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Organisation du manuscrit




L'objet de cette thése est une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de
I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803, une cyanobactérie
modeéle. Ce projet, qui vise a terme a améliorer la photoproduction d’hydrogéne de la cyanobactérie,
présente un double intérét: a la fois fondamental et appliqué, pouvant le rendre particulierement
délicat a présenter. Ainsi, dans un souci de I'introduire au mieux et de ne pas risquer de le cantonner a
une seule de ses deux facettes, j'ai fait le choix d’'une présentation qui permettrait, je I'espére, de le
situer dans ses différents macro et micro-contextes, appliqués et fondamentaux.

Ce manuscrit de thése s’articule ainsi en quatre sections : une introduction générale, deux parties
présentant mes différents résultats, et une conclusion avec perspectives.

1. Lintroduction générale présente les différents contextes de mon sujet de these, elle est
divisée en 3 chapitres :

Le premier chapitre décrit les enjeux énergétiques et environnementaux présents et a venir. Le
cycle du carbone, le réchauffement climatique et les différentes ressources énergétiques actuellement
exploitées par I'Homme seront ici évoquées et ce premier bilan conclue a l‘intérét d’un développement
durable dans lequel les énergies photosynthétiques doivent tenir une place de choix.

Le deuxieme chapitre traite de la molécule de dihydrogene elle-méme : une molécule simple
mais rare, qui promet de nombreuses solutions mais qui présente aussi de nombreux défis
technologiques. Seront ici évoqués : les différentes utilisations actuelles et futures de la molécule ainsi
gue ses principaux modes de production : physicochimiques et biologiques. Un détail des enzymes et
des voies qui sont responsables de la production biologique d’hydrogene sera également effectué et
permettra de conclure sur l'intérét de la recherche sur I’hydrogéne photosynthétique et en particulier
a partir des cyanobactéries.

Le troisieme chapitre traite de plusieurs caractéristiques des cyanobactéries en général, de
Synechocystis sp. PCC6803 en particulier, ainsi que des principaux agents de la photosynthése
cyanobactérienne. Ensuite, un éventail des connaissances actuelles concernant I’hydrogénase
bidirectionnelle, chez les cyanobactéries et Synechocystis, est effectué, traitant de son réle probable
chez ces organismes, de ses caractéristiques intrinséques, de sa maturation et de quelques brefs
éléments de sa régulation transcriptionnelle.
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2. La premiere partie contient une introduction spécifique (le chapitre 4), suivie de mon premier
article et de résultats supplémentaires:

Le quatrieme chapitre délimite le cadre strict du sujet. Y sont évoqués les 2 régulateurs connus
de I’hydrogénase de Synechocystis sp. PCC6803 : LexA et AbrB1. Plusieurs généralités concernant les
deux superfamilles de protéines auxquels ils appartiennent seront compilées, puis un zoom sur leurs
roles connus dans le métabolisme de Synechocystis sera effectué.

Le premier article, dont je suis co-premier auteur, traite de l'identification d’un membre de la
superfamille des protéines CyAbrBs, AbrB2, comme répresseur de l'expression de hydrogénase
bidirectionnelle de Synechocystis.

Suivent ensuite plusieurs résultats supplémentaires non publiés, qui complétent les
connaissances actuelles autour de la régulation de I’'hydrogénase bidirectionnelle, et qui permettent de
construire le réseau de régulation qui controle I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle.

3. La deuxiéme partie contient une courte introduction (chapitre 5), suivie du manuscrit soumis
de mon deuxieéme article et de résultats supplémentaires :

Le cinquiéme chapitre traite du stress oxydant en général, auxquels sont soumis les organismes,
des diverses techniques biologiques de résistance et d’évacuation de ce stress et notamment d’un
processus particulier : la glutathionylation qui protege et module I'activité des protéines soumises a un
stress oxydant.

Suit ensuite une autre partie de mes travaux de thése, ici rapportée sous la forme du manuscrit
de mon deuxiéme article et de résultats connexes. Ces travaux décrivent un mécanisme nouveau et
inédit de la régulation post-traductionnelle du régulateur AbrB2. La modification de son unique
cystéine par S-glutathionylation, que nous avons identifiée, module son activité régulatrice en fonction
du niveau de stress oxydant auquel est soumise la cellule. Les résultats décrivent la caractérisation du
role important de la cystéine d’AbrB2 ainsi que de sa modification.

4. Suivent enfin, une conclusion, sous forme de résumé, de mes travaux, ainsi que quelques
perspectives a envisager pour continuer la caractérisation du métabolisme de I’hydrogene.

L'ensemble de mes travaux apporte une meilleure compréhension des mécanismes qui régulent
I’expression de I’"hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis, et participent a la levée de plusieurs
verrous qui limitent la production d’hydrogene par les cyanobactéries.

Ces connaissances nouvelles permettront, nous I'espérons, d’aider a construire une filiere de
production de photohydrogéne durable et performante.
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CHAPITRE 1

Cycle du carbone, Réchauffement climatique et Energies

Ce premier chapitre décrit les enjeux énergétiques et environnementaux présents et a venir. Le
cycle du carbone, le réchauffement climatique, les différentes ressources énergétiques actuellement
exploitées par ’'Homme seront ici évoquées et ce premier bilan ameéne la conclusion de I‘intérét d’un
développement durable dans lequel les énergies photosynthétiques doivent tenir une place de choix.

1- La photosynthése : condition du développement de la vie sur Terre
1-1- Créatrice de complexité chimique

La photosynthese est un processus biologique qui utilise I'énergie solaire, I’eau et le dioxyde de
carbone afin de créer des molécules plus complexes indispensables au fonctionnement des cellules.

Le photosysteme Il capte I'énergie solaire via ses antennes photosynthétiques, les molécules
gu’elles contiennent atteignent alors un état excité, chargées d’énergie, et cette énergie est ensuite
utilisée pour rompre la liaison chimique des molécules d’eau et en extraire 4 protons et 4 électrons
(c’est cette opération qui dégage le dioxygene). Ces électrons voyagent ensuite dans la cellule de
complexe protéique a complexe protéique par excitation de molécules, jusqu’a atteindre la ferrédoxine
qui va transmettre cette énergie a différentes enzymes qui s’en serviront pour, a partir des nutriments
élémentaires : carbone, azote et soufre naturellement disponible dans I’environnement, créer les
briques de la vie : acides nucléiques, acides aminés, sucres et lipides, avec quoi la cellule fabriquera ses
membranes cellulaires, ses protéines et enzymes et pourra multiplier son patrimoine génétique (’ADN)
et ainsi se multiplier par division (une description plus détaillée du processus photosynthétique sera
apportée dans le chapitre 3).

Ces brigues du vivant sont créées a partir de la seule énergie solaire, par tous les organismes
autotrophes réalisant la photosynthése oxygénique. L'énergie solaire captée par ces organismes se
trouve alors emprisonnée dans chacune de leurs molécules.

1-2- Source de toute vie sur Terre

Avant la vie, il n’y avait sur Terre que des atomes individuels, éventuellement réduits ou oxydés,
la vie en a émergé tres difficilement il y a plusieurs milliards d’années, cherchant divers moyens pour
assurer sa pérennité a partir des seules ressources minérales dont elle disposait. Puis le vivant a connu
sa plus grande révolution lorsque la photosynthése est apparue.

La photosynthése est le seul processus biologique terrestre qui a une balance de complexité
chimique positive, c’est a dire qui, tout considéré, « créée » des molécules. La ol tous les autres
procédés vivants briilaient des molécules pour en créer d’autres, la ou les premiéres formes de vie
dépendaient des quelques molécules que le monde minéral seul avait pu fabriquer spontanément, la
photosynthese en créé a partir de la lumiéere du Soleil (virtuellement inépuisable).

A compter de cette découverte, toute la Biosphére dépendra pour sa survie de ce processus
biologique : les organismes hétérotrophes ont trouvé dans ces nouveaux organismes une nouvelle
source d’énergie infiniment plus rentable et abondante. Le développement du monde hétérotrophe ne
s‘est réellement développé de maniere efficace que lorsqu’il a pu disposer des ressources
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conséquentes apportées par la photosynthése des organismes autotrophes. Ainsi, toute forme de vie
terrestre voit dans chacune de ses cellules et chacune de ses molécules, couler I'énergie solaire captée
un jour par un organisme photosynthétique par le biais du processus de la chaine alimentaire. S'il ne
s’agit pas de la molécule originellement créée, il s’agit alors d’une molécule créée via la consommation
d’une molécule de la photosynthese.
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La fphotosynthése, la complexité chimique et la chaine alimentaire
Ce schémaillustre les processus qui font varier la complexité chimique au sein de la biosphére. La photosynthese alimentée par I'énergie
solaire Sen haut du schéma, processus détaillé dans un prochain chapitre) fournit des électrons, qui alimentent les différentes voies
métaboliques d’assimilation du carbone et de I'azote, qui permettent de construire les briques élémentaires du vivant (les lipides, sucres,
acides nucléiques, acides aminés etc...). Ces briques deviennent ensuite les macromolécules qui permettent de construire et maintenir
la vie des organismes autotrophes. Les prédateurs hétérotrophes consomment ensuite ces molécules, en extraient I'énergie et la matiere
premiére nécessaire au maintien de leurs propres molécules, avec une diminution nette de la complexité chimique et de I'énergie
contenue dans le stock de biomasse (dissipée sous-forme de chaleur) a chaque maillon de la chaine alimentaire. Le soleil fournit
I'énergie grace a laquelle I'ensemble de la chaine existe.
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Figure 1
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2- Le cycle du carbone, la formation du pétrole & le réchauffement climatique
Comme décrit précédemment, avant la vie, et schématiquement, avant la photosynthese, la
majorité des atomes que contenait la planéte Terre étaient présents sous leur forme élémentaire
(carbone sous forme CO, ou CH, azote sous forme N, soufre sous forme SH, etc...). Lorsque la
photosynthése apparut, la vie commenca a pouvoir transformer ce stock de molécules et a assembler
ces briques en molécules plus complexes. Le cycle du carbone nous intéresse particulierement parce que
c’est son taux dans I'atmosphére a un instant t qui détermine la température d’une époque.

2-1- Dimension temporelle du cycle du carbone
Le carbone atomique est devenu du carbone moléculaire
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d’oxygéne dans ['air par ces mémes géologiques et paléontologique dont nous disposons.
organismes, créa une atmosphéere profondément différente a laquelle ces organismes n’étaient pas
adaptés : diminution de la température et apparition d’'une atmosphére trés oxydante ont entrainé la
mort en masse de ces organismes.

Le carbone moléculaire s’est retrouvé enfoui et, avec lui, le climat de I’époque
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Figure 3 Formation du Pétrole
1/ les organismes photosynthétiques meurent en raison des variations climatiques et environnementales engendrées
loar leur prolifération. 2/ les cadavres coulent au fond des océans et sont recouvert Far les sédiments. 3/ enfouie dans
e sol, la biomasse subit une augmentation de la température et de la pression. 4/ la biomasse devient pétrole.

Ces premiers organismes vivants qui avaient capté dans leur biomasse le carbone atmosphérique
moururent et leurs cadavres en vinrent a couvrir le fond des océans. Les mouvements des sols
recouvrirent la biomasse et finirent par isoler durablement ce carbone de la biosphére. Emprisonnée
dans les sols, cette biomasse carbonée souffrit d’augmentation de la pression et de la température et
le carbone, autrefois aérien sous forme simple puis vivant sous forme moléculaire, devint alors
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pétrole : de lourdes molécules composées d’atomes de carbones liés entre eux, retenant dans toutes
ces liaisons chimiques de I'énergie solaire concentrée. Le pétrole n’est pas une ressource minérale, il
s’agit bien d’une ressource organique, autrefois vivante.

La vie s’est adaptée progressivement au climat qui évoluait, formant petit a petit un écosysteme
stable. Néanmoins, ponctuellement, des variations soudaines du climat ont parfois entrainé ce qu’on
appelle aujourd’hui les 6 grandes extinctions massives d’espéeces.

On remarque que sur ces 6 extinctions massives, toutes ont cette fois eu pour cause un facteur
externe a la biosphére. La plus connue de ces extinctions, et la plus récente, est celle qui a vu la
disparition des dinosaures. Les raisons présumées de cette extinction sont des activités volcaniques
extrémes sans doute combinées a la chute d’un astéroide. Ces 2 phénoménes, ne dépendant pas de la
moindre activité biologique, ont obscurcit le ciel, perturbant grandement la photosynthése. La disparition
de beaucoup de plantes entraina mécaniquement la disparition des organismes herbivores, puis des
carnivores s’en nourrissant. Ne survécurent a ces nouvelles conditions de vie que les quelques
organismes charognards qu’étaient les petits mammiferes, qui eurent ensuite la voie libre pour occuper
toutes les niches écologiques libérées.

Un autre exemple marquant est la plus importante des extinctions massives (Permien-Trias il y a
252 millions d’années), celle-ci vit la disparition de plus de 95% des espéces marines et 70% des espéces
terrestres. La raison est ici aussi d’origine extérieure a la biosphére : la raison présumée en est la
tectonique des plaques qui aurait refermé un océan. Changeant ainsi les courants marins qui régulaient le
climat et eutrophisant (diminution de I'oxygéne) les océans (M.Benton 2005, When life nearly died).

On retiendra de ces catastrophes que, depuis 2 milliards d’années, les écosystemes ont connus 6
remises a zéro, et qu’a chaque fois I'écosystéme s’est effondré, non pas de lui-méme, mais a cause d’un
évenement hors de son controle, extérieur a I’écosystéme. Nous vivons aujourd’hui une 7°™ extinction
de masse, et elle est, sur certains points, déja plus grave que la pire des 6 précédentes, notamment en ce
qui concerne le vitesse annuelle de disparition des espéces.

2-2- Dimension spatiale du cycle du carbone

On le sait, le taux de carbone atmosphérique, influe directement la température globale (au
méme titre que d’autres phénomenes comme les courants marins), notamment par le processus de
I'effet de serre et de captation de chaleur (les liaisons chimiques carbonées CH et CO absorbent en
effet trés efficacement les rayonnements chauds et infra-rouges). La compréhension du cycle du
carbone est donc un des leviers qui nous permettra de diminuer ce taux de carbone et peut-étre
espérer controler notre climat.

En dehors de toute activité humaine, le carbone terrestre se partage entre 3 lieux :

e ’atmospheére sous forme de dioxyde de carbone CO, ou de méthane CH,. C’'est le seul carbone
qui participe a l'effet de serre et a la régulation climatique. Cette quantité de carbone est stable
lorsque I’écosysteme est lui aussi stable et non-perturbé.

ela biosphere sous forme de biomasse : lignocellulose des arbres, lipides membranaires et
protéines de toutes les formes de vie etc... Ce carbone solide ne participe pas directement a I'effet de
serre. Cependant le carbone de la biosphére s’échange en permanence avec le carbone atmosphérique
via la photosynthese des organismes autotrophes qui le fixent et la respiration des hétérotrophes qui
en dégagent.

e La lithosphere sous forme de pétrole, gaz naturel et charbon. Ce carbone la ne participe plus
depuis 2 milliards d’année a la régulation du climat.
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Figure 4
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naturel (Ies fléeches rouges sur la 1750) les fleches en rouges correspondent aux variations depuis lors. Le bilan net pour I'atmosphére
correspond a une augmentation de pres de 30% de la quantité de carbone. (www.manicore.com)

figure 4).

