminaires obtenus en BACTH indiquent que Hpn n’interagit pas avec UreE. 

Par les expériences de pull down nous pourrions identifier le partenaire de Hpn et observer si 

la concentration en nickel ou le pH du milieu de culture influence la multimérisation de Hpn et 

la dynamique d’assemblage du complexe de Hpn avec ses partenaires. 

Nos résultats indiquent que Hpn et Hpn-2 interviennent dans la régulation de l’activité 

uréasique. Pour tester l’apport des protéines Hpn et Hpn-2 dans l’activation de l’uréase, leur 

expression conjointe à celle du centre de l’uréase en système hétérologue pourrait être un 

moyen facile d’accès ; l’activité uréasique serait mesurée dans les différentes combinaisons 

possibles et permettrait de quantifier l’apport de chaque protéine au système. 

Nous avons observé que l’uréase est synthétisée de façon constitutive en présence de 

nickel dans les mutants Hpn et Hpn-2, suggérant une dérégulation probablement associée au 

contrôle par NikR. Il faudrait mener des expériences de qRT-PCR pour suivre l’expression de 

l’uréase après exposition au nickel dans les mutants de hpn et hpn-2. En effet, l’induction 

temporelle de l’uréase par le nickel dans la souche sauvage pourrait s’expliquer par la 

séquestration séquentielle du nickel par Hpn-2 et Hpn. Il a déjà été montré que NikR entrait en 

compétition avec l’uréase et ses protéines accessoires pour l’accès aux ions nickel (Benanti & 

Chivers, 2009). Hpn et Hpn-2 participant à la voie d’activation de l’uréase, il est probable que 

des mutants de hpn et hpn-2 présentent une réponse au nickel via NikR constitutive. 

Nous ne savons pas par quel mécanisme Hpn-2 est capable de réguler la concentration 

intracellulaire de nickel. Nous postulons que Hpn-2 bloque le transport ou participe à un 

mécanisme d’efflux. Ces deux hypothèses seront testées à l’aide de 63Ni*. Un modèle alternatif 

implique que Hpn-2 chargé en nickel pourrait être exporté dans le milieu extérieur. Le nickel, 

fixé sur Hpn-2 serait alors expulsé du cytoplasme en même tant que la protéine et ne risquerait 

alors plus d’être réimporté. Une façon simple de tester l’hypothèse de l’export est de réaliser 

une culture en conditions d’intoxications en nickel et de détecter la protéine dans le surnageant 

de culture grâce à son étiquette V5. De plus, nous avons montré que Hpn-2 était spécifique à 

l’espèce H. pylori. Si Hpn-2 était exporté, celui-ci serait capable de concentrer localement le 

nickel dans l’estomac. Or, Il a été montré que le nickel était un composé carcinogène, 

notamment pour les voies aériennes lorsqu’il est inhalé (Denkhaus & Salnikow, 2002). Par ce 

biais, Hpn-2 pourrait participer à la cancérogenèse.  

Une autre hypothèse originale issue de ce travail est la synthèse de deux formes de Hpn-2 : 

une forme tronquée dépourvue d’extension riche en glutamine en cas d’activité uréasique faible, 

et une forme complète en cas de synthèse abondante d’ammoniac. En mettant au point une 
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méthode de purification de Hpn-2, cette hypothèse serait facile à tester avec du glutamate 

radioactif, en modulant l’activité de l’uréase. Une autre stratégie consisterait à étiqueter la 

protéine avec un épitope en Nter, et un autre en Cter, permettant de réaliser le ratio protéines 

tronquées/protéines entières. 

Il serait aussi intéressant d’investiguer le comportement de mutants de Hpn et Hpn-2 dans 

un fond génétique déficient pour HspA, autre protéine de fixation du nickel. En effet, même si 

HspA ne régule pas l’activité uréasique, sa capacité à fixer le nickel occasionne nécessairement 

une compétition avec Hpn et Hpn-2 pour l’accès au métal. Une telle étude permettrait de 

mieux décortiquer le processus de trafic du nickel dépendant de Hpn et Hpn-2. 

De plus, et afin de mieux comprendre le réseau d’interactions qui s’établit au sein des 

protéines du métabolisme du nickel, nous souhaitons élargir l’étude menée en BACTH aux 

autres protéines du métabolisme du nickel : NikR, SlyD, UreEFGH, HydAB, HypABC, NixA. Il 

nous parait aussi intéressant de tester les interactions lorsque le milieu est supplémenté en 

nickel. Enfin, nous souhaitons identifier les résidus importants dans les interactions pour ensuite 

réaliser in vivo la mutagenèse dirigée de ces résidus. Nous quantifierons ensuite l’activité 

uréasique, la sensibilité au nickel, et la concentration intracellulaire en nickel chez ces mutants. 

Il n’existe aucune donnée portant sur l’influence du nickel lors de la colonisation de l’hôte. 

Nous avons montré que les mutants hpn et hpn-2 sont sévèrement affectés dans leur capacité 

à coloniser l’hôte. Il serait intéressant de tester si la supplémentation avec du nickel de 

l’alimentation des souris utilisées comme modèle de colonisation est capable de restaurer la 

capacité de colonisation de ces mutants. De manière générale, il est intéressant de savoir si le 

nickel a un effet sur la colonisation et l’inflammation par une souche sauvage. Nous souhaitons 

également réaliser la cinétique d’élimination des mutants hpn et hpn-2, seuls ou en compétition 

avec la souche sauvage, afin de déterminer à quelle étape de la colonisation l’infection est 

affectée par la délétion de hpn et hpn-2.  

Pour finir, le bismuth est un composé thérapeutique utilisé dans l’éradication de H. pylori. 

Aucune publication ne fait état de souches cliniques résistantes au bismuth. De plus, le mode 

d’action du bismuth est inconnu. Nous avons montré que Hpn exerçait un effet protecteur 

contre l’intoxication de H. pylori avec le bismuth. Cette observation indique que le bismuth 

pourrait exercer sa toxicité in vivo par compétition avec le nickel dans la voie d’activation de 

l’uréase. Nous souhaitons donc mesurer la toxicité du bismuth dans les différents mutants des 

gènes codant pour des protéines impliquées dans la résistance au nickel et l’activation de 

l’uréase. Des expériences sont en cours dans notre laboratoire pour identifier des mutants 
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résistants au bismuth à l’aide d’une banque de mutants de transposition réalisée chez H. pylori 

(Salama et al, 2004). L’identification de ces mutants permettra de mieux comprendre les 

mécanismes d’action du bismuth et ainsi, d’anticiper l’émergence de souches cliniques 

résistantes.
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Chapitre 3. Conclusion générale 

 

 

H. pylori est une bactérie unique, responsable de l’infection pathogénique la plus répandue 

à la surface du globe. L’originalité de H. pylori réside dans sa capacité à établir une colonisation 

durable dans une niche extrêmement hostile, l’estomac. Cette capacité repose sur un 

mécanisme de défense contre l’acidité très efficace, la production d’ammoniac. La majeure 

partie de la production d’ammoniac provient d’une abondante uréase à nickel. Le métabolisme 

du nickel et de l’ammoniac sont donc fortement interdépendants et leur étude a fait l’objet de 

mon travail de thèse.  

Le métabolisme de l’ammoniac ne se limite pas à la réponse d’urgence à l’acidité. Nous 

avons identifié des systèmes d’hydrolyse de l’asparagine et de la glutamine, couplés au transport 

d’aspartate et de glutamate, respectivement. Chacun des partenaires de ces systèmes couplés 

est important dans la colonisation du modèle animal. Nous avons aussi montré que l’hydrolyse 

de l’asparagine et de la glutamine dans le périplasme de H. pylori est responsable d’une 

synthèse d’ammoniac, qui, conjointement à la réponse d’urgence à l’acidité, va exposer les 

cellules gastriques à de fortes concentrations en ammoniac. Cette production d’ammoniac ainsi 

que la déplétion locale en acides aminés protecteurs comme la glutamine et l’asparagine 

participent très probablement à la cytotoxicité. 

Le métabolisme de l’ammoniac met en œuvre des complexes enzymatiques. Nous avons 

montré que ces complexes protéiques agissent probablement de manière concertée afin 

d’optimiser la biodisponibilité de l’ammoniac par un channeling métabolique de ce composé 

entre enzymes productrices et enzymes consommatrices. 
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L’uréase de H. pylori est la plus active jamais décrite, son activité doit donc être finement 

contrôlée afin d’éviter à la bactérie d’être intoxiquée par l’alcalinisation de son cytoplasme. 

Nous avons mis en évidence que deux petites protéines très riches en histidine, Hpn et Hpn-2, 

participent à la régulation de l’activité uréasique en modulant le chargement en nickel de 

l’uréase. Ces protéines sont aussi impliquées dans la détoxification du cytoplasme en nickel et 

dans le maintien de l’homéostasie du nickel.  

Nos résultats indiquent que le maintien de l’homéostasie du nickel implique l’extension 

riche en glutamine de Hpn-2. Chez H. pylori, la glutamine est synthétisée à partir du glutamate 

et de l’ammoniac, probablement de manière optimisée grâce à un couplage entre l’uréase et la 

glutamine synthétase. On observe donc des régulations réciproques entre les deux 

métabolismes complémentaires, nickel et ammoniac. 

H. pylori est un pathogène persistant. La cohabitation au long cours avec son hôte est 

associée à une pathogenèse maitrisée. La colonisation de la muqueuse gastrique dépend de 

l’approvisionnement en nutriments très variables. Si le bol alimentaire apporte les nutriments en 

abondance, il est par exemple admis que l’urée est une molécule apportée par voie sanguine. 

Le passage des nutriments au travers de la barrière épithéliale est donc primordial. Les 

effecteurs cytotoxiques VacA et CagA endommagent fortement la muqueuse gastrique. Les 

mécanismes originaux de pathogenèse dont nous faisons l’hypothèse permettraient donc une 

attaque ménagée de l’épithélium par l’ammoniac et la déplétion en acides aminés, dont 

l’altération conduirait à la perfusion des nutriments. 

 Nos travaux montrent que Hpn et Hpn-2 sont les acteurs centraux de l’activation de 

l’uréase et qu’ils sont nécessaires à la colonisation du modèle animal.  

Dans le contexte actuel d’augmentation de la résistance de H. pylori aux antibiotiques 

utilisés pour éradiquer l’infection, le bismuth s’impose comme un traitement de choix. Nous 

avons montré que Hpn est probablement une cible du bismuth. A ce jour, il n’a pas été identifié 

de protéines nécessitant du nickel chez l’homme. Les protéines Hpn et Hpn-2 possèdent une 

séquence et des propriétés uniques qui en font des cibles thérapeutiques de premier ordre. Le 

développement de nouvelles molécules curatives pourrait alors cibler les protéines du 

métabolisme du nickel, ou leur capacité à former des complexes dynamiques.  



