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SOMMAIRE

La répression catabolite est le phénoméne par lequel la présence
d’une source de carbone rapidement métabolisable, dans le milieu de culture,
réprime la synthése des enzymes impliquées dans le métabolisme des sources
de carbone alternatives. Elle a ¢té observée chez les microorganismes
cucaryotes et procaryotes. Cependant de  nombreuses bactéries dont
Rhodobacter  capsulatus, qui utilisent de fagon préférentielle les
intermédiaires du cycle des acides tricarboxyliques ( TCA) ou cycle de Krebs,
ont développé la répression catabolite inverse.

La pyruvate carboxylase (PC) est une enzyme anaplérotique,
biotine dépendante, qui catalyse la réaction de synthése de I’oxaloacétate a
partir du pyruvate, de ’HCO; et ’ATP. Son mécanisme d’action, sa synthése
et son réle biologique ont été bien étudiée chez le rat, ’homme, les levures et
certaines bactéries. Chez I’homme et le rat la carence en PC est associée au
diabéte et a de nombreux troubles psychomoteurs. C’est récemment, qu’une
¢tude a €té entreprise sur la pyruvate carboxylase de R. capsulatus, une
bactérie photosynthétique, qui posséde un métabolisme versatile. En effet
cette bactérie est capable de croitre aussi bien en anaérobiose sous la lumiére,
qu’en aérobiose dans I’obscurité en utilisant le CO,, les carbohydrates et les
intermédiaires du cycle des TCA, encore appelés les C-4dicarboxylates,
comme source de carbone. Cette étude a montré que la synthése de cette
enzyme est activée par le pyruvate et ['oxygéne alors que, les intermédiaires
du cycle des acides tricarboxyliques la répriment. Ce qui suggeére que la
synthése de la PC soit soumise, par un mécanisme moléculaire inconnu, 4 la
répression catabolite inverse chez R. capsulatus.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la régulation
transcriptionnelle de la synthése de la pyruvate carboxylase, par les
conditions de culture, chez R. capsulatus. Nous avons établi grice a une

fusion traductionnelle pyc-lacZ que la transcription du géne pye, qui code



pour la PC, est activée par le pyruvate, le lactate et I’oxygéne; et réprimée par
les intermédiaires du cycle des TCA. La protéine RcPdhR, I’homologue de la
PdhR d’E. coli, régule de fagon négative I’expression du promoteur pyc en
présence des C-4 dicarboxylates. Nous avons trouvé, en créant les délétions
unidirectionnelles dans la région promotrice du géne pyc, que la régulation
de la synthese de la PC par I’oxygéne implique un deuxiéme régulateur qui
reste & identifier. Et nous pensons avoir localisé les sites de fixation de ces
deux régulateurs en amont du promoteur pyc. Finalement nous avons
surexprimé et purifié la RcPdhR, nos études préliminaires de retard de
migration sur gel d’électrophorése indiquent que cette protéine peut se lier
dans la région promotrice des génes pyc et pdh de R. capsulatus et que le

fumarate et le pyruvate affectent cette liaison.
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CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE



1.1 LA REPRESSION CATABOLIQUE

1.1.1 Définition

Le phénoméne, appelé répression catabolique (RC) ou diauxie
(1), est observé quand un organisme est dans un milieu contenant deux
sources de carbone (C) et, quand il y a utilisation préférentielle d’une
source de C avec suppression de |’utilisation de 1’autre source de C. Il se
définit donc comme étant le fait que, la présence d’une source de C
rapidement métabolisé¢ dans le milieu, provoque l’inhibition de la synthése
des enzymes impliquées dans le métabolisme des autres sources de C
disponibles (2). La RC a été mis en évidence chez un grand nombre de
bactéries dont Escherichia coli (E. coli) qui utilise d’abord le glucose quand
on lui fourni le glucose et le lactose (2) et, Propionibacterium shermanii qui
préfeére le glucose au lactate en absence d’oxygene (3). Il a été aussi décrit
chez les levures ainsi, Candida tropicalis préfére utiliser le glucose qui
réprime 1’utilisation du cellobiose (4). L une des caractéristiques de la RC est
que lutilisation de la premicre source de C est constitutive alors qu
I’utilisation de la deuxiéme est induite (2). Ce type de régulation a été observé
dans la synthése des protéines impliquées dans la bioluminescence, la
photosynthése, la sporulation, la dégradation des macromolécules
extracéllulaires, la biosynthése des antibiotiques et des pigments (5). On

distingue deux types de RC selon le régulateur transcriptionnel sollicité.

1.1.2 La répression catabolique AMPc-dépendante

La répression catabolique AMPc-dépendante se fait en fonction
de la concentration intracellulaire de 1’adénosine mono phosphate cyclique
(AMPc). L’AMPc est le médiateur des changements induits par les hormones

dans le métabolisme et les fonctions des vertébrés et des invertébrés (6, 7). 11



agit comme second messager, [’hormone étant le premier messager qui
interagit avec les membranes cellulaires ou sur d’autres constituants
cellulaires. Mais chez les microorganismes, [’activité cellulaire n’est pas
contrdlée par les hormones mais par les conditions extracellulaires (8). Ainsi
chez E.coli, en présence du glucose " AMPc se lie 4 la protéine réceptrice de
I’AMPc (CRP) pour former un complexe CRP-AMPc qui, active la
transcription des génes soumis a la RC en se fixant sur leur promoteur comme

dans le cas de I"opéron lactose (8, 9).
1.1.3 La répression catabolique AMPc-indépendante

Les entérobactéries utilisent des mécanismes moléculaires de RC
autres que le complexe CRP-AMPc. Ainsi il a été reconnu que chez E. coli et
Salmonella typhimurium, le mécanisme de la phosphorylation des perméases
spécifiques aux sucres, par le systéme de phosphotransferases PTS, est

impliqué dans la RC (6).

Par ailleurs le régulateur Cra ( catabolite repressor / activator),
qui contrdle la direction du flux de C a travers les voies métaboliques chez les
bactéries entériques, agit sur les voies centrales du métabolisme des
carbohydrates. En effet Cra se fixe sur les régions régulatrices des genes
cibles, ainsi 1l inhibe la synthese des enzymes de la glycolyse ou de la voie de
Entner-Doudoroff et, active la synthése des enzymes du cycle des acides
tricarboxyliques (TCA) (ou cycle de Krebs), du cycle de glyoxalate et de la

gluconéogenese (10, 11, 12 et 13).

De la méme maniere, le régulateur de stockage du C ou Csr (
carbone storage regulator) controle 1’expression des genes impliqués dans la
biosynthése du glycogene et la gluconéogenese chez E. coli (14). CsrA est
une protéine qui se lie & ’ARN des genes glg, essentiels a la synthése du

lycogéne, pour accélérer sa dégradation de ’extrémité 5 vers extrémité 3’
y s



(15). 1l a été démontré chez E. coli, que les composantes des systémes de
régulation de I’utilisation de I’azote, du fer, du soufre et du phosphore ont une

influence sur la RC (16, 17, 18, 19 et 20).

Chez Bacillus subtilis et les autres bactéries gram-positifs “low
GC™, les métabolites intracéllulaires du C, comme le fructose-1,6- phosphate

et le gluconate -6-phosphate, favorisent la RC (21).

Un nouveau mécanisme de RC a été mis a jour chez B. subtilis et
E. coli dans lequel, les génes soumis 4 la RC utilisent le facteur sigma o° ou
o ** qui contrdle I’expression des génes permettant I’adaptation 4 la phase

stationnaire de croissance (22).

1.1.4 La répression catabolique inverse

La répression catabolique inverse a été¢ mise en évidence chez les
espéces de Rhodobacter, Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas et
Agrobacterium qui utilisent les intermédiaires du cycle des acides
tricarboxyliques (succinate et le malate) pour réprimer [’utilisation des
carbohydrates (fructose, arabinose, galactose, glycérol, gluconate) comme
source de C (23, 24). En effet une étude entreprise chez Azospirillum
brazilense, montre que dans un milieu minimum le succinate est métabolisé
au début de la premieére phase de croissance alors que le fructose est utilisé
pendant la phase stationnaire de croissance (1). Une autre étude réalisée chez
Rhizobium meliloti, révele que ’addition du succinate dans une culture de R.
meliloti, utilisant le lactose comme source de C, réduit activité spécifique de

la B galactosidase de cette culture (25).



1.2 LE CYCLE DES ACIDES TRICARBOXYLIQUES

Le cycle des acides tricarboxyliques (TCA) (fig.1) rempli deux
fonctions métaboliques essentielles. Dans sa premiére fonction, Il effectue
I’oxydation totale de I’acétyle coenzymeA (acétyle CoA) pour fournir
I’énergie, sous forme de pouvoir réducteur (NADH, FADH et NADPH),
convertie en ATP par la phosphorylation oxydative chez les microorganismes

aérobies et aérobies facultatifs (26).

NADH + H’
o,
Acétyl-CoA (2 carbones)

NADH + H' Oxaloacétale Citrate
H,0
NAD’

Cis-ascanitate
wMalate
H,0

6 carbones

H‘O Isocitrat2

Fumarate
NAD

4 carbones

FADH;

§ carbones NADR o

FAD
co,

i ¥ lut
Succinatz w-céloglutarate

CoASH
CoASH

Succinyl-CoA NADH + H'
GoP
e co,

Figure 1. Le cycle des acides tricarboxyliques (TCA), tirée de (27).

L’acétyle coA provient en général de ’oxydation du pyruvate,
produit de la glycolyse, par le systéme multienzymatique appelé le complexe
de la pyruvate deshydrogénase (PDH)(fig.1). 1l peut aussi provenir du

catabolisme des lipides, des acides aminés (27) ou étre synthétisé a partir de



I’acétate (28). La deuxiéme fonction du TCA concerne sa participation dans
la synthése des constituants cellulaires (26). En effet, certains intermédiaires
du TCA comme 'a cétoglutarate, 1’oxaloacétate (OAA) et le succinyl-coA
servent d’intermédiaires pour la biosynthése des pyrimidines, purines, acides
aminés et vitamines(fig.2) (28). Une étude menée en 1981 sur les organismes
anaérobies suggére que la séquence du TCA, comprise entre ’OAA et le
succinate, agisse comme un mécanisme accepteur d’électrons générés par la

fermentation des sucres. Elle régénére ainsi les transporteurs d’électrons (29).

Alanine
Lysine
Pyruvate ————» Iscleucine

Valine
l / Leucine

Lipides =¢—===. Acélyl-CoA

Pyrimidines

N\

Aspartate -e— Oxaloacétate Citrate

Y/

Asparagine

Theéonine

Isoleucine

Méthionine '
Lysine Succinate {socitrate

Succinyl-CoA co,
MV

Porphyrines Co, o -Cétoglutarate

|

Glutamate

'

Glutamine
Proline
Arginine

Figure 2. Les intermédiaires du Cycle de TCA et la biosynthése, tirée de
37).



1.3 L’ANAPLEROSE

1.3.1 Les voies anaplérotiques

Il existe un équilibre entre le nombre de C qui entre dans le TCA
et celui qui en sort. En effet il a été montré, dans le foie et le cceur, que des
petites variations de la quantit¢ d’intermédiaires du TCA changent
énormément la capacité de ce cycle (30). De plus, les mutants ayant perdu
I’activité des enzymes du TCA ne peuvent plus utiliser ’acétate comme
source de C et d’énergie ( 31). Afin de maintenir le TCA en marche malgré le
prélévement de ses intermédiaires pour les biosynthéses, les cellules ont
développé des voies auxiliaires appelées voies anaplérotiques. Tirées du mot
grec anaplerose qui veut dire “‘remplir’’, ces voies approvisionnent en
intermédiaires le TCA pour qu’il continue de fonctionner méme en cas de

biosynthése active (27).

1.3.2 Les réactions anaplérotiques

1.3.2.1 Carboxylation des composés en C,

Contrairement ~ aux mammiféres, certains microorganismes
anadrobies stricts peuvent utiliser I’acétate, quand il est fourni comme seule
source de C ou un composé¢ en C, plus réduit comme 1’éthanol pour
synthétiser tous leurs constituants cellulaires (30). En effet Clostridium
kluyveri, une bactérie anaérobie stricte qui croit facilement sur un milieu
contenant 1’éthanol, I’acétate et le CO, comme source de C, fixe le CO, sur
I’acétyle CoA pour former un composé en C; tel le pyruvate lui-méme

carboxylé en composés en C4 (31).



Certaines espeéces de bactéries, d’algues, de mycétes et de
protozoaires utilisent le cycle du glyoxalate (fig.3) pour synthétiser le
succinate et le malate a partir d’'une molécule d’acétate et d’une molécule
d’isocitrate. Le cycle du glyoxalate est essentiel pour I’utilisation de 1’acétate
et les acides gras comme sources de carbone. Trois enzymes sont impliquées
dans ce cycle, I'isocitrate lyase qui convertit I’isocitrate en glyoxalate. la
malate synthase qui catalyse la fixation de 1’acétyle CoA sur le glyoxalate
pour former le malate. Enfin I’isocitrate deshydrogénase kinase /phosphatase
qui inactive par phosphorylation I’isocitrate deshydrogénase, une enzyme du

TCA, qui convertit I’isocitrate en o kétoglutarate.