En utilisant le pétrole et le charbon depuis la révolution industrielle, ’'Homme a créé une
communication entre la lithosphere et I'atmosphere. Ce faisant, le pool de carbone que se partagent
I’'atmosphere et la biosphére est augmenté: 'Homme injecte chaque jour de plus en plus de carbone
dans un endroit ou il n’a rien a faire.

En parallele, 'Homme s’assure également que ce carbone reste le plus nocif possible en
I’'empéchant de se fixer dans la biosphére : en déforestant, la fixation du carbone est empéchée et le
carbone reste dans la seule « sphere » ol son impact est le plus important. L'Homme est en train de
créer artificiellement une atmosphere carbonée, et mécaniquement plus chaude, que la Terre n’avait
pas connue depuis des centaines de millions, voire des milliards d’années, avec tout ce que ¢a implique
pour |'écosystéme qui n’y est plus adapté.

L'ingénieur-conseil Jean-Marc JANCOVICI estime a partir des données fournies par le
Groupement International d’Experts sur le Climat que la quantité de dioxyde de carbone a déja
augmenté de plus de 30% depuis le début de I’ére industrielle.

Le résultat de ce déreglement se chiffre déja : nous vivons en ce moment la 7éme extinction
massive d’espece, le taux de disparition des espéces est évalué de 10 a 100 fois pire que celui des 6
précédentes extinctions et la raison cette fois est bien liée a une activité « biologique » : le fait des
Hommes.

._ ..................................................................... _.
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2-3- La société humaine et le confort modernes sont sous perfusion d’énergie fossile épuisable
Le confort est une notion ancienne, Figure 5

mais son sens moderne est devenu tres
différent de celui du passé. Autrefois il
pouvait faire référence a I'espace ou aux
ornements dont on pouvait disposer, mais
aujourd’hui il fait référence au bien-étre et
aux économies de corvées. L'Homme
d’aujourd’hui est devenu de plus en plus
dépendant de son confort et de ses outils
technologiques, et cette dépendance est
tant physique que philosophique: par le
confort de son habitat moderne, 'Homme 1000 1200 1400 1600 1800 2000

se protege contre la rudesse de la nature Année
s Population mondiale corrélée a de grands événements du développement Humain.
sauvage tout en S’e|0|gnant de plus en plus La révolution industrielle est estimée a 1750 et la révolution « verte » de I'apres guerre

de sa condition d’animal sensible et fragile. :1950. A ces 2 dates la population mondiale a connu des booms de croissance importants.

Le confort moderne est le fruit des révolutions industrielle de 1750 et agricole de 1950. Ces 2
événements ont permis 2 booms consécutifs de la population mondiale et selon plusieurs prédictions
de I'ONU la population mondiale pourrait atteindre les 10 milliards en 2050 et les 15 milliards en 2100.
D’autres scénarios étudiés par 'ONU en fonction des décisions politiques prises par les gouvernements
prévoient que la population se stabiliserait ou encore connaitrait une diminution avant de se stabiliser.
Quoi gu’il en soit, il est vraisemblable que les humains du futur seront toujours tres attachés a leur
confort, tout différent qu’il puisse étre de celui d’aujourd’hui.

Ce confort moderne qui a permis le développement de la société humaine n’est cependant pas
un dd: la premiere condition de son existence, ce qui I'alimente et le rend possible, c’est I'énergie. Il n’y
a pas d’électricité sans énergie, il n’y a pas d’électroménager sans usines alimentées en énergie, il n’y a
pas de liberté de déplacement sans voitures ni sans I'énergie requise pour la faire avancer. Or cette
énergie n’est pourtant pas acquise et depuis 200 ans I’humanité préléve chaque année son énergie sur
des réserves limitées et épuisables.

En effet, avant 1750 et depuis la découverte du feu I'humanité trouvait son énergie
principalement en brdlant du bois. Bois qui appartient a la biosphére et dont l'utilisation a faible
échelle n’a jamais causé de probleme environnemental notable, pas plus que permis de boom
démographique. Par contre, depuis 1750 I’'Homme pioche son énergie dans le charbon, le gaz et le
pétrole. Trois ressources qui n’appartiennent plus a la cette biosphére depuis prés de 2 milliards
d’années. Ce gain de confort que s’est octroyé I'humanité n’est ainsi qu’une situation temporaire
extraordinaire et en dehors du temps. De méme que la biosphére est directement dépendante de
I’énergie solaire, la société humaine est sous la perfusion directe de molécules fossiles formées il y a 2
milliards d’années, et lorsque cette ressource se tarira, la société, si elle n’a pas évolué entretemps,
disparaitra avec (indépendamment des changements climatiques liés a la carbonation de
I'atmosphere).

Population Mondiale
(milliards de personnes)

O B N W B U1 O N

2-4- Un climat qui pourrait s’emballer ?

Dans une récente revue, Barnosky et al. 2012 ont rapporté différents indicateurs qui révelent que
I'activité anthropique a profondément perturbé |’écosystéme terrestre dans son ensemble. lls
expliquent que la biospheére, si elle répondait comme les micro-écosystémes connus pour rapidement
disparaitre au dela d’un certain seuil de sollicitation, finirait par basculer elle-aussi irréversiblement
vers un nouvel état d’équilibre tres différent de ce que la Terre connait depuis des lustres. Leur
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indicateur le plus alarmant, le taux d’utilisation des sols par 'Homme (transformation d’un écosystéeme
naturel en surface urbaine ou agricole) dépassera le seuil de 50% des terres émergées des 2025.

Les auteurs s’inquietent finalement du fait que, passé un certain seuil encore inconnu de
sollicitation, le réchauffement climatique forcé par 'Homme et les émissions de GES, pourrait lui aussi
connaitre un emballement incontrGlable et précipiter I'écosystéme vers un nouvel état d’équilibre
profondément différent de celui auquel I’'Homme et son écosystéme sont adaptés. Cette hypothése
d’un emballement irréversible n’avait jusque-la jamais été évoquée dans les scénarios du GIEC qui ont
toujours considéré que le réchauffement climatique serait linéaire et réversible si I'on s’en donnait la
peine.

Le Développement Durable : ce mode de développement qui n’affecte pas celui des générations
futures, devient ainsi de plus en plus une question de survie. 'Homme doit rapidement trouver un
moyen de s’affranchir des énergies fossiles et carbonées.

3- ’Energie
3-1- Qu’est-ce que I'énergie ?

En physique, I'énergie se mesure en joules (J) ou en watt par heure (W.h), c’est une mesure de
la capacité d'unsysteme a modifier un état. C'est a dire sa capacité a produire un travail qui va
entrainer un mouvement, un rayonnement électromagnétique ou de la chaleur par exemple.

La thermodynamique est I'étude des transformations qui font intervenir I'énergie thermique:
le premier principe de la thermodynamique est celui de la conservation de I'énergie. Selon celui-ci,
I'énergie ne peut ni se créer ni se détruire mais uniqguement se transformer d'une forme vers une autre
(principe de Lavoisier) ou étre échangée d'un systéme a un autre (principe de Carnot). Le second
principe est un principe de limitation : la conversion d'énergie d'une forme vers une autre n'est en
général pas compléte et une partie de I'énergie présente au départ est dégradée sous forme d'énergie
cinétique désordonnée. Ainsi I'entropie, qui mesure le désordre d’un systéme, ne peux que croitre et
tout systeme, quel qu’il soit, n’existe qu’a la condition que son entropie augmente ou soit stable dans
le cas d’une transformation parfaite. Cela a pour conséquence que I'ensemble de I’Univers, le seul
systeme englobant tous les autres systemes considérables, et ce depuis le big bang, tend vers
I’entropie maximale ou le désordre sera maximal et ou plus aucune énergie ne pourra s’échanger. A
I’échelle universelle cette tendance s’entend aisément, mais a l'intérieur de cet univers, quelques
phénoménes physiques créent de I'ordre et peuvent, au premier abord, sembler aller a 'encontre du
deuxieme principe et de la direction générale de I'Univers. Le vivant en est un de ces exemples:
Comment les étres vivants peuvent-ils se construire, croitre et maintenir leur organisation, c’est a dire
créer et maintenir de I'ordre, sans diminution d’entropie?

3-2- La vie & I’énergie

Méme ces phénomeénes, a premiere vue, créateurs d’ordre, se déroulent dans des systéemes
d’entropie positive. La création d’ordre dans le vivant se fait effectivement au dépend de la
consommation continue d’un flux énergétique qui le traverse et de la dissipation de chaleur dans le
milieu extérieur. C'est cette dissipation d’énergie qui constitue I'augmentation entropique, et elle est
plus grande que la diminution effectivement apparue grace a la conversion de cette énergie.

Ainsi, a I'échelle d’'un organisme hétérotrophe la création d’ordre se fait en utilisant les
molécules de son alimentation comme source énergétique : I'énergie chimique contenue dans les
molécules consommées est libérée par les processus biologiques, I'énergie est alors convertie en de
nouvelles molécules nécessaires a I'organisme vivant (création d’ordre) et également en chaleur qui se
dissipe (création de désordre). De plus, un organisme vivant hétérotrophe, méme au repos, dissipe en
permanence de I'énergie de par les processus biologiques qui se déroulent en son sein (un étre humain
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au repos dissipe ainsi environ 70 watts, soit autant qu’une ampoule classique), et il a constamment
besoin d’apport énergétique pour se maintenir.

Pour les organismes dits « autotrophes », le principe est le méme que pour les organismes
hétérotrophes, sauf que I'entrée énergétique dans ces organismes ne provient pas de la
consommation d’énergie chimique sous forme de molécules, mais de I'utilisation directe de I'énergie
lumineuse du soleil qui est convertie par la photosynthése en molécules réservoirs d’énergie chimique.

De maniere intéressante, la vie hétérotrophe est actuellement dépendante, en grande partie, des
molécules crées par la photosynthése, et donc de I'énergie solaire. L’exception étant constituée des
guelgues microorganismes extrémophiles qui récupérent I'énergie chimique des molécules résultant
de l'activité géochimique.

Ainsi le systeme [biosphére] a bien une entropie positive : elle consomme et convertit de
I’énergie solaire ou géologique pour se maintenir et elle dissipe de la chaleur en le faisant, générant du
désordre. Méme la premiére loi de la thermodynamique est bien respectée par I'’ensemble du vivant :
toute I’énergie qui transite dans I'ensemble de la chaine trophique est initialement sourcée dans le
soleil (ou dans I'activité géologique). La conséquence en est que tout phénomeéne qui altére I'apport
d’énergie au systéme se traduit extrémement rapidement par un effet létal immédiat sur I'écosysteme
des lors que les quelques stocks prévisionnels de chaque organisme sont consommés.

La vie ne va ainsi pas a I'encontre totale des lois de la physique : elle y est totalement soumise.
Les seules questions a son sujet ne concernent plus sa réalité, mais bien son origine et son but, qui
restent énigmatiques au méme titre que I'apparition de l'univers et de la matiére.

3-3- 'homme et I'énergie

Au méme titre que le reste du regne vivant, ’lhomme est capable de déployer de I'énergie de lui-
méme, avec son propre corps comme outil et son alimentation comme carburant, afin de transformer
son environnement a sa guise et de garantir sa pérennité matérielle.

Au fil de I'Histoire, I’'Homme, simple animal, a déployé diverses astuces pour économiser sa
propre énergie : le feu, les outils et la domestication sont autant de découvertes qui lui ont permis de
mobiliser davantage d’énergie que son seul corps ne le lui permettait. Ces premiéres « économies
d’énergie » que I'on peut qualifier de « civilisatrices » lui firent disposer de davantage de ressources
énergétiques et de temps pour ne plus se concentrer que sur 'amélioration de ses conditions de vie.
L’énergie économisée par les premiéres découvertes fut dédiée a I'imagination de nouveaux moyens
de récupérer encore d’avantage d’énergie dans la nature afin d’augmenter encore le confort matériel
de I'humanité: il a appris a exploiter la force du vent puis la force de I'eau.

L'invention des machines thermiques fut, plus tard, un progrés remarquable de |’exploitation
initiale du feu. Ces machines permettent de transformer de I’'énergie chimique en énergie thermique
puis en énergie mécanique. Cette énergie chimique, I'Homme la trouvait initialement directement dans
la biomasse végétale, et plus récemment dans les ressources fossiles (gaz, charbon et pétrole) qui ne
sont rien d’autre que de la biomasse végétale modifiée et dégradée par le temps et les forces
tectoniques.
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Figure 6

3-4- Les énergies carbo-émettrices

Cela fait donc bientét 3 siécles que nous extrayons du sol le carbone moléculaire qui y est enfoui
depuis des milliards d’années. Nous brilons ces molécules carbonées (de gaz naturel, charbon ou
pétrole) qui ont été créées par les premiers organismes photosynthétiques, et en faisant cela, nous
simplifions ce carbone « moléculaire » (C,) en carbone « atomique » (C1) par la réaction suivante :

C,Hyp + 1,510, —» nCO, + nH,0 + énergie

Principe : L’énergie thermique issue de la combustion des hydrocarbures sert a faire bouillir de
I'eau dont la vapeur entraine des turbines et des dynamos pour produire de I'électricité. C'est le
fonctionnement de toutes les centrales thermiques actuelles.

Plus récemment de nouveaux types de centrales thermigues apparaissent et proposent
d’exploiter des cycles thermodynamiques différents et ainsi atteindre de meilleurs rendements
énergétiques, tout en limitant les émissions de particules autres que le carbone.

Limites : Ces améliorations, bien que nécessaires pour limiter les dégats environnementaux, ne
doivent pas faire perdre de vue la réalité de ce type de centrales : leur fonctionnement se base sur des
ressources épuisables, de plus en plus chéres, problématiques d’un point de vue géopolitique et dont
I"utilisation a un effet tres important sur I'environnement.

Sur ce dernier point en effet, on voit que le probleme de ce procédé réside dans le relargage
atmosphérique d’un CO, qui n’a plus sa place dans la biosphére depuis longtemps. Cela cause déja la
7°™ extinction massive d’espéces, et le plus urgent aujourd’hui est de trouver un moyen de fixer ce
carbone. Certaines centrales proposent déja de capter le CO, sous-forme solide en sortie des centrales
afin de limiter les émissions, mais cela reste une portion anecdotique des centrales, et cela ne regle de
toute facon pas le probleme de la future pénurie des combustibles.

Comment pourrions-nous diminuer la dépendance aux énergies fossiles et leurs dégats? En
abaissant un standard de vie trés énergivore? A I'heure actuelle, les mentalités mondiales indiquent
clairement que cela n’est pas a I'ordre du jour. En abaissant la consommation énergétique de nos outils
guotidiens ? En exploitant d’autres sources d’énergie? Ces deux pistes sont effectivement les plus
privilégiées.