 

 

  212  

 

Bibliographie



 Bibliographie 

 

 

 213 

 

Akompong T, Kadekoppala M, Harrison T, Oksman A, Goldberg DE, Fujioka H, Samuel BU, Sullivan D & Haldar K 

(2002) Trans expression of a Plasmodium falciparum histidine-rich protein II (HRPII) reveals sorting of soluble 

proteins in the periphery of the host erythrocyte and disrupts transport to the malarial food vacuole. The 
Journal of biological chemistry 277: 28923-33 

Albrecht J, Zielińska M & Norenberg MD (2010) Glutamine as a mediator of ammonia neurotoxicity: A critical 

appraisal. Biochemical pharmacology 80: 1303-8 

Andrews SC (1998) Iron storage in bacteria. Advances in microbial physiology 40: 281-351 

Andrews SC, Robinson AK & Rodriguez-Quinones F (2003) Bacterial iron homeostasis. FEMS Microbiology 
Reviews 27: 215-237 

Arnold IC, Dehzad N, Reuter S, Martin H, Becher B, Taube C & Müller A (2011) Brief report Helicobacter pylori 
infection prevents allergic asthma in mouse models through the induction of regulatory T cells. The Journal of 
clinical investigation 121: 3088-93 

Ashktorab H, Neapolitano M, Bomma C, Allen C, Ahmed A, Dubois A, Naab T & Smoot DT (2002) In vivo and in 

vitro activation of caspase-8 and -3 associated with Helicobacter pylori infection. Microbes and Infection 4: 

713-22 

Atherton JC (2006) The pathogenesis of Helicobacter pylori-induced gastro-duodenal diseases. Annual review of 
pathology 1: 63-96 

Atherton JC, Cao P, Peek RM, Tummuru MK, Blaser MJ & Cover TL (1995) Mosaicism in vacuolating cytotoxin 

alleles of Helicobacter pylori. Association of specific vacA types with cytotoxin production and peptic 

ulceration. The Journal of biological chemistry 270: 17771-7 

Athmann C, Zeng N, Kang T, Marcus E a, Scott DR, Rektorschek M, Buhmann a, Melchers K & Sachs G (2000) 

Local pH elevation mediated by the intrabacterial urease of Helicobacter pylori cocultured with gastric cells. 

The Journal of clinical investigation 106: 339-47 

Babich H & Stotzky G (1983) Toxicity of nickel to microbes: environmental aspects. Advances in applied 
microbiology 29: 195-265 

Backert S & Clyne M (2011) Pathogenesis of Helicobacter pylori infection. Helicobacter 16 Suppl 1: 19-25 

Bahlawane C, Dian C, Muller C, Round a, Fauquant C, Schauer K, de Reuse H, Terradot L & Michaud-Soret I 

(2010) Structural and mechanistic insights into Helicobacter pylori NikR activation. Nucleic acids research 38: 

3106-18 

Bai G, Rama Rao KV, Murthy CR, Panickar KS, Jayakumar a R & Norenberg MD (2001) Ammonia induces the 

mitochondrial permeability transition in primary cultures of rat astrocytes. Journal of neuroscience research 

66: 981-91 

Ban K & Kozar RA (2010) Glutamine protects against apoptosis via downregulation of Sp3 in intestinal epithelial 

cells. American journal of physiology. Gastrointestinal and liver physiology 299: G1344-53 

Banaszak K, Martin-Diaconescu V, Bellucci M, Zambelli B, Rypniewski W, Maroney MJ & Ciurli S (2012) 

Crystallographic and X-ray absorption spectroscopic characterization of Helicobacter pylori UreE bound to 

Ni2+ and Zn2+ reveals a role for the disordered C-terminal arm in metal trafficking. The Biochemical journal 
441: 1017-26 

Bauerfeind P, Garner RM & Mobley HLT (1996) Allelic exchange mutagenesis of nixA in Helicobacter pylori results 

in reduced nickel transport and urease activity. Infection and immunity 64: 2877-80 

Beisele M, Shen Z, Parry N, Mobley M, Taylor NS, Buckley E, Abedin MZ, Dewhirst FE & Fox JG (2011) 

Helicobacter marmotae and novel Helicobacter and Campylobacter species isolated from the livers and 

intestines of prairie dogs. Journal of Medical Microbiology 60: 1366-74 

Bellucci M, Zambelli B, Musiani F, Turano P & Ciurli S (2009) Helicobacter pylori UreE, a urease accessory protein: 

specific Ni(2+)- and Zn(2+)-binding properties and interaction with its cognate UreG. The Biochemical 
journal 422: 91-100 

Benanti EL & Chivers PT (2009) An intact urease assembly pathway is required to compete with NikR for nickel 

ions in Helicobacter pylori. Journal of bacteriology 191: 2405-8 

Benini S, Ciurli S, Nolting HF & Mangani S (1996) X-ray absorption spectroscopy study of native and 

phenylphosphorodiamidate-inhibited Bacillus pasteurii urease. European journal of biochemistry / FEBS 239: 

61-6 

Benini S, Rypniewski WR, Wilson KS, Mangani S & Ciurli S (2004) Molecular details of urease inhibition by boric 

acid: insights into the catalytic mechanism. Journal of the American Chemical Society 126: 3714-5 



  Bibliographie  

 

 

  214  

 

Benini S, Rypniewski WR, Wilson KS, Miletti S, Ciurli S & Mangani S (1999) A new proposal for urease mechanism 

based on the crystal structures of the native and inhibited enzyme from Bacillus pasteurii: why urea hydrolysis 

costs two nickels. Structure (London, England  : 1993) 7: 205-16 

Benoit SL & Maier RJ (2003) Dependence of Helicobacter pylori Urease Activity on the Nickel-Sequestering Ability 

of the UreE Accessory Protein. Journal of bacteriology 185: 4787-4795 

Benoit SL & Maier RJ (2008) Hydrogen and nickel metabolism in Helicobacter species. Annals of the New York 
Academy of Sciences 1125: 242-51 

Benoit SL, Mehta N, Wang G, Gatlin M & Maier RJ (2004) Requirement of hydD, hydE, hypC and hypE genes for 

hydrogenase activity in Helicobacter pylori. Microbial Pathogenesis 36: 153-157 

Blaser MJ (2012) Heterogeneity of Helicobacter pylori. European journal of gastroenterology & hepatology 9 Suppl 

1: S3-7 

Blaser MJ, Perez-Perez GI, Kleanthous H, Cover TL, Peek RM, Chyou PH, Stemmermann GN & Nomura A (1995) 

Infection with Helicobacter pylori strains possessing cagA is associated with an increased risk of developing 

adenocarcinoma of the stomach. Cancer research 55: 2111-5 

Blokesch M, Albracht SPJ, Matzanke BF, Drapal NM, Jacobi A & Böck A (2004a) The complex between 

hydrogenase-maturation proteins HypC and HypD is an intermediate in the supply of cyanide to the active 

site iron of [NiFe]-hydrogenases. Journal of molecular biology 344: 155-67 

Blokesch M, Paschos A, Bauer A, Reissmann S, Drapal N & Böck A (2004b) Analysis of the transcarbamoylation-

dehydration reaction catalyzed by the hydrogenase maturation proteins HypF and HypE. European journal of 
biochemistry / FEBS 271: 3428-36 

Boquet P & Ricci V (2012) Intoxication strategy of Helicobacter pylori VacA toxin. Trends in microbiology: 1-10 

Bos J (2008) Etude de la Régulation de l’expression du gène msrB codant pour la Méthionine Sulfoxyde Réductase 

B, par le petit ARN non codant RyhB, senseur de l’homéostasie du fer chez Escherichia coli. 

Bouveret E & Brun C (2012) Bacterial Interactomes: From Interactions to Networks. Methods in Molecular Biology 

804: 15-33 

Braun V & Braun M (2002) Iron transport and signaling in Escherichia coli. FEBS letters 529: 78-85 

Brown LM (2000) Helicobacter pylori: epidemiology and routes of transmission. Epidemiologic reviews 22: 283-97 

Buck GE (1990) Campylobacter pylori and gastroduodenal disease. Clinical microbiology reviews 3: 1-12 

Bury-Moné S, Skouloubris S, Dauga C, Thiberge J-M, Dailidiene D, Berg DE, Labigne A, De Reuse H & Reuse HD 

(2003) Presence of Active Aliphatic Amidases in Helicobacter Species Able To Colonize the Stomach. 

Infection and Immunity 71: 5613-5622 

Bury-Moné S, Skouloubris S, Labigne A & De Reuse H (2001) The Helicobacter pylori UreI protein: role in 

adaptation to acidity and identification of residues essential for its activity and for acid activation. Molecular 
microbiology 42: 1021–1034 

Bury-Moné S, Thiberge J-M, Contreras M, Maitournam A, Labigne A & De Reuse H (2004) Responsiveness to 

acidity via metal ion regulators mediates virulence in the gastric pathogen Helicobacter pylori. Molecular 
microbiology 53: 623-38 

Bush AI (2012) The Metal Theory of Alzheimer’s Disease. Journal of Alzheimer’s disease : JAD 

Busiello I, Acquaviva R, Di Popolo A, Blanchard TG, Ricci V, Romano M, Zarrilli R & Popolo AD (2004) 

Helicobacter pylori gamma-glutamyltranspeptidase upregulates COX-2 and EGF-related peptide expression 

in human gastric cells. Cellular microbiology 6: 255-267 

Bäckström A, Lundberg C, Kersulyte D, Berg DE, Borén T & Arnqvist A (2004) Metastability of Helicobacter pylori 
bab adhesin genes and dynamics in Lewis b antigen binding. Proceedings of the National Academy of 
Sciences 101: 16923-8 

Cappelletti D, Chiarelli LR, Pasquetto MV, Stivala S, Valentini G & Scotti C (2008) Helicobacter pyloril-asparaginase: 

a promising chemotherapeutic agent. Biochemical and biophysical research communications 377: 1222-6 

Cappon A, Babolin C, Segat D, Cancian L, Amedei A, Calzetti F, Cassatella M a, D’Elios MM & de Bernard M 

(2010) Helicobacter pylori-derived neutrophil-activating protein increases the lifespan of monocytes and 

neutrophils. Cellular microbiology 12: 754-64 

Carroll IM, Khan A a & Ahmed N (2004) Revisiting the pestilence of Helicobacter pylori: insights into geographical 

genomics and pathogen evolution. Infection, genetics and evolution : journal of molecular epidemiology and 
evolutionary genetics in infectious diseases 4: 81-90 

Carter EL, Flugga N, Boer JL, Mulrooney SB & Hausinger RP (2009) Interplay of metal ions and urease. 

Metallomics : integrated biometal science 1: 207-21 



 Bibliographie 

 

 

 215 

 

Casadaban MJ & Cohen SN (1980) Analysis of gene control signals by DNA fusion and cloning in Escherichia coli. 
Journal of molecular biology 138: 179-207 

Cavanna L, Pagani R, Seghini P, Zangrandi A & Paties C (2008) High grade B-cell gastric lymphoma with complete 

pathologic remission after eradication of Helicobacter pylori infection: report of a case and review of the 

literature. World journal of surgical oncology 6: 35 

Cavazza C, Bochot C, Rousselot-Pailley P, Carpentier P, Cherrier MV, Martin L, Marchi-Delapierre C, Fontecilla-

Camps JC & Ménage S (2010) Crystallographic snapshots of the reaction of aromatic C-H with O(2) 

catalysed by a protein-bound iron complex. Nature chemistry 2: 1069-76 

Cavazza C, Martin L, Laffly E, Lebrette H, Cherrier MV, Zeppieri L, Richaud P, Carrière M & Fontecilla-Camps JC 

(2011) Histidine 416 of the periplasmic binding protein NikA is essential for nickel uptake in Escherichia coli. 
FEBS letters 585: 711-5 

Censini S, Lange C, Xiang Z, Crabtree JE, Ghiara P, Borodovsky M, Rappuoli R & Covacci a (1996) cag, a 

pathogenicity island of Helicobacter pylori, encodes type I-specific and disease-associated virulence factors. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 93: 14648-53 

Chan Chung KC & Zamble DB (2011) Protein interactions and localization of the Escherichia coli accessory protein 

HypA during nickel insertion to [NiFe] hydrogenase. The Journal of biological chemistry 286: 43081-90 

Chen W, Shu D, Chadwick VS, Wakefield T, Hospital W & Zealand N (2001) Reduced colonization of gastric 

mucosa by Helicobacter pylori in mice deficient in interleukin-10. Journal of gastroenterology and hepatology 