Acetyl-CoA
citrate
Oxaloacetate ’y&%“ Citrate
malate aconitase
dehydrogenase (acn)
(mdh) Acetyl-Con isicitrata
catyl-Lo yase
Malate (aced) Is°°itrat°/—\
malate Glyoxylate IDH .
synthase 7oxY (icd) IDBE-P
fumarase (aceB)
gumd) \_/
Fumarate co,
succinate 2-ketoglutarate
dehydrogenase
(sdhABCD)
Succinate 2-ketoglutarate
\ dehydrogenase
Suc-CoA (S'“CAB lpd)
succinate
thiokinase
(sucCD) CO2

Figure 3. Cycle des TCA et le cycle du glyoxalate, tirée de (31).



Cette derniére, €limine donc la compétition entre Disocitrate lyase et
I’isocitrate deshydrogénase pour I’utilisation de I’isocitrate leur substrat

commun (32).
1.3.2.2 La carboxylation des composés en Cs

La plus part des microorganismes synthétisent ’OAA en
réalisant la réaction de carboxylation du pyruvate ou de la
phosphoénolpyruvate (PEP) (fig.2). Certains microorganismes, comme E. coli
et S. typhymurium, utilisent la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC) ou la
PEP carboxykinase (PEPCK) pour cette réaction (33, 34, 35). Alors que
d’autres comme Arthrobacter globiformis, Rhodobacter capsulatus et les
levures ont une pyruvate carboxylase (PC) pour convertir le pyruvate en OAA

(31, 36).
1.4 LA PYRUVATE CARBOXYLASE
1.4.1 Description et mécanisme d’action

La pyruvate carboxylase (PC ; EC6.4.1.1) catalyse la réaction de
syntheése de ’OAA a partir du pyruvate, de I’'HCO; et de ’ATP. C’est une
enzyme hautement conservée retrouvée chez les hommes, les animaux, les
plantes, les moisissures et les bactéries (37, 38). Elle appartient & la famille
des carboxylases biotine dépendantes & laquelle appartiennent entre autre
I’acétyle CoA carboxylase, 'OAA décarboxylase et la propionyle CoA
carboxylase. Elle utilise la biotine comme cofacteur. En effet, la biotine liée
de fagon covalente au site actif de la PC, agit comme le transporteur des
groupements carboxyles mobiles selon le mécanisme de ping-pong (39). Le
site actif de la PC est composé de deux sous-sites séparés dans ’espace qui se

connectent fonctionnellement par la biotine.
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1.4.2 La réaction catalysée par la PC

La réaction catalysée par la PC se fait en deux étapes qui ont lieu

dans chacun des sous-sites.

Mg**
(1) MgATP +HCOs3™ + Enz-biotine > MgADP + Pi + Enz-biotine- CO53’
Acétyle CoA

(2) Enz-biotine- CO;5™ + Pyruvate > Enz-biotine + Oxaloacétate

Dans la premiére réaction partielle, le groupement carboxyle de
PHCO3; se fixe a la biotine pour former le complexe enzyme-
carboxybiotine. C’est une réaction ATP dépendante qui a lieu en présence de
Pacétyle CoA. Dans la deuxieme réaction partielle, le groupement carboxyle
de la carboxybiotine est transféré au pyruvate pour former ’OAA (40, 41).
En réalité, c’est la liaison du pyruvate a I’enzyme qui induit le déplacement

du groupement carboxyle dans le deuxiéme sous-site (42).

1.4.3 Structure de la PC

La structure quaternaire de la PC a été établie, il existe deux
types de PC. Le premier, retrouvé chez Arthrobacter globiformis, Bacillus
stearothemophilus, les levures et les eucaryotes en général, est constitué de
quatre sous unités o de 110 a 130 kDa chacune, la PC native est un homo-
tétramere oy (39, 43). Chacune des sous unités o contient un site de fixation
pour I'acétyle CoA, I’ATP, et le pyruvate, et un site de fixation pour la

biotine (37, 41 ).
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L’autre type de PC, ouP4, retrouvée chez Pseudomonas
citronellolis, Azotobacter vinelandii et Methanobacterium
thermoautotrophicum, est une association de quatre sous-unités o de 65 kDa
contenant les sites catalytiques et quatre sous-unités f de 54 kDa (44, 45).
Chacune des sous unités des deux types de PC contient un ion métallique
bivalent Mn®" chez les vertébrés ou Zn>* chez les levures. Ces ions ont un rble
plus structural que catabolique (46, 47, 48 et 49). Quelle que soit sa structure
04 ou oyPy, la PC contient trois domaines fonctionnels. Dans sa région N-
terminale, un domaine pour la carboxylation de la biotine, un domaine pour la
transcarboxylation dans sa région centrale et enfin, un domaine porteur de la

biotine a son extrémité C-terminal (fig.4) (50).

1.4.4 Localisation subcellulaire

Selon le type d’organisme auquel on s’adresse, on distingue
deux localisations subcellulaire pour la PC. Ainsi, chez les vertébrés, la PC se
situe dans la matrice mitochondriale (51, 52) alors qu’elle est essentiellement
cytosolique chez les champignons filamenteux, les levures et les bactéries

(52).



Biotin carboxylase

Transcarboxylase
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Biotin carboxy! carrier

domain domain protein domain
167 534 1083
GGGGRG FLQECPWQR PMP
C : " ! : . — R. capsulatus (1144aa)
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Figure 4. Représentation schématique des domaines structuraux de
différentes pyruvate Carboxylases. Les séquences ont été tirées de (97)
pour la PC humaine et de (43) pour la PC de R. etli

1.4.5 Synthése de la PC

Comme toutes les carboxylases biotine dépendantes, la formation

d’une PC active ou holocarboxylase est le résultat d’une modification post-

traductionnelle qui affecte sa forme inactive appelée apoenzyme. Cette

modification consiste a I’établissement d’une liaison covalente spécifique

entre la biotine et un résidu de lysine situé prés de I'extrémité C-terminal de

I’apoenzyme. Cette réaction de biotinylation, qui entraine un changement de

conformation de la PC (53), est catalysée par une biotine ligase connue sous

le nom d’holocarboxylase synthase (54).
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1.4.6 Roles physiologiques de la PC

La pyruvate carboxylase est indispensable pour I’induction de la
sécrétion de I'insuline par les cellules B du pancréas chez I’homme et le rat.
En effet I’absence d’activité PC est associée au diabete parce que dans ces
conditions, I’induction de la sécrétion de l'insuline par le glucose est inhibée

dans les cellules B (55, 56).

En plus de sa fonction anaplérotique, la PC catalyse la premiere
réaction de la voie de la gluconéogenese. La gluconéogenése est la voie qui
permet la synthése du glucose endogene en convertissant les composés
carbonés en Cj en glucose (39). La présence d’un taux de PC et d’autres
enzymes gluconéogeniques tres élevé dans le cortex rénal et le foie, suggeére
que son premier role dans ces tissus est de participer a la gluconéogenése. Et
le fait que la synthése de la PC et des autres enzymes gluconéogéniques
augmente pendant les périodes de jeline et de faim, quand certains organes
comme le cerveau ont besoin du glucose endogeéne vient soutenir cette

suggestion (57, 58).

Par sa fonction anaplérotique, la PC participe aussi a la
lipogenese car elle est fortement exprimée pendant la différentiation des
adipocytes (59). D’autre part, la PC joue un roéle important dans le tissu
adipeux ou elle contribue a la régénération d’une proportion importante de
NADPH utilisé dans la lipogénése. En effet, la régénération du NADPH est
couplée au transport des groupements acétyles des mitochondries vers le
cytosole pour la synthése des acides gras (60) (fig.5). La PC intervient aussi
dans les astrocytes ou elle contribue a la synthése des porphyrines et de la

glutamine, un acide aminé neurotransmetteur (61, 62).
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Figure 5. Représentation schématique des fonctions anaplérotiques de la
PC chez les mammiféres, tirée de (50).
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Une étude menée chez ’humain a montré que les enfants nés
avec une déficience en PC ont des taux anormalement €levés d’acide lactique,
d’ammonium, de citrulline et de lysine dans le sang, ils meurent a ’age de
trois mois. Ceux qui naissent avec une activité PC résiduelle, développent des
retards psychomoteurs et des acidémies lactiques épisodiques quand ils

atteignent 1’adolescence (63).

La PC a une fonction essentiellement anaplérotique chez les
microorganismes. Ainsi il a été montré qu’en tant qu’enzyme anaplérotique,
la PC est essentielle pour la croissance de Corynebacterium glutamicum en
présence du glucose, quand elle est dépourvue de PEPC, et du lactate (64). De
la méme maniere, il a été rapporté que R. etli. et R. tropici n’utilisaient la PC
qu’en présence du glucose ou d’autres sources de carbone métabolisés via les
composés en C3, comme le pyruvate, pour synthétiser les composés en C4
(43). Une étude récente a démontré que la PC rétablissait la production du
succinate chez les souches d’E. coli portant une mutation nulle pepc (65).
Mais  elle participe aussi a la gluconéogenése chez de nombreux

microorganismes dont Bacillus subtilis (66).

Chez les plantes ou le glucose est synthétisé pendant la
photosynthése, elle doit avoir un réle alternatif dans la gluconéogenése a un

stade spécifique de développement, son role reste a définir (67).

1.4.7 Régulation de Dactivité enzymatique de la pyruvate carboxylase

L’activité enzymatique de la PC peut étre soumise a une
régulation allostérique dont les effecteurs dépendent a la fois de sa
localisation subcellulaire, de sa structure et de I'organisme qui la contient.
Quand elle est chez les vertébrés, son activité est activée par les dérivés acyle

CoA de courte chaine dont I’acétyle CoA. Chez les levures les dérivés acyles
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CoA de longue chaine comme le palmitoyle CoA I’active alors que I’aspartate
et le 2-oxoglutarate 1’inhibent. Ces deux inhibiteurs allostériques n’ont aucun
effet sur I’activité de la PC mitochondriale (68). De maniére générale la PC
de type a4 est activée, de fagon allostérique, par les dérivés acyles du CoA

alors que le type aiuP4 est insensible a ces dérivés acyles (68).
1.4.8 Régulation de la syntheése de la PC

La régulation de la synthése de la PC est peu connue, cependant
les études menées chez les organismes divers ont abouti aux conclusions

suivantes.
1.4.8.1 Chez I’homme et le rat

I1 existe une copie unique du géne pyc qui code pour la PC dans
les cellules sécrétrices d’insuline chez I’homme et le rat (69). La
transcription de ce géne unique est sous le contrdle de deux promoteurs
(fig.6) dont I’activité, spécifique au tissu dans lequel le géne se trouve, donne
deux trancrits primaires €pissés en cinq transcrits matures ou ARNm
différents par leurs régions 5’ non traduites (70, 71). Il a été montré que ces
régions 5’ non traduites contrdlent la traduction de ces différents transcrits,
en formant une structure secondaire qui empéche les ribosomes d’accéder

au site cap, in vitro et in vivo (72).



P2 P1
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12 3 45 6 7 8 8 10 1112 13 1415 16 1718 18
5 Be | e cDNA

Figure 6. Organisation structurale du géne pyc chez le rat et ’homme,
tirée de (50).

Le promoteur proximal n’est actif que dans les tissus
gluconéogéniques (foie et rein) et lipogéniques (tissu adipeux), alors qu’on
retrouve les transcrits issus de ’activité du promoteur distal, nécessaire a
I’anaplérose, dans une grande variété de tissus (70). L’insuline inhibe de
fagon sélective ’activité du promoteur proximal (71). Le glucose augmente
le taux des ARNm de la PC et de la PDH dans les cellules des flots
pancréatiques, ce qui suggére que ces geénes portent des éléments nécessaires

pour la réponse au glucose dans leurs régions régulatrices (73).

1.4.8.2 Chez Saccharomyces cerevisiae

On trouve deux geénes pycl et pyc2, chez Saccharomyces
cerevisiae, qui codent pour deux isoenzymes PC1 et PC2 différents par leur
région 5’ non codante (74, 75, 76). Sur un milieu minimum et en présence du
glucose, la synthése de PC2 est activée au début de la premiére phase de

croissance et réprimée pendant le reste de la période de croissance.
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Alors que PC1 est synthétisée de fagon constante pendant la
phase principale de croissance. Le fait que les deux promoteurs soient
inactivés dans la derniére phase de croissance, suggere que ces deux protéines
aient des fonctions métaboliques séparées. Ainsi PC1 jouerait un rdle
important dans le maintien de la croissance en carence d’oxygéne et dans
’établissement de la croissance en condition de gluconéogenése, alors que
PC2 permettrait la croissance sur une source de carbone métabolisée par la
voie de la glycolyse (77). De plus, la séquence non codante du géne pycl est
dépourvue de la queue poly dA/ dT, élément caractéristique des genes

exprimés de facon constitutive (78, 79).
1.4.8.3 Chez Bacillus stearothermophilus

Bacillus stearothermophilus (B. stearothermophilus) est une
bactérie thermophile. L’activité de sa PC est inhibée par la L-aspartate et
PADP, et activée par 1’acétyle CoA. L’acétyle CoA et la L-aspartate, qui
sont des effecteurs allostériques, augmentent la thermostabilité de I’enzyme
a 55°C, mais a 60°C seul I’acétyle CoA peut le faire ce qui suggere que ces

deux effecteurs aient deux sites de fixation distincts sur la PC (80).