._ ..................................................................... _.
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3-5- Les énergies dites « propres » et « renouvelables »
Ces énergies sont décrites comme telles car, dans I'inconscient collectif, elles ne sont pas sensées
émettre de CO, lors du processus de production d’énergie. Cependant pour nombre d’entre elles la
propreté réelle n’est pas aussi grande qu’espérée et certaines limites parfois inattendues se présentent.

Solaire

Principe : Les panneaux solaires utilisent I'énergie lumineuse du soleil pour en faire de
I’électricité. La technologie utilise des matériaux inorganiques tres couteux a base de silicium qui, sous
I’excitation des photons, créent un courant électrique.

Limites : Ces panneaux solaires pourraient virtuellement étre installés dans toutes les places
ensoleillées de la planete, comme les déserts, mais c’est alors le probléeme de I'acheminement de
I’électricité vers les lieux ou elle est consommée qui peut poser probléme. De plus la production de ces
panneaux solaires est encore loin d’étre verte, de méme que I'entretien. Au vu des émissions de CO,,
elle n’est pas neutre non plus, mais elle reste avantageuse par rapport aux différents types de
centrales thermiques.

Un autre inconvénient de cette technologie est son intermittence, la production d’électricité par
le solaire ne se fait que durant la journée et est plus efficace durant les saisons a ensoleillement
maximal comme I'été. Pourtant on le sait, les pics de consommation électriques ont lieu la nuit pour
I’éclairage et I’hiver pour le chauffage. L’énergie solaire nécessite donc de déployer d’autres appareils
permettant le stockage de cette électricité et, a ce jour, de tels accumulateurs (piles chimiques par
exemple) présentent eux aussi de nombreux problémes environnementaux.

Eolien

Principe : Cette énergie vise a directement faire tourner des dynamos sous 'action du vent.

Limite : C'est effectivement une des énergies les plus « carboneutres » existantes avec
I’hydraulique et le nucléaire, mais tout comme pour le solaire elle pose le probleme de I'intermittence
de la production d’électricité. Un pays ou une région ne peut pas dépendre pour son énergie des aléas
du vent et cette électricité ne peut pas suffire pour se substituer seule aux centrales thermiques. Dans
les faits, I'implantation de champs d’éoliennes s’accompagne toujours de centrales a gaz pour lisser
I'intermittence de la production d’électricité verte.

Eolien off-shore

Principe : Méme principe que les éoliennes terrestres, mais installées en haute mer.

Limites : Les détracteurs de ce systeme parlent surtout de la perturbation des écosystéemes
marins, ou des voies maritimes. Les vents en pleine mers sont souvent plus puissants que les vents
terrestres (moins d’obstacles) mais la salinité de I'air entraine aussi des colts d’entretien liés a la
rouille du matériel plus importants que pour I'éolien terrestre.

Hydraulien/marémotrice

Principe : L’hydraulien consiste en la pose « d’éoliennes sous-marines » qui tirent leur énergie
des courants sous-marins ou des courants de marées.

Limites : A I'heure actuelle il ne s’agit que de prototypes. A priori, les courants marins sont
soumis a moins d’intermittences que les courants aériens, et cette technologie sera certainement
intéressante a I'avenir.

Page | 32



Houlomotrice

Principe : Ces procédés utilisent I’énergie de la houle des vagues pour produire de I'électricité. Il
s’agit de dispositifs mécaniques qui convertissent les ondes des vagues en énergie.

Limites : Encore au stade de prototypes, cette technologie est prometteuse mais peut présenter
des problémes pour certaines voies maritimes importantes. Comme I'ensemble des technologies
marines et océaniques, elle n’est bien évidemment pas accessible aux pays continentaux qui n’ont pas
d’acces a la mer.

Hydraulique

Principe : La technologie des barrages vise a bloquer le cours d’une riviere et créer une rétention
d’eau suffisamment importante pour que lors de I'ouverture des vannes, la pression de I'eau entraine
des turbines et produise de I'électricité.

Limites : Le procédé n’émet a priori pas de carbone, a part lors de la construction des
installations. Mais la destruction locale de I'environnement qu’il entraine pose un autre type de
soucis : des foréts, piéges a carbone, sont noyées dans les lacs artificiels, et la faune et la flore des
cours d’eaux sont profondément perturbées en amont et en aval des barrages. De plus, dans certains
cas, les foréts noyées émettent de grandes quantités de méthane de putréfaction pendant des
décennies.

L'autre principale limite de la technologie est son potentiel de développement, en effet en
Europe la quasi-totalité des fleuves est déja barrée plusieurs fois et la technologie n’est déja plus
extensible. Dans d’autres pays ou l'irrigation des cultures est encore plus primordiale que sous les
latitudes tempérées, de nombreux fleuves n’arrivent déja plus a leur embouchure en raison des trop
nombreux prélevements qui y sont faits. A terme, la question d’utiliser I'eau pour la production
d’énergie ou bien d’aliments risque également de se poser.

Nucléaire

Principe : L’énergie nucléaire propose d’utiliser la radioactivité naturelle des atomes les plus
lourds présents sur notre planete. C’est l'instabilité de certaines variantes des atomes d’uranium que
I'on utilise ici pour produire de I'électricité. Ces atomes instables éclatent naturellement en dégageant
des rayonnements et de la chaleur, chaleur alors utilisée pour faire bouillir de I'eau et entrainer des
turbines et produire de I'électricité.

Limites : Ce procédé n’émet effectivement pas de carbone lors de I'étape de production
d’énergie, il pourrait ainsi sembler une excellente alternative pour réduire les émissions de gaz a effet
de serre. Mais cependant il faut garder a l'esprit que le nucléaire ne peut pas non plus étre une
solution durable de production d’électricité ; méme sans parler des risques extrémes liés a la maitrise
méme de la technologie (les évenements de Fukushima, Three Miles Island et Tchernobyl), la raison la
plus simple de cette non-durabilité est tout simplement la faible quantité de matiere fissile existante
sur Terre.

Par contre, la question peut se poser de favoriser le nucléaire par rapport aux centrales
thermiques comme énergie de transition, avant d’avoir découvert une énergie verte du futur. Le
dilemme posé ici en est de savoir choisir entre la peste et le choléra. Le nucléaire présente des risques
inacceptables pour certains, dont les dégats éventuels restent a priori géographiguement contenus
(quoi gu’il semble que les courants marins aient apporté de la radioactivité sur I'ensemble de I'océan
pacifique), alors que le thermique présente un autre type de risques : un réchauffement climatique
global, aux conséquences immédiates et qui s’aggravent chaque année.
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Biomasse/combustion

Principe : La filiere Biomasse vise a faire pousser des arbres, puis les transformer en granules
pour les briler dans des centrales thermiques. La conversion de cette biomasse ligno-cellulosique en
bioéthanol est également possible et pourrait apporter une alternative au pétrole et aux biocarburants
actuels qui sont en compétition avec I'alimentaire. Couplé a une exploitation durable des foréts, ces
procédés sont considérés par beaucoup comme carboneutres en émissions de CO; et connaissent une
croissance exponentielle, notamment au Canada.

Limites : Pourtant, cette filiere ne devrait pas étre considérée comme carboneutre. Un récent
rapport de Greenpeace, dont une partie des allégations ont été confirmées par le CNRS, met en
évidence le fait que cette carboneutralité est fictive. Le principe jusqu’alors invoqué par les industriels
pour cette carboneutralité est le fait que, théoriquement, tout le carbone qui transite par cette filiere
est en circuit fermé : le carbone émis lors de la combustion serait ensuite refixé dans les nouvelles
plantes qui poussent. En réalité les étapes de transformation et de récolte de la biomasse émettent du
carbone, ce qui est rarement pris en considération et n’est pas négligeable. Et de plus les particules
issues de la combustion de bois vert sont beaucoup plus néfastes que celles issues de la combustion du
carbone fossile. La fixation du carbone par les foréts est aussi un processus qui n’est réellement
efficace qu’a partir d’un certain age des foréts, coupées trop jeunes, le gain en fixation de carbone est
trop faible pour créer un cercle vertueux.

Tous les arbres coupés en 2008 dans quatre provinces canadiennes, représentant 47 millions de
metres cubes, ont seulement contribué a hauteur de 3,4 % de la production totale d’énergie primaire
(chauffage et électricité) du pays. Et pour fournir ne serait-ce que 15 % de la production électrique
canadienne, il faudrait donc brller I’équivalent de tous les arbres coupés en 2008 au Canada (147
millions de m?). Quant au biocarburant, plus de 560 000 arbres devraient étre coupés quotidiennement
pour produire assez d'éthanol pour alimenter I’ensemble des voitures canadiennes.

L'ONG rappelle cependant que cette filiere reste préférable aux filieres du thermique fossile.

Géothermie

Principe : Collecter I'énergie thermique du sol afin de I'utiliser directement (chauffage) ou pour la
convertir en énergie mécanique/électrique. Des forages typiques pour accéder aux fortes chaleurs sont
de I'ordre de 2 500m.

Limites : Cette technologie est a priori déployable partout, mais elle I'est surtout dans les pays a
forte activité volcanique pour des raisons de moindre co(it et de meilleure rentabilité (forages moins
importants), le meilleur exemple de pays exploitant la géothermie est I'lslande qui produit plus de 99%
de son électricité a partir des seules technologies hydrauliques et géothermiques. C'est également le
seul pays ou la production d’hydrogéne n’est pas trop coliteuse, et ce grace a cette méme énergie
géothermique (la problématique de I’hydrogene sera détaillée dans le prochain chapitre).

Osmotique

Principe : ce procédé déployable uniquement aux embouchures de fleuves, propose d’exploiter
I’énergie osmotique dégagée par le mélange d’eau douce et d’eau salée au travers d’'une membrane.
L'osmose génere une surpression lorsque I'eau douce dilue I'eau salée en traversant la membrane,
I'augmentation de pression est alors utilisable pour actionner une turbine et produire de I’électricité.

Limites : le potentiel de développement de cette technologie est limité par le nombre
d’embouchures de fleuves libres (nombre qui diminue a cause de l'irrigation croissante et de la
sécheresse). La compagnie norvégienne Statkraft, qui développe la technologie en partenariat avec
I’'UE, estime la capacité mondiale a environ la moitié des besoins énergétique de la Chine.
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3-6- La nécessité du Développement Durable et des énergies propres

Figure 7

La figure 7 montre les émissions de carbone par =
kWh de quelques unes des filieres précédemment
détaillées. Il ressort de ce panel que les technologies —Gaz Naturel
énergétiques les plus largement utilisées actuellement —Cycle Combiné
(fossile) sont également les plus émettrices de carbone —Photovoltaique
(pres de 1 kg de CO, par kWh, soit 1 kg de CO, pour 10h f-Eolien
de fonctionnement d’une ampoule de 100W). —Nucléaire

La plupart des énergies renouvelables les plus —Hydraulique
utilisées a ce jour présentent un meilleur bilan carbone, _Osmo'lfique . Source: Etude ACV - DRD
mais restent néanmoins carbo-émettrices et dans certains 200 400 600 800 1000
cas seulement carboneutres. Résoudre le probleme de la Emissions de carbone
diminution de I'accumulation du CO, dans I'atmosphére e CO kI )

. . , . Emissions de carbone de différentes filieres
passe donc par une diminution du recours aux énergies de production d’électricité

trés carbonées et par privilégier celles qui émettent peu, Les énergies fossiles et épuisables émettent beaucoup de
] gaz a effet de serre (a I'exception du nucléaire) la ou les
volire pas du tout. énergies renouvelables sont presque carboneutres.

Dans ce contexte, les énergies photosynthétiques constituent un grand espoir : elles auraient le
double avantage d’assurer une énergie a la fois renouvelable et durable en plus d’étre pratiquement
carboneutres. Elles ne nécessitent pour étre produites pratiquement que de I'eau, des terres, du CO,
et du soleil. De plus, dans le cas des organismes photosynthétiques algaux, les besoins en terres
arables sont contournés ou carrément ignorés: les algues peuvent étre cultivées en hautes mers, en
bassins ouverts ou en photobioréacteurs, n’entrant ainsi pas en compétition avec la production
alimentaire.

L'autre intérét de ces technologies photosynthétiques est leur grand potentiel d’amélioration par
les génies agronomique et génétique. La production d’énergie et/ou de biocarburant a partir de
plantes et al.gues est en effet améliorable depuis la matiére premiere jusqu’au procédé final, alors que
pour toutes les autres formes d’énergies, la matiére premiére n’est pas « améliorable » par I'Homme
(I'eau, le vent, le soleil et les ressources fossiles ne peuvent étre modifiées).

Quoi qu’il en soit, la courbe d’accumulation du CO, dans I'atmosphére ne pourra jamais
s’inverser avec les seules technologies que nous connaissons aujourd’hui: comment fixer du CO, alors
gue toutes les énergies sont carbo-émettrices ou carbo-neutres et que les surfaces forestiéres
mondiales ne font que diminuer année aprés année? (A I'exception notable de la France ou la surface
forestiere augmente de 70 000 ha chaque année depuis 1980. source : ministere de |'agriculture)

En attendant le jour ou la science permettra de produire de I'énergie a partir de la biomasse
végétale sans qu’on n’ait a la briler et donc d’avoir des procédés énergétiques « carbo-fixateurs », le
contexte de pénurie des énergies fossiles impose de toute maniére de s’orienter vers les technologies
photosynthétiques renouvelables.

Le développement des bioénergies est ainsi un enjeu actuel fort. Parmi ces bioénergies, on

trouve bien entendu les biodiesels et le bioéthanol, mais également le biohydrogéne, molécule qui fait
I’objet du prochain chapitre.
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CHAPITRE 2

L’'Hydrogene & les hydrogénases

Ce chapitre traite du dihydrogéne : une molécule simple mais rare, porteuse de nombreuses
solutions qui demande de relever de nombreux défis technologiques. Seront évoqués : les différentes
utilisations actuelles et futures de cette molécule ainsi que ses principaux modes de production :
physicochimiques et biologiques. Je mettrai 'accent principalement sur les voies métaboliques et
notamment sur les enzymes impliquées dans ces voies de production biologiques. Je terminerai sur
I'intérét de poursuivre des recherches sur la photoproduction d’hydrogéne grédce a des organismes
photosynthétiques et en particulier a partir des cyanobactéries.

1- Abondance de I'"hydrogene
L’hydrogene (H) est I'atome le plus abondant de I'Univers : 71 % en masse et 91 % en nombre
d'atomes. Pour cause: c’est la configuration atomique la plus simple existant: un seul proton
contrebalancé par un seul électron, et aucun neutron.