16: 377-383 

Cheng T, Li H, Xia W & Sun H (2012) Multifaceted SlyD from Helicobacter pylori: implication in [NiFe] 

hydrogenase maturation. Journal of biological inorganic chemistry : JBIC : a publication of the Society of 
Biological Inorganic Chemistry 17: 331-43 

Chevalier C, Thiberge J & Ferrero R (1999a) Essential role of Helicobacter pyloriγ-glutamyltranspeptidase for the 

colonization of the gastric mucosa of mice. Molecular Microbiology 31: 1359-1372 

Chevalier C, Thiberge J-michel M, Ferrero RL & Labigne A (1999b) Essential role of Helicobacter pylori gamma-

glutamyltranspeptidase for the colonization of the gastric mucosa of mice. Molecular microbiology 31: 1359-

72 

Chinda D, Nakaji S, Fukuda S, Sakamoto J, Shimoyama T, Nakamura T, Fujisawa T, Terada A & Sugawara K (2004) 

The fermentation of different dietary fibers is associated with fecal clostridia levels in men. The Journal of 
nutrition 134: 1881-6 

Chivers PT & Sauer RT (1999) NikR is a ribbon-helix-helix DNA-binding protein. Protein science : a publication of 
the Protein Society 8: 2494-500 

Chivers PT & Tahirov TH (2005) Structure of Pyrococcus horikoshii NikR: nickel sensing and implications for the 

regulation of DNA recognition. Journal of molecular biology 348: 597-607 

Churin Y, Al-Ghoul L, Kepp O, Meyer TF, Birchmeier W & Naumann M (2003) Helicobacter pylori CagA protein 

targets the c-Met receptor and enhances the motogenic response. The Journal of cell biology 161: 249-55 

Contreras M, Thiberge J-M, Mandrand-Berthelot M-A & Labigne A (2003) Characterization of the roles of NikR, a 

nickel-responsive pleiotropic autoregulator of Helicobacter pylori. Molecular Microbiology 49: 947-963 

Cover TL & Blanke SR (2005) Helicobacter pylori VacA, a paradigm for toxin multifunctionality. Nature reviews. 
Microbiology 3: 320-32 

Cover TL & Blaser MJ (2009) Helicobacter pylori in health and disease. Gastroenterology 136: 1863-73 

Cussac V, Ferrero RL & Labigne A (1992) Expression of Helicobacter pylori urease genes in Escherichia coli grown 

under nitrogen-limiting conditions. Journal of bacteriology 174: 2466-73 

Danielli A, Amore G & Scarlato V (2010) Built shallow to maintain homeostasis and persistent infection: insight into 

the transcriptional regulatory network of the gastric human pathogen Helicobacter pylori. PLoS pathogens 6: 

e1000938 

Danielli A & Scarlato V (2010) Regulatory circuits in Helicobacter pylori : network motifs and regulators involved in 

metal-dependent responses. FEMS microbiology reviews 34: 738-52 

Davis GS & Mobley HLT (2005) Contribution of dppA to urease activity in Helicobacter pylori 26695. 

Helicobacter 10: 416-423 

Degen O, Kobayashi M, Shimizu S & Eitinger T (1999) Selective transport of divalent cations by transition metal 

permeases: the Alcaligenes eutrophus HoxN and the Rhodococcus rhodochrous NhlF. Archives of 
microbiology 171: 139-45 



  Bibliographie  

 

 

  216  

 

Delany I, Ieva R, Soragni A, Hilleringmann M, Rappuoli R, Scarlato V & Acteriol JB (2005) In Vitro Analysis of 

Protein-Operator Interactions of the NikR and Fur Metal-Responsive Regulators of Coregulated Genes in 

Helicobacter pylori. Journal of bacteriology 187: 7703-7715 

Denkhaus E & Salnikow K (2002) Nickel essentiality, toxicity, and carcinogenicity. Critical reviews in 
oncology/hematology 42: 35-56 

Deuss PJ, den Heeten R, Laan W & Kamer PCJ (2011) Bioinspired catalyst design and artificial metalloenzymes. 

Chemistry 17: 4680-98 

Dian C, Schauer K, Kapp U, McSweeney SM, Labigne A & Terradot L (2006) Structural basis of the nickel response 

in Helicobacter pylori: crystal structures of HpNikR in Apo and nickel-bound states. Journal of molecular 
biology 361: 715-30 

van Doorn LJ, Figueiredo C, Sanna R, Plaisier A, Schneeberger P, de Boer W & Quint W (1998) Clinical relevance 

of the cagA, vacA, and iceA status of Helicobacter pylori. Gastroenterology 115: 58-66 

Drechsel H & Winkelmann G (1997) Iron chelating and siderophores. In Transition metals in microbial metabolism, 

Winkelmann G & Carrano CJ (eds) pp 1-49. Amsterdam: Harwood Academic 

D’Elios MM, Amedei A, Cappon A, Del Prete G & de Bernard M (2007) The neutrophil-activating protein of 

Helicobacter pylori (HP-NAP) as an immune modulating agent. FEMS immunology and medical microbiology 

50: 157-64 

Eaton KA & Krakowka S (1994) Effect of gastric pH on urease-dependent colonization of gnotobiotic piglets by 

Helicobacter pylori. Infection and immunity 62: 3604-7 

Eaton KA, Morgan DR & Krakowka S (1989) Campylobacter pylori virulence factors in gnotobiotic piglets. Infection 
and immunity 57: 1119-25 

Eftang LL, Esbensen Y, Tannæs TM, Bukholm IRK & Bukholm G (2012) Interleukin-8 is the single most up-regulated 

gene in whole genome profiling of H. pylori exposed gastric epithelial cells. BMC microbiology 12: 9 

Eitinger T, Suhr J, Moore L & Smith JAC (2005) Secondary transporters for nickel and cobalt ions: theme and 

variations. Biometals : an international journal on the role of metal ions in biology, biochemistry, and medicine 

18: 399-405 

El-Omar EM, Carrington M, Chow WH, McColl KE, Bream JH, Young HA, Herrera J, Lissowska J, Yuan CC, 

Rothman N, Lanyon G, Martin M, Fraumeni JF & Rabkin CS (2001) The role of interleukin-1 polymorphisms 

in the pathogenesis of gastric cancer. Nature 412: 99 

Eppinger M, Baar C, Linz B, Raddatz G, Lanz C, Keller H, Morelli G, Gressmann H, Achtman M & Schuster SC 

(2006) Who Ate Whom? Adaptive Helicobacter Genomic Changes That Accompanied a Host Jump from 

Early Humans to Large Felines. PLoS Genetics 2: e120 

Falush D, Wirth T, Linz B, Pritchard JK, Stephens M, Kidd M, Blaser MJ, Graham DY, Vacher S, Perez-Perez GI, 

Yamaoka Y, Mégraud F, Otto K, Reichard U, Katzowitsch E, Wang X, Achtman M & Suerbaum S (2003) 

Traces of human migrations in Helicobacter pylori populations. Science (New York, N.Y.) 299: 1582-5 

Fan X, Gunasena H, Cheng Z, Crowe SE, Ernst PB & Reyes VE (2000) Helicobacter pylori Urease Binds to Class II 

MHC on Gastric Epithelial Cells and Induces Their Apoptosis. The journal of immunology 165: 1918-1924 

Fantino J-R, Py B, Fontecave M & Barras F (2010) A genetic analysis of the response of Escherichia coli to cobalt 

stress. Environmental microbiology 12: 2846-57 

Farnbacher M, Jahns T, Willrodt D, Daniel R, Haas R, Goesmann A, Kurtz S & Rieder G (2010) Sequencing, 

annotation, and comparative genome analysis of the gerbil-adapted Helicobacter pylori strain B8. BMC 
genomics 11: 335 

Ferguson AD, Chakraborty R, Smith BS, Esser L, van der Helm D & Deisenhofer J (2002) Structural basis of gating 

by the outer membrane transporter FecA. Science (New York, N.Y.) 295: 1715-9 

Fibriansah G, Veetil VP, Poelarends GJ & Thunnissen A-MWH (2011) Structural basis for the catalytic mechanism 

of aspartate ammonia lyase. Biochemistry 50: 6053-62 

Fields S & Song O (1989) A novel genetic system to detect protein-protein interactions. Nature 340: 245-6 

Fischer F, Huot JL, Lorber B, Diss G, Hendrickson TL, Becker HD, Lapointe J & Kern D (2012) The asparagine-

transamidosome from Helicobacter pylori: a dual-kinetic mode in non-discriminating aspartyl-tRNA 

synthetase safeguards the genetic code. Nucleic acids research 

Fong YH, Wong HC, Chuck CP, Chen YW, Sun H & Wong K-B (2011) Assembly of preactivation complex for 

urease maturation in Helicobacter pylori: crystal structure of UreF-UreH protein complex. The Journal of 
biological chemistry 286: 43241-9 

Fontecave M (2006) Iron-sulfur clusters: ever-expanding roles. Nature chemical biology 2: 171-4 



 Bibliographie 

 

 

 217 

 

Fontecave M, Covès J & Pierre JL (1994) Ferric reductases or flavin reductases? Biometals : an international journal 
on the role of metal ions in biology, biochemistry, and medicine 7: 3-8 

Forchhammer K (2007) Glutamine signalling in bacteria. Frontiers in bioscience : a journal and virtual library 12: 

358-70 

Foster JW (2004) Escherichia coli acid resistance: tales of an amateur acidophile. Nature reviews. Microbiology 2: 

898-907 

Fox JG (2002) The non-H pylori helicobacters: their expanding role in gastrointestinal and systemic diseases. Gut 
50: 273-283 

Franco AT, Israel D a, Washington MK, Krishna U, Fox JG, Rogers AB, Neish AS, Collier-Hyams L, Perez-Perez GI, 

Hatakeyama M, Whitehead R, Gaus K, O’Brien DP, Romero-Gallo J & Peek RM (2005) Activation of beta-

catenin by carcinogenic Helicobacter pylori. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 102: 10646-51 

Frazzon J & Dean DR (2001) Feedback regulation of iron-sulfur cluster biosynthesis. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 98: 14751-3 

Fricke WF, Wright MS, Lindell AH, Harkins DM, Baker-Austin C, Ravel J & Stepanauskas R (2008) Insights into the 

environmental resistance gene pool from the genome sequence of the multidrug-resistant environmental 

isolate Escherichia coli SMS-3-5. Journal of bacteriology 190: 6779-94 

Fricker MD, Lee JA, Bebber DP, Tlalka M, Hynes J, Darrah PR, Watkinson SC & Boddy L (2008) Imaging complex 

nutrient dynamics in mycelial networks. Journal of microscopy 231: 317-31 

Fukumatsu M, Ogawa M, Arakawa S, Suzuki M, Nakayama K, Shimizu S, Kim M, Mimuro H & Sasakawa C (2012) 

Shigella Targets Epithelial Tricellular Junctions and Uses a Noncanonical Clathrin-Dependent Endocytic 

Pathway to Spread Between Cells. Cell Host & Microbe 11: 325-336 

Fulkerson JF & Mobley HLT (2000) Membrane Topology of the NixA Nickel Transporter of Helicobacter pylori : 
Two Nickel Transport-Specific Motifs within Transmembrane Helices II and III. Journal of bacteriology 182: 

1722-1730 

Garner RM, Fulkerson J & Mobley HLT (1998) Helicobacter pylori glutamine synthetase lacks features associated 

with transcriptional and posttranslational regulation. Infection and immunity 66: 1839-47 