La régulation de la synthése se fait au niveau de I’étape de
biotinylation, de I’holoenzyme PC, catalysée par I’holocarboxylase synthase.
Ce nouveau type de régulation qui se fait en limitant la réserve de biotine a
été aussi mis en évidence chez les levures, et dans les cellules hépatiques de
rat et de poulet. En effet de nombreuses études ( 81, 82, 83 et 84) ont montré
que I’addition de la biotine dans le milieu de culture augmente jusqu’a cent
fois I’activité spécifique de la PC chez B. stearothermophilus et restaure
cette activité chez les rats incapables de produire la biotine. Dans un milieu
de culture non supplémenté en biotine, les cellules synthétisent I’apoenzyme
et I’holocarboxylase synthase mais elles sont incapables de former

I’holoenzyme. Ce qui conduit a la conclusion que I’holoenzyme synthétase a
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une faible affinité pour la biotine, et qu’elle a besoin des concentrations
intracellulaires de biotine élevées pour biotinyler I’apoenzyme. L’acétyle
CoA est un effecteur allostérique positif de 1’holoenzyme synthétase car
I’addition de I’acétyle CoA dans un milieu dépourvu de biotine restaure

I’activité PC de B. stearothermophilus.
1.4.8.4 Chez Pseudomonas citronellolis

Chez Pseudomonas citronellolis, la synthese de la PC dépend de
la source de carbone du milieu de croissance. Elle est synthétisée en présence

de lactate, I’aspartate inhibe sa synthése (85).
1.5 Régulation de la PC chez Rhodobacter capsulatus

R. capsulatus est une Dbactérie photosynthétique. Elle a un
métabolisme versatile car elle est capable de croitre a la fois en présence de
lumiére de facon anaérobie et dans 1’obscurité en présence ou en absence
d’oxygene. Quelles que soient les conditions de croissance, elle utilise le CO;
ou des composés organiques tels les carbohydrates et les intermédiaires du

TCA comme source de C (86, 87).

La présence des activités PEP carboxykinase (PEPCK), PEPC et
PC a été mis en évidence dans les extraits cellulaires de R. capsulatus
(fig.7)(87). Cependant la PC semble étre la majeure enzyme anaplérotique de
cette bactérie, car les souches portant une mutation dans le géne pyc sont
incapables d’utiliser le pyruvate et les substrats métabolisés via le pyruvate
comme source unique de C. De grandes avancées ont été faites, dans la
compréhension biochimique et génétique de la fixation du CO, par les
bactéries photosynthétiques (87, 88), mais de nombreuses interrogations
subsistent sur le métabolisme hétérotrophique du carbone et son contrdle

moléculaire.
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I1 a été montré que l'activité de la PC est faible dans les extraits
cellulaires de R. capsulatus quand elle utilise le malate ou I’acétate comme
source de C, et que ses extraits cellulaires ont une activité PC trés élevée
quand elle utilise le lactate (89). Récemment, la PC de R. capsulatus a été
purifiée et caractérisée biochimiquement (90, 91). La régulation de sa
synthése a été étudice de fagon quantitative par immunoblot lors des travaux
entrepris dans notre laboratoire (90). Ainsi la synthése de la PC est induite
par la pyruvate, réprimée par les intermédiaires du TCA, stimulée par
I’aérobiose, directement corrélative au taux de croissance, directement

proportionnelle au ratio pyruvate/ acides C-4 dicarboxyliques intracellulaire.
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1.6 Description du projet de recherche
1.6.1 Hypotheése de travail

Les études réalisées dans notre laboratoire sur I’analyse des taux
intracellulaires de pyruvate et des intermédiaires du TCA de R. capsulatus
dans différentes conditions de culture, démontrent que son contenu en PC est
directement proportionnel au rapport entre le pyruvate et les C-4
dicarboxylates. Ces résultats suggérent que la régulation de la synthése de la
PC par I’oxygene et sa corrélation directe avec le taux de croissance doivent
reﬂétér ce qui se passe au niveau de la balance intracellulaire du pyruvate et
des C-4 dicarboxylates. Notre hypothése de travail est qu’il existe un
mécanisme régulateur spécial qui contrdle la synthése de la PC au niveau
transcriptionnel chez R. capsulatus. Pour cela nous proposons deux modeles,
le premier fait intervenir un seul régulateur transcriptionnel dont la capacité
de se fixer a I’ADN est régulée par la balance intracellulaire pyruvate/C-4
dicarboxylates. Dans le deuxiéme modele, deux régulateurs transcriptionnels
sont impliqués, un qui en présence de ’oxygene active la transcription du
géne pyc et 'autre qui réprime I’expression de la PC en présence des C-4

dicarboxylates.

Nos recherches bibliographiques nous ont menés a deux
enzymes, bien étudiées chez les entérobactéries, dont la synthese est induite
par le pyruvate. Il s’agit du complexe de la pyruvate deshydrogénase (PDH)
et de la pyruvate formate lyase (PFL). Le complexe PDH de E. coli
comprend trois enzymes codés par les génes aceE, acel et Ipd de 1’opéron
pdhR-aceEF-Ipd (92). Le premier géne de 'opéron, pdhR, code pour le
régulateur PdhR qui réprime 1’activité du promoteur pdh (92). La syntheése du
complexe PDH est induite par le pyruvate, qui affecte de fagon spécifique la
capacité de PdhR a se lier a ’ADN (92, 93) et est partiellement réprimée par

un exces de glucose, d’acétate ou d’intermédiaires de TCA (92). La
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deuxiéme enzyme régulée par le pyruvate chez E. coli, la PFL, est ’enzyme
centrale du métabolisme anaérobie du glucose. Elle catalyse le clivage non
oxydatif du pyruvate en acétyle CoA et formate (94). L’induction de sa
synthése en anaérobiose implique la participation des régulateurs
transcriptionnels FNR et ArcA, et son expression est plus élevée en présence

du pyruvate (95).

Récemment, ’analyse des séquences (96) a révélé la présence
d’un cadre de lecture ouvert ou orf, associé au géne fur chez R. capsulatus,
qui code pour une protéine de 28,68 kD appartenant a la famille des
régulateurs transcriptionnels GntR (Prosite: PDOC 00042). Les régulateurs
GntR ont tous en commun un motif hélice-tour-hélice a leur extrémité N-
terminal (fig.8) et ils sont impliqués dans la régulation du métabolisme du
carbone chez de nombreuses bactéries (98). Parmi les régulateurs de cette
famille chez E. coli on trouve PdhR, le répresseur de [’opéron pyruvate
deshydrogénase; GlyC, I’activateur du locus malate synthase; FadR, le
régulateur multifonctionnel du métabolisme des acides gras. Nous avons
introduit une mutation dans ce nouvel orf en y insérant la cassette de la
résistance a la kanamycine (Kan®). Le mutant de R. capsulatus obtenu,
souche RcAY67, présente des caractéristiques intéressantes, la synthese de la
PC n’est plus inhibée par les intermédiaires du TCA et I’activité¢ enzymatique
du complexe PDH diminue de cing a dix fois. Les caractéristiques combinées
de la protéine codée par cet orf et du mutant ReAY67, nous permettent de
penser que l'orf trouvé code pour un régulateur transcriptionnel, baptisé
RcpdhR, impliqué de fagon directe ou non dans la régulation de la synthése

de la PC chez R. capsulatus.
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1.6.2 Objectifs

L’objectif principal de mon étude est d’étudier les mécanismes
moléculaires qui régulent la synthése de la pyruvate carboxylase au niveau
transcriptionnel chez R. capsulatus. Pour cela mon projet de maitrise
comprend deux volets, le prémier concerne 1’étude de I’activité du promoteur
du géne pyc dans différentes conditions de culture, et le second

Pidentification d’une interaction éventuelle entre la protéine RcPdhR et le

promoteur pyc.
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RYPO1640 DEDLQRIRECHTVIQQAQDNGD-~LDAZADAVMQYQVAVTEAARNVVLLELLRCMGEMLE
RECO0113 DEDKERIRELHHAIEIAQQSGD-LDMSMVLQYQIAVTEFMWVLLHLLRQEW
RPAQS8S0 SLDHQRLTEAFEALQACYARNDQVSAEEGAADAR FHLATAEASENTVLLET IXKGLE DLLR
RRCQ0852 DTDHWIDAILTMTAHGKRN-*PADEAALDAQFZ‘.!‘MVEAS?MD‘IWDLL

* o . e - * saceNe WHoRH s aRH oo o .
RYPQ1640 QNVRONFELLYLRR-EMLATVSSHRARI FZAIVARE PEXAREASHERHLAFIESILLDLSR
RECO0113 QNVRQNFELLYSRR-EMLPLVSSERTRI FEAIMAGKPEEAREASHRELAFIEEILLDRSR
RPAQOS850 RNW'I'NIGMAQRTETRAQUEQHQRLYDAIZSGQAELARE.VSNQHIEYVQEVLAEVQE
RRCO0S52 EWWQW’STRMQMWWDGWMWWTHHX
* * R * . .. . e . ~x He e * .
RYPQ1640 EHSRRERSLRRLQQORKE -~~~
REC00113 EESRRERSLRRLEQRKN---
RPAO5850 EARRMKRSQRRRSVQED-~~
RRCO0S52 AERHEALARLRLQHQSAKAP
- - * .

Figure 8. Alignement de la séquence d’acides aminés de la PdhR de R.
capsulatus (RRC00952) avec les séquences des PdhR homologues.

Yersinia pestis (RYP01640), E. coli (REC00113), Pseudomonas aeruginosa
(RPA05850. Le motif hélice-tour-hélice est encadré et les résidus d’acides

aminés conservés sont indiqués par les astérisques.
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Nous avons plusieurs raisons d’entreprendre cette étude chez R.
capsulatus. D’abord parce que le phénoméne de catabolique répression
inverse a été mis en évidence chez R. capsulatus, et nous pensons que 1’étude
de la régulation de PC chez cette bactérie nous dévoilera I’existence d’un ou
plusieurs nouveau(x) mécanisme(s) régulateurs. Ensuite parce que la PC est
la seule enzyme anaplérotique liée au pyruvate connue chez R. capsulatus,
elle représente donc un modele simple pour I’étude de la régulation
métabolique d’une enzyme anaplérotique. Enfin parce que deux voies
anaplérotiques, indépendantes du pyruvate, sont présentes chez R
capsulatus, il s’agit du cycle du glyoxalate et de la propionyle-CoA (99).
Nous pensons que le modéle de régulation de la PC peut potentiellement étre
étendu a d’autres systémes anaplérotiques. De plus le géne pyc a été cloné, sa
séquence est bien connue, et les manipulations génétiques sur R. capsulatus

sont bien développées.

L’activité du promoteur pyc est suivie au moyen d’une fusion
traductionnelle entre le promoteur pyc et le géne rapporteur /acZ. L’activité B
galactosidase (B- Gal) de la fusion pyc-lacZ est dosée dans la souche
sauvage et le mutant RepdhR de R. capsulatus dans les conditions de culture
variées, pour confirmer les résultats obtenus par immunoblot et mettre en
évidence la régulation transcriptionnelle de la synthése de la PC. Les
fragments générés par les délétions unidirectionnelles du promoteur pyc sont
fusionnés au géne lacZ. L’activité B- Gal de ce deuxiéme type de fusion
nous permet d’identifier a la fois les régions du promoteur impliquées dans la
régulation en cis de I’expression de la PC, la séquence minimale nécessaire
au maintien de ’activité du promoteur pyc et enfin le nombre de régulateurs

impliqués dans cette synthese.

Afin d’étudier une éventuelle interaction directe entre RcPdhR et

le promoteur pyc, nous avons surexprimé et purifi¢ RcPdhR pour 'utiliser
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dans des expériences d’Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA) ou
retard de migration sur gel. Une telle analyse réalisée en présence
d’activateurs ou d’inhibiteurs connus de la syntheése de la PC, nous apporte
des informations préliminaires sur le type, directe ou non, de l’interaction
entre le régulateur et le promoteur pyc, et les conditions qui favorisent cette

interaction.



CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES
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2.1 MILIEUX DE CULTURE

2.1.1 Milieu Luria-Bertani(LB)
Bactotryptone : 10g; extrait de levure : 5Sg; NaCl : 5¢g; eau distillée :11. Pour un

milieu solide, agar :15g.

2.1.2 Milieu 2YT
Bactotryptone : 16g; extrait de levure : 10g; NaCl : 5g; eau distillée : 1L, le pH
est ajusté a 7 avec le NaOH 10M.

2.1.3 Milieu YPS
CaCl; (IM): 2mL; MgSOy4 (IM) : 2ml; extrait de levure : 3g; bactopeptone; 3g;

eau distillée :11. Pour un milieu solide, agar : 15g.

2.1.4 Milieu minimum RCV

Milieu minimal contenant au départ des sels minéraux (98), FeS04.7 H,O : 10mg
par litre; tampon KPO,4 :19 mM ; une source d’azote, le (NH;4)2SOy4: 30mM et
une source de C qui dans notre cas est le fumarate : 30mM, le lactate : 30mM'»; le

glutamate; 30mM ou le pyruvate; 40mM.

2.1.5 Milieu SOC
Bactotryptone : 20g; extrait de levure : 5g; NaCl: 0.5g; KCI 1M; 2.5 mL; eau
distillée : 900ml, le pH est ajusté avec le NaOH 10M. Aprés l’autoclave on

rajoute le glucose stérile : 20mM.