Hydrogene |H 91,01% |70,84% Hydrogene |H 73,46% |Oxygéne (0] 48,24% |29,66%
Hélium He 8,87% |27,63% Hélium He 24,85%  |Magnésium |Mg 16,41% |15,38%
Oxygene 0 0,05% [0,59% Oxygeéne 0 0,77% Silicium Si 15,01% |16,08%
Carbone C 0,03% [0,30% Carbone C 0,29% Fer Fe 14,81% |31,86%
Azote N 0,01% [0,11% Fer Fe 0,16% Aluminium  |Al 1,53% 1,59%
Néon Ne 0,01% |0,16% Néon Ne 0,12% Calcium Ca 1,11% 1,71%
Silicium Si 0,00% |0,07% Azote N 0,09% Nickel Ni 0,80% 1,82%
Magnésium |Mg 0,00% |0,05% Silicium Si 0,07% Hydrogéne [H 0,67% 0,03%
Fer Fe 0,00% (0,12% Magnésium |Mg 0,05% Soufre S 0,52% 0,63%
Soufre S 0,00% |0,04% Soufre S 0,04% Chrome Cr 0,23% 0,47%
Table 1
B e — —0
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Table 2

Elément Symbole | % (masse) Gaz Symbole |% (volume)
Oxygéne (0] 85,84% Diazote N, 78,08%
Hydrogene |H 10,82% Dioxygéne 0, 20,95%
Chlore cl 1,94% Argon Ar 0,93%
Sodium Na 1,08% Dioxyde de Carbone co, 0,04% *

(392ppmv)
Magnésium |Mg 0,13% Néon Ne 18,18ppmv
Soufre S 0,09% Hélium He 5,24 ppmv
Calcium Ca 0,04% Méthane CH, 1,75 ppmv
Potassium K 0,04% Krypton Kr 1,14 ppmv
Brome Br 0,01% Dihydrogene H, 0,55 ppmv
Carbone C 0,00% Eau H,0 +1-4%

eme eme

Pourtant sur Terre on n’en trouve que 0,67% en nombre (8" rang) et 0,03% en masse (16
rang) et quasiment jamais sous sa forme diatomique H; : la quasi-totalité de I’hydrogene se présentant
sous la forme de composés chimiques hétérogénes comme les hydrocarbures (C,Hn), I'eau (H,0) ou
d’autres molécules plus complexes encore.

Au final la proportion d’H, naturellement présente sur Terre est généralement d’origine
biologique (par des archées hydrogénogénes) et est infinitésimale : 0,55 ppmv, soit environ 0,000055%
en volume de I'atmospheére terrestre. La raison de ce faible taux est due principalement a son faible
poids (2g/mol) qui en fait la molécule la moins retenue par la gravité Terrestre, la laissant s’échapper
en permanence de I'atmospheére vers I'espace intersidéral.

2- Quelques caractéristiques du dihydrogene
L'atome d’hydrogene ne pése que 1
gpar mole (1 mole correspondant a

i 1.1A i
Navogadro=6,02 10”molécules) et la molécule
de dihydrogene, la plus simple de toutes les
molécules, 2 gpar mole. L’hydrogene existe ! :
naturellement sous la forme de 3 isotopes ‘
principaux : le protium *H (99,985% de tout
I'hydrogene), le deuterium *H (0,015%) et le

tritium *H (traces), ce dernier étant le seul des i oul i1 D MouT
trois isotopes a étre radioactif. Le tritium protium deuterium tritium
serait fréquemment utilisé pour « améliorer »

I'efficacité des bombes a fission nucléaires. Isotopes naturels de I'hydrogéne

D’autres isotopes ont également pu étre Figure 8

synthétisés en laboratoire *H et 'H.

Le dihydrogéne a le deuxieme plus bas point d’ébullition de toutes les substances (devancé
seulement par I’'Hélium) : a pression atmosphérique, il est liquide en dessous de 20 Kelvin et solide en
dessous de 14 Kelvin.

Le dihydrogéne (H,) forme une mixture explosive avec l'air des lors qu’il atteint des
concentrations comprises entre 4 et 74% et ce mélange est susceptible d’exploser spontanément sous

._ ..................................................................... _.
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I'effet de la chaleur, d’'une étincelle ou de la lumiere du soleil. Sa température d’autoinflammation
dans I'air et de 500°C.
Son enthalpie de combustion est relativement élevée (-286kJ/mol) et sa combustion
exothermique avec I'oxygéne de I'air n’entraine que la production d’eau :
2 HZ(g) + 02(g) -2 HZO(l) + 572 k]

3- Les diverses utilisations de la molécule de dihydrogéne
Elle présente beaucoup d’utilisations potentielles : soit en tant que combustible classique, ou bien
en carburant au sein d’une pile @ combustible, ou encore comme réactif chimique et comme vecteur
énergétique.

3-1- L’hydrogéne combustible
Un carburant classique
D’une certaine maniere, la molécule de dihydrogéne peut étre considérée comme un
hydrocarbure sauf qu’il ne comporte pas de carbone et peut étre directement utilisé dans des moteurs
a explosion classique pour générer de I'énergie mécanique (par exemple dans un véhicule ou toute
autre machine thermique). Le bilan de la combustion d’un hydrocarbure (déja évoqué au chapitre 1):
Bn+1)

CnH2n+2 + 2

0, - (n+1)H,0 +nCO,

Devient alors avec n=0 :

1
Hz +§02 _)H20

Le dihydrogene est ainsi le seul carburant dont la combustion ne génere que de I'eau et de
I’énergie et absolument aucune trace de dioxyde de carbone

D’un point de vue énergétique, le dihydrogéne est le carburant qui présente la plus grande
énergie massique de tous. C'est une conséquence de son trés faible poids moléculaire (2g.mo|'1). C'est
pour cette raison qu’il a longtemps été le carburant de choix de I'aéronautique et de I'aérospatiale : a
poids égal on transporte 2,5 fois plus d’énergie avec de I'hydrogéne qu’avec d’autres carburants.

A linverse, d’'un point de vue volumique, I’hydrogene présente la plus faible densité volumique
d’énergie de tous les carburants. Cela est notamment d{ au fait que I'énergie est contenue dans la
liaison chimique entre les atomes de la molécule. Dans le cas des hydrocarbures, davantage de liaisons
chimiques par molécule existent, ainsi, méme si I'atome de carbone est beaucoup plus lourd que
I'atome d’hydrogéne, il peut porter 4 liaisons chimiques la ou I'atome d’hydrogene ne peut en créer
gu’une. La conséquence directe de cette propriété est que le stockage d’énergie sous forme de
dihydrogéne liquide est approximativement 4 fois plus demandeuse d’espace que pour un autre

carburant liquide comme le diesel, tout en étant environ 2,5 fois plus léger.

énergies massiques Densité d'énergie
(25°C, 1atm) Liquide Gaz (1atm, 15°C)
Hydrogéne 141,86 ki/g || Hydrogéne 8491 MJ/m3 10050 kJ/m3
Méthane 55,53 kl/g || Méthane 20920 MJ/m3 32560 kJ/m3
Propane 50,36 kJ/g || Propane 23489 MJ/m3 86670 kJ/m3
Gazole 47,50 kl/g || Gazole 31150 MJ/m3 -
Diesel 44,80 kl/g || Diesel 31435 MJ/m3 -
Méthanol 19,96 ki/g || Méthanol 15800 MJ/m3 -
Table 3
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Cette utilisation du dihydrogéne comme combustible dans des véhicules ou des machines
thermiques présente cependant de sérieux inconvénients, mais qui semblent en passe d’étre levés. Le
premier, est sa rentabilité décevante en comparaison d’autres combustibles. Le constructeur BMW
semble cependant avoir trouvé une piste d’amélioration : au lieu d’utiliser un moteur a essence, un
moteur diesel a été modifié, en rajoutant a la compression élevée propre a cette technologie un
allumage par étincelle. Le rendement obtenu est ainsi de 42%, soit meilleur qu’un turbo-diesel, et se
rapproche également des 50% de rendement de la pile a combustible (prochain paragraphe).

Note : L'inconvénient majeur des véhicules ou des appareillages fonctionnant grace au
dihydrogéne réside dans le stockage de la molécule, que ce soit par sa volatilité ou son volume, celui-ci
représente un défi technologique majeur, mais ce défi est le méme pour toutes les utilisations
envisagées du dihydrogene.

La pile a combustible (pile a hydrogéne)

La Pile a combustible est une technologie découverte en 1838 par le scientifique allemand
Christian Friedrich SCHOMBEIN, il décrivit a cette époque une pile qui générait de I'électricité a partir
d’acide sulfurique et d’eau.

La technologie de pile a combustible (Fuel Cell en anglais) n’est pas spécifique au dihydrogene,
elle peut faire référence a plusieurs combustibles différents comme le méthanol, mais ici je traiterai
uniquement le cas de la pile a combustible a hydrogéne. Par commodité de langage j'appellerai a partir
d’ici « Pile a Combustible » ou « PAC » cette pile a hydrogéne.

La Pile a Combustible est une technologie embarquable a condition d’avoir un réservoir de
combustible approprié (qui pose les méme problemes que pour l'utilisation de I’'H2 comme carburant
simple). Elle peut étre utilisée sur tout support mais elle a été majoritairement présentée a ce jour au
public comme le mode de propulsion des voitures du futur. La pile a combustible devra constituer une
alternative future aux actuelles batteries a Lithium-ion dans les voitures électriques de demain.

Le fonctionnement de la pile a combustible est assez simple, elle est constituée de 3 parties :
I'anode, I'électrolyte et la cathode. L’ensemble des réactions chimiques se produisant dans une pile a
combustible conduisent au bilan :

H,(g) + 0,(g) = H,0 + électricité + chaleur

° A l'anode se produit I'oxydation de I’hydrogéne,
généralement catalysée par une trés fine poudre de
Platine (Pt) :

H,(g) » 2H* + 2e~

° A la cathode c’est la réduction de I'oxygéne qui se
produit, catalysée par du nickel ou d’autres catalyseurs a
base de nanomatériaux :

0,(g) + 4H* + 4e~ - 2H,0

° Les protons (cations dans les autres PAC) sont
attirés par la cathode et traversent I'électrolyte. Cette
membrane échangeuse de cations est imperméable aux
électrons qui doivent passer par un circuit électrique
paralléle avant de rejoindre la cathode. C’est ce courant
d’électrons qui créé |'électricité dans les PAC.

A pleine charge, une PAC peut générer jusqu’a 0,7V

Figure 9 : Schéma de Pile 3 Combustible de tension et un courant assez faible. De meilleurs
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courants peuvent étre obtenus en montant plusieurs PAC en dérivation, ou de meilleurs voltages si on
les monte en série.

Les industriels de I'automobile présentent régulierement des prototypes de véhicules
fonctionnant a I'aide de PAC, la technologie est totalement fonctionnelle mais se heurte a de gros
soucis techniques.

On reléve ainsi que la PAC nécessite une membrane polymeére encore trés coliteuse, mais surtout
gu’elle nécessite de grande quantités de catalyseurs de Platine, métal précieux et cher, mais surtout
tres rare : Il faudrait environ 15 fois la production actuelle de platine pour pouvoir constituer un
nouveau parc automobile équipé de PAC. L'industrialisation des PAC est ainsi inenvisageable tant que
des substituts aux catalyseurs de Platine ne seront pas découverts. Comme explicité précédemment, le
stockage du combustible dihydrogéne est également un souci important des PAC.

3-2- Le dihydrogéne vecteur énergétique

Le principal souci de la plupart des énergies renouvelables réside dans leur caractere transitoire.
C’est cet aspect qui est problématique pour leur généralisation car les activités anthropiques ne
peuvent dépendre des aléas naturels.

Certains scientifiques imaginent dés lors un lissage de la production énergétique issue de ces
énergies renouvelables par I'intermédiaire du vecteur énergétique que constituerai le dihydrogéne. A
la différence de I'électricité qui est instockable par nature et doit étre consommeée dans l'instant ou
elle est produite, le stockage chimique dans une molécule de dihydrogene pourrait étre une solution
valable étant donné que la récupération de I'énergie stockée dans la molécule se ferait par une
combustion propre (c’est a dire sans CO,) par exemple dans une pile a combustible.

Dans un tel modele, le dihydrogéne ne serait plus considéré comme une ressource énergétique,
mais bien comme un vecteur énergétique dont l'utilisation ne générerait que de I'eau. La conversion
de I’énergie renouvelable (ou non) en H; se ferait au moyen d’'une des méthodes décrites au prochain
paragraphe (certainement I'électrolyse de I'eau).

Cette perspective intéressante d’utilisation du dihydrogéne souléve également la question
cruciale du stockage de la molécule.

3-3- Le stockage du dihydrogene
Comme explicité plus haut, le stockage du dihydrogene est un défi technologique en lui-méme,
Les principaux problémes que I'on peut rapporter sont les phénomenes de corrosion dus a la molécule
d’H2 qui tend naturellement a former des liaisons chimiques avec presque tous les autres atomes
existant, ainsi que sa tres petite taille qui lui permet de se faufiler dans la plupart des mailles cristalline,
et donc de presque toujours pouvoir s’échapper d’un réservoir.
Bien que le stockage de I’hydrogéne soit un défi pour nombre de filieres industrielles, c’est
encore dans les industries automobiles et pétroliéres que I'on trouve les principales avancées.
A ce jour, trois grandes voies de stockage de I'hydrogéne sont envisagées:
e Le stockage comprimé
e Le stockage liquide
e Le stockage moléculaire

Le stockage comprimé
C'est la forme la plus commune de stockage du dihydrogéne.
Le stockage gazeux sous forme comprimée (actuellement 350 bar) permet d'atteindre une
densité massique satisfaisante avec des réservoirs composites. La densité volumique de stockage reste
faible: une pression de 700 bars est inévitable pour rendre la technologie compétitive.

Page | 41



La technologie existe et est couramment utilisée. Son inconvénient réside dans |'énergie
nécessaire a la compression et dans la faible efficacité en termes d'encombrement en comparaison aux
autres méthodes. Cet encombrement est une des difficultés pour I'utilisation du dihydrogéne sous
forme de gaz comprimé dans les applications automobiles.

Le CEA participe également a I'industrialisation de réservoirs d’hydrogene moins onéreux via le
projet européen StorHy. Cette technologie vise a comprimer I’hydrogéene sous 700bars dans une coque
en fibre de carbone revétue d’un polymere innovant appelé « liner » qui assure |’étanchéité, le projet
ambitionne de faire passer le prix d’un réservoir de 150L de 1000€ a 300€ d’ici a 2015.

Le stockage liquide cryogénique

Le stockage liquide a 20 K (-253 °C) sous 10 bars permet d'atteindre des densités volumique et
massique intéressantes mais nécessite des réservoirs a l'isolation thermique poussée afin de minimiser
I'évaporation. La technologie existe actuellement et a une meilleure efficacité volumique que pour le
gaz comprimé, mais I'encombrement conséquent des enceintes isolantes vient parfois contrebalancer
cet avantage.

Le co(t énergétique de la liquéfaction de I’'hydrogéne est encore trés élevé puisqu’il représente
environ de 25 a 40% de I'énergie que produira I'hydrogéne en utilisation, et la déperdition en
utilisation réelle est malheureusement tres importante (actuellement 1,25 pour mille par heure),
pénalisant fortement le stockage au-dela d'une semaine.

Cette technique de stockage est la plus communément utilisée pour les applications spatiales ou,
malgré le faible délai de mise en ceuvre, le remplissage est continu jusqu'au dernier moment. Par
ailleurs, BMW a développé pour ses futures voitures des réservoirs d’hydrogéne liquide a -253°C
capables de conserver I’'hydrogeéne sans trop de pertes grace a un réservoir constitué de deux coques
d’acier séparées par du vide.