Ge R & Sun X (2011) The in vivo functions of a histidine-rich protein Hpn in Helicobacter pylori: Linking gastric 

and Alzheimer’s diseases together? Medical hypotheses 77: 788-90 

Ge R, Sun X, Wang D, Zhou Q & Sun H (2011) Histidine-rich protein Hpn from Helicobacter pylori forms 

amyloid-like fibrils in vitro and inhibits the proliferation of gastric epithelial AGS cells. Biochimica et biophysica 
acta 1813: 1422-7 

Ge R, Watt RM, Sun X, Tanner J a, He Q-yu, Huang J-D & Sun H (2006) Expression and Characterization of the 

Histidine-rich Protein, Hpn: Potential for Nickel Storage in Helicobacter pylori. Journal of biochemistry 393: 

285-293 

Gebert B, Fischer W, Weiss E, Hoffmann R & Haas R (2003) Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin inhibits T 

lymphocyte activation. Science 301: 1099-102 

Gilbert JV, Ramakrishna J, Sunderman FW, Wright a & Plaut a G (1995) Protein Hpn: cloning and characterization 

of a histidine-rich metal-binding polypeptide in Helicobacter pylori and Helicobacter mustelae. Infection and 
immunity 63: 2682-8 

Gisbert JP & Calvet X (2012) Update on non-bismuth quadruple (concomitant) therapy for eradication of 

Helicobacter pylori. Clinical and experimental gastroenterology 5: 23-34 

Del Giudice G, Malfertheiner P & Rappuoli R (2009) Development of vaccines against Helicobacter pylori. Expert 
review of vaccines 8: 1037-49 

Glusker JP, Katz AMYK & Bock CW (1999) Metal ions in biological systems. The Rigaku Journal 16: 8-17 

Gobert a P, McGee DJ, Akhtar M, Mendz GL, Newton JC, Cheng Y, Mobley HL & Wilson KT (2001) Helicobacter 
pylori arginase inhibits nitric oxide production by eukaryotic cells: a strategy for bacterial survival. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America 98: 13844-9 

Gong M, Ling SSM, Lui SY, Yeoh KG & Ho B (2010) Helicobacter pylori gamma-glutamyl transpeptidase is a 

pathogenic factor in the development of peptic ulcer disease. Gastroenterology 139: 564-73 

Goodwin CS, McCulloch RK, Armstrong JA & Wee SH (1985) Unusual cellular fatty acids and distinctive 

ultrastructure in a new spiral bacterium (Campylobacter pyloridis) from the human gastric mucosa. Journal of 
medical microbiology 19: 257-67 



  Bibliographie  

 

 

  218  

 

Grass G, Franke S, Taudte N, Nies DH, Kucharski LM, Maguire ME & Rensing C (2005) The metal permease ZupT 

from Escherichia coli is a transporter with a broad substrate spectrum. Journal of bacteriology 187: 1604-11 

Green MR & Sambrook J (2012) Molecular Cloning: A Laboratory Manual 4th ed. Cold Spring Harbor Laboratory 

Press 

Greene SE & Komeili A (2012) Biogenesis and subcellular organization of the magnetosome organelles of 

magnetotactic bacteria. Current Opinion in Cell Biology: 1-6 

Grossoehme NE, Mulrooney SB, Hausinger RP & Wilcox DE (2007) Thermodynamics of Ni2+, Cu2+, and Zn2+ 

binding to the urease metallochaperone UreE. Biochemistry 46: 10506-16 

Grubman A, Kaparakis M, Viala J, Allison C, Badea L, Karrar A, Boneca IG, Le Bourhis L, Reeve S, Smith I a, Hartland 

EL, Philpott DJ & Ferrero RL (2010) The innate immune molecule, NOD1, regulates direct killing of 

Helicobacter pylori by antimicrobial peptides. Cellular microbiology 12: 626-39 

Guruge JL, Falk PG, Lorenz RG, Dans M, Wirth HP, Blaser MJ, Berg DE & Gordon JI (1998) Epithelial attachment 

alters the outcome of Helicobacter pylori infection. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 95: 3925-3930 

Ha N-chul, Oh S-taek, Sung JY, Cha KA, Lee MH & Oh B-ha (2001) Supramolecular assembly and acid resistance 

of Helicobacter pylori urease. Nature structural biology 8: 505-509 

Haas G, Karaali G, Ebermayer K, Metzger WG, Lamer S, Zimny-Arndt U, Diescher S, Goebel UB, Vogt K, 

Roznowski AB, Wiedenmann BJ, Meyer TF, Aebischer T & Jungblut PR (2002) Immunoproteomics of 

Helicobacter pylori infection and relation to gastric disease. Proteomics 2: 313-24 

Haesebrouck F, Pasmans F, Flahou B, Smet A, Vandamme P & Ducatelle R (2011) Non-Helicobacter pylori 
Helicobacter species in the human gastric mucosa: a proposal to introduce the terms H. heilmannii sensu lato 

and sensu stricto. Helicobacter 16: 339-40 

Hagen SJ, Ohtani M, Zhou J-R, Taylor NS, Rickman BH, Blackburn GL & Fox JG (2009) Inflammation and foveolar 

hyperplasia are reduced by supplemental dietary glutamine during Helicobacter pylori infection in mice. The 
Journal of nutrition 139: 912-8 

Hantke K (1987) Selection procedure for deregulated iron transport mutants (fur) in Escherichia coli K 12: fur not 

only affects iron metabolism. Molecular & general genetics : MGG 210: 135-9 

Hantke K (2003) Is the bacterial ferrous iron transporter FeoB a living fossil? Trends in microbiology 11: 192-5 

Hausinger RP (1987) Nickel utilization by microorganisms. Microbiological reviews 51: 22-42 

Higashi H, Tsutsumi R, Muto S, Sugiyama T, Azuma T, Asaka M & Hatakeyama M (2002) SHP-2 tyrosine 

phosphatase as an intracellular target of Helicobacter pylori CagA protein. Science 295: 683-686 

Higgs PI, Myers PS & Postle K (1998) Interactions in the TonB-dependent energy transduction complex: ExbB and 

ExbD form homomultimers. Journal of bacteriology 180: 6031-8 

Hofreuter D, Novik V & Galán J (2008) Metabolic diversity in Campylobacter jejuni enhances specific tissue 

colonization. Cell Host & Microbe 4: 425-433 

Howlett RM, Hughes BM, Hitchcock A & Kelly DJ (2012) Hydrogenase activity in the food-borne pathogen 

Campylobacter jejuni depends upon a novel ABC-type nickel transporter (NikLMNOP) and is SlyD 

independent. Microbiology (Reading, England) 

Hu LT & Mobley HLT (1990) Purification and N-terminal analysis of urease from Helicobacter pylori. Infection and 
immunity 58: 992-8 

Huot JL, Fischer F, Corbeil J, Madore E, Lorber B, Diss G, Hendrickson TL, Kern D & Lapointe J (2011) Gln-

tRNAGln synthesis in a dynamic transamidosome from Helicobacter pylori, where GluRS2 hydrolyzes excess 

Glu-tRNAGln. Nucleic acids research 39: 9306-15 

Ilver D, Arnqvist A, Ogren J, Frick IM, Kersulyte D, Incecik ET, Berg DE, Covacci A, Engstrand L & Borén T (1998) 

Helicobacter pylori adhesin binding fucosylated histo-blood group antigens revealed by retagging. Science 
(New York, N.Y.) 279: 373-377 

International Agency for Research on Cancer (1990) Chromium, nickel and welding IARC Working Group on the 

Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans (ed) Lyon: IARC Monographs 

International Agency for Research on Cancer (1994) Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori. IARC 

Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Lyon: IARC Monographs 

International Agency for Research on Cancer (2008) Stomach Cancer Incidence and Mortality Worldwide in 2008. 

GLOBOCAN: 1 Available at: http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/stomach.asp 

Izzotti A, Durando P, Ansaldi F, Gianiorio F & Pulliero A (2009) Interaction between Helicobacter pylori, diet, and 

genetic polymorphisms as related to non-cancer diseases. Mutation research 667: 142-57 



 Bibliographie 

 

 

 219 

 

Izzotti A, De Flora S, Cartiglia C, Are BM, Longobardi M, Camoirano A, Mura I, Dore MP, Scanu AM, Rocca PC, 

Maida A & Piana A (2007) Interplay between Helicobacter pylori and host gene polymorphisms in inducing 

oxidative DNA damage in the gastric mucosa. Carcinogenesis 28: 892-8 

Jain P, Luo Z-Q & Blanke SR (2011) Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin A (VacA) engages the mitochondrial 

fission machinery to induce host cell death. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America 108: 16032-7 

James LA, Lunn PG, Middleton S & Elia M (1998) Distribution of glutaminase and glutamine synthetase activities in 

the human gastrointestinal tract. Clinical science (London, England : 1979) 94: 313-9 

Javelle A, Thomas G, Marini A-M, Krämer R & Merrick M (2005) In vivo functional characterization of the 

Escherichia coli ammonium channel AmtB: evidence for metabolic coupling of AmtB to glutamine synthetase. 

The Biochemical journal 390: 215-22 

Joint Center for Structural Genomics (2008) Crystal structure of aminotransferase AspB (NP_207418.1) from 

HELICOBACTER PYLORI 26695 at 2.19 A resolution. Protein Data Bank: 1 Available at: 

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3EZS [Accessed June 26, 2012] 

Jones AL, Hulett MD & Parish CR (2005) Histidine-rich glycoprotein: A novel adaptor protein in plasma that 

modulates the immune, vascular and coagulation systems. Immunology and cell biology 83: 106-18 

Joshi S, Husain MM, Chandra R, Hasan SK & Srivastava RC (2005) Hydroxyl radical formation resulting from the 

interaction of nickel complexes of L-histidine, glutathione or L-cysteine and hydrogen peroxide. Human & 
experimental toxicology 24: 13-7 

Kallweit AR, Baird CH, Stutzman DK & Wischmeyer PE (2012) Glutamine Prevents Apoptosis in Intestinal Epithelial 

Cells and Induces Differential Protective Pathways in Heat and Oxidant Injury Models. JPEN. Journal of 
parenteral and enteral nutrition 

Kaluarachchi H, Siebel JF, Kaluarachchi-Duffy S, Krecisz S, Sutherland DEK, Stillman MJ & Zamble DB (2011a) Metal 

selectivity of the Escherichia coli nickel metallochaperone, SlyD. Biochemistry 50: 10666-77 

Kaluarachchi H, Zhang JW & Zamble DB (2011b) Escherichia coli SlyD, more than a Ni(II) reservoir. Biochemistry 

50: 10761-3 

Kansau I, Guillain F, Thiberge JM & Labigne A (1996) Nickel binding and immunological properties of the C-terminal 

domain of the Helicobacter pylori GroES homologue (HspA). Molecular microbiology 22: 1013-23 

Karimova G, Pidoux J, Ullmann a & Ladant D (1998) A bacterial two-hybrid system based on a reconstituted signal 

transduction pathway. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 95: 

5752-6 

Karimova G, Ullmann A & Ladant D (2001) Protein-protein interaction between Bacillus stearothermophilus 

tyrosyl-tRNA synthetase subdomains revealed by a bacterial two-hybrid system. Journal of molecular 
microbiology and biotechnology 3: 73-82 

Kavermann H, Burns BBPB, Angermüller K, S, Angermuller K, Odenbreit S, Fischer W, Melchers K & Haas R (2003) 

Identification and characterization of Helicobacter pylori genes essential for gastric colonization. The Journal 
of Experimental Medicine 197: 813-822 