2.1.6 Milieu yB
Bactotryptone :20g; extrait de levure :5g; eau distillée :990ml , le pH est ajusté a

7.6 avec du KOH et le MgSO,;10mM est rajouté aprés 1’autoclave.
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2.1.7 Les antibiotiques utilisés.

Les antibiotiques sont ajoutés au milieu apres la stérilisation aux

concentrations(pg /ml) suivantes.

Antibiotique E. coli | R. capsulatus
Ampicilline 50 50
kanamycine 25 25
rifampicine 25 25
tétracycline 25 0.5

2.2 TAMPONS

2.2.1 Tampon Tris- HCl 1M
Tris-base : 60,55g; HC1 (1M) : pour pH 7.5 (34,2 ml), pour pH 7,6 (30ml), pour
pH8,0 (42ml); eau distillée a 500ml.

2.2.2 Tampon T.E
Tris-HCI pHS8,0 : 10mM; EDTA : ImM.

2.2.3 Tampon Phosphate 0,1M (pH7,0).
Na,HPO,4.7 H,0 : 4,03g; NaH,POy4. 7 HyO : 1.38g; eau distillée & 250ml.

2.2.4 Tampon TAE 1X
TAE 50X : 20ml; eau distillée a 11.
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La solution stock de TAE 50X se compose de Tris-base : 242g; acide acétique
glaciale : 57,1ml; EDTA 0,5M : 100ml; eau distillée a 11.

2.2.5 Tampon TBE 1X

TBE 10X : 10ml; eau distillée a 11.

La solution stock de TBE 10X contient; le Tris-base; 108g; acide borique :55g;
EDTA : 40ml; eau distillée a 11.

2.2.6 Tampon de liaison 5X pour PEMSA
Tris-HCI pH8,0: 20mM; MgCl,: 10mM; EDTA :1mM; KCI:120mM,;
Glycérol :10%; DTT :1mM; compléter a Sml avec de I’eau distillée.

2.2.7 Tampon 5X pour la Mung Bean nucléase
Sodium acétate pH 5: 50mM; zinc acétate: 0,5mM; L-cystéine: SmM;
NaCl :250mM; glycérol : 25%.

2.2.8 Tampon 2X pour P’exonucléase I1I
Tris-HCI1 pH 8 : 100mM; MgCl, : 10mM.

2.2.9 Tampon A pour la purification de RePDHR
Tris-HCI pH 7,4 : 50 mM; EDTA : 1 mM; MgCl,: 1 mM,; Na-azide : 1 mM,;
DTT : 1 mM; PMSF : 0,1mM; glycérol : 10%.

2.3 SOLUTIONS

2.3.1 Solution de SDS 10%
SDS : 50g; eau distillée :500ml.

2.3.2 Solution d’EDTA 0.5M (pH 8)
NaOH : 20g; EDTA : 168,1g; eau distillée a 11 .Le pH est ajusté & 8,0 avec du
NaOH.
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2.3.3 Acétate de potassium 3M (pH4,8)
Acétate de potassium 5M : 60ml; acide acétique glacial; 11,5ml; eau distillée a

100mL.

2.3.4 Acétate d’ammonium 7.5M

Acétate d’ammonium :57,8¢g; eau distillée a 100ml.

2.3.5 Acétate de sodium 3M (pH 5,2)
Acétate de sodium : 40,8g; eau distillée : 80ml. Le pH est ajusté a 5,2 avec

I’acide acétique glacial et compléter le volume & 100mL avec I’eau distillée.

2.3.6 Solution TFBI
KOAc : 30mM; KCI :100mM; CaCl,: 10mM; MnCl;: 50mM; glycérol : 15%.
Le pH est ajusté a 5,8 avec I'acide acétique et la solution est stérilisée par

filtration.

2.3.7 Solution TFBII
PIPES : 10mM; CaCl,: 75Mm; KCI : 10mM; glycérol :15%. Le pH est ajusté a

6,5 avec le KOH et la solution est stérilisée par filtration.

2.3.8 SSC10X

SSC 20X; 500ml; eau distillée :500ml.

La solution de SSC 20X se compose comme suit : NaCl :175,3g; Sodium citrate-
2H,0 : 88,2g; eau distillée : 800ml. Le pH est ajusté a 7,0 avec de I’'HCI et le

volume est complété a 11 avec de ’eau distillée.

2.3.9 Solution stop 3X pour les digestions par les enzymes de restriction

Tris-HCI pH 7,5 : 10mM,; glycérol :20%; SDS : 1%,; bleu de bromophénol :0,1%.



2.3.10 Solution stop 5X pour PEMSA

TBE 10X : 5ml; Glycérol 100% : 5ml; bleu de bromophénol : 20mg; Xyléne
cyanol : 20mg.

2.3.11 Solution de lysozyme

Tris-HCI (pH8,0) : 50mM; EDTA : 10mM; glucose :50mM; lysozyme :5mg /ml;

RNaseA 40pg / ml.

2.3.12 Solution de lyse pour le dosage de I’activité B galactosidase

Toluéne : 0,5ml; B- mercapto éthanol :2,5 ml; MnSO, 20mM : 0,5 ml; SDS

10% : 0,5ml

2.4 LES SOUCHES UTILISEES

Souches Description Origine
AKOB 2 pAKOB 2 dans DH 5a Cette étude
AKOB 21 pAKOB 21 dans DH 5o Cette étude
AKOB 21° pAKOB 21 dans BL 21 Cette étude
AMO 10 pAMO 10 dans DH 5a Cette étude
BL 21(DE3) ompT gal hsdS contenant New England Biolabs, Inc
DE3, un prophageX porteur
du gene de la T7 RNA
polymérase
DH 5a $80dlacZAM1S A(lacZYA- | Statagene
argk) recA endA hsdR supE
S17.1 pRP4-2-Tc : : Mu-Km : :7n7 | (100)
intégré dans le chromosome

Tableau 1 : les souches d’E. coli utilisées dans cette étude.
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Souches Descripﬁon Origine
SB1003 Souche sauvage (101)
RcABI pABI dans SB1003 Cette étude
RcABI11 pAB11 dans SB1003 Cette étude
RcABI13 pABB dans SB1003 Cette étude
RcAB14 pAB14 dans SB1003 Cette étude
RcABI1S pAB1S5 dans SB1003 Cette étude
RcSABI1 pABI1 dans RcAY67 Cette étude
RcSABI11 pAB11 dans RcAY67 Cette étude
RcSABI13 pAB13 dans RcAY67 Cette étude
RcSAB14 pAB14 dans RcAY67 Cette étude
RcSABIS pAB15 dans RcAY67 Cette étude
RcAY67 Re pdhR : : kan" Collection de notre

laboratoire

Tableau 2 : liste des souches de R. capsulatus.

2.5 LES PLASMIDES UTILISES

Plasmides Description Origine

pABI1 Fusion pyc(1,04kb)- lacZ dans Cette étude
PHU235

pABI11 Fusion pyc’(900pb)-lacZ * Cette étude

pAB13 Fusion pyc’(600pb)-lacZ Cette étude

pAB14

Fusion pyc'(500pb)-lacZ

Cette étude
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pABIS Fusion pyc’(300pb)-lacZ Cette étude
pAKOB2 RepdhR (1,6kb) cloné dans pT7-5 | Cette étude
pAKOB21 pAKOB20 sans les 70 nt Cette étude
renfermant une séquence
inversement répétée en amont du
promoteur de RepdhR (1,53kb)
pPAMOI10 Le promoteur pyc cloné dans Cette étude
pBluescript
pAY34 RepdhR cloné dans pUCIS Collection du
laboratoire
pAY48 2,38 kb HindlIlI contenants le Collection du
début du gene pyc et larégion de | laboratoire
son promoteur bans pBluescript
pMAS 0.96 kb PsfI- BamHI contenant le | Cette étude
promoteur pdh de R. capsulatus
cloné dans pBluescript
pBluescript I | Phagmide, amp", lacZ contenant Stratagene
’origine de réplication du phage
fl ‘
pPHU235 Vecteur, tet", de fusion lacZ (102)
pT7-5 Vecteur, amp", d’expression des (103)

genes contenant le promoteur T7.

Tableau 3 : Liste des plasmides utilisés dans cette étude.

* pyc’
promoteur.

est utilisé pour souligner la délétion introduite dans la région du
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2.6 METHODE DE MANIPULATION DE L’ADN
2.6.1 Extraction de PADN plasmidique

2.6.1.1 L’extraction d’ADN plasmidique (MINI-PREP) selon le protocole de
Birboim et Doly (104).

Cette technique d’extraction rapide d’ADN plasmidique permet
d’obtenir environ 5 pg d’ADN & partir de 5ml de culture de nuit dans un bouillon

LB.

La culture de nuit est centrifugée a 1500 rpm pendant 15 minutes et
le culot bactérien est resuspendu dans 200p de solution de lysozyme avant d’étre
incubé pendant 15 minutes sur la glace. On ajoute 400ul de NaOH-SDS
fraichement préparé (0,2N NaOH; 1% SDS) et on place sur la glace pendant 5
minutes apres avoir inverser le tube plusieurs fois. 300ul d’acétate de potassium
sont rajoutés et aprés 10 minutes d’incubation 4 —20°C, on centrifuge a 4°C
pendant 15 minutes a 14 rpm. Le surnageant est transféré dans un nouvel
Eppendorf et on y rajoute 700ul d’isopropanol froid. Aprés 15 minutes
d’incubation a —20°C, on centrifuge & 4°C. Le culot ’ADN est rincé avec
I’éthanol 70% froid (—20°C), séché et resuspendu dans 200ul de tampon T.E. Une
précipitation avec 100ul d’acétate d’ammonium 7,5 M est suivie d’une incubation
420 °C et d’une centrifugation & 4°C. Apreés avoir transféré le surnageant dans
un nouvel Eppendorf, on lui ajoute 3 volumes d’éthanol 100% froid (—~200C) et on
I’incube 15 minutes 4 —20°C. L’ADN est recueilli par une centrifugation de 15
minutes 4 4°C et le culot est rincé avec 1’éthanol 70% froid), séché et resuspendu

dans 25 a 45ul de tampon T.E additionné de 40pg /ml de RNaseA.
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2.6.1.2 Midi-préparation d’ADN plasmidique

Pour les applications qui exige une grande concentration d’ADN
plasmidique superenroulé, pour les délétions a I’exonucléase III, les colonnes

“Tip 100" de Qiagen sont utilisés suivants les recommandations du fabricant.

2.6.2 Digestion de ’ADN par les enzymes de restriction et ligation

La digestion de I’ADN par les enzymes de restriction et le clonage
des produits de digestion dans les différents vecteurs sont faits selon les
recommandations du manufacturier. Les enzymes de restrictions, la ligase, les
tampons de digestion et de ligation proviennent des compagnies suivantes :
Boehringer Mannheim, New England Biolabs (NEB) et Bethesda Research
Laboratory (BRL).

2.6.3 Méthode de purification de PADN : “"Gene clean™

La technique du “Gene clean™ de BiolOl est exécutée selon les
instructions du manufacturier. Cette technique permet d’extraire de I’ADN d’un
gel d’agarose ou de le purifier, en le débarrassant des résidus de sels, de

nucléotides libres, d’enzymes de restriction etc.

2.6.4 Extraction phénol chloroforme

Un demi-volume de phénol tamponné ainsi qu’un demi-volume
de chloroforme— alcool isoamylique sont rajoutés au mélange réactionnel
ADN-enzyme (s). On centrifuge le tube pendant 30 secondes aprés ’avoir
vortexer pendant 15 minutes. Apres avoir recueilli la phase aqueuse dans un
nouvel Eppendorf, on y rajoute un volume de chloroforme- alcool

isoamylique, on vortexe et on centrifuge. La phase aqueuse renfermant
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I’ADN est transférée dans un nouvel Eppendorf avant de procéder a un Gene

Clean ou a une précipitation a I’éthanol.
2.6.5 Transformation d’E. coli
2.6.5.1 Préparation des cellules compétentes

Une quinzaine de colonies, striée la veille, sont utilisées pour
ensemencer 10ml de milieu yB et le tout est incubé a 37 °C sous agitation. Des
que la culture atteint une D.O. a 550 nm de 0.28, on inocule 100ml de milieu yB
avec 5ml de cette culture et, quand cette nouvelle culture a une D.O 4 550 nm de
0,28, on la refroidit dans la glace. Ensuite, on centrifuge la culture a 2000 rpm
pendant 10 minutes, le culot est repris dans 40 ml de solution TFBI et gardé sur la
glace pendant 5 minutes. Aprés une deuxiéme centrifugation & 2000 rpm pendant
10 minutes, on resuspend le culot dans 4 mL de solution TFBII et gardé 15
minutes dans la glace. Puis des aliquots de 100ul de ces cellules compétentes sont

faits et refroidis dans de ’azote liquide.
2.6.5.2 Transformation

Un volume maximal de 10ul est rajouté & 100ul de ces cellules
competentes, préalablement décongelées, et I’'ensemble est maintenu dans la glace
pendant 30 minutes. Ensuite, on fait subir un choc thermique au mélange en le
faisant passer & 42°C pendant 90 secondes puis 2 minutes dans la glace. On
rajoute 400pl de milieu yB au mélange et le laisse incuber & 37°C pendant 60
minutes, sous agitation, pour le délai phénotypique. Aprés une centrifugation a
2000 rpm pendant 2 minutes, le culot est resuspendu dans 200u! de milieu yB et

étalé sur le milieu sélectif approprié (105).
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2.6.6 Electroporation

L’¢lectroporation est réalisée suivant le protocole décrit par

Zabarovsky et Winberg ( 106).