Le stockage en hydrures métalliques
Les atomes d'hydrogene peuvent également étre stockés dans certains composés métalliques : le
dihydrogeéne est récupéré en chauffant ou en diminuant la pression du matériau. Le stockage sur des
substrats sous forme absorbée, notamment sur des hydrures métalliques, présente une densité
volumique d’hydrogéne trés intéressante mais une densité massique faible. Cela peut étre avantageux
dans certains cas, mais problématique pour les applications spatiales par exemple.
Cette technique est aujourd'hui assez mal maitrisée. Elle a l'inconvénient de demander un

dihydrogéne extrémement pur afin d'éviter de détruire la

capacité d'absorption des hydrures. Le chauffage pour | Hydrure Pourcentage de dihydrogene
récupérer le gaz est également un handicap énergétique. contenu (en masse)
Ce type de stockage, qui continue de faire l'objet de LaNisHe,s 1,4 %
recherches, est au stade du développement industriel et ZnMn;Hs6 1,8 %
certains projets démonstrateurs sont prévus, comme par TiFeH, 1,9%
exemple avec la start-up McPHy, spin-off du groupe Air | Mg2NiH, 3,6 %
liquide, qui développe la technologie utilisant les hydrures | VH2 3,8%
de magnésium. MgH, 7,6 %
Capacité de stockage de certains hydrures
Table 4
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3-4- ’hydrogene réactif chimique
Outre les utilisations liées a I’hydrogéne carburant et a son stockage, le dihydrogéne est
également un réactif précieux et répandu des industries chimiques et agroalimentaires. Ces 2 derniéres
utilisations sont ici évoquées.

Hydrogénation catalytique pour I'industrie chimique

Cette réaction chimique largement utilisée par les industries chimique et pharmaceutique
permet de désaturer des liaisons C=C en liaisons CH-CH. L’hydrogénation a été découverte en 1897 par
une chimiste frangais : Paul SABATIER. Il découvrit que I'addition de traces de nickel (Ni) a un mélange
d’hydrocarbures gazeux permettait d’y faciliter I'addition d’hydrogéne. Il fut récompensé du prix Nobel
de Chimie en 1912.

Cette réaction est assez simple a réaliser une fois passé le seuil énergétique car elle s’entretient
par exothermicité. La barriere énergétique initiale, due a la grande stabilité de la molécule d’H,, se
franchit en chauffant a plus de 480°C ou par catalyse. Dans la pratique la réaction se fait sous 3 atm et
nécessite, en plus de la source d’hydrogene H,, un catalyseur a base d’'un métal du groupe du Platine
(Platine Pt, Palladium Pd, Rhodium Rh ou Ruthénium Ru), ces métaux sont rares et chers mais
permettent d’économiser grandement en chauffage de réaction.

Certains catalyseurs, ont été développés pour servir d’alternative plus économique. Ces
catalyseurs peuvent cependant étre moins efficaces ou plus lents, par exemple le nickel de Raney est
moins cher mais s’utilise vers 60atm et 50°C. Le chimiste est souvent confronté a une problématique
multiple : il doit sélectionner un catalyseur qui permette le meilleur compromis sur plusieurs
conditions, parfois antagonistes :

- un bon rendement d’hydrogénation

- une température de chauffe pas trop élevée pour éviter les dépenses inutiles et surtout
pour éviter de dégrader les molécules fragiles

- un minimum de temps de réaction pour éviter de chauffer trop longtemps inutilement

- un co(t de catalyseur pas trop élevé

- le catalyseur doit étre en conditionnement adéquat

- linfrastructure doit pouvoir supporter les conditions de I’"hydrogénation

- le conditionnement du catalyseur (phase homogéne ou hétérogéne) doit étre en accord
avec l'utilisation qui sera faite de la molécule finale.

Le mécanisme de I'hydrogénation catalytique se déroule
en plusieurs étapes :

1-2: adsorption de I'H, sur la surface catalytique,
activation des orbitales moléculaire de I'H2 a un niveau
plus réactif.

3 : approche de la liaison insaturée du dihydrogene activé
4 : interaction entre les orbitales moléculaires des 2
espéces chimiques: création de nouvelles liaisons
chimiques

5 : décrochage de la surface catalytique.

Figure 10
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Hydrogénation catalytique pour I'industrie agroalimentaire
L’hydrogénation dans I'industrie agroalimentaire est trés largement répandue. Souvent réalisée a
I'aide d’un catalyseur de cuivre ou de nickel et en présence d’Hydrogéne, elle se fait entre 140 et

225°C.
Elle concerne principalement

les matiéres grasses végétales.

Ces huiles contiennent

généralement plusieurs liaisons c=c dans leur chaine aliphatique. Une huile qui posséde trop
d’insaturations cis a du mal a s’organiser et a cristalliser, ce qui induit un matériau plut6t fluide.
L’hydrogénation de ces huiles permet de désaturer les chaines et donc théoriquement de
faciliter I'alignement linéaire des molécules et la cristallisation de ces matiéres grasses a température
ambiante. C’'est par un tel procédé que la margarine a été inventée.
Les insaturations sont également des sites d’oxydation préférentiels des acides gras, un autre des
objectifs de I’'hydrogénation est de diminuer leur susceptibilité a étre oxydées par l'air et donc

d’augmenter leur durée de conservation.
Les nombreuses questions sanitaires
liées aux matieres végétales hydrogénées
concernent essentiellement les matieres
végétales partiellement hydrogénées. En
effet lorsque I’hydrogénation est
incomplete ou mal réalisée, les

insaturations c¢is peuvent devenir des
insaturations trans plus stables
thermodynamiquement mais tres

problématiques pour la santé. Les acides
gras trans, outre leur intérét industriel
certain qui permet de fluidifier les matieres
grasses en perturbant leur cristallinité et
donc d’améliorer I'aspect visuel de certains
produits destinés a étre consommés
rapidement, n’ont aucun intérét nutritif et
métabolique car ils n’existent quasiment
pas dans le régne végétal et trés peu dans le
régne animal
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COOH
Hydrogenatlon
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2
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Hydrogénation catalytique en agroalimentaire

Bien qu’ils soient prisés par I'industrie agroalimentaire pour leurs propriétés, ils constituent aussi
un facteur de risque non négligeable pour la santé (risques de maladies cardiovasculaires augmenté

(Voir Hu Stampfer et Manson 1997)).
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3-4-3- L’huile de palme : une huile controversée

Cette huile est la plus consommée et utilisée actuellement
dans le monde (en 2010 : 25% de I'huile consommée est de I'huile
de palme, 24% de I'huile de soja, 12% de colza et 7% de tournesol),
notamment en raison de son tres faible colt de production mais
aussi de ses propriétés intrinséques.

Trés riches en acides gras saturés et trés pauvre en acides
gras cis (2 fois moins que dans I'huile d’olive) elle permet aux _ .
industriels de se passer de I'étape d’hydrogénation de leur matiere ~ Huile ‘iﬁﬁ:;mfn':’eugﬁ :;:‘:;Ee'a Alus
végétale et d’éviter les risques sanitaires liés aux acides gras trans Figure 12
pour obtenir cet effet recherché de meilleure tenue a température usuelle, bonne conservation et
bonne résistance a la cuisson. Elle confére de plus aux aliments transformés une texture similaire a
celle apportée par le beurre pour un colt bien inférieur. Raffinée elle n’a, de plus, pas de go(t notable.
Cependant les risques liés a la trop grande quantité d’acides gras saturés restent présents et posent de
gros problémes sanitaires.

Tres récemment (2010) le groupe pétrolier finlandais Neste Oil a développé une industrie
d’agrodiesels. Par leur procédé « NExBTL » ils indiquent étre capables de produire a partir de I’huile de
palme un agrocarburant a la combustion extrémement propre (émissions de NOx et CO bien plus
faibles que les diesels traditionnels). C’est un procédé classique de transestérification des triglycérides
de I'huile de palme couplé a une ultime étape d’hydrogénation des acides gras qui permet d’éviter les
défauts initiaux de I'huile (trop cristalline) en conservant, voire améliorant, les qualités de I'huile de
palme en tant que carburant (bonne conservation, combustion encore plus propre). L'impact
environnemental de la production de I’hydrogene qu’ils utilisent (principalement issue de la
combustion pétroliére, détaillée plus loin) ni des conséquences environnementales de |'exploitation
des palmeraies n’est bien évoquée. L'usine de Neste Oil implantée a Singapour utilise I’huile de palme
produite en Malaisie. Elle est a ce jour la plus grande installation d’agrocarburant au monde.

g NExBTL Plant . NESTEOL “*% NExBTL Capacity Outlook o

Solids 88

Bio fuel gas
—p Water

Hydrogen

Conversion
of fatty acids
to diesel fuel

Biogasoline

Stabilization 170 000 tons 2007

2. Finland #: 170 000 tons 2009

1st unit in Finland
ARG 20T 3. Austria 200000 tons 2010/ (v with OMY, pending)
170 000 t/a NEXBTL for 4, Singapore 800 000 tons 2010
blending and sales 5. Globally millions of tons by 2015

Le procédé NExBTL de Neste Oil - La plus grosse usine d’agrocarburant au monde fonctionne a
base d’huile de palme et d’hydrogene.

Figure 13

._ ..................................................................... _.
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4- La production d’hydrogéne dans le monde: le fruit de la combustion des hydrocarbures fossiles

Nous venons de le voir, le dihydrogeéene est une ressource de grand intérét industriel, utilisable a la fois
comme carburant, vecteur d’énergie ou réactif chimique dans de nombreux procédés. En particulier, le
fait que sa combustion n’émette que de I'eau fait que la molécule est considérée depuis quelques
décennies comme le carburant propre du futur. Ainsi, une fois que les verrous technologiques liés a son
stockage et son utilisation, dans les PAC par exemple, seront levés, rien ne devrait s’opposer a
I'ouverture d’une économie de I’hydrogene.

Pourtant, comme cela a été décrit dans le premier paragraphe, le dihydrogéne n’existe pratiquement
pas a I’état naturel (moins de 0,55 ppmv de I'atmosphére). D’ou vient donc cet hydrogéne que nous
utilisons déja régulierement ?

La production de dihydrogene actuelle est quasi exclusivement le fruit de la combustion des
hydrocarbures fossiles, principalement a partir de méthane par des procédés hautement énergivores
et générateurs de dioxyde de carbone. Les principales voies de production d’H, sont :

e L'H,-vaporéformage d’hydrocarbures fossiles
e L'H,-électrolyse de I'eau

4-1- Vaporéformage d’hydrocarbures fossiles

Le reformage a la vapeur consiste a transformer les charges légéres d’hydrocarbures en gaz de
synthése ou « Syngaz » (mélange d’H,, CO, CO,, CH4, H,0 et autres impuretés) par réaction avec la
vapeur d’eau sur un catalyseur au nickel. Cette transformation a lieu a haute température (840 a
950°C) et a pression modérée (20 a 30 bars). Elle peut étre suivie par différentes opérations qui
conduisent a la production d’hydrogéene. Dans tous les cas, le vaporéformage peut se faire sur du gaz
naturel ou sur tout autre matériaux hydrocarboné qui doit généralement étre désulfuré afin d’éviter la
formation d’H,S a la place d’H,. Pour maximiser la production d’H,, la production de gaz de synthése et
la conversion du CO sont les deux principales réactions a mettre en ceuvre.

Réaction 1 :

CH, + H,0 - CO + 3H, AH = 206 kJ.mol™
Réaction 2 :

CO + H,0 - CO, + H, AH = -41 kJ.mol™
Bilan des 2 réactions :

CH, + 2H,0 - CO, + 4H, AH = 165 kJ.mol™

La premiere réaction correspond au vaporéformage proprement dit et est endothermique, tandis
gue la seconde est légerement exothermique. Le bilan des deux réactions reste endothermique. La
suite du procédé vise a séparer les deux gaz CO, et H, ainsi qu’a éliminer les traces d’impuretés.

Le syngaz n’est pas exclusivement destiné a la production d’H,, il est souvent utilisé dans le
procédé Fischer-Tropsch afin de produire des diesels ou d’autres carburants de synthése comme du
méthanol.

Source : Colin Baudouin, Institut Francais du Pétrole, Clefs CEA — n°50/51 — Hiver 2004-2005

Page | 46



4-2- Electrolyse de I'eau
La décomposition de la molécule d’eau a une électrode s’écrit de la maniére suivante :
H,0 - H, + 20, AH = 285 kJ.mol™

Diverses technologies d’électrolyseurs existent actuellement, permettant d’atteindre des
rendements assez important de production d’hydrogene (jusqu’a 85%), qui mettent souvent en
présence des eaux trés pures additivées d’hydroxyde de potassium (typiquement 25% en masse a
80°C) ou de soude.

La principale limite de cette technologie de production d’hydrogene réside dans son co(t
énergétique. La combustion de I'hydrogene dégage effectivement autant d’énergie que cela en a co(ité
a produire (AH = -285 kl.mol™), mais en raison du rendement méme de la production et des dépenses
énergétiques annexes liées au conditionnement de I'H, et autres, le bilan énergétique de I'opération
n’est pas favorable. Ainsi, I'électrolyse de I'eau a visée de production d’hydrogene est actuellement
trés minoritairement utilisée (moins de 1% de la capacité totale de production d’hydrogene en 2004),
et n’est envisagée que dans certains cas ou I'énergie est tres bon marché (la géothermie en Islande par
exemple) et/ou si une pureté élevée d’hydrogéne est requise. L’hydrogene produit par électrolyse ne
peut donc généralement pas étre envisagé comme carburant, sauf dans certains cas ou I'électrolyseur
est alimenté par des panneaux photovoltaiques ou des éoliennes, mais il ne s’agit encore que d’usines
pilotes. L’électrolyse de I'eau est aussi parfois utilisée pour stocker un excédent d’électricité produit
par des barrages isolés, comme pour |'usine d’Assouan en Egypte.

Le CEA développe actuellement certains électrolyseurs a trés haute température (900 a 1000°C)
couplés a des réacteurs nucléaires et qui permettraient d’atteindre de hauts rendements énergétiques.

Source : AFH, — Mémento de I’hydrogéne — 2004 - Total

4-3- Intérét d’une source de dihydrogene propre et renouvelable

L'hydrogene est déja massivement utilisé aujourd’hui (hydrogénation pour la chimie,
hydrogénation pour I'agroalimentaire, carburant) et devrait I’étre encore davantage dans I'avenir (pile
a combustible, hydrogénation des agrocarburants). Pourtant aucune source actuelle d’hydrogéne n’est
capable de proposer un approvisionnement durable et propre : pratiquement tous nécessitent un
recours a une ressource fossile ou épuisable (uranium ou pétrole), et surtout, ils sont trés souvent
sources d’émissions de gaz a effet de serre problématiques lorsqu’on veut tenir un discours cohérent
sur la propreté de I'’économie du dihydrogene.