Kido M, Tanaka J, Aoki N, Iwamoto S, Nishiura H, Chiba T & Watanabe N (2010) Helicobacter pylori promotes 

the production of thymic stromal lymphopoietin by gastric epithelial cells and induces dendritic cell-mediated 

inflammatory Th2 responses. Infection and immunity 78: 108-14 

Kim K-M, Lee S-G, Kim J-M, Kim D-S, Song J-Y, Kang H-L, Lee W-K, Cho M-J, Rhee K-H, Youn H-S & Baik S-C 

(2010) Helicobacter pylori gamma-glutamyltranspeptidase induces cell cycle arrest at the G1-S phase 

transition. Journal of microbiology (Seoul, Korea) 48: 372-7 

Kim K-mi, Lee S-gyu, Park M-gyu, Song J-Y, Kang H-lyun, Lee W-kon, Cho M-J, Rhee K-ho, Youn H-S & Baik S-C 

(2007) c-Glutamyltranspeptidase of Helicobacter pylori induces mitochondria-mediated apoptosis in AGS 

cells. Biochemical and Biophysical Research Communications 355: 562-567 

Kostrzynska M, Betts JD, Austin JW & Trust TJ (1991) Identification, characterization, and spatial localization of two 

flagellin species in Helicobacter pylori flagella. Journal of bacteriology 173: 937-46 

Kountouras J, Boziki M, Zavos C, Gavalas E, Giartza-Taxidou E, Venizelos I, Deretzi G, Grigoriadis N, Tsiaousi E & 

Vardaka E (2012) A potential impact of chronic Helicobacter pylori infection on Alzheimer’s disease 

pathobiology and course. Neurobiology of aging 33: e3-e4 

Kusters JG, van Vliet AHM & Kuipers EJ (2006) Pathogenesis of Helicobacter pylori infection. Clinical microbiology 
reviews 19: 449-90 



  Bibliographie  

 

 

  220  

 

Kutter S, Buhrdorf R, Haas J, Schneider-Brachert W, Haas R & Fischer W (2008) Protein subassemblies of the 

Helicobacter pylori Cag type IV secretion system revealed by localization and interaction studies. Journal of 
bacteriology 190: 2161-71 

Kwok T, Zabler D, Urman S, Rohde M, Hartig R, Wessler S, Misselwitz R, Berger J, Sewald N, König W & Backert S 

(2007) Helicobacter exploits integrin for type IV secretion and kinase activation. Nature 449: 862-6 

Köster W (2001) ABC transporter-mediated uptake of iron, siderophores, heme and vitamin B12. Research in 
microbiology 152: 291-301 

Labigne A, Cussac V & Courcoux P (1991) Shuttle cloning and nucleotide sequences of Helicobacter pylori genes 

responsible for urease activity. Journal of bacteriology 173: 1920-31 

Lai C-H, Wang H-J, Chang Y-C, Hsieh W-C, Lin H-J, Tang C-H, Sheu JJ-C, Lin C-J, Yang M-S, Tseng S-F & Wang 

W-C (2011) Helicobacter pylori CagA-mediated IL-8 induction in gastric epithelial cells is cholesterol-

dependent and requires the C-terminal tyrosine phosphorylation-containing domain. FEMS microbiology 
letters 323: 155-63 

Lam R, Romanov V, Johns K, Battaile KP, Wu-Brown J, Guthrie JL, Hausinger RP, Pai EF & Chirgadze NY (2010) 

Crystal structure of a truncated urease accessory protein UreF from Helicobacter pylori. Proteins 78: 2839-

48 

Leach MR & Zamble DB (2007) Metallocenter assembly of the hydrogenase enzymes. Current opinion in chemical 
biology 11: 159-65 

Leduc D, Gallaud J, Stingl K & de Reuse H (2010) Coupled Amino Acid Deamidase-Transport Systems Essential for 

Helicobacter pylori Colonization. Infection and immunity 78: 2782-92 

Leigh J a & Dodsworth J a (2007) Nitrogen regulation in bacteria and archaea. Annual review of microbiology 61: 

349-77 

Lertsethtakarn P, Ottemann KM & Hendrixson DR (2011) Motility and chemotaxis in Campylobacter and 

Helicobacter . Annual review of microbiology 65: 389-410 

Lewis ND, Asim M, Barry DP, de Sablet T, Singh K, Piazuelo MB, Gobert AP, Chaturvedi R & Wilson KT (2011) 

Immune evasion by Helicobacter pylori is mediated by induction of macrophage arginase II. Journal of 
immunology (Baltimore, Md. : 1950) 186: 3632-41 

Li Y & Zamble DB (2009a) pH-responsive DNA-binding activity of Helicobacter pylori NikR. Biochemistry 48: 

2486-96 

Li Y & Zamble DB (2009b) Nickel homeostasis and nickel regulation: an overview. Chemical reviews 109: 4617-43 

Lie-Venema H, de Boer PA, Moorman AF & Lamers WH (1997) Role of the 5’ enhancer of the glutamine 

synthetase gene in its organ-specific expression. The Biochemical journal 323 ( Pt 3: 611-9 

Lill R (2009) Function and biogenesis of iron-sulphur proteins. Nature 460: 831-8 

Lin W-C, Tsai H-F, Kuo S-H, Wu M-S, Lin C-W, Hsu P-I, Cheng A-L & Hsu P-N (2010) Translocation of 

Helicobacter pylori CagA into Human B lymphocytes, the origin of mucosa-associated lymphoid tissue 

lymphoma. Cancer research 70: 5740-8 

Linz B, Balloux F, Moodley Y, Manica A, Liu H, Roumagnac P, Falush D, Stamer C, Prugnolle F, van der Merwe SW, 

Yamaoka Y, Graham DY, Perez-Trallero E, Wadstrom T, Suerbaum S & Achtman M (2007) An African origin 

for the intimate association between humans and Helicobacter pylori. Nature 445: 915-8 

Lièvremont D, Bertin PN & Lett M-C (2009) Arsenic in contaminated waters: biogeochemical cycle, microbial 

metabolism and biotreatment processes. Biochimie 91: 1229-37 

Loiseau L, Ollagnier-de-Choudens S, Nachin L, Fontecave M & Barras F (2003) Biogenesis of Fe-S cluster by the 

bacterial Suf system: SufS and SufE form a new type of cysteine desulfurase. The Journal of biological 
chemistry 278: 38352-9 

Machado AMD, Figueiredo C, Touati E, Máximo V, Sousa S, Michel V, Carneiro F, Nielsen FC, Seruca R & 

Rasmussen LJ (2009) Helicobacter pylori infection induces genetic instability of nuclear and mitochondrial 

DNA in gastric cells. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for Cancer 
Research 15: 2995-3002 

Macomber L, Elsey SP & Hausinger RP (2011) Fructose-1,6-bisphosphate aldolase (class II) is the primary site of 

nickel toxicity in Escherichia coli. Molecular microbiology 82: 1291-300 

Macomber L & Hausinger RP (2011) Mechanisms of nickel toxicity in microorganisms. Metallomics 3: 1153-62 

Maier RJ, Benoit SL & Seshadri S (2007) Nickel-binding and accessory proteins facilitating Ni-enzyme maturation in 

Helicobacter pylori. Biometals 20: 655-664 



 Bibliographie 

 

 

 221 

 

Maier RJ, Olson JW & Olczak A (2003) Hydrogen-oxidizing capabilities of Helicobacter hepaticus and in vivo 

availability of the substrate. Journal of bacteriology 185: 2680 

Malfertheiner P, Megraud F, O’Morain CA, Atherton JC, Axon ATR, Bazzoli F, Gensini GF, Gisbert JP, Graham DY, 

Rokkas T, El-Omar EM & Kuipers EJ (2012) Management of Helicobacter pylori infection--the Maastricht IV/ 

Florence Consensus Report. Gut 61: 646-664 

Marshall BJ & Warren JR (1984) Unidentified curved bacilli in the stomach of patients with gastritis and peptic 

ulceration. Lancet 16: 1311-5 

Massé E, Vanderpool CK, Gottesman S & Masse E (2005) Effect of RyhB Small RNA on Global Iron Use in 

Escherichia coli Effect of RyhB Small RNA on Global Iron Use in Escherichia coli. Journal of bacteriology 187: 

6992-71 

Mateos LM, Ordonez E, Letek M & Gil JA (2006) Corynebacterium glutamicum as a model bacterium for the 

bioremediation of arsenic. International Microbiology 9: 207-215 

McGovern KJ, Blanchard TG, Gutierrez JA, Czinn SJ, Krakowka S & Youngman P (2001) gamma-Glutamyltransferase 

is a Helicobacter pylori virulence factor but is not essential for colonization. Infection and immunity 69: 4168-

73 

Mehta N, Olson JW & Maier RJ (2003) Characterization of Helicobacter pylori Nickel Metabolism Accessory 

Proteins Needed for Maturation of both Urease and Hydrogenase. Journal of bacteriology 185: 726-734 

Mendz GL & Hazell SL (1995) Aminoacid utilization by Helicobacter pylori. The international journal of 
biochemistry & cell biology 27: 1085-93 

Mendz GL & Hazell SL (1996) The urea cycle of Helicobacter pylori. Microbiology 142 ( Pt 1: 2959-67 

Merrell DS, Goodrich ML, Otto G, Tompkins LS & Falkow S (2003) pH-regulated gene expression of the gastric 

pathogen Helicobacter pylori. Infection and immunity 71: 3529-3539 

Meyer-ter-Vehn T, Covacci A, Kist M & Pahl HL (2000) Helicobacter pylori activates mitogen-activated protein 

kinase cascades and induces expression of the proto-oncogenes c-fos and c-jun. The Journal of biological 
chemistry 275: 16064-72 

Mobley HLT, Garner RM & Bauerfeind P (1995a) Helicobacter pylori nickel-transport gene nixA: synthesis of 

catalytically active urease in Escherichia coli independent of growth conditions. Molecular Microbiology 16: 

97-109 

Mobley HLT, Garner RM, Chippendale GR, Gilbert JV, Kane a V & Plaut a G (1999) Role of Hpn and NixA of 

Helicobacter pylori in susceptibility and resistance to bismuth and other metal ions. Helicobacter 4: 162-9 

Mobley HLT, Island MD & Hausinger RP (1995b) Molecular biology of microbial ureases. Microbiological reviews 
59: 451-80 

Molinari M, Salio M, Galli C, Norais N, Rappuoli R, Lanzavecchia A & Montecucco C (1998) Selective inhibition of 

Ii-dependent antigen presentation by Helicobacter pylori toxin VacA. The Journal of experimental medicine 

187: 135-40 

Mulhardt C (2006) Molecular Biology and Genomics 1st ed. Academic Press 

Muller C, Bahlawane C, Aubert S, Delay CM, Schauer K, Michaud-Soret I & De Reuse H (2011) Hierarchical 

regulation of the NikR-mediated nickel response in Helicobacter pylori. Nucleic acids research 39: 7564-75 

Muotiala A, Helander IM, Pyhala L, Kosunen TU & Morant AP (1992) Low Biological Activity of Helicobacterpylori 
Lipopolysaccharide. Infection and Immunity 60: 1714-1716 

Müller A & Solnick JV (2011) Inflammation , Immunity , and Vaccine Development for Helicobacter pylori. 
Helicobacter 16: 26-32 

Nakamura A, Yao M, Chimnaronk S, Sakai N & Tanaka I (2006) Ammonia channel couples glutaminase with 

transamidase reactions in GatCAB. Science (New York, N.Y.) 312: 1954-8 

Nakamura E & Hagen SJ (2002) Role of glutamine and arginase in protection against ammonia-induced cell death in 

gastric epithelial cells. American journal of physiology. Gastrointestinal and liver physiology 283: G1264-75 