2.6.7 Construction de la fusion traductionnelle pyc-LacZ

Comme illustré dans la figure 9, la fusion pyc-lacZ a été faite dans le
vecteur de fusion PHU235(100). Le vecteur PHU235 porte le géne qui confére la
résistance a la tétracycline et le géne reporteur lacZ dépourvu de promoteur et
précédé d’un site polylinker. Nous avons utilisé un fragment d’ADN de 1,043 kb
HindIIl- EcoRI du plasmide pAY48, pour construire cette fusion. Ce fragment
d’ADN contient la région du promoteur et 270 pb de la séquence codante du
gene pyc.

Pour que la fusion soit fonctionnelle, le promoteur pyc doit étre cloné
en phase avec le cadre de lecture du géne lacZ. Les sites de restriction HindIl/ et
EcoRI ne peuvent pas étre retenus pour ce clonage car ils permettent 1’insertion
du promoteur pyc dans le sens inverse & celui de la transcription de /acZ. Nous
avons donc du recourir a un plasmide intermédiaire (fig.9), le fragment HindIII-
EcoRI a été cloné dans le plasmide Bluescript créant ainsi le plasmide pAMO10,
pour avoir les sites de restriction nécessaires au clonage du promoteur pyc dans le
bon sens. Puis pAMOI10 est digéré par les enzymes de restriction Pstl et Xhol et
le fragment X#oI-Pstl est cloné dans le vecteur PHU235 pour donner naissance au
plasmide pAB1 portant la fusion pyc-lacZ. Le plasmide pABI est transféré dans
la souche SB1003 (RcAB1) et dans la souche RcAY67 (RcSABI) de

R.capsulatus par la transconjugaison biparentale (107).
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Figure 9. Construction de la fusion traductionnelle pyc-lacZ

2.7 La création des délétions dans le promoteur pyc

Les délétions unidirectionnelles du promoteur pyc ont été obtenues en
utilisant exonucléaselll (exolll) et ]a mung bean nucléase de la compagnie BRL.

L’exonucléase IIT digere a partir des extrémités 3’des fragments d’ADN & bouts
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francs ou 5’flottantes, la mung bean nucléase quant a elle, digére I’ADN simple

brin pour générer les fragments d’ADN a bouts francs.

C’est ainsi que nous avons digéré le pAMO10 par Xhol, qui crée des
extrémités S’flottantes, et Apal qui lui crée des extrémités 3’flottantes afin de
protéger la digestion de Bluescript par 1’exolll. Apres la double digestion, on fait
une extraction phénol / chloroforme pour éliminer les enzymes de restriction. Puis
le plasmide pAMOI10 digéré est mis en présence de I’exolll et la mung bean
nucléase suivant le protocole des délétions proposé par BRL. De cette maniere
nous avons obtenu des plasmides délétés de fagon unidirectionnelle dans le
promoteur pyc (fig.9 ), en effet le caractére unidirectionnel de ces délétions est
confirmé par la digestion des plasmides obtenus par Kpnl qui coupe dans
bluescript et EcoRI qui coupe a 'extrémité 3’ du fragment de 1,043kb. Seules les
plasmides suivants ont €té utilisés pour 1’étude de 1’activité du promoteur ainsi
délété : pAMOI11 (900pb), pAMOI13 (600pb), pAMO14 (500pb) et pAMO15
(300pb).

Le clonage dans PHU235 a été fait en utilisant les sites de restriction
Kpnl et Pstl, et les plasmides résultants pAB11 (900pb), pAB13 (600pb), pAB14
(500pb) et pAB15 (300pb). Une étape intermédiaire est nécessaire, elle consiste a
vérifier le succes du clonage en faisant digérer les plasmides obtenus par EcoRI
qui a un site de restriction dans le vecteur et un autre a I’extrémité 3’ du fragment
contenant le promoteur pyc. Ces nouveaux plasmides ont été transférés dans la
souche SB1003 de (R. capsulatus) pour donner les souches RcAB11 RcAB13,
RcAB14 et RcABIS, et dans la souche RcAY67 pour avoir les souches
RcSAB11, ReSABI13, ReSAB14 et ReSABIS.

2.8 La transconjugaison biparentale

La transconjugaison biparentale est une variante de la conjugaison,

qui est le mode de transfere de matériel génétique entre deux bactéries par
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I'intermédiaire du pont de conjugaison. Mais dans la transconjugaison
triparentale, ce transfert implique trois bactéries la premiére, la souche donneuse
de I’ADN, qui dans notre cas est AMOI10 d’E. coli. La deuxiéme, la souche
réceptrice, SB1003 ou RcAY67 de R. capsulatus dans notre cas. Et enfin la
troisiéme bactérie, dans notre cas la souche S17.1 d’E. coli qui contient dans son
chromosome les sites mob, qui codent pour la synthése des protéines de
mobilisation, nécessaires au transfert d’un plasmide d’une bactérie vers R.

capsulatus.

Le protocole de la transconjugaison s’étend sur deux jours. Le
premier jour, on inocule 2ml de LB avec 100ul d’une culture de nuit de S17.1 a
laquelle les fusions pyc-lacZ ont été transférées par électroporation. Aprés trois a
quatre heures d’incubation a 37°C sous agitation, on centrifuge 0,5 ml de la
culture et le culot est repris dans 0,5ml de LB. Ensuite, 0,5 ml d’une culture
anaérobie, dans la lumiére et & 30°C, de la souche SB1003 ou RcAY67 de R.
capsulatus. Aprés avoir bien mélangé, on proceéde & une centrifugation et le culot
est resuspendu dans 0,3 ml de milieu YPS et placé sur un filtre de nitrocellulose
préalablement installé sur un petri YPS. On I'incube a 30°C pendant une nuit. Le
deuxiéme jour, on lave les filtres de nitrocellulose avec 0,3 ml d’YPS et oﬁ fait
une série de dilution 1: 100; 1:1000; 1 :10000. Ensuite 200ul de chacune des
deux derniéres dilutions sont étalés sur les milieux YPS-rif-tet pour le mélange
S17.1( pyc-lacZ ) et SB1003 ou sur les milieux YPS-kan-tet pour le mélange
S17.1( pyc-lacZ ) et ReAY67. Les milieux sont incubés a 30°C pendant deux,

trois ou quatre jours si cela est nécessaire.
2.9 Les conditions de culture
Les colonies isolées et purifiées par les stries d’épuisement sont

utilisées pour faire les cultures de biomasse sur les milieux cités ci-dessus et

I’incubation se fait dans les mémes conditions. C’est donc a partir de ces cultures
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de biomasse qu’on lance des cultures anaérobies dans 17,1ml de bouillon YPS-
rif-tet pour les souches RcAB1,11, 13, 14 et 15 ou YPS-kan-tet pour les souches
RcSABI,11, 13, 14 et 15. Les tubes de 17,1ml ensemencés sont incubés & 3OOC,
dans la lumiére pendant deux, trois ou quatre jours. Iml de chaque culture liquide
est utilisé pour ensemencer de nouveau 17,1ml de méme milieu et dans les mémes
conditions d’incubation, cette opération est répétée au moins trois fois pour avoir
des cultures métaboliquement actives. C’est seulement a ce stade qu’on peut
lancer les cultures dans le milieu minimum RCV-(NH4") additionné des
différents intermédiaires du TCA. Pour les cultures anaérobies dans la lumiére,
1ml de la culture liquide dans YPS est utilisé pour ensemencer 17,1 ml de milieu
minimum supplémenté et incubé dans les mémes conditions que précédemment.
Pour les cultures aérobies dans 1’obscurité, on inocule 5Sml de milieu minimum
supplémenté avec 0,5 ml de la culture liquide dans YPS. On recouvre le tube
cappal de papier aluminium et on le place sous agitation a 30°C dans I’obscurité

toute une nuit.
2.10 Le dosage de P’activité B galactosidase
Le protocole suivi pour le dosage de I’activité  galactosidase des

fusions pyc-lacZ est celui décrit par Miller (108). Les unités Miller de

Iactivité P galactosidase sont évaluées par la formule suivante :

1000 X D.0.420

Unité Miller =
Temps (min) X volume (ml) X D.0.660

Apres une incubation d’une nuit dans les milieux et les conditions de culture
appropriées, les cellules sont mises dans la glace et on prend leur D.0.660.
Ensuite on ajoute 100ul de solution de lyse a 2 ml de chacune des cultures,
aprés avoir vortexer pendant 15 secondes, on incube au bain-marie a 28°C

pendant 15 minutes. 0,5 ml de cellules lysées sont transférés dans un tube
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13X 100mm contenant 0,5 ml de tampon phosphate 0,1M. Aussitdt fait, on
ajoute 0,2 ml d’ONPG (o-nitrophényl-B-D-galactopyranoside) frais et on
place rapidement les tubes 4 28°C jusqu’a ce que le mélange devienne jaune.
La réaction est ensuite arrétée par ’addition de 0,5 ml de Na,CO3 1M et on
note le temps de la réaction (depuis I’ajout de 1 ‘ONPG). Finalement une
lecture de la D.O. a 420 nm est faite avec un tube ayant tout a I’exception de

I’ONPG.
2.11 Clonage et surexpréssion de RePdhR
2.11.1 Clonage du géne RcpdhR

Le fragment de 1,6 kb EcoRI-Sacl du plasmide pAY34,
contenant le géne RcpdhR, a été cloné dans le vecteur de surexpression
pTrc99A pour créer le plasmide pAKOB2. Mais il y a une séquence
inversement répétée de 70 nt (fig.16) en amont du promoteur RepdhR qui
serait a l'origine de nos difficultés a surexprimer RcPdhR & partir de
pAKOB2. Nous avons donc été amenés & éliminer les 70 nt, en faisant une

PCR inverse, pour essayer de résoudre ce probléme.

La PCR inverse illustrée dans la (fig.10 ) a été réalisée avec™
Expand™ Long Template PCR System™ de Boehringer Mannheim. Le
protocole a été suivi selon les recommandations du fabricant. Les amorces
utilisées s’hybrident de part et d’autre des 70 nt de la matrice d’ADN qui
contient la séquence inversement répétée qu’on veut déléter. Le site de
restriction de Bg/ll (absent sur pAKOB2) a été rajouté en 5’des amorces
pdhR1 : °CCAGATCTGCTGCTTACCGGTTCGGACG®, et pdhR2:
"CCAGATCTGTTTCTGACCACGGGAGAGA?®. Le produit de la PCR est
digéré par Bg/Il pendant toute une nuit, et ligué pour donner le plasmide

pAKOB21.
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Figure 10. Schématisation de la délétion de la séquence inversement
répétée située par la PCR inverse.
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2.11.2 Surexpréssion de RcPdhR

10 ml de bouillon 2YT (ou LB), auxquels on a ajouté
I’ampicilline, sont ensemencés avec 100ul d’une culture de nuit des souches
d’E. coli AKOB20 ou AKOB21, faite dans le méme milieu. On incube la
culture a 37°C sous agitation, une fois que sa D.0O. a 600 nm se situe entre 0,6
et 1, on induit la surexpression de la protéine on ajoutant ImM d’IPTG. La
culture est incubée & 37°C avec agitation pour une nuit. Ensuite la culture
induite est centrifugée a 12 000 rpm pendant 10 minutes et le culot est
resuspendu dans 1 & 2 ml de Tris-HCl (pH 8) 100mM et soumis a la

sonication( 2 fois 30 secondes).
2.11.3 Purification partielle de RePdhR

Une culture d’11 d’AKOB21, induite par I'IPTG, est centrifugée
a 10000 rpm pendant 15 minutes et le culot est repris dans 30 ml de tampon
PdhR A (glycérol 20%). Aprés la sonication, on centrifuge a 15000 tpm
pendant 1 heure et le surnageant est soumis a la chromatographie sur colonne
d’Heparine-sepharose  ("'Hi-TRAP  Heparin Agarose’” d’Amersham
Pharmacia Biotech) équilibré avec le tamponA. Apreés avoir lavé la colonne
avec 10 volumes de tampon A, I’élution est faite selon un gradient linéaire de
02a0,5M de (NHg )2SO4 dans le tamponA. On ajoute 5 volumes de tampon
A (' sans sels) au produit de I’¢élution et on fait une dialyse contre le tampon A

avant de le concentrer par ultrafiltration dans le PM10 ( Amicon).
2.12 Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA)

Le fragment d’ADN de 1,043 kb EcoRI-Hindlll de pAMOI0,
contenant la région du promoteur pyc et les premiers 270 pb de la séquence
codante du gene pyc, est marqué a son extrémité 3’ par la DIG en utilisant la

Terminal Transférase. La réaction est réalisée en suivant le protocole du
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fournisseur Amersham Pharmacia Biotech. Les expériences d’Electrophoresis
Shift Mobility Assay (EMSA) sont menées selon le protocole développé
précédemment pour la protéine PAhR d’E. coli (90). La réaction est faite dans
un volume final de 15pl qui comprend, 21ng d’ADN marqué a la DIG; SuM
de RcPdhR; 110 ng d’ADN de sperme de saumon; 3 pl de Tampon de liaison
5X et ImM des intermédiaires du TCA si nécessaire et la réaction est incubée
a 30°C pendant 30 minutes. Apres avoir rajouté 3pl de solution stop 5X, on
soumet I’ensemble & 1’électrophorése (6 Volt / cm 4 4°C) dans un gel

d’agarose 0,8% ( fait dans du TBE 0,5X) pendant 4 heures.