Tous les points précédemment détaillés sont révélateurs de l'intérét et du besoin qu’il y a a
développer une industrie de I’'hydrogéne propre, durable et respectueuse de I'environnement. Depuis
plusieurs années, des espoirs sont placés sur les filieres de bioproduction d’hydrogeéne. Nous allons le
voir dans le paragraphe suivant, certaines de ces voies biologiques sont plus attrayantes que d’autres,
notamment celles qui exploiteraient les organismes photosynthétiques fixateurs de CO,.
Effectivement, comparée a ce qui existe, une filiere de production du dihydrogéne qui ne requerrait
gu’un bassin d’eau illuminé par le soleil et qui consommerait du CO, au lieu d’en émettre est une idée
particulierement séduisante.
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Biophotolyse directe
Microalgues et Cyanobactéries

Biophotolyse indirecte
Cyanobactéries avec hétérocystes fixatrices d'azote
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Biophotolyse indirecte
Cyanobactéries fixatrices d'azote sans hétérocystes

Photofermentation
Bactéries photosynthétiques pourpres .

Réaction «shift microbien»
Bactéries photosynthétiques utilisées comme des catalyseurs

Fermentation obscure
Bactéries anaérobies strictes

Les différentes voies biologiques de production d’hydrogéne d’aprés Benneman 1996
[CH,0], = Hydrates de carbones / sucres

Figure 14



Table 5

5- La production d’hydrogene a partir du vivant
Pour comprendre l'intérét appliqué et a long terme de la recherche sur [I’hydrogéne
photosynthétique, objet de mes travaux, il me semble nécessaire de I’évoquer préliminairement en
comparaison des autres bioprocédés de génération d’hydrogéne déja connus et dont certains sont déja
exploités industriellement, ainsi qu’avec quelques clés qui permettront de comprendre les attentes et
espoirs placés dans ces filiéres biologiques.

La découverte d'un métabolisme impliquant de I’hydrogene chez les organismes
photosynthétiques a été pour la premiére fois rapportée pour les microalgues vertes en 1939 (Gaffron
1939, Gaffron et Rubbin 1942, Melis 2010), et peu de temps plus tard pour les bactéries
photosynthétiques (Gaffron et Kamen 1949). Ces premiéres descriptions mettaient en avant le fait que
ces organismes étaient capables de réduire le CO, en utilisant du dihydrogéne moléculaire.

Aujourd’hui davantage de métabolismes impliquant I’'H, comme substrat ou comme produit final
ont été décrits.

Concernant la production d’hydrogéne en particulier, elle peut étre imputable a différents
procédés biologiques, tous impliquant des hydrogénases ou d’autres enzymes qui vont catalyser la
réduction des protons (Benneman et al. 1996):

Type de Bioproduction de dihydrogéene Organismes
Fermentation de matiére organique (Fermentation obscure) Bactéries anaérobies
Fermentation de matiére organique Cyanobactéries fixatrices d’azote
Fixation photo-fermentaire de I'azote Bactéries pourpres
Biophotolyse de I’eau Microalgues et cyanobactéries

5-1- Production d’hydrogéne par fermentation de matiere organique chez les bactéries anaérobies

Les bactéries acidogenes, comme Clostridium ou d’autres bactéries anaérobies facultatives,
comme les Enterobacter, sont les plus efficaces a réaliser la digestion anaérobie de substrats
organiques en dégradant un substrat de carbone organique (le plus souvent des sucres) pour générer
de I'ATP et croitre. En absence d’O, capable de capter I'excés d’électrons, ces organismes manquent
d’un « siphon » a électrons et sont contraints d’utiliser les protons comme accepteurs terminaux de cet
exces de pouvoir réducteur et générent ainsi du dihydrogéne moléculaire.

Jusgu’a aujourd’hui, cette voie de fermentation était principalement réalisée en employant des
sucres ou des déchets organiques comme substrat. Ces substrats ont soit des co(ts trés élevés (sucres)
ou existent en faible quantité relativement aux besoins de la filiere (déchets ménagers) ; ce qui est
totalement rédhibitoire pour construire une filiere de carburant qui doit produire une molécule a tres
bas colt et en trés grande quantité.

Cependant, cette voie constitue aujourd’hui une des pistes envisagées pour valoriser la biomasse
forestiere en biocarburants. L’hydrogéne est I'un des 3 produits pouvant résulter de la dégradation des
matériaux ligno-cellulosiques avec I'éthanol et les biodiesels. Les celluloses étant particulierement
complexes a digérer par les bactéries, de nombreux projets visent a prétraiter ces matériaux par des
procédés physico-chimiques et/ou biologiques afin de fournir aux bactéries des hexoses ou pentoses
par exemple.

A ce jour, beaucoup d’études concernant cette voie de bioproduction d’H, ont été menées sur les
Enterobacter ou sur des mélanges d’Enterobacter et de Clostridium. Bien que peu d’études concernant
des souches pures de Clostridium aient été réalisées. Une souche de Clostridium butyricum capable de
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pousser sur un substrat de xylose et de produire de I'H, a de relativement hauts rendements a été
isolée (Lo et al. 2007).

Méme bien maitrisée industriellement, cette voie ne pourra sans doute jamais produire des
guantités d’H, dans des proportions nécessaires a une société basée sur ce seul approvisionnement, et
ce, en raison des tres forts colts liés aux matiéres premiéres qui restent tres dissuasifs (biomasses
sucrieres ou lignocellulosiques). Elle reste particulierement intéressante cependant, car elle permettra
de valoriser les agrodéchets inutilisés dans les filieres bois et papiers par exemple, mais ces co(ts de
prétraitement resteront encore treés dissuasifs pour envisager une augmentation d’échelle des
procédés.

5-2- La biophotolyse
directe

Les organismes capables d’une telle opération sont ceux capables de réaliser la photosynthése
oxygénique. La photosynthese leur permet d’extraire 2 électrons et 2 protons d’'une molécule d’eau
(H,0 » 2H" + 2e™ + %02) afin de réaliser la réduction de la Ferrédoxine (Fed) et du NADP" et pouvoir
alimenter tout le reste du métabolisme en énergie (un schéma détaillé du mécanisme sera présenté
dans le chapitre suivant).

Une partie des électrons générés par le photosysteme I, transférés aux ferrédoxines, passe
directement aux hydrogénases et produit du dihydrogéne selon la réaction théorique suivante :

2H" + 2 Fed™ & 2Fed + H,

Le procédé devrait ainsi pouvoir générer 2 molécules d’H, pour 1 seule molécule d’O, mais en
raison de I'inhibition par I’O, de toutes les réactions liées a I’hydrogene (incluant I'expression de genes,
la stabilité des ARN messagers et la catalyse enzymatique), la production effective d’H, par
biophotolyse directe ne s’opére que sur une courte période de temps, s’étalant sur quelques minutes,
apreés illumination (Melis et al. 2000, Ghirardi et al. 2000).

De plus la photosynthese ne sert pas qu’a apporter des e aux hydrogénases. La fonction
principale de la photosynthése est d’alimenter I'ensemble du métabolisme en énergie afin de
permettre la croissance des cellules (voir chapitre suivant). Envisager que 100% des électrons générés
par la photosynthése soient utilisés uniqguement pour produire de I'H, par I'organisme serait un
processus incompatible avec la croissance cellulaire.

Le frein rapidement fait a la production d’H, par la génération d'O, a pu étre diminué
expérimentalement en purgeant en continu le milieu avec des gaz inertes (Greenbaum 1982 & 1988)
ou en dirigeant la respiration mitochondriale vers une consommation de I'oxygene photosynthétique.
Dans de telles conditions, une production d’H, a pu étre maintenue pendant quelques jours chez des
algues vertes.

indirecte
La biophotolyse indirecte s’opeére principalement chez les cyanobactéries filamenteuses fixatrices
d’azote. Dans des conditions d’autotrophie, ces organismes génerent par la photosynthése des
électrons qui sont ensuite transférés depuis les cellules végétatives vers les hétérocystes, des cellules
hautement spécialisées qui connaissent un micro-environnement hypoxique favorable a la fixation de
I'azote. La fixation de I'azote atmosphérique est alors médiée par la nitrogénase qui réalise la réaction
suivante et dont un des sous-produits est la molécule d’H,:

N, +8e~ + 8H" + 16ATP — 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi

Ce qu’il est intéressant de noter dans le cas de cette voie métabolique, c’est son besoin élevé en
énergie : pas moins de 8 électrons de hautes énergie issus de la photosynthese ainsi que la
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consommation de 16 molécules d’ATP sont nécessaires a la fixation d’une molécule de N, et la
production d’une seule molécule d’H,. Ce constat fait de cette voie une voie peu propice a
I'imagination d’une filiere de I’hydrogene, le rendement se retrouvant intrinsequement limité par les
besoins de la nitrogénase (Eroglu et Melis 2012). Néanmoins il a été prouvé qu’une délétion de
I'enzyme uptake hydrogénase HupSL, cotranscrite avec la nitrogénase, et dont le réle est la
consommation de I'H, synthétisé par la nitrogénase en vue d’une récupération énergétique, permettait
une augmentation de la production d’H, par les cellules, cette derniére augmentation restant toujours
limitée par les besoins énergétiques excessifs de I'enzyme.

Certaines des cyanobactéries productrices d’hydrogene ne sont pas fixatrices d’azote, et dans
certaines conditions, elles peuvent produire de I'H, par le biais d’une autre enzyme que la nitrogénase :
I’hydrogénase bidirectionnelle a [NiFe]. Dans le cas de cette derniere, la production d’H, est médiée
par la réaction de réduction des protons par les électrons photosynthétiques dans le méme
compartiment cellulaire que la ou se déroule la photosynthése. Le phénomeéne de production d’H,
étant naturellement inhibé par 'O, dans ce cas également, la biophotolyse est supposée indirecte car
décalée dans le temps et/ou dans I'espace au sein méme de la cellule (il n’y a a priori pas d’interaction
directe entre ferrédoxine et hydrogénase bidirectionnelle. La production d’H, s’inhibe au bout de
guelques minutes deés lors que 'O, s’accumule suite aux conditions photosynthétiques.

5-3- La production d’hydrogene par fermentation de matiere organique chez les bactéries fixatrices
d’azote
Ce scénario peut se produire dans un contexte ou les cyanobactéries filamenteuses fixatrices
d’azote précédemment décrites sont confrontées a un faible taux d’azote. Leurs cellules végétatives
peuvent alors consommer des sucres et les transmettent aux hétérocystes qui les dégraderont afin
d’en extraire du pouvoir réducteur et finalement produire du H; grace a la nitrogénase (Hall et al. 1995,
Melis 2000). La méme réaction bilan de la nitrogénase se produit, avec les mémes inconvénients
structurels relatifs aux hauts besoins énergétiques de I'enzyme, mais cette fois combinés aux
problemes liés au nécessaire apport de matiéres organiques fermentescibles colteuses.

5-4- Photofermentation

Ce scénario de production d’hydrogéne en condition anaérobie se déroule chez les bactéries
pourpres non sulfureuses capables, en utilisant la lumiére solaire comme source d’énergie, d’assimiler
de petites molécules organiques (succinate, malate etc...) et de les transformer en biomasse avec
génération concomitante d’H, et de CO. L'H, est produit lorsque la nitrogénase fonctionne pour
I’assimilation du N, lors de carence azotée.

L'utilisation de bactéries pourpres est prometteuse pour la production d’hydrogene en raison de
la haute efficacité de conversion des substrats, de leur fonctionnement anaérobique qui n’induit pas
d’inhibition des enzymes par I'O,, de la large fenétre de capture de la lumiere (de 400nm a 950nm) et
finalement en raison de leur flexibilité a utiliser divers substrat comme source de carbone, dont de
petits acides organiques. La relative facilité a manipuler certaines bactéries pourpres, dont
Rhodobacter sphaeroides, est également un argument en faveur du développement d’une telle filiere
(Eroglu et Melis 2010).

Néanmoins, le nombre important d’ATP requis pour réaliser la fixation de |'azote par la
nitrogénase dans ces souches est uniquement assuré par l'appareillage photosynthétique de ces
phototrophes anoxygéniques (Madigan et al. 2000).
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5-5- Potentiel du Biohydrogene photolytique

D’aprés les travaux de 2007 de Ghirardi et al.,, 10 millions de tonnes d’H, sont produites
annuellement aux USA a partir du réformage de gaz naturel (voir section 1-4-2). Cela représente
environ 1% de leur budget annuel. D’aprés ces calculs, il serait possible de remplacer totalement le
gasoil consommé aux Etats-Unis par de I’hydrogéne photosynthétique avec environ 13000 km? (5000
miles carrés) dés lors que quelques verrous technologiques seront levés, comme le taux de conversion
de I’énergie lumineuse qui doit étre constant ou la sensibilité a I'oxygene.
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6- Les enzymes liées au métabolisme du dihydrogéne
il existe deux familles principales d’enzymes capables de générer du dihydrogeéne: les nitrogénases
et les hydrogénases. Une classe particuliere d’hydrogénase faisant I'objet de cette these, je ne
détaillerai que sommairement les caractéristiques des nitrogénases et des hydrogénases qui ne
concernent pas directement mon travail.

6-1- Les nitrogénases

La production photobiologique d’hydrogéne dans les hétérocystes de cyanobactéries
filamenteuses ou dans les bactéries pourpres non sulfureuses est catalysée par la nitrogénase (Meyer
et al. 1978). Les nitrogénases sont constituées de deux parties :une sous-unité réductase et un
complexe dinitrogénase. La premiére sous-unité contient un centre métallique a Fe-S encodé par le
géne nifH. Homodimeére de 65 kDa, elle est responsable du transfert électronique depuis le donneur
externe jusqu’au complexe dinitrogénase.

Le complexe dinitrogénase est une métallo-enzyme a centre Mo-Fe-S codée par les 2 génes nifD
et nifK. La réaction que catalyse cet hétérotétrameére a,B, de 230 kDa réduit le diazote N, en deux
molécules d’ammoniac NH; (Meyer et al. 1978, Allakhverdiev et al. 2009).