Nakayama M, Kimura M, Wada A, Yahiro K, Ogushi K-ichi, Niidome T, Fujikawa A, Shirasaka D, Aoyama N, 

Kurazono H, Noda M, Moss J & Hirayama T (2004) Helicobacter pylori VacA activates the p38/activating 

transcription factor 2-mediated signal pathway in AZ-521 cells. The Journal of biological chemistry 279: 7024-

8 

Nath G (2010) Role of bacteria in carcinogenesis, with special reference to carcinoma of the gallbladder. World 
Journal of Gastroenterology 16: 5395 

Navarro C, Wu L-F & Mandrand-Berthelot M-A (1993) The nik operon of Escherichia coli encodes a periplasmic 

binding-protein-dependant transport system for nickel. Molecular microbiology 9: 1181-1191 



  Bibliographie  

 

 

  222  

 

Nguyen VB, Nguyen GK, Phung DC, Okrainec K, Raymond J, Dupond C, Kremp O, Kalach N & Vidal-Trecan G 

(2006) Intra-familial transmission of Helicobacter pylori infection in children of households with multiple 

generations in Vietnam. European journal of epidemiology 21: 459-63 

Nies DH (2003) Efflux-mediated heavy metal resistance in prokaryotes. FEMS microbiology reviews 27: 313-39 

Nilius M, Ströhle A, Bode G & Malfertheiner P (1993) Coccoid like forms (CLF) of Helicobacter pylori. Enzyme 

activity and antigenicity. Zentralblatt für Bakteriologie : international journal of medical microbiology 280: 259-

72 

Nolan KJ, Mcgee DJ, Mitchell HM, Harro JM, Rourke JO, John E, Danon SJ, Moss ND, Harry LT, Lee A, Kolesnikow 

T, Wilson JE & Mobley HLT (2002) In Vivo Behavior of a Helicobacter pylori SS1 nixA Mutant with Reduced 

Urease Activity. Infection and imm 70: 685-691 

Nomura AMY, Pérez-Pérez GI, Lee J, Stemmermann G & Blaser MJ (2002) Relation between Helicobacter pylori 
cagA status and risk of peptic ulcer disease. American journal of epidemiology 155: 1054-9 

Van Nostrand JD, Arthur JM, Kilpatrick LE, Neely BA, Bertsch PM & Morris PJ (2008) Changes in protein expression 

in Burkholderia vietnamiensis PR1 301 at pH 5 and 7 with and without nickel. Microbiology 154: 3813-24 

Olson JW, Agar JN, Johnson MK & Maier RJ (2000) Characterization of the NifU and NifS Fe-S cluster formation 

proteins essential for viability in Helicobacter pylori. Biochemistry 39: 16213-9 

Olson JW & Maier RJ (2002) Molecular hydrogen as an energy source for Helicobacter pylori. Science (New York, 
N.Y.) 298: 1788-90 

Olson JW, Mehta N & Maier RJ (2001) Requirement of nickel metabolism proteins HypA and HypB for full activity 

of both hydrogenase and urease in Helicobacter pylori. Molecular microbiology 39: 176-82 

Osman D & Cavet JS (2008) Copper homeostasis in bacteria. Advances in applied microbiology 65: 217-47 

Ottemann KM & Lowenthal AC (2002) Helicobacter pylori uses motility for initial colonization and to attain robust 

infection. Infection and immunity 70: 1984-90 

Outten FW, Djaman O & Storz G (2004) A suf operon requirement for Fe-S cluster assembly during iron 

starvation in Escherichia coli. Journal of bacteriology 52: 861-72 

O’Toole PW, Snelling WJ, Canchaya C, Forde BM, Hardie KR, Josenhans C, Graham RL, McMullan G, Parkhill J, 

Belda E & Bentley SD (2010) Comparative genomics and proteomics of Helicobacter mustelae, an 

ulcerogenic and carcinogenic gastric pathogen. BMC genomics 11: 164 

Palli D, Saieva C, Gemma S, Masala G, Gomez-Miguel MJ, Luzzi I, D’Errico M, Matullo G, Ozzola G, Manetti R, Nesi 

G, Sera F, Zanna I, Dogliotti E & Testai E (2005) GSTT1 and GSTM1 gene polymorphisms and gastric cancer 

in a high-risk italian population. International journal of cancer. Journal international du cancer 115: 284-9 

Papalexis V, Siomos M a, Campanale N, Guo X, Kocak G, Foley M & Tilley L (2001) Histidine-rich protein 2 of the 

malaria parasite, Plasmodium falciparum, is involved in detoxification of the by-products of haemoglobin 

degradation. Molecular and biochemical parasitology 115: 77-86 

Papini E, Satin B, Norais N, de Bernard M, Telford JL, Rappuoli R & Montecucco C (1998) Selective increase of the 

permeability of polarized epithelial cell monolayers by Helicobacter pylori vacuolating toxin. The Journal of 
clinical investigation 102: 813-20 

Pardee AB & Prestidge LS (1959) On the nature of the repressor of beta-galactosidase synthesis in Escherichia coli. 
Biochimica et biophysica acta 36: 545-547 

Parsonnet J, Shmuely H & Haggerty T (1999) Fecal and oral shedding of Helicobacter pylori from healthy infected 

adults. JAMA : the journal of the American Medical Association 282: 2240-5 

Perez-Perez GI, Dworkin BM, Chodos JE & Blaser MJ (1988) Campylobacter pylori antibodies in humans. Annals of 
internal medicine 109: 11-7 

Phadnis SH, Parlow MH, Levy M, Ilver D, Caulkins CM, Connors JB & Dunn BE (1996) Surface localization of 

Helicobacter pylori urease and a heat shock protein homolog requires bacterial autolysis. Infection and 
immunity 64: 905-12 

Pina KD, Desjardin V, Giordano G, Wu L-fei & Pina KDE (1999) Isolation and Characterization of the nikR Gene 

Encoding a Nickel-Responsive Regulator in Escherichia coli. Journal of bacteriology 181: 670-674 

Polk DB & Peek RM (2010) Helicobacter pylori: gastric cancer and beyond. Nature reviews. Cancer 10: 403-14 

Portal-Celhay C & Perez-Perez GI (2006) Immune responses to Helicobacter pylori colonization: mechanisms and 

clinical outcomes. Clinical science 110: 305-14 

Porter SL, Wadhams GH & Armitage JP (2011) Signal processing in complex chemotaxis pathways. Nature 
reviews. Microbiology 9: 153-65 



 Bibliographie 

 

 

 223 

 

Puig O, Caspary F, Rigaut G, Rutz B, Bouveret E, Bragado-Nilsson E, Wilm M & Séraphin B (2001) The tandem 

affinity purification (TAP) method: a general procedure of protein complex purification. Methods (San Diego, 
Calif.) 24: 218-29 

Py B & Barras F (2010) Building Fe-S proteins: bacterial strategies. Nature reviews. Microbiology 8: 436-46 

RCSB (2001) Crystal structure of Helicobacter pylori urease. Protein Data Bank Available at: 

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1E9Z [Accessed May 17, 2012] 

Radford SE (2006) GroEL: More than Just a folding cage. Cell 125: 831-3 

Rain JC, Selig L, De Reuse H, Battaglia V, Reverdy C, Simon S, Lenzen G, Petel F, Wojcik J, Schächter V, Chemama 

Y, Labigne a & Legrain P (2001) The protein-protein interaction map of Helicobacter pylori. Nature 409: 

211-5 

Raymond J, Lamarque D, Kalach N, Chaussade S & Burucoa C (2010) High level of antimicrobial resistance in 

French Helicobacter pylori isolates. Helicobacter 15: 21-7 

Reibman J, Marmor M, Filner J, Fernandez-Beros M-E, Rogers L, Perez-Perez GI & Blaser MJ (2008) Asthma is 

inversely associated with Helicobacter pylori status in an urban population. PloS one 3: e4060 

Reitzer LJ (1996) Ammonia assimilation and the biosynthesis of glutamine, glutamate, aspartate, asparagine, L-

alanine and D-alanine. In Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology, Neidhardt FC 

Curtiss R Ingraham JL Lin ECC Low KB Magasanik B Riley M Schaechter M & Umbarger HE (eds) pp 391-

407. Washington, DC: American Society for Microbiology (ASM) Press 

Reynolds DJ & Penn CW (1994) Characteristics of Helicobacter pylori growth in a defined medium and 

determination of its amino acid requirements. Microbiology (Reading, England) 140 ( Pt 1: 2649-56 

Rodionov DA, Hebbeln P, Gelfand MS & Eitinger T (2006) Comparative and Functional Genomic Analysis of 

Prokaryotic Nickel and Cobalt Uptake Transporters : Evidence for a Novel Group of ATP-Binding Cassette 

Transporters. Journal of bacteriology 188: 317-327 

Rodrigue A, Effantin G & Mandrand-Berthelot M-A (2005) Identification of rcnA ( yohM ), a Nickel and Cobalt 

Resistance Gene in Escherichia coli. Journal of bacteriology 187: 2912-6 

Rolig AS, Shanks J, Carter JE & Ottemann KM (2012) Helicobacter pylori requires TlpD-driven chemotaxis to 

proliferate in the antrum. Infection and immunity 

Ross C a & Poirier M a (2005) Opinion: What is the role of protein aggregation in neurodegeneration? Nature 
reviews. Molecular cell biology 6: 891-8 

Rousselot-Pailley P, Bochot C, Marchi-Delapierre C, Jorge-Robin A, Martin L, Fontecilla-Camps JC, Cavazza C & 

Ménage S (2009) The protein environment drives selectivity for sulfide oxidation by an artificial 

metalloenzyme. Chembiochem : a European journal of chemical biology 10: 545-52 

Rowinska-Zyrek M, Witkowska D, Bielinska S, Kamysz W & Kozlowski H (2011) The -Cys-Cys- motif in 

Helicobacter pylori’s Hpn and HspA proteins is an essential anchoring site for metal ions. Dalton transactions 
(Cambridge, England : 2003) 40: 5604-10 

Réseau national d’observation de la qualité du milieu marin (2001) Surveillance du milieu marin Nantes 

Sachs G & Scott DR (2012) Helicobacter pylori: Eradication or Preservation. F1000 medicine reports 4: 7 

Sachs G, Weeks DDL, Wen Y, Marcus EE a, DR, Scott DR & Melchers K (2005) Acid acclimation by Helicobacter 
pylori. Physiology 20: 429-438 

Saha R, Saha N, Donofrio RS & Bestervelt LL (2012) Microbial siderophores: a mini review. Journal of basic 
microbiology: 1-15 

Saito Y, Murata-Kamiya N, Hirayama T, Ohba Y & Hatakeyama M (2010) Conversion of Helicobacter pylori CagA 

from senescence inducer to oncogenic driver through polarity-dependent regulation of p21. The Journal of 
experimental medicine 207: 2157-74 

Salama NR, Otto G, Tompkins L & Falkow S (2001) Vacuolating cytotoxin of Helicobacter pylori plays a role 

during colonization in a mouse model of infection. Infection and immunity 69: 730-6 

Salama NR, Shepherd B & Falkow S (2004) Global Transposon Mutagenesis and Essential Gene Analysis of 

Helicobacter pylori Global Transposon Mutagenesis and Essential Gene Analysis of Helicobacter pylori †. 