Une fois que la migration est terminée, on transfere par capillarité
I’ADN sur une membrane de nylon par la technique de Southern (106). Apres
au moins une nuit le transfére est arrété et la membrane est fixée de maniére
covalente par une exposition aux rayons ultraviolets (UV Stratalinker). La
détection des bandes d’ADN sur la membrane par chimiluminescence, est
faite selon le protocole décrit dans Amersham DIG Luminescent Detection

Kit for Nucleic Acids.
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3.1 REGULATION DE L’EXPRESSION DE L’ACTIVITE DU
PROMOTEUR pyc CHEZ R. capsulatus

3.1.1 Régulation de ’expression de la fusion pyc-lacZ par les conditions

de cultures

Afin de déterminer a quel niveau s’exerce la régulation de la
synthése de la pyruvate carboxylase par le ratio le pyruvate / C-4
dicarboxylates et [’oxygene chez R. capsulatus, nous avons choisi d’étudier
I’effet du pyruvate, du lactate, du glutamate, du fumarate et de I’oxygéne sur
I’expression de la fusion pyc-lacZ. |

Comme on peut le voir dans la figure 11A, Dactivit¢é du
promoteur pyc varie selon les conditions de culture. Ainsi I’activité pB-
galactosidase (-Gal) maximale, en anaérobiose, est observée dans un milieu
contenant le lactate comme source de carbone. Cette activité est deux fois
plus petite en présence du pyruvate, ce résultat conforme aux résultats
obtenus par le dosage de I’activité PC (87), est tout de méme surprenant
compte tenu du fait que le lactate est un substrat métabolisé via le pyruvate.
Le glutamate et le fumarate, un intermédiaires du cycle des acides
tricarboxyliques, réduisent d’ au moins 75% ’expression de la fusion pyc-
lacZ. Par ailleurs, la présence de l’oxygéne dans un milieu de culture
contenant le lactate, augmente de 100% I’induction de la transcription du
géne pyc par le lactate. Ces résultats nous permettent d’abord de confirmer
les résultats obtenus par immunoblot et par le suivi de ’activité PC (87), la
synthése de la PC est régulée par le rapport pyruvate / C-4 dicarboxylates
intracellulaire et par I’oxygéne chez R. capsulatus. Mais le plus important
pour nous, est que ces résultats nous permettent de situer la régulation de la
synthése de la PC chez R. capsulatus, par les conditions de culture, au niveau
transcriptionnel. Ainsi le lactate, le pyruvate et ’oxygéne activent la

transcription du géne pyc alors que les intermédiaires du TCA 1’inhibent.
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Figure 11. Régulation de I’expression de la fusion pyc-lacZ par les
conditions de culture.

Les souches de R. capsulatus ont été cultivées dans le milieu minimum RCV
contenant soit du lactate (30mM); pyruvate (40mM); fumarate (30mM);
glutamate (30mM). Les incubations en anaérobiose et aérobiose ont été
réalisées tel que décrit dans matériels et méthodes. (A) représente les
activités B-gal obtenues chez RcAB1 ( la souche sauvage) et (B) les activités
B-gal obtenues chez ReSAB1(mutant PdhR). '

Les résultats représentent les activités P-galactosidase (en Unités Miller)
moyennes de la fusion pyc-lacZ de 3 essais distincts réalisés en triplicata.
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3.1.2 Effets de la mutation RcPdhR sur Pactivité du promoteur pyc

La possibilité que la protéine RcPdhR, homologue & la PdhR d’F.
coli, régule la synthése de la PC chez R capsulatus a été explorée en
introduisant la fusion pyc-lacZ dans une souche mutée dans le gene RepdhR.

D’une maniere générale, les activités B-galactosidase de la fusion
pyc-lacZ sont de 3 a 24 fois plus élevées chez la souche mutante RcPdhR que
chez la souche sauvage (fig.11B). Mais c’est la comparaison des activités du
promoteur pyc dans les mémes conditions de culture qui met a jour les
différences intéressantes entre les deux souches. En effet, on se rend compte
que I’absence de la protéine RcPdhR léve I'inhibition de la transcription du
géne pyc par le fumarate et le glutamate a un point tel que, c’est avec le
fumarate qu’on a I’expression maximale de la fusion. De plus, on constate
chez le mutant RcPdhR que le pyruvate active plus la transcription de pyc
que le lactate. Ces résultats nous montrent que le géne RepdhR isolé code
pour un régulateur transcriptionnel de la synthése de la PC chez R
capsulatus. Ainsi nous pouvons dire que I’inhibition de la transcription par le
fumarate et le glutamate en particulier, et les intermédiaires du TCA en
général, est médi¢ par la protéine RePdhR

Par ailleurs, il semble que chez le mutant RcPdhR’™ le niveau
d’expression du promoteur pyc en aérobie est identique a celui obtenu en
anaérobie si on tient compte de I’activité en présence du lactate (fig.11B). La
régulation de la transcription du gene pyc par rapport a I’oxygéne semble étre
perdue chez le mutant RePdhR, ce qui nous permet de penser que la protéine
RcPdhR est impliquée dans la régulation de la synthése de la PC par

I’oxygéne.
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3.1.3 Identification des éléments régulateurs agissant en cis sur Pactivité

du promoteur pyc

Dans le but d’identifier les éventuels sites régulateurs, situés en
amont de l'extrémité 5 du géne pyc, impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de pyc, nous avons créé une série de délétions
unidirectionnelles de 5 vers 3 dans le fragment de 1,043 kb EcoRI — HindIII
fig.12 et fig.13). Ce fragment contient le début du géne pyc (270pb) et la
région en amont. Les fragments délétés obtenus ont été utilisés pour
construire les fusions pyc-lacZ, et les dosages des activités B-galactosidase
chez la souche sauvage (RcAB) ou chez le mutant PdhR (RcSAB) ont été
réalisés dans différentes conditions de culture (fig.14).

On observe une réduction de P'ordre de 35% de I’activité du
promoteur pyc quand on passe de RcAB1( 1043 pb) a RcAB11 (900 pb) dans
un milieu contenant le lactate (fig.14A). Alors que la méme délétion
augmente de 60% Dactivité du promoteur en présence du fumarate. Ces
données nous suggérent que la région située entre —773 et —630 ( aprés la
soustraction des 270 premiers nucléotides du géne pyc) contienne au moins
un site régulateur impliqué dans la régulation de la transcription du géne pyc
par le pyruvate, le lactate et le fumarate.

L’activité B galactosidase de la fusion s’annule, et devient parfois
indétectable ( fig.14B et fig.15), chez RcAB1S qui ne contient plus que 30
nucléotides de la région en amont du géne pyc. Ce résultat nous permet de
dire que la région située entre —230 et -30 contient la séquence minimale et
nécessaire au maintien de I’activité du promoteur pyc, nous pouvons ainsi

situer le promoteur du géne pyc dans cette région.
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Figure 12. Délétion progressive du fragment EcoRI-HindIII (1,043kb).

Environ 200ng des plasmides pAMO10 (puit 1), pAMOI11 (puits 2 et 3),
pAMOI12 (puit 4), pAMO13 (puit 5), pAMO14 (puit 6) et pAMO15 (puit 7),
portant le début du gene pyc et la région en amont de ce géne, ont été
digérés par les enzymes de restriction Kpnl et EcoRI dans un volume final
de 20pl. M désigne le marqueur de taille de la compagnie fermentas (#
SMO333S) utilisé, de haut en bas a gauche de la figure, sont indiqués les
tailles des fragments d"ADN principaux : 3000pb, 1031pb, 500pb, 300pb. V
correspond au vecteur de clonage pBluescript.

Les poids moléculaires des fragments délétés correspondent & 1,043kb" (
puitl), 900pb ( puits 2 et 3), 700pb ( puit 4), 600pb (puit 5), 500pb (puit 6) et
300pb (puit 7).

* ’augmentation du poids moléculaire du fragment Kpnl- EcoRI ( 1100pb)
est due aux paires de bases qui séparent le site de restriction Kpnl DU site
HindIlI sur le vecteur pBluescript.
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Figure 14. Activités B galactosidase des fusions construites avec les
produits de délétions du fragment de 1,043kb EcoRI- HindIII
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Les souches de R. capsulatus ont été cultivées dans le milieu
minimum RCV contenant soit du Lactate (30mM); Fumarate (30mM). A.
représente les activités [ galactosidase chez les souches sauvages RcABI,
11, 13,14 et 15. B. représente celles des souches mutées RcPdhR’, ReSABI,

11, 13, 14, 15.

Les résultats représentent les activités B-galactosidase ( en Unités Miller)
moyennes de la fusion pyc-lacZ de 3 essais distincts réalisés en triplicata.
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Chez le mutant RcPdhR (fig.14 B), nous avons eu du mal a
relancer la culture de notre souche de référence RcSABI1 (1,043kb) aprés sa
congélation & =70° C. Ce qui pourrait expliquer les faibles valeurs d’activité
B galactosidase obtenues avec RcSABI. En effet, le vecteur de fusion
PHU235 que nous avons utilisé est un plasmide & bas nombre de copie,
’activité B-galactosidase de nos fusions étant directement liée au nombre de
copies du vecteur dans la bactérie, nous pouvons penser que le faible taux de
croissance obtenu avec cette souche est en partie a I’origine des faibles
valeurs obtenues. Nous avons cependant tenu compte de la forme en cloche
de la variation de I’ensemble des activités B galactosidase en présence du
fumarate. En effet, cette allure générale est conforme a celle obtenu chez le
sauvage ( fig.11A), ’activité du promoteur pyc en présence du fumarate
augmente de 60 % apres la délétion de la région située entre —773 et —630
ensuite, cette activité décroit de 34 % chez RcSAB13 avant de s’annuler chez
RcSABI1S5. On peut ainsi conclure que la région comprise entre ~773 et —630
est réellement impliquée dans I’inhibition de la transcription du géne pyc par
le fumarate. Une deuxiéme région comprise entre —630 et —330 semble
contenir un site de fixation pour un régulateur positif, indépendant de
RcPdhR, impliqué dans I’activation de la transcription du géne pyc par le
fumarate. Cette hypothése est soutenue par le fait que la délétion de cette
derniére région diminue !’effet activateur du fumarate chez le mutant

RcPdhR sans affecter ’effet du lactate.

Enfin nous avons essayé de localiser la région impliquée dans la
régulation de la transcription du gene pyc par I’oxygeéne chez R. capsulatus.
Pour cela, nous avons fait des cultures des souches RcABI1, 11, 13, 14 et 15
dans le milieu RCV-lactate en présence ou non d’oxygene. Les activités B
galactosidase obtenues (fig.15) confirment la tendance générale observée
chez les mémes souches cultivées en anaérobiose sur le lactate (fig.14 A). En
effet, une fois de plus, on voit qu’en absence d’oxygene, ['expression de la

fusion pyc-lacZ chute de 46% apres la délétion de la région située entre —773
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et —630. Toutefois, on peut noter que I’effet activateur de 1’oxygéne, sur la
transcription de pyc, disparait chez RcAB13 dont le niveau d’expression de
la fusion demeure identique en présence ou non d’oxygene. Il est important
de signaler a ce niveau de notre étude que cette abolition de I’activation de la
transcription de pyc est identique a celle observée chez le mutant RcPdhR
(fig.13 B). Toutes ces données prises en compte, nous permettent de conclure
que la région comprise entre —630 et =330 est nécessaire a [’activation de la
transcription de pyc par l'oxygéne chez R. capsulatus. Et le fait que la
délétion de cette région et la mutation RcPdhR aient des effets identiques,
nous indique que cette région contient un site de fixation pour un deuxiéme

régulateur dont la synthése implique la présence de RePdhR.
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Figure 15. Activités B galactosidase des fusions construites avec les
produits de délétions du fragment de 1,043kb EcoRI- HindIII

Les souches de R. capsulatus sauvages, contenant les différentes
fusions pyc-lacZ, ont été cultivées dans le milieu minimum RCV-lactate
(30mM) en aérobiose ou en anadrobiose. Les cultures en présence ou non
d’oxygene ont été faites comme décrit dans matériels et méthodes.

Les résultats représentent les activités B-galactosidase ( en Unités Miller)
moyennes de la fusion pyc-lacZ de 3 essais distincts réalisés en triplicata.




58

3.2 SUREXPRESSION ET PURIFICATION DE RcPdhR
3.2.1 Construction du plasmide pAKOB21

Le géne RcpdhR, contenu dans le fragment de 1,6 kb EcoRI- Sacl du
plasmide pAY34, a été cloné dans le vecteur de surexpression pTrc99A pour
créer le plasmide pAKOB?2. Mais il nous a été difficile de surexprimer la
protéine RcPdhR a partir de cette construction. Soupgonnant la séquence
inversement répétée située en amont du géne RepdhR ( fig.16) a I’origine de
notre difficulté, nous avons délété une région de 70 nucléotides contenant
cette séquence par PCR inverse ( voir matériels et méthodes).