La nitrogénase est également responsable de la réduction simultanée de protons en dihydrogene
moléculaire. Il existe 3 types de nitrogénases, classées en fonction de la nature de leur site métallique
et dont dépend la stoecchiométrie de I’hydrogene généré :

e Mo-nitrogénases (Molybdéne): N, + 8H* + 8e~ —» 2NH; + H,
e Fe-nitrogénases (Fer) : N, + 21H* + 21e” - 2NH; + 7,5H,
e V-nitrogénases (Vanadium) : N, + 12H* + 12e~ - 2NH; + 3H,

La fonction premiére des nitrogénases est la génération de NH;3 a partir de N, dans un procédé
qui inclut naturellement une cogénération d’H,. Cependant en I'absence d’un substrat diazote, elles
peuvent ne générer que du H,.ll faut cependant noter que le fonctionnement de la nitrogénase
requiert de grande quantité d’ATP, la raison en étant que les étapes de transfert électronique dans
I’enzyme sont endergoniques (nécessitent un apport énergétique). La conséquence de ces étapes est
une catalyse unidirectionnelle et irréversible qui entraine une génération d’hydrogene « pressurisé »,
ce qui constitue un atout plutdt souhaitable pour une éventuelle industrie future. A l'inverse, la
présence de N, dans le milieu (qui constitue 80% de I'atmospheére terrestre) abaisse le rendement de
production d’hydrogene, puisque dans ces conditions deux produits sont générés a partir de la méme
guantité d’électrons (2 NHs; et 1 H,). Globalement, ce fonctionnement gourmand en ATP de la
nitrogénase abaisse |'efficacité énergétique en comparaison des hydrogénases a [NiFe] ou [FeFe],
objets du prochain paragraphe (Eroglu et Melis 2010).
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6-2- Les hydrogénases
Généralités
Les hydrogénases sont des métallo-enzymes clés du métabolisme de I’hydrogéne car elles ont la
propriété de catalyser, de facon plus ou moins réversible, la réaction de dissociation du dihydrogéne :

2H* + 2e~ & H,

Cette réaction est thermodynamiquement réversible, mais c’est le potentiel redox et les
partenaires de I'enzyme qui déterminent le sens effectif de la réaction in vivo: En présence
d’accepteur d’électrons, 'enzyme agira préférentiellement en tant que consommatrice d’H, (Uptake
Hydrogenase) et en présence de donneur d’électrons (ferrédoxines réduites par exemple) elles
agissent comme génératrice d’H,. La simplicité de cette réaction conduit a la trouver a la base de
beaucoup de procédés métaboliques du vivant, il existe ainsi nombre d’hydrogénases ayant des roles
tres divers, traduisant I'importance cruciale de la molécule de dihydrogéne pour la vie. Elles sont
cependant réparties en deux classes principales, les hydrogénases a [NiFe] et les hydrogénases a
[FeFe], dont les sites actifs organométalliques comportent des ligands cyanure (CN) et carboxyle (CO),
ce qui est une particularité assez unique pour des enzymes, ces ligands étant d’ordinaires des toxiques.

Cys-s,, EeN Les premieres hydrogénases découvertes
“ty o CYS , N
Niy.,., b e< sont les hydrogénases a fer (Chen et Mortenson
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[FeFe]-hydrogenase H-cluster

Figure 15

Les hydrogénases contiennent plusieurs clusters Fe-S (2Fe-2S, 3Fe-4S ou 4Fe-4S), qui assurent le
transport des électrons entre les différentes sous-unités de I'enzyme, et un centre actif formé de 2
atomes métalliques. Ce dernier pouvant étre constitué de 2 atomes de fer (hydrogénases-[FeFe]) ou
d’un atome de nickel et un atome de fer (hydrogénases [NiFe]), trés rarement certaines hydrogénases-
[NiFe] ont été vues comporter un atome de Sélénium additionnel (Hydrogénases [NiFeSe]). Il existe
également une troisieme catégorie d’hydrogénases dite « sans centres métalliques », elles ne
présentent en effet pas de tels centres, mais ont récemment été décrites en interaction avec des
cofacteurs comportant, eux, du Fer. Trés peu de données décrivent ce 3eme groupe d’enzyme mais il
semble qu’elles soient plut6t éloignées phylogénétiquement des 2 premiers groupes.

Concernant la phylogénie des 2 premiers groupes d’enzymes : les hydrogénases a [FeFe] et les
hydrogénases a [NiFe], elles semblent trés clairement distinctes au vu de la non-ressemblance des
séquences nucléiques et polypeptidiques, mais des travaux de cristallographie aux rayons X révelent
cependant d’étonnantes similitudes dans la configuration des 2 sites actifs a [FeFe] ou [NiFe], amenant
les scientifiques a décrire ces 2 classes d’hydrogénases comme un intéressant cas d’évolution
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convergente de la Nature. On peut toutefois remarquer que les sous-unités contenant des centres Fe-S
présentent des homologies de séquence notables avec certaines ferrédoxines solubles ou des
complexes de la chaine respiratoire; d’autres homologies existent aussi entre la sous-unité contenant
le centre Ni-Fe et ces mémes éléments de la chaine respiratoire.

Une donnée intéressante concerne I'origine des hydrogénases a Fe-Fe des algues vertes. En effet
les chloroplastes des algues vertes sont sensés provenir de I’endosymbiose de cyanobactéries avec une
cellule eucaryote primitive, pourtant le métabolisme de I’hydrogene de ces algues vertes n’a jamais pu
étre retrouvé chez les cyanobactéries actuelles (unicellulaires ou filamenteuses), aucune hydrogénase
ou enzyme associée des microalgues vertes n’a montré de similitude avec celles des cyanobactéries.
Par contre, ces mémes enzymes présentent de grandes analogies avec celles de bactéries anaérobies
strictes comme Clostridium pasteurianum ou Desulfovibrio desulfuricans (Peters et al. 1998, Melis et
Happe 2001) suggérant un transfert latéral de génes entre microalgues vertes et ces derniéres,
davantage qu’un héritage des cyanobactéries.

D’une maniére générale, il semblerait que les hydrogénases-[FeFe] soient plutét productrices
d’H, alors que les hydrogénases-[NiFe] soient plus aisément capables d’effectuer le réaction dans les 2

sens (Vignais et Colbeau 2004). Figure 16  [ress)
g e

N

6-2-2- Les hydrogénases a [FeFe] : v Cys F:‘
A la différence du groupe des hydrogénases a [NiFe], les ss\ ST
. N ;. . . Fe Fe1.,
hydrogénases a [FeFe] sont le plus souvent monomériques (Vignais et al. dp\\\“‘/‘Fez\ 4 ‘K""CN
2001), bien que des dimeéres, triméres ou tétrameres existent. N s %
Ces hydrogénases présentent une grande variété de tailles (de 45 [FeFel-hydrogenase H-cluster

kDa a plus de 130 kDa). Elles partagent néanmoins un domaine d’environ 350 acides aminés, appelé
cluster H, qui contient le site actif. Parmi les résidus les plus conservés, on trouve les 4 cystéines qui
coordonnent le site actif, plusieurs résidus déterminants de la cavité enzymatique et quelques autres
probablement impliqués dans les canaux a H, et H” reliant le site actif enfouit a la surface de I'enzyme.
En plus du cluster H, un domaine relativement ubiquitaire qui concerne les centres [Fe-S] peut
atteindre 800 résidus aminés. De maniere :
intéressante, les plus petites hydrogénases a i \
[FeFe], de 45 a 48 kDa, ont été trouvées dans des
microalgues vertes. Elles sont constituées d’un
cluster H de 48 kDa chez Scenedesmus obliquus,
53 kDa chez Megasphaera elsdenii et 63 kDa chez
Clostridium Pasteurianum. D’autres
hydrogénases a [FeFe] de composition plus
complexe comme celle de Nyctotherus ovalis qui
atteint les 130 kDa (Akhmanova et al. 1998,
Vignais et Colbeau 2004).

D’autres domaines dits « accessoires » sont
également fréquemment retrouvés dans ces
enzymes, il s’agit notamment de domaines N-

terminaux trés similaires aux ferrédoxines Hydrogénase  [FeFe] de Desulfovibrio desulfuricans

4 > z La grosse sous-unité est représentée en rouge, la petite en bleu clair. Les
bactériennes a 2[4Fe—4S]. Les hyd FO8EeNnases ;tomesde Fe, S, O, N, et C sont représentés en (respectivement) gris, jaune,

[FeFe] trouvées chez les Clostridia sont, & rouge bleuetnoir D'aprés Nicolet et al 1999

quelques exceptions pres, parmi les plus grandes Figure 17
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et partagent en plus du cluster H plusieurs domaines accessoires communs, notamment (en N-terminal
du cluster H) : un domaine [2Fe-2S] similaire aux ferrédoxines de plantes, un repliement unique [4Fe-
4S] et un domaine 2[4Fe-4S]. Les autres domaines similaires a ceux de certaines oxydoréductases ou
encore ferrédoxines a [2Fe-2S] « thiorédoxine-like » de bactéries.

Les sous-unités additionnelles de ces hydrogénases a [FeFe] sont fréquemment identiques aux
domaines en C-terminal du cluster H d’autres [FeFe]. Chez les Desulfovibrio, cette petite sous-unité
contient une séquence peptidique qui permet d’exporter I'enzyme vers le périplasme. Une sous-unité
additionnelle peut-étre également le résultat de fusion de 2 sous-unités d’une autre hydrogénase
[FeFe] proche. Généralement ces sous-unités contiennent de nombreuses cystéines et des domaines
de clusters métalliques, conférant a I’'enzyme un nombre inhabituel de clusters FeS. A titre d’exemple,
I’'hydrogénase [FeFe] trimérique de Thermotoga maritima posséderait 4 centres [2Fe2S] et 6 centres
[4Fe4S] en plus du cluster H.

En raison de leur capacité a participer a divers métabolismes cellulaires, les hydrogénases a
[FeFe] peuvent interagir avec des donneurs ou accepteurs d’électrons tres variés (Vignais et Colbeau
2004). Chez les Clostridiae, les [FeFe] sont réduites par des ferrédoxines a 2[4Fe4S] ou par des
flavodoxines qui servent de substitut aux ferrédoxines en conditions de carence en Fe mais en moins
efficaces. Il semblerait que I'interaction entre les 2 partenaires ne soit cependant pas due a des forces
électrostatiques, méme si des sites préférentiels d’interactions entre ferrédoxines et hydrogénases ont
pu étre proposés. Cette interaction in vivo a été mise en évidence chez Chlamydomonas reinhardtii et
chez C.fusca. Plusieurs laboratoires ont également testé in vitro différents accepteurs et donneurs
d’électron avec les hydrogénases a [FeFe], notamment des ferrédoxines de plantes, qui sont des
partenaires d’un trés large panel d’hydrogénases, indépendamment de leur structure et de leur taille.
Chez les Desulfovibrio les partenaires des hydrogénases a [FeFe] semblent étre des cytochromes ¢3
gu’elles réduisent, ou parfois le NADP (pour Desulfovibrio fructosovorans). |l ressort de cette liste non
exhaustive que les hydrogénases a [FeFe] sont assez flexibles et peuvent accepter plusieurs types de
partenaires redox malgré I'apparente complexité et variété de leur structures.
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Assemblage des hydrogénases a [FeFe]:

En 2001 un opéron de 8 genes impliqués dans I'assemblage de I’hydrogénase de Thermotoga
maritima a été identifié. Cependant encore aujourd’hui les mécanismes moléculaires restent encore
largement mal connus, et les modéles trés débattus. Certains chercheurs proposent que les sites actifs
des [FeFe] et des [NiFe] contenant les ligands CO et CN pourraient partager certaines protéines
d’assemblage, mais d’autres avancent I'argument inverse: que leur origine évolutive étant si
différentes, il est peu probable qu’elles aient développé des machineries d’assemblage similaires, a
celles des hydrogénases a [NiFe] (Vignais et al. 2001). Plus tard, trois génes de maturation ont pu étre
identifiés, hydE, hydF et hydG (hydE et hydF sont éventuellement fusionnés, comme chez
C.reinhardtii)(Nicolet et Fontecilla 2012).

Les trois génes hydE, hydF et hydG identifiés récemment (Nicolet et Fontecilla 2012) permettent
de décrire seulement une partie du processus d’assemblage. lls proposent une hypothése de
travail pour I'assemblage et I'insertion du site actif des hydrogénases a [FeFe]:

Machinerie classique de

Hyd F est au centre de Ia biosynthése des clusters [FeS] Hydrogénase a [FeFe] active

machinerie de syntheése Hyd et contient g 2H+2e”
un site [FesSs]. La construction de &A —»&ﬁ

I’élément [Fe,S;] (2 atomes de fer reliés

R

par 2 ligands sulfide S%) est assurée par Tyrojgjw

un procédé inconnu, impliquant trés  PCCU Y o<
probablement des molécules de cystéine ew,  HydF losynthés
modifiées par une désulfurase, I'élément Aesembluge ) v
[Fe,S,] étant relié au [FesS4] de HydF par Qg@ T l

un résidu histidine. HydE, qui contient S5 Ho< .
un site [FesSq], agit sur le [FesS;] de Sloaynihése decenvre QAT "~ o Wilh

HydF, soit en le remplagant, soit en \?/

I"'utilisant comme substrat afin de créer
un élément Fe,DTN (2 atomes de fer
reliés par un ligand dithiométhylamine).
Cette derniere opération nécessitant
I’'hydrolyse d’un GTP. HydG est également une protéine a clusters FeS et permet la synthése et |'ajout
de ligands CO et CN au complexe en formation sur HydF. Pour cela HydG doit également hydrolyser du
GTP et utilise vraisemblablement la tyrosine comme substrat. La protéine HydF contenant le site a ce
stade présente une activité hydrogénase (Czech et al. 2011) et le transfere finalement a HydA qui a
déja son propre cluster [Fe,S;]. HydF se retrouve régénérée afin qu’un nouveau cycle de synthése se
lance (Nicolet et Fontecilla 2012).

a4
( HydE
Figure 18 i

“Modele de travail” du procédé d’assemblage des hydrogénases a [FeFe]
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6-2-3- Les hydrogénases a [NiFe]

Les hydrogénases les mieux décrites a ce jour sont les [NiFe] des Figure 19
protéobactéries et des archées, comme décrit par Wu et Mandrand en 1993,
puis repris dans les revues de Vignais et al. en 2001 et en 2004. Il existe 4  cys-s, \@CN
grands groupes d’hydrogénases a centres Ni-Fe. Elles ont toutes un noyau N.CVs e<

|

principal constitué de 2 sous-unités : une d’environ 60 kDa qui contient le site Cys—s/ \ss 8
actif bimétallique [NiFe] profondément enfouit et coordonné par 4 cystéines,
I'atome de fer étant également apparié a plusieurs ligands : 1 CO et 2 CN, et
une plus petite sous-unité, d’environ 30 kDa contenant jusqu’a 3 centres Fe-S.
Les clusters Fe-S assurent le transport des électrons depuis (ou jusqu’au) site actif. Un canal
hydrophobe dans la grande sous-unité est supposé permettre la circulation des molécules gazeuses
depuis la surface jusqu’au site actif.

[NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.

C-terminal
(petite sous-unité)

FeS distal

FeS médial

Mg

L'Hydrogénase dimérique a [NiFe] de la bactérie pourpre non-sulfurée Allochromatium vinosum
Les deux hétéromeéres d’hydrogénase sont représentés en bleu et vert. En clair la petite sous-unité et en foncé la
grande sous-unité contenant le site actif [NiFe]
D’apres Ogata et al 2010

Figure 20

._ ..................................................................... _.
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Table 6

Les différents groupes

Il est également intéressant de noter
gue toutes ces enzymes a [NiFe] sont issues
d’une phylogénie unique et qu’elles dérivent
donc, en quelques sorte, toutes d’une
enzyme a [NiFe] ancestrale unique. L'analyse
phylogénétique des séquences peptidiques
des hydrogénases a [NiFe] permet de les
classer en 4 groupes principaux qui corrélent
d’ailleurs particulierement bien avec la
classification fonctionnelle de ces mémes
enzymes. Par ailleurs il semble aussi que
I’alignement des séquences des 2 sous-unités
principales montre qu’elles ont également
toujours évolué conjointement (Vignais et al.
2001). Les 4 groupes d’hydrogénases connus
a ce jour sont décrits dans le tableau ci-
dessous :

Caractéristiques des

Groupe . & T
P hydrogénases a [NiFe]
1 Membranaires pour
consommation d’H, respiratoire
« H, énergie »
) Cytoplasmiques &

hétérodimériques

Cytoplasmiques,
3 hétéromultimériques et
réversibles

4 Membranaires respiratoires

©

@

27 Protéobactéries

Uptake Hydrogénases
3 Archae

Uptake H,ases 3 Cyanobactéries

Senseur d'H, 3 Protéobactéries

F420-réductrices 6 Archae
NADP-réductrices 6 Archae
MV-réductrices 5 Archae

NAD/NADP-réductrices 3 Protéobactéries, 4 Cyanobactéries

H,ases multimériques associées a la membrane
7 Archae, 3 Protéobactéries

[Fe]-Hzase (hors du groupe)

Représentation schématique de I'arbre phylogénétique des hydrogénases a centre [NiFe]
Construit en se basant sur les séquences complétes des 2 sous-unités des hydrogénases
qui ont donné séparément le méme arbre. En vert: le groupe d’hydrogénases objet de
cette thése.