Journal of bacteriology 186: 7926-7935 

Saleem A, Qasim A, O’Connor HJ & O’Morain C a (2009) Pylera for the eradication of Helicobacter pylori 
infection. Expert review of anti-infective therapy 7: 793-9 

Sayi A, Kohler E, Toller IM, Flavell R a, Müller W, Roers A & Müller A (2011) TLR-2-activated B cells suppress 

Helicobacter-induced preneoplastic gastric immunopathology by inducing T regulatory-1 cells. Journal of 
immunology (Baltimore, Md. : 1950) 186: 878-90 



  Bibliographie  

 

 

  224  

 

Schalk IJ, Hannauer M & Braud A (2011) New roles for bacterial siderophores in metal transport and tolerance. 

Environmental microbiology 13: 2844-54 

Schauer K (2007) Etude du métabolisme du nickel chez Helicobacter pylori. : 116 

Schauer K, Gouget B, Carrière M, Labigne A & de Reuse H (2007) Novel nickel transport mechanism across the 

bacterial outer membrane energized by the TonB/ExbB/ExbD machinery. Molecular microbiology 63: 1054-

68 

Schauer K, Muller C, Carrière M, Labigne A, Cavazza C & De Reuse H (2010) The Helicobacter pylori GroES 

cochaperonin HspA functions as a specialized nickel chaperone and sequestration protein through its unique 

C-terminal extension. Journal of bacteriology 192: 1231-7 

Schmees C, Prinz C, Treptau T, Rad R, Hengst L, Voland P, Bauer S, Brenner L, Schmid RM & Gerhard M (2007) 

Inhibition of T-cell proliferation by Helicobacter pylori gamma-glutamyl transpeptidase. Gastroenterology 

132: 1820-33 

Schmitt W & Haas R (1994) Genetic analysis of the Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin: structural similarities 

with the IgA protease type of exported protein. Molecular microbiology 12: 307-19 

Schram SE, Warshaw EM & Laumann A (2010) Nickel hypersensitivity: a clinical review and call to action. 

International journal of dermatology 49: 115-25 

Schreiber S, Konradt M, Groll C, Scheid P, Hanauer G, Werling H-O, Josenhans C & Suerbaum S (2004) The 

spatial orientation of Helicobacter pylori in the gastric mucus. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 101: 5024-9 

Schreiter ER, Sintchak MD, Guo Y, Chivers PT, Sauer RT & Drennan CL (2003) Crystal structure of the nickel-

responsive transcription factor NikR. Nature structural biology 10: 794-9 

Schreiter ER, Wang SC, Zamble DB & Drennan CL (2006) NikR-operator complex structure and the mechanism 

of repressor activation by metal ions. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 
of America 103: 13676-81 

Schön A, Hottinger H & Söll D (1988) Misaminoacylation and transamidation are required for protein biosynthesis 

in Lactobacillus bulgaricus. Biochimie 70: 391-4 

Scott DR, Marcus E a, Weeks DL, Lee a, Melchers K & Sachs G (2000) Expression of the Helicobacter pylori ureI 

gene is required for acidic pH activation of cytoplasmic urease. Infection and immunity 68: 470-7 

Scott DR, Marcus E a, Wen Y, Singh S, Feng J & Sachs G (2010) Cytoplasmic histidine kinase (HP0244)-regulated 

assembly of urease with UreI, a channel for urea and its metabolites, CO2, NH3, and NH4(+), is necessary 

for acid survival of Helicobacter pylori. Journal of bacteriology 192: 94-103 

Selbach M, Moese S, Hauck CR, Meyer TF & Backert S (2002) Src is the kinase of the Helicobacter pylori CagA 

protein in vitro and in vivo. The Journal of biological chemistry 277: 6775-8 

Senkovich OA, Yin J, Ekshyyan V, Conant C, Traylor J, Adegboyega P, McGee DJ, Rhoads RE, Slepenkov S & 

Testerman TL (2011) Helicobacter pylori AlpA and AlpB bind host laminin and influence gastric inflammation 

in gerbils. Infection and immunity 79: 3106-16 

Seshadri S, Benoit SL & Maier RJ (2007) Roles of His-rich hpn and hpn-like proteins in Helicobacter pylori nickel 

physiology. Journal of bacteriology 189: 4120-6 

Sheu B-s, Sheu S-m, Yang H-b, Huang A-h & Wu J-j (2003) Host gastric Lewis expression determines the bacterial 

density of Helicobacter pylori in babA2 genopositive infection. Gut 52: 927-932 

Shi R, Munger C, Asinas A, Benoit SL, Miller E, Matte A, Maier RJ & Cygler M (2010) Crystal structures of apo and 

metal-bound forms of the UreE protein from Helicobacter pylori: role of multiple metal binding sites. 

Biochemistry 49: 7080-8 

Shi W, Dunbar J, Jayasekera MMK, Viola RE & Farber GK (1997) The Structure of L -Aspartate Ammonia-Lyase 

from Escherichia coli. Biochemistry 36: 9136-9144 

Shibayama K, Kamachi K, Nagata N, Yagi T, Nada T, Doi Y, Shibata N, Yokoyama K, Yamane K, Kato H, Iinuma Y & 

Arakawa Y (2003) A novel apoptosis-inducing protein from Helicobacter pylori. Molecular Microbiology 47: 

443-451 

Shibayama K, Wachino J-ichi, Arakawa Y, Saidijam M, Rutherford NG & Henderson PJF (2007) Metabolism of 

glutamine and glutathione via gamma-glutamyltranspeptidase and glutamate transport in Helicobacter pylori: 
possible significance in the pathophysiology of the organism. Molecular microbiology 64: 396-406 

Shirasaka D, Yamamoto S, Ota H, Yahiro K & M (2003) Mice deficient in protein tyrosine phosphatase receptor 

type Z are resistant to gastric ulcer induction by VacA of Helicobacter pylori. Nature genetics 33: 5-12 



 Bibliographie 

 

 

 225 

 

Siburt CJP, Roulhac PL, Weaver KD, Noto JM, Mietzner TA, Cornelissen CN, Fitzgerald MC & Crumbliss AL (2009) 

Hijacking transferrin bound iron: protein-receptor interactions involved in iron transport in N. gonorrhoeae. 

Metallomics : integrated biometal science 1: 249-55 

Skoog EC, Sjöling A, Navabi N, Holgersson J, Lundin SB & Lindén SK (2012) Human Gastric Mucins Differently 

Regulate Helicobacter pylori Proliferation, Gene Expression and Interactions with Host Cells. PloS one 7: 

e36378 

Skouloubris S, Labigne a & De Reuse H (2001) The AmiE aliphatic amidase and AmiF formamidase of Helicobacter 
pylori: natural evolution of two enzyme paralogues. Molecular microbiology 40: 596-609 

Skouloubris S, Thiberge JMM, Labigne A & De Reuse H (1998) The Helicobacter pylori UreI protein is not involved 

in urease activity but is essential for bacterial survival in vivo. Infection and immunity 66: 4517 

Smet A, Flahou B, Mukhopadhya I, Ducatelle R, Pasmans F, Haesebrouck F & Hold GL (2011) The Other 

Helicobacters. Helicobacter 16: 70-75 

Smythies LE, Waites KB, Lindsey JR, Harris PR, Ghiara P & Smith PD (2000) Helicobacter pylori-induced mucosal 

inflammation is Th1 mediated and exacerbated in IL-4, but not IFN-gamma, gene-deficient mice. Journal of 
immunology (Baltimore, Md. : 1950) 165: 1022-9 

Soriano A & Hausinger RP (1999) GTP-dependent activation of urease apoprotein in complex with the UreD, 

UreF, and UreG accessory proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States 
of America 96: 11140-4 

Srere PA (1987) Complexes of sequential metabolic enzymes. Annual review of biochemistry 56: 89-124 

Stark RM, Suleiman M-S, Hassan IJ, Greenman J & Millar MR (1997) Amino acid utilisation and deamination of 

glutamine and asparagine by Helicobacter pylori. Journal of Medical Microbiology 46: 793-800 

Stein M, Bagnoli F, Halenbeck R, Rappuoli R, Fantl WJ & Covacci A (2002) c-Src/Lyn kinases activate Helicobacter 
pylori CagA through tyrosine phosphorylation of the EPIYA motifs. Molecular microbiology 43: 971-80 

Stingl K & De Reuse H (2005) Staying alive overdosed: how does Helicobacter pylori control urease activity? 

International journal of medical microbiology : IJMM 295: 307-15 

Stingl K, Schauer K, Ecobichon C, Labigne A, Lenormand P, Rousselle JCJ-C, Namane A & de Reuse H (2008) In 

vivo interactome of Helicobacter pylori urease revealed by tandem affinity purification. Molecular & Cellular 
Proteomics 7: 2429-2441 

Stingl K, Uhlemann EM, Schmid R, Altendorf K & Bakker EP (2002) Energetics of Helicobacter pylori and its 

implications for the mechanism of urease-dependent acid tolerance at pH 1. Journal of bacteriology 184: 

3053-3060 

Stähler FN, Odenbreit S, Haas R, Wilrich J, Van Vliet AHM, Kusters JG, Kist M & Bereswill S (2006) The novel 

Helicobacter pylori CznABC metal efflux pump is required for cadmium, zinc, and nickel resistance, urease 

modulation, and gastric colonization. Infection and immunity 74: 3845-52 

Suerbaum S & Michetti P (2002) Helicobacter pylori infection. The New England journal of medicine 347: 1175-86 

Suerbaum S, Thiberge J-M, Kansau I, Ferrero RL & Labigne A (1994) Helicobacter pylori hspA-hspB heat-shock 

gene cluster: nucleotide sequence, expression, putative function and immunogenicity. Molecular microbiology 

14: 959-74 

Sundrud MS, Torres VJ, Unutmaz D & Cover TL (2004) Inhibition of primary human T cell proliferation by 

Helicobacter pylori vacuolating toxin (VacA) is independent of VacA effects on IL-2 secretion. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 101: 7727-32 

Supajatura V, Ushio H, Wada A, Yahiro K, Okumura K, Ogawa H, Hirayama T & Ra C (2002) Cutting edge: VacA, 

a vacuolating cytotoxin of Helicobacter pylori, directly activates mast cells for migration and production of 

proinflammatory cytokines. Journal of immunology 168: 2603-7 

Sydor AM, Liu J & Zamble DB (2011) Effects of metal on the biochemical properties of Helicobacter pylori HypB, a 

maturation factor of [NiFe]-hydrogenase and urease. Journal of bacteriology 193: 1359-68 

Takahashi Y & Tokumoto U (2002) A third bacterial system for the assembly of iron-sulfur clusters with homologs 

in archaea and plastids. The Journal of biological chemistry 277: 28380-3 

Talarico S, Whitefield SE, Fero J, Haas R & Salama NR (2012) Regulation of Helicobacter pylori adherence by gene 

conversion. Molecular microbiology Epub: 

Tegtmeyer N, Wessler S & Backert S (2011a) Role of the cag-pathogenicity island encoded type IV secretion 

system in Helicobacter pylori pathogenesis. The FEBS journal 278: 1190-202 



  Bibliographie  

 

 

  226  

 

Tegtmeyer N, Wittelsberger R, Hartig R, Wessler S, Martinez-Quiles N & Backert S (2011b) Serine 

phosphorylation of cortactin controls focal adhesion kinase activity and cell scattering induced by 

Helicobacter pylori. Cell host & microbe 9: 520-31 

Terry K, Williams SM, Connolly L & Ottemann KM (2005) Chemotaxis plays multiple roles during Helicobacter 
pylori animal infection. Infection and immunity 73: 803-11 

Testerman TL, Conn PB, Mobley HLT & McGee DJ (2006) Nutritional requirements and antibiotic resistance 

patterns of Helicobacter species in chemically defined media. Journal of clinical microbiology 44: 1650-1658 

Testerman TL, McGee DJ & Mobley HLT (2001) Chapter 34: Adherence and Colonization. In Helicobacter pylori 
Physiology and Genetics ASM Press 