Nous avons deux fagons de vérifier la suppression de cette
région, d’abord en réalisant la digestion du nouveau plasmide pAKOB21, par
les enzymes de restriction EcoRI et Bg/ll. En effet, le site de restriction
Bglll, absent sur pAKOB2, a été rajouté aux amorces utilisées pour la PCR
inverse seul le plasmide pAKOB21 peut générer un fragment de restriction
EcoRI-Bglll. La deuxieme méthode a consisté a comparer la taille du
fragment EcoRI-Ncol, renfermant la séquence inversement répétée, des
plasmides pAKOB2 et pAKOB21 (ﬁg.17). Ainsi qu’on peut le voir, aprés la
PCR inverse, le fragment EcoRI-Ncol provenant de pAKOB21 est plus léger
(467 pb) que le fragment EcoRI-Ncol (de 537 pb) du départ. Nous avons
donc considéré que le plasmide pAKOB21 était dépourvu de la séquence

inversement répétée située en amont du gene RepdhR de R. capsulatus.
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Figure 16. Séquence du géne RepdhR de R. capsulatus tiré de (98). La
séquence inversement répétée est soulignée par des fléches en pointillé.
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Figure 17. Délétion de la séquence inversement répétée en amont du
gene RepdhR.

Environ 200ng d’ADN des plasmides pAKOB2 et pAKOB21 ont été digérés
par EcoRI et Ncol, dans un volume final de 20ul, avant d’étre soumis a
I’électrophorése sur un gel d’agarose 1%. M correspond au marqueur (#
SMO333S) de poids moléculaire de la compagnie Fermentas dont la taille de
quelques fragments est indiquée a gauche. Le puit 1 correspond au produit de
digestion de pAKOB2 et 2 a celui de pAKOB21. La taille des fragments
EcoRI-Ncol est indiquée en bas.
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3.2.2 Surexpression et purification de RePdhR

Nous avons entrepris d’induire la surexpression de RcPdhR, par
PIPTG (ImM) et le lactose (1%), chez les souches DH5a et BL21 d’E. coli
transformées par pAKOB21. Seules les souches portant le plasmide
pAKOB21 sont capables de surexprimer une protéine dont le poids
moléculaire se situe vers 30kDa, aprés I’induction par I'IPTG ou le lactose
(fig.18). Alors que les souches AKOB2 et notre témoin négatif, la souche
BL21 contenant le vecteur pTrc99A, sont incapables de surproduire cette
protéine aprés l’induction par I'IPTG. Le poids moléculaire de RcPdhR
déduit de sa séquence d’acides aminés étant de 28,684 kDa, nous avons
conclu que la protéine surexprimée de 30kDa correspond a la RcPdhR. Avec
cette expérience nous avons mis en évidence le fait que la séquence
inversement répétée, située en amont du géne RcpdhR, constitue un obstacle
pour ’expression de ce géne. Nous pensons que ces deux séquences qui ont
une forte de probabilité de s’apparier a cause de leur complémentarité. Ainsi
elles formeraient une boucle qui bloquerait la RNA polymérase et arréterait
la transcription du géne RcpdhR & partir du promoteur pTrc du vecteur
pTrc99A. Ces deux séquences doivent jouer un rdle dans la régulation
naturelle de Ia synthése de RcPdhR chez R. capsulatus .

La chromatographie sur une colonne d’héparine-sépharose,
suivant un gradient linéaire d’ammonium sulfate, nous a permis de purifier la
protéine RcPdhR (fig.19). C’est 4 partir d’une concentration d’ammonium
sulfate de 0,4 M, que RcPdhR se détache de la matrice de la colonne de
chromatographie. Les fractions d’élution riches, puits 9 et 10 de la figure 19,
en RcPdhR ont été concentrées par ultrafiltration, nous avons pu, de cette
maniere, avoir Smg de protéine dans une solution de 27,5 pmoles / 1. Il est
intéressant de noter qu’a ce stade, RcPdhR avait une tendance a s’agréger, le
méme phénomene a été observé lors de la purification de la PdhR chez E.

coli (90).
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Figure 18. Surexpression de RcPdhR.

Les extraits cellulaires (30ul) des souches induites a 'IPTG (ImM) ou au
lactose (1%), ont été¢ soumis & I’électrophorése sur 1% Gel de
polyacrylamide SDS 15%. Les puits 1-3, contiennent les extraits cellulaires
de la souche BL21 portant le vecteur pTrc99A (1), pAKOB2 (2) et
pAKOB21 (3) induite par I'IPTG. Le puit 4, correspond a la souche DH5a
portant pAKOB21 induite par I'IPTG. Le puit 5 contient les extraits de BL21
refermant pAKOB21 induite par le lactose. M représente les protéines
standards utilisées comme marqueur de poids moléculaire, de haut en bas on
a: la phosphorylase (94kDa)le sérum albumine bovin (67 kDa),
I’ovalbumine (43 kDa), I’anhydrase carbonique(30 kDa), I’inhibiteur de la
trypsine des grains de soja (20 kDa) et I’ lactalbumine (14,4 kDa) les tailles
des différentes protéines sont indiquées a gauche. La position de RcPdhR est
indiquée a droite. Le gel a été coloré au bleu de coomassie
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KDa M1 2 34 56 78 9MI0 1112 13 14 15

Figure 19. Purification de RcPdhR.

La purification a été effectuée a partir des extraits cellulaires de la souche
AKOB?21, induite a I'IPTG dans 1 litre de milieu LB. Aprés I’électrophorése
sur un gel de polyacrylamide 12,5%, le gel a été révélé au bleu de coomassie.
M représente le marqueur de poids moléculaires dont les protéines standards
sont citées dans la figure précédente. Le puit 1, contient les extraits cellulaires
de AKOB?21 avant la chromatographie sur colonne d’héparine sépharose. Et
les puits allant de 2 & 15 contiennent les fractions, successives, obtenues apres
la chromatographie sur colonne héparine sépharose, suivant un gradient
d’ammonium sulfate de 0 4 0,6M.



3.2.3 Etude de la capacité de RePdhR purifiée de se fixer sur PADN

La structure primaire de RcPdhR révele la présence d’une
structure de type hélice-tour-hélice spécifique aux protéines qui se lie a
I’ADN. Nous avons décidé de tester la capacité de la protéine purifiée de se
fixer sur ’ADN. En tenant compte du fait que son homologue chez E. coli,
PdhR, se fixe sur le promoteur pdh et sur son propre promoteur (92), nous
avons choisi de faire ’expérience de retard de migration sur gel avec le
fragment BamHI-Pst1 du plasmide pMAS. Ce fragment de 0,961 kb renferme
le promoteur du gene pdh de R. capsulatus, si la protéine purifiée est
I’homologue de la PdhR d’F. coli elle doit se fixer sur ce fragment.

~ Nos résultats préliminaires montrent que, la protéine RcPdhR
purifiée retarde la migration du fragment de 0,967 kb BamHI-PstI qui,
contient le promoteur du gene pdh de R. capsulatus (fig.20). L’addition des
quantités croissantes d’ADN compétiteur, ’ADN de sperme de saumon,
réduit I’affinité du fragment pour RcPdhR sans I’annuler. Nous avons ainsi pu
montrer que la protéine purifiée est capable de se lier a I’ADN de fagon
spécifique car, son aptitude de se lier au promoteur pdh se maintient méme en
présence de 330ng d’ADN compétiteur. Cette étude nous a aussi permis de
dire que, la protéine surexprimée et purifiée pourrait étre un régulateur
transcriptionnel de la synthése du complexe PDH chez R. capsulatus, & ce
titre elle mérite d’étre nommée RcPdhR.

La grande difficulté rencontrée dans cette expérience était la
taille importante des fragments d’ADN utilisés. En effet travaillant avec des
fragments d’ADN de taille supérieure a 500 pb, il nous était difficile de faire
sortir les complexes ADN-protéine des puits d’un gel de polvacrylamide 4%
non dénaturant. La seule alternative qui nous restait, était de travailler avec
les gels d’agarose 0.8% (109 et 110), avec lesquels la discrimination entre les
complexes ADN-protéine et les fragments d’ADN libres était plus faible que

sur un gel de polyacrylamide.
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Complexes ADN-Protéine

ADN libre

Figure 20. Etude de la liaison de RcPdhR au promoteur du géne pdh de
R. capsulatus.

Le fragment de 0,961kb BamHI-Pstl de pMAS, qui contient le promoteur
pdh, marqué a la DIG est incubé a 30° C pendant 30 minutes sans protéines
(1), avec 2,5 uM de RcPdhR et les quantités croissantes d’ADN de sperme
de saumon: Ong (2), 110ng (3), 220ng (4). 275ng (5) et 330ng (6).
L’électrophorese a été réalisée sur un gel d’agarose 0,8%, dans du TBE 0,5X,
a4’cC pendant 4 heures.
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3.2.4 Effets du pyruvate et des intermédiaires du cycle des TCA sur la
liaison de RcPdhR sur le promoteur pdh

A cette étape de notre investigation, nous avons cherché a savoir
si la liaison de RcPdhR au promoteur pdh était affectée par la présence du
lactate, du pyruvate et des intermédiaires du cycle des TCA. Pour ce faire,
nous avons repris l’expérience précédente en présence de ces effecteurs
potentiels et de 110ng d”’ADN compétiteur.

Le pyruvate (ImM) n’a aucun effet sur la fixation de RcPdhR
(2,5uM) au promoteur pdh (fig.21), alors qu’a la méme concentration, le
citrate, le fumarate et I’a-ketoglutarate semblent diminuer son affinité pour
le promoteur pdh. Ce nouveau résultat est intéressant car il semble indiquer
que, bien qu’elle soit homologue a la protéine PdhR d’E. coli, RcPdhR n’a
pas la méme fonction biologique que son homologue. En effet chez E. coli,
PdhR réprime la transcription du géne pdh en présence des intermédiaires du
cycle des TCA et le pyruvate ’empéche de se lier au promoteur pdh (93).
Ceci semble étre différent chez R. capsulatus ou, RcPdhR semble étre un
activateur de la syntheése du complexe PDH dont la liaison au promoteur pdh
est génée par les intermédiaires due cycle des TCA. Nous pensons que cette
différence est du a la présence de la répression catabolite inverse chez R.

capsulatus.
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Complexes ADN-protéine

ADN libre

Figure 21. Effet du pyruvate et des intermédiaires du cycle des TCA sur
la liaison de RcPdhR au promoteur pdh

Le fragment de 0,961kb BamHI-Pstl de pMAS, qui contient le promoteur
pdh, marqué & la DIG est incubé a 30° C pendant 30 minutes sans protéines
(1), avec 2,5 pM de RcPdhR et: O coeffecteur (2), pyruvate ImM (3),
fumarate 1mM (4), citrate 1mM (5), o ketoglutarate 1mM (6)
L’¢lectrophorese a été réalisée sur un gel d’agarose 0,8%, dans du TBE 0,5X,
4 4° C pendant 4 heures.
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3.2.5 Effets du lactate et du fumarate sur la liaison de RePdhR au

promoteur pyc

Apres avolir montrer que la protéine purifiée était capable de se
fixer au promoteur pdh chez R. capsulatus, nous avons voulu savoir si
RcPdhR pouvait se fixer dans la région du promoteur pyc. Nous avons
travaillé avec le fragment EcoRI- HindIII (1,0434kb) du plasmide pAMO10.

Nos résultats préliminaires indiquent que c’est & une
concentration de SpM ( au lieu de 2,5 M comme dans le cas de pdh) que
RcPdhR se lie au promoteur pyc (fig.22). Contrairement a ce qu’on a observé
pour le promoteur pdh, le fumarate (ImM) semble augmenter 1’affinité de
RePdhR pour le promoteur pyc alors que le pyruvate (1mM) semble réduire
cette affinité.

Pour augmenter la discrimination entre les complexes ADN-
protéines et I’ADN libre, nous avons décidé d’augmenter le temps de
migration sur le gel d’agarose 0,8% de 3 heures (fig.23). Le résultat obtenu
confirme la tendance observée dans la figure 22. En effet si on compare les
puits 1, 3, 6 et 7 (fig.23), on constate que la présence du pyruvate (ImM)
affecte légerement la liaison de RcPdhR au promoteur pyc, alors que le
fumarate (ImM) augmente de fagon significative la capacité de cette
protéine de se lier au promoteur pyc. Ces nouveaux résultats nous ont amené
a conclure que l’affinité de RcPdhR pour le promoteur pdh est plus grande
que son affinité pour le promoteur pyc, et que c’est en interagissant
directement sur la région du promoteur de pyc en présence du fumarate, que

RcPdhR pourrait réprimer la transcription du géne pyc de R. capsulatus.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 22. Mis en évidence de I’interaction de RcPdhR avec le
promoteur pyc et I’effet du pyruvate et du fumarate sur cette
interaction

Le fragment de 1,043kb EcoRI- HindIll de pAMO10, qui contient le début
du gene pyc ainsi que la région de son promoteur, marqué a la DIG est
incubé a 30°C pendant 30 minutes sans protéines (1), avec 0,02uM de
RcPdhR (2), 0,5uM de RcPdhR (3), 1uM de RcPdhR (4), 2,5uM de RcPdhR
(5), SuM de RcPdhR (6), 5uM de RcPdhR et ImM de pyruvate (7), 5uM de
RcPdhR et ImM de fumarate (8) L’électrophorése a été réalisée sur un gel
d’agarose 0,8%, dans du TBE 0,5X, a 40 ¢ pendant 4 heures.