Teyssou R (2009) Histoire de l’ulcère gastro-duodénal: Le pourquoi et le comment L’Harmattan 

Thoden JB, Holden HM, Wesenberg G, Raushel FM & Rayment I (1997) Structure of carbamoyl phosphate 

synthetase: a journey of 96 A from substrate to product. Biochemistry 36: 6305-16 

Tokumoto U, Kitamura S, Fukuyama K & Takahashi Y (2004) Interchangeability and distinct properties of bacterial 

Fe-S cluster assembly systems: functional replacement of the isc and suf operons in Escherichia coli with the 

nifSU-like operon from Helicobacter pylori. Journal of biochemistry 136: 199-209 

Tokumoto U & Takahashi Y (2001) A third bacterial system for the assembly of iron-sulfur clusters with homologs 

in archaea and plastids. Journal of biochemistry 130: 63-71 

Tomb JF, White O, Kerlavage AR, Clayton RA, Sutton GG, Fleischmann RD, Ketchum KA, Klenk HP, Gill S, 

Dougherty BA & others (1997) The complete genome sequence of the gastric pathogen Helicobacter pylori. 
Nature 388: 539–547 

Tombola F, Morbiato L, Del Giudice G, Rappuoli R, Zoratti M & Papini E (2001) The Helicobacter pylori VacA 

toxin is a urea permease that promotes urea diffusion across epithelia. Journal of Clinical Investigation 108: 

929–937 

Touati D, Jacques M, Tardat B, Bouchard L & Despied S (1995) Lethal oxidative damage and mutagenesis are 

generated by iron in delta fur mutants of Escherichia coli: protective role of superoxide dismutase. Journal of 
bacteriology 177: 2305-14 

Touati E (2010) When bacteria become mutagenic and carcinogenic: Lessons from H. pylori. Mutation research 

703: 66-70 

Tsuda M, Karita M, Morshed MG, Okita K & Nakazawa T (1994) A urease-negative mutant of Helicobacter pylori 
constructed by allelic exchange mutagenesis lacks the ability to colonize the nude mouse stomach. Infection 
and immunity 62: 3586-9 

Tsujii M, Kawano S, Tsuji S, Ito T, Nagano K, Sasaki Y, Hayashi N, Fusamoto H & Kamada T (1993) Cell kinetics of 

mucosal atrophy in rat stomach induced by long-term administration of ammonia. Gastroenterology 104: 

796-801 

Vaira D, Zullo A, Vakil N, Gatta L, Ricci C, Perna F, Hassan C, Bernabucci V, Tampieri A & Morini S (2007) 

Sequential therapy versus standard triple-drug therapy for Helicobacter pylori eradication: a randomized trial. 

Annals of internal medicine 146: 556-63 

Viala J, Chaput C, Boneca IG, Cardona A, Girardin SE, Moran AP, Athman R, Mémet S, Huerre MR, Coyle AJ, 

DiStefano PS, Sansonetti PJ, Labigne A, Bertin J, Philpott DJ & Ferrero RL (2004) Nod1 responds to 

peptidoglycan delivered by the Helicobacter pylori cag pathogenicity island. Nature immunology 5: 1166-74 

Waldron KJ & Robinson NJ (2009) How do bacterial cells ensure that metalloproteins get the correct metal? 

Nature reviews. Microbiology 7: 25-35 

Waldron KJ, Rutherford JC, Ford D & Robinson NJ (2009) Metalloproteins and metal sensing. Nature 460: 823-30 

Watt RK & Ludden PW (1998) The Identification, Purification, and Characterization of CooJ. The Journal of 
biological chemistry 273: 10019-10025 

Wen S & Moss SF (2009) Helicobacter pylori virulence factors in gastric carcinogenesis. Cancer letters 282: 1–8 

Wen Y, Marcus EA, Matrubutham U, Gleeson MA, Scott DR & Sachs G (2003) Acid-adaptive genes of 

Helicobacter pylori. Infection and Immunity 71: 5921 

West AL, Evans SE, González JM, Carter LG, Tsuruta H, Pozharski E & Michel SLJ (2012) Ni(II) coordination to 

mixed sites modulates DNA binding of HpNikR via a long-range effect. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 109: 5633-8 

West AL, St John F, Lopes PEM, MacKerell AD, Pozharski E & Michel SLJ (2010) Holo-Ni(II)HpNikR is an 

asymmetric tetramer containing two different nickel-binding sites. Journal of the American Chemical Society 

132: 14447-56 



 Bibliographie 

 

 

 227 

 

White RJ, Margolis PS, Trias J & Yuan Z (2003) Targeting metalloenzymes: a strategy that works. Current Opinion 
in Pharmacology 3: 502-507 

Wiesner J & Vilcinskas A (2010) Antimicrobial peptides: the ancient arm of the human immune system. Virulence 1: 

440-64 

Winkelmann G (2002) Microbial siderophore-mediated transport. Biochemical Society transactions 30: 691-6 

Wirth HP, Beins MH, Yang M, Tham KT & Blaser MJ (1998) Experimental infection of Mongolian gerbils with wild-

type and mutant Helicobacter pylori strains. Infection and immunity 66: 4856-66 

Witkowska D, Bielinska S, Kamysz W & Kozlowski H (2011) Cu2+ and Ni2+ interactions with N-terminal 

fragments of Hpn and Hpn-like proteins from Helicobacter pylori. Unusual impact of poly-Gln sequence on 

the complex stability. Journal of inorganic biochemistry 105: 208-14 

Witkowska D, Rowinska-Zyrek M, Valensin G & Kozlowski H (2012a) Specific poly-histidyl and poly-cysteil protein 

sites involved in Ni2+ homeostasis in Helicobacter pylori. Impact of Bi3+ ions on Ni2+ binding to proteins. 

Structural and thermodynamic aspects. Coordination Chemistry Reviews 256: 133-148 

Witkowska D, Valensin D, Rowinska-Zyrek M, Karafova A, Kamysz W & Kozlowski H (2012b) Coordination of 

Ni2+ and Cu2+ to metal ion binding domains of E. coli SlyD protein. Journal of inorganic biochemistry 107: 

73-81 

Wood JM (2007) Bacterial osmosensing transporters. Methods in enzymology 428: 77-107 

Wülfing C, Lombardero J & Plückthun A (1994) An Escherichia coli protein consisting of a domain homologous to 

FK506-binding proteins (FKBP) and a new metal binding motif. The Journal of biological chemistry 269: 2895-

901 

Wüstner S, Bolz C, Rath E, Haller D & Gerhard M (2012) Helicobacter gamma-glutamyltranspeptidase inhibits T 

cell proliferation via glutamine depletion. In 10th International Workshop on Pathogenesis and Host 
Response in Helicobacter Infections, European Study Group on Pathogenesis and Immunology in 

Helicobacter Infections and European Helicobacter Study Group (ed) Helsingor, Denmark 

Xia W, Li H, Sze K-H & Sun H (2009) Structure of a nickel chaperone, HypA, from Helicobacter pylori reveals two 

distinct metal binding sites. Journal of the American Chemical Society 131: 10031-40 

Xia W, Li H, Yang X, Wong K-B & Sun H (2012) Metallo-GTPase HypB from Helicobacter pylori and its 

interaction with nickel chaperone protein HypA. The Journal of biological chemistry 287: 6753-63 

Yamaji Y, Watabe H, Yoshida H, Kawabe T, Wada R, Mitsushima T & Omata M (2009) High-risk Population for 

Gastric Cancer Development Based on Serum Pepsinogen Status and Lifestyle Factors. Helicobacter 14: 81-

86 

Yamaoka Y (2010) Mechanisms of disease: Helicobacter pylori virulence factors. Nature reviews. Gastroenterology 
and hepatology 7: 629-641 

Yamashita MM, Almassy RJ, Janson C a, Cascio D & Eisenberg D (1989) Refined atomic model of glutamine 

synthetase at 3.5 A resolution. The Journal of biological chemistry 264: 17681-90 

Yoshiyama H, Nakamura H, Kimoto M, Okita K & Nakazawa T (1999) Chemotaxis and motility of Helicobacter 
pylori in a viscous environment. Journal of gastroenterology 34 Suppl 1: 18-23 

Yu J, Leung WK, Go MYY, Chan MCW, To KF, Ng EKW, Chan FKL, Ling TKW, Chung SCS, Sung JJY & Pylori H 

(2002) Relationship between Helicobacter pylori babA2 status with gastric epithelial cell turnover and 

premalignant gastric lesions. Gut 51: 480-4 

Zambelli B, Danielli A, Romagnoli S, Neyroz P, Ciurli S & Scarlato V (2008) High-affinity Ni2+ binding selectively 

promotes binding of Helicobacter pylori NikR to its target urease promoter. Journal of molecular biology 

383: 1129-43 

Zambelli B, Musiani F, Benini S & Ciurli S (2011) Chemistry of Ni2+ in urease: sensing, trafficking, and catalysis. 

Accounts of chemical research 44: 520-530 

Zanotti G & Cendron L (2010) Functional and structural aspects of Helicobacter pylori acidic stress response 

factors. IUBMB life 62: 715-23 

Zeng Y-B, Zhang D-M, Li H & Sun H (2008) Binding of Ni2+ to a histidine- and glutamine-rich protein, Hpn-like. 

Journal of biological inorganic chemistry : JBIC : a publication of the Society of Biological Inorganic Chemistry 

13: 1121-31 

Zheng P-Y & Jones NL (2003) Helicobacter pylori strains expressing the vacuolating cytotoxin interrupt 

phagosome maturation in macrophages by recruiting and retaining TACO (coronin 1) protein. Cellular 
microbiology 5: 25-40 



  Bibliographie  

 

 

  228  

 

Zhou W, Zhang Y, Ding X, Liu Y, Shen F, Zhang X, Deng S, Xiao H, Yang G & Peng H (2012) Magnetotactic 

bacteria: promising biosorbents for heavy metals. Applied microbiology and biotechnology 

Zullo A, De Francesco V, Hassan C, Morini S & Vaira D (2007) The sequential therapy regimen for Helicobacter 
pylori eradication: a pooled-data analysis. Gut 56: 1353-7 



 

 

 229 

 

Annexes 

  



  Annexes  

 

 

  230  

 

 

Article publié dans Eukaryotic Cell  le 28 

mars 2008 

 

 

The Asexual Yeast Candida glabrata Maintains Distinct a and α Haploid Mating Types 

Muller Héloïse, Hennequin Christophe, Gallaud Julien, Dujon Bernard, Fairhead Cécile 

 

Eukaryot Cell. 2008 May;7(5):848-58. Epub 2008 Mar 28.  

Erratum in: Eukaryot Cell. 2010 Apr;9(4):671-2 

 

 

 

Travail réalisé au cours de ma première année de Master de Biologie Moléculaire et 

Cellulaire à l’Université Pierre et Marie Curie – Paris 6 lors d’un stage au Laboratoire de 

Parasitologie et Mycologie de l’Hôpital Saint-Antoine, en collaboration avec l’Unité de 

Génétique Moléculaire des Levures de l’Institut Pasteur. 



 Annexes 

 

 

 231 

 



  Annexes  

 

 

  232  

 



 Annexes 

 

 

 233 

 



  Annexes  

 

 

  234  

 



 Annexes 

 

 

 235 

 



  Annexes  

 

 

  236  

 



 Annexes 

 

 

 237 

 



  Annexes  

 

 

  238  

 



 Annexes 

 

 

 239 

 



  Annexes  

 

 

  240  

 



 Annexes 

 

 

 241 

 



  Annexes  

 

 

  242  

 



 Annexes 

 

 

 243 

 

 