69

Complexes
ADN.- proréine

ADN libre

Figure 23. Effet du pyruvate et du fumarate sur la liaison de RcPdhR au
promoteur pyc

Le fragment de 1,043kb EcoRI- Hindlll de pAMO10, qui contient le début du
géne pyc ainsi que la région de son promoteur, marqué a la DIG est incubé a
30° C pendant 30 minutes sans protéines (1), avec SuM de RcPdhR et ImM
de pyruvate (2), 5pM de RcPdhR et SMm de pyruvate (3), SuM de RcPdhR et
10Mm de pyruvate (4), 5uM de RcPdhR (5), 5uM de RcPdhR 1Mm de
fumarate (6), SuM de RcPdhR SMm de fumarate (7) L’¢lectrophorése a été
réalisée sur un gel d’agarose 0,8%, dans du TBE 0,5X, a 4° C pendant 6
heures.
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La synthése de la pyruvate carboxylase, chez R. capsulatus, est
régulée au niveau transcriptionnel par les conditions de culture. En effet nous
avons pu montrer dans cette étude (fig.11A) que 'activité du promoteur pyc
est activée par le pyruvate et le lactate, et inhibée par le glutamate et le
fumarate en particulier et les intermédiaires du cycle des TCA en général.
Par ailleurs, il ne fait aucun doute que I’oxygéne active la transcription de
pye. Ces résultats viennent renforcer les conclusions d’une étude précédente
qui a mis en évidence, par immunoblot, la régulation de la synthése de la PC
par I’oxygene et la balance entre les niveaux intracellulaires de pyruvate et
des C-4 dicarboxylates (le rapport pyruvate / C-4 dicarboxylates) (90). La
régulation par le rapport pyruvate / C-4 dicarboxylates doit étre attribuée au
métabolisme versatile de R. capsulatus. Ainsi en présence d’une source de
carbone métabolisée via le pyruvate, il y a une augmentation du pool
intracellulaire de pyruvate qui va induire la synthése de la PC pour convertir
une partie de pyruvate en oxaloacétate. De la méme maniére, quand R.
capsulatus utilise les intermédiaires du cycle des TCA, certains acides
aminés, le butyrate, le propionate et [’acétate, des sources de carbone
assimilées sans la formation du pyruvate, il y a une accumulation
d’intermédiaires du TCA qui va provoquer la répression de synthése de la
PC. Nous pensons que la synthése de la PC est réprimée, dans ce dernier cas,

parce que sa fonction anaplérotique n’est pas nécessaire.

La présence d’une mutation dans le géne RcpdhR, qui code pour
une protéine appartenant a la famille des régulateurs transcriptionnels GntR,
lIéve I’'inhibition de la transcription de pyc par les C-4 dicarboxylates et,
supprime ’activation de la synthése de la PC par ’oxygene (fig.11B). Il nous
apparait, au vu de ces résultats, que la protéine RcPdhR de R. capsulatus
régule de fagon négative la synthése de la PC en présence des intermédiaires
du cycle des TCA. D’autre part, RcPdhR semble étre impliquée dans la

régulation de cette synthese par I’oxygene par un mécanisme inconnu.
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Nous avons pu localiser deux régions qui régulent en cis la
synthese de la PC, dans la région du promoteur du géne pyc de R. capsulatus,
en introduisant les délétions unidirectionnelles dans cette région (figl2 et
fig.13).

La premiere région située entre =773 et —630, par rapport au
début du gene pyc, est impliquée dans la régulation de la transcription du
gene pyc par le rapport pyruvate / C-4 dicarboxylates (fig.14A). Sachant que
le régulateur sollicité¢ dans cette régulation est RcPdhR, nous pensons que
cette région renferme le site de fixation de RcPdhR. L’analyse de cette région
nous a permis de localiser deux sites potentiels pour cette fixation. Le
premier, le plus intéressant, est composé de deux séquences symétriques
(CTGGACG-Ny-CGTTCAG) situées entre —687 et —654, la deuxiéme
constituée d’une séquence répétée (GCCGAT-N;3-GCCGAT) située entre —
729 et -705. Fait intéressant, ces deux séquences sont différentes du site de
fixation de PdhR sur le promoteur pdh chez E. coli (AATTGGT aag
ACCAATT ) (93), ce qui nous améne & penser que, bien qu’elles soient
homologues, ces deux régulateurs n’ont pas la méme fonction biologique.

La seconde région située entre —630 et —330, semble intervenir &
la fois dans la régulation de la synthése de la PC par ’oxygéne et, dans la
régulation par le rapport pyruvate / C-4 dicarboxylates (fig.14B et fig.15).
L’implication de cette région dans la régulation de la transcription de pyc par
la balance entre les pools intracellulaires de pyruvate et C-4 dicarboxylates
nous permet de suggérer que le site de fixation de RcPdhR se situe entre -
687 et —654. En effet ce site chevauche les deux régions que nous avons
identifiées. Il serait intéressant, d’introduire les mutations par la technique de
mutagenese dirigée dans le site potentiel pour la liaison de RcPdhR ou, de
déléter ce site, et de voir si ces mutations affectent ’expression de la fusion
pye-lacZ

D’un autre coté, nous avons pu établir que cette région (située
entre —630 et —330) qui couvre 300pb comprend aussi le site de fixation d’un

deuxieme régulateur, que nous avons appelée OxR, impliqué dans
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I’activation de la synthese de la PC en aérobiose ( fig.15). Une autre étude
complémentaire visant a identifier ce régulateur est indiquée. En effet on
pourrait introduire la fusion pyc-lacZ dans les souches de R. capsulatus
mutées dans les génes qui codent pour les protéines qui régulent la
transcription des genes par I'oxygeéne. Plusieurs régulateurs répondant a la
présence d’oxygene ont été identifiés chez les bactéries. Parmi eux on trouve,
FNR le régulateur transcriptionnel des génes impliqués dans la respiration
anaérobie et le métabolisme du pyruvate (111); le systéme de régulation a
deux composantes RegB-RegA qui régule le métabolisme du carbone (112)
et le systéme a deux composantes ArcB / ArcA qui régule le métabolisme
aérobie (113).

Par ailleurs, nous avons pu situer le promoteur pyc dans la région
comprise entre —230 et —30. Mais des délétions supplémentaires, restent a

introduire dans cette région afin d’identifier la position exacte du promoteur

pyc.

Dans la derniére partie de cette étude, nous avons pu surexprimer
la protéine RcPdhR dans deux souches d’E. coli (fig.18). Nos résultats
préliminaires montrent qu’une fois purifiée (fig.19), cette protéine a la
capacité d’interagir de fagon directe et spécifique avec les promoteurs pdh et
pyc de R. capsulatus.

La liaison de la RcPdhR au fragment, de 0,961kb BamHI-Pst1 du
plasmide pMAS, qui renferme le promoteur du géne pdh de R. capsulatus
semble étre renforcée, en présence du pyruvate et, affaiblie en présence des
intermédiaires du cycle des TCA ( fig.20). Il a été montré que la liaison de
PdhR, son homologue chez E. coli, sur 'opérateur pdh réprime la
transcription de ce géne en présence des C-4 dicarboxylates (93). Nous
pouvons émettre I’hypotheése que, contrairement a son homologue, RcPdhR
est un activateur de la synthése du complexe PDH, en présence du pyruvate,
chez R. capsulatus. Cette hypothése pourrait étre vérifier en étudiant

Iexpression d’une fusion traductionnelle pdh-lacZ dans la souche sauvage
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SB1003 et dans la souche RcAY67 (mutée dans RepdhR) de R. capsulatus
en présence du pyruvate ou les C-4 dicarboxylates.

Nous avons eu des indications supplémentaires en étudiant
I’interaction de RcPdhR sur la région située en amont du géne pyc de R.
capsulatus. En effet, les résultats préliminaires que nous avons obtenus (
fig.22 et fig.23) nous montrent que RcPdhR interagit directement avec la
région promotrice de pyc. L’affinité de la RcPdhR est deux fois plus grande
pour la région promotrice de pdh que celle de pyc, si on tient compte du fait
que ce n’est qu’a partir de SpM que RcPdhR se fixe au promoteur pyc (
fig.22) alors qu’a 2,5uM elle se lie au promoteur pdh ( fig.20 et 21). Enfin,
conformément aux résultats obtenus avec les activités 3 galactosidase, le
fumarate semble étre un coeffecteur pour la liaison de RcPdhR a la région

promotrice de pyc.

En tenant compte de I’ensemble des résultats collectés dans cette
étude, nous pensons avoir établi le mécanisme moléculaire de la régulation
de la synthese de la PC par les conditions de culture chez de R. capsulatus.
Nous pensons que la présence du fumarate et des autres C-4 dicarboxylates,
augmente |’affinité de RcPdhR pour la région promotrice de pyc. En se liant
a son site de fixation, RcPdhR empéche la fixation de la RNA polymérase, ce
qui se traduit par la répression de la transcription de pyc. Par contre, il
semble que la liaison de RcPdhR observée en présence du pyruvate n’est pas
assez forte ou stable pour empécher la transcription de pyc. Une expérience
de footprinting réalisée avec les fragments portants les promoteurs pyc et
pdh, la protéine RcPdhR, en présence de fumarate ou du pyruvate nous
permettrait d’identifier le site de fixation de ce régulateur sur ces fragments
et de les comparer pour voir s’ils sont identiques. De la méme maniere, il
serait intéressant de faire I’expérience de retard de migration sur gel avec les
fragments de la région promotrice délétés, pour confirmer les résultats
obtenus en suivant I’expression des fusions pyc-lacZ construites avec ces

fragments.
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D’une fagon générale, nous proposons un modele (fig. 24) pour
la régulation transcriptionnelle de la synthése de la PC chez R. capsulatus.
En présence du pyruvate ou des sources de carbone métabolisées via le
pyruvate et en anaérobiose (fig.24A) R. capsulatus a besoin du complexe
PDH pour alimenter le cycle des TCA en acétyle CoA. De cette maniére la
cellule assure le maintien du cycle des TCA pour lui fournir de I’énergie sous
forme de pouvoirs réducteurs ( NADH, FADH et NADPH). Dans de telles
conditions de culture, elle aurait besoin de la fonction anaplérotique de la PC
pour assurer la poursuite du cycle des TCA. C’est ce qui pourrait expliquer,
la fixation de RcPdhR sur la région promotrice de pdh en présence du
pyruvate, donc I’induction de la synthése de PDH et, le peu d’effet que le
pyruvate a sur l’affinité de RcPdhR pour le promoteur pyc. En paralléle
RcPdhR active la synthése de OxR, par un mécanisme inconnu, et a son tour
OxR active la syntheése de la PC en aérobiose. On peut penser que pendant le
métabolisme aérobie, il y a plus de biosynthése et donc plus de prélévement
des intermédiaires du TCA et la cellule a besoin d’une forte activité pyruvate
carboxylase.

Alors que quand R. capsulatus utilise des intermédiaires du
TCA, comme le glutamate ou le fumarate (fig.24B), comme source de
carbone en anaérobiose elle n’a plus besoin d’induire la synthése du
complexe PDH, et de la PC, toutes les deux utilisant le pyruvate comme
substrat. RePdhR inactive la synthése de la PC en interagissant avec la région
promotrice de pyc et cette interaction n’affecte pas la liaison d’OxR a son site
de fixation inconnu en présence de I’oxygéne. On peut suggérer qu’en
anaérobiose et en présence des intermédiaires du cycle des TCA, R
capsulatus utilise d’autres voies métaboliques pour maintenir le
fonctionnement du cycle des TCA.

La protéine RcPdhR que nous avons purifiée apparait donc a la
fois comme un régulateur positif, pour la synthése du complexe PDH et d’
OxR, et un régulateur négatif pour la synthése de la pyruvate carboxylase. Ce

qui n’est pas nouveau car le complexe CAP-AMPc, qui contrdle I’expression
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des génes et des opérons soumis a la répression catabolite chez de
nombreuses bactéries, régule de fagon positive la transcription de I’opéron
lactose alors qu’il réprime la transcription de géne crp qui code pour la

protéine CAP chez E. coli (114, 115).

Cette étude nous apporte de meilleures connaissances pour
comprendre les mécanismes de la répression catabolite inverse. En effet il est
intéressant de voir que R. capsulatus utilise les génes existant chez d’autres
organismes, comme pdh, RepdhR. Mais chez elle les produits de ces génes
ont une sensibilité et une affinité inverse pour les métabolites, ce qui se
manifeste par un effet métabolique inverse. De fagon générale on peut dire
que la bactérie n’a pas besoin de créer et d’utiliser les nouveaux génes pour
répondre a la répression catabolite inverse, elle change simplement 1’affinité
des régulateurs existants pour les métabolites. Il serait intéressant de
travailler avec les régulateurs impliqués dans le métabolisme du carbone
chez d’autres bactéries, comme Cra (13) et CsrA (14, 15), pour développer
un modele général sur la répression catabolite inverse. Un modéle dans
lequel les bactéries qui exercent la répression catabolite inverse changent
simplement I’affinité des régulateurs connus pour les métabolites. Cependant
des études supplémentaires restent a entreprendre sur les autres systémes
anaplérotiques, chez R. capsulatus, tels que le cycle du glyoxalate et la voie

du propionyle CoA, pour valider ce modéle.
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Figure 24. Schéma récapitulatif de la régulation de la synthése du mode

d’action de RcPdhR sur la synthése de la PC et du complexe PDH chez

R. capsulatus.

A, en présence du pyruvate et les sources de carbone métabolisées via le

pyruvate. B, en présence des intermédiaires du cycle des TCA.
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