1la
1b
1c

2a
2b
3a

3b

3c
3d

Figure 21

Sous-groupes

Trimériques, respiration, cytochrome b

Bactéries sulfatoréductrices, cytochrome c

Archées, réduction du CO, en CH,4

Uptake hydrogénase cyanobactérienne :
consomme I'H, produit par la nitrogénase

Détection d’H,

Archées méthanogenes, trimériques, réduction

du CO,, cofacteur F420

Archées hyperthermophiles, tétramériques,

réduction du soufre
Réduction du méthylviologene
Cyanobactéries, réduction du NAD

Produisent H, en oxydant des groupes carbonyles

Groupe 1: Hydrogénases a [NiFe] membranaires pour consommation pendant la respiration
(Membrane-associated respiratory uptake [NiFe]-hydrogenases) :

Ces enzymes membranaires permettent a leurs hbéte de croitre avec I'H, comme source
d’énergie. Elles transferent généralement les électrons de I'H, a un cytochrome lié a des complexes
protéiques de la membrane qui utilisent ce transfert d’électrons pour générer de I'énergie.

Certaines sont des enzymes trimériques, la troisieme sous-unité maintenant I’hydrogénase
attachée a la membrane et la raccorde au pool de quinones de la chaine respiratoire, le cytochrome b
dont elle est constituée assurant ce transfert. L’'oxydation d’H, permet au final de réduire un accepteur
d’électrons (NOs, S0,%, fumarate ou CO, en respiration anaérobie ou O, en respiration aérobie)
(Vignais et al.2004). D’autres, moins bien caractérisées chez les bactéries sulfatoréductrices,
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transférent les électrons a des cytochromes c, I'oxydation de I’'H, créant un gradient de protons a
travers la membrane qui permet de conserver de I'énergie. Le troisieme sous-groupe concerne des
hydrogénases d’archées capables de réduire le CO, en CH4 en transférant les électrons de I'H, a un
cytochrome b qui entraine alors une chaine de réduction de divers coenzymes menant a la réduction
de CO; en CH4 (Vignais et al. 2001, Vignais et al. 2004).

Elles sont toutes caractérisées par la présence d’un peptide signal de 30 a 50 acides aminés en N-
terminal de la petite sous-unité comportant le motif conservé (S/T)RRxFxK qui permet d’étre reconnu
par les protéines qui assurent le transfert et la translocation des protéines vers les membranes. Les
hydrogénases 1 et 2 de E.coli, celle de Wolinella succinogenes et celle de Ralstonia eutropha utilisent
ce mécanisme de translocation.

Groupe 2 : Hydrogénases a [NiFe] hétérodimériques et cytoplasmiques:

2 sous-groupes principaux le constituent: le groupe 2a: celui des hydrogénases
cyanobactériennes qui consomment I'H, (uptake hydrogenases) produit par la nitrogénase et qui ne
sont exprimées qu’en conditions de fixation d’azote, et le groupe 2b qui concerne les hydrogénases
impliquées dans la détection d’hydrogene (H,-sensing). Les enzymes du groupe 2a agissent de maniére
similaire a celles du groupe 1 : elles consomment de I'H, afin d’en récupérer de I'énergie. Cependant
elles en different par plusieurs délétions dans la séquence de leur plus grande sous-unité, ces délétions
sont partagées avec les hydrogénases du groupe 2a. Ces dernieres hydrogénases n’apportent aucune
énergie a la cellule mais ont plutét une fonction de régulation et de sensing : Le H,-sensing qu’elles
assurent fonctionne relativement simplement : I’hydrogénase consomme I'H, et en transfere les
électrons a une histidine kinase qui s’associe alors a un régulateur. Le régulateur active alors
I'expression d’hydrogénases [NiFe] respiratoires qui ne deviennent fonctionnelles que suite a sa
phosphorylation par la kinase précédemment activée. Elles détectent ainsi la présence d’H, dans
I’environnement.

Ces 2 sous-groupes d’hydrogénases ne possédent pas de peptide signal qui assure la
translocation des enzymes dans les membranes. Cette localisation cytoplasmique a été confirmée pour
les hydrogénases de H,-sensing (Vignais et al. 2000, Kleihues et al. 2000, Vignais et al. 2001),
cependant les hydrogénases cyanobactériennes du groupe 2a sont connues pour étre liées aux
membranes et certains pensent ainsi qu’elles seraient localisées sur la face cytoplasmique des
membranes cytoplasmiques ou thylakoidales (Vignais et al. 2001).

Groupe 3 : Hydrogénases a [NiFe] réversibles, hétéromultimériques et cytoplasmiques:

Ce groupe est constitué d’hydrogénases qui fonctionnent réversiblement et possédant une sous-
unité qui interagit avec un cofacteur soluble comme la coenzyme F420 ou le NAD/NADP. 4 sous-
groupes constituent le groupe 3.

Le groupe 3a fait référence aux hydrogénases trimériques de bactéries méthanogénes qui ont
une sous-unité réduisant la coenzyme F420, cette réduction permettant ensuite la réduction du CO2 en
CH4, réaction a la base de la croissance de ces organismes.

Le groupe 3b comporte des hydrogénases tétramériques qui appartiennent toutes a des
hyperthermophiles (dont la croissance optimale est au-dessus de 80°C, Vignais et al. 2001), 2 sous-
unités constituent la partie hydrogénase et les 2 autres servent probablement a l'interaction avec le
donneur d’électrons (NADPH pour Pyrococcus furiosus). Ces hydrogénases sont généralement
impliquées dans la réduction du soufre a la base de la croissance de ces organismes.

Les hydrogénases formant le groupe 3c sont caractérisées actuellement par leur capacité a
réduire le méthylviologene.
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Le groupe 3d concerne les hydrogénases bidirectionnelles qui utilisent le NAD. La premiere a été
identifiée chez Ralstonia eutropha. Ces enzymes sont généralement bidirectionnelles, dans le sens
gu’elles sont capables d’assurer 'oxydation d’H, et la réduction des protons, et sont souvent
tétramériques, constituées de 2 parties : une partie hydrogénase contenant le centre [NiFe] codée par
les génes hoxY et hoxH, et d’un second module assurant la fonction diaphorase : réduction du
NAD/NADP codée par hoxF et hoxU (hoxEFU chez Synechocystis). Chez les cyanobactéries, la premiére
a été identifiée dans les hétérocystes d’Anabaena variabilis ATCC 29413 (Schmitz et al. 1995). Celle de
Synechocystis sp. PCC 6803 a été décrite pour la premiere fois par Appel et Schultz en 1996.
Concernant leur role potentiel, il a été rapporté dans la littérature qu’elle pourrait servir de substitut
au complexe | de la respiration absent chez les cyanobactéries. Cependant toutes les cyanobactéries ne
possédent pas de génes hox (voir prochain chapitre) et cette hypothése a été remise en question. Plus
tard un role de valve pour éliminer les électrons surnuméraires produits par la photosynthese a été
proposé chez Synechocystis (Appel et al. 2000, Cournac et al. 2004). Ces hydrogénases pourraient étre
liées faiblement aux membranes (directement ou indirectement), soit aux thylakoides de Synechocystis
(Appel et al. 2000) ou d’Anabaena variabilis ATCC 29413 (Serebryakova et al. 1996) soit aux
membranes cytoplasmiques de Anacystis nidulans (Papen et al. 1986), beaucoup d’autres ayant été

retrouvées dans les fractions membranaires.

Groupe 4 : Hydrogénases a [NiFe] respiratoires associées aux membranes et génératrices d’H,:

Les hydrogénases de ce groupe sont généralement liées aux membranes et possédent une sous-
unité caractéristique de tres petite taille. Leur fonction serait d’associer I'oxydation d’un groupe
carbonyle (provenant de formate, acétate ou CO) a la réduction des protons d’H,; I'opération
entrainant une récupération d’énergie déclenchée par une force proton motrice a travers la
membrane. Elles possédent une forte homologie avec les sous-unités transmembranaires impliquées
dans le pompage de proton du complexe | de la Respiration. Ces enzymes sont parfois appelées
« Hydrogénases convertisseuses d’énergie » avec I'acronyme Ech (« Energy-converting hydrogenases »)
comme chez Methanosarcima mazei ou elles interagissent avec des ferrédoxines (Welte et al. 2009).

Assemblage des hydrogénases a [NiFe]

La grande variété de fonctions et de localisation subcellulaire des
hydrogénases a [NiFe] n’a pas entrainé une diversité tout aussi grande des
machineries d’assemblage et de formation du site actif de ces enzymes. Ces
derniers partenaires ont pu étre identifiés en raison de la fréquente organisation
en cluster des génes d’assemblage et de maturation.

Pour découvrir cette machinerie d’assemblage du site actif des

Figure 22
N
Cys-S., EeN
N, C fFe<
Cys—S/ \s/ Co
/
Cys

[NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.

hydrogénases [NiFe] chez E.coli, les chercheurs ont criblé par mutagénése aléatoire du chromosome
jusqu’a trouver des régions affectant I'activité hydrogénase. lls découvrirent ainsi un cluster de 5 genes
responsables de cet assemblage : hypABCDE (pour « genes affecting hydrogenases pleiotropically »)
ainsi qu’un autre géne localisé ailleurs : hypF. La nomenclature concernant ces génes d’assemblage a
été conservée pour la plupart des organismes présentant des homologies (a I'exception de Azotobacter
chroococcum : hupABYCDE). Un autre acteur capital de la maturation est une protéase qui clive la
grande sous-unité de I’hydrogénase. Elle est codée par hycl chez E.coli, et hoxW chez Synechocystis sp.

PCC6803 et Synechococcus sp.PCC7942.

Une description rapide du processus admis pour I'assemblage du site [NiFe] de I’hydrogénase

chez E.coli est décrit ci-apres:
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Le dimere HypC/HypD accepte le ligand
Fe, simultanément, HypF, a partir d’une
molécule de carbamoyl phosphate et de
I’'hydrolyse d’'un ATP, catalyse la formation
d’un ligand thyocyanate sur la protéine HypE
en interagissant avec elle. Deux protéines
HypE donnent ensuite leurs ligands CN au
dimeére Fe-HypC/HypD pour finalement
former une structure (CO)(CN),Fe-
HypC/HypD. Le centre métallique
partiellement assemblé est alors transféré
aux cystéines de la sous-unité catalytique
HycE (HoxH chez Synechocystis) qui est dans
une conformation « ouverte » permettant

s : H 4 H A Réseau de maturation des hydrogénases a [NiFe]
Iinsertion du site mEtaIIIque precurseur. CP est carbamoyl phosphate, C.t. est le Cterminal du précurseur de la grande sous-

. . . . f H nité HycE (équivalent HoxH).
L'insertion du nickel au site actif, est ensuite unité HycE (équivalent HoxH) Daprés Ghiradi et al 2007

médiée par le complexe HypB/HypA. Ceci

implique une étape d’hydrolyse de GTP par HypB (a noter que HypA fonctionne grace a du Zinc). Dés
gue les 2 métaux ont été coordonnés a la grosse sous-unité de I’hydrogénase, I'extrémité C-terminale
du polypeptide devient accessible a la protéase Hycl (HoxW chez Synechocystis) qui peut alors la cliver
afin que la sous-unité HycE (HoxH) atteigne sa forme finale, mature et active (Ghirardi et al. 2007).

Le clivage de la grosse sous-unité de I’hydrogénase ne se produit qu’apres I'assemblage correct
du centre [NiFe] par les genes hyp, assemblage comprenant aussi I'appariement du Fe avec les ligands
CN et CO (Maier et al. 1996). La délétion du gene hypF chez E.coli entraine une absence de clivage de
son hydrogénase (Paschos et al. 2002).

pre-HycE

Résistance a I'oxygene des hydrogénases a [NiFe] Figure 24

L'utilisation d’organismes photosynthétiques
contenant des hydrogénases (comme des
cyanobactéries ou des microalgues vertes) pourrait
permettre de convertir [I'énergie solaire en
hydrogene en utilisant I'eau comme donneur
d’électrons. Cependant, la plupart des hydrogénases
est inactivée par le dioxygéne, ce qui restreint
drastiquement  leur utilisation  durant la
photosynthése. L'amélioration de la tolérance a
I'oxygene de ces enzymes est déterminante au

développement de tels procédés biotechnologiques
Structure de I’hydrogénase a [NiFe] de D.fructosovorans

(Liebgott et al. 20 10) . Le canal a gaz est représenté en gris, La position de la valine 74, qui, mutée, améliore
la résistance a l'oxygene, est indiquée dans lI'encadré.

Site actif NiFe

Grosse sous-unité /~

Petite sous-unité

D’aprés Liebgott et al 2010

Parmi les trois groupes connus d’hydrogénases ([NiFe], [FeFe], [Fe]), seules les hydrogénases a
[NiFe] ne sont pas inactivées par l'oxygéne de maniére irréversible, mais sont susceptibles de
récupérer la totalité de leur activité apres réduction. Parmi celles-ci, certaines sont capables de
catalyser la consommation ou la production d’H, méme en présence d’oxygene, elles sont de fait
particulierement étudiées afin de comprendre les mécanismes de tolérance a I'oxygene.

Bien qu’encore a éclaircir, il semble que I'inactivation du site NiFe soit causée par sa réaction
avec I'O; qui conduit a deux especes oxydées « NiA » et « NiB », présentant un ligand oxygéné entre le
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Ni et le Fe et donc incapables d’assurer la fonction hydrogénase. Par retour en anaérobie, les états NiA
et NiB peuvent étre réduits afin de retourner a une enzyme fonctionnelle, mais NiB de maniére
beaucoup plus rapide que NiA. Il semblerait que les hydrogénases qualifiées de tolérantes a 'O, soit en
fait de celles dont I'oxydation produit le moins d’espéces NiA (Liebgott et al. 2012).

Tres récemment, une série de mutations ciblées sur la valine 74 de I'hydrogénase de
Desulfovibrio fructosovorans a permis d’identifier une mutation particuliére (valine en histidine)
rendant cette enzyme 1000 fois plus rapide a se réactiver en anaérobie. Les raisons de cette
réactivation tres rapide, comparable a celle de I'hydrogénase tolérante a I'oxygene d’Aquifex aeolicus,
seraient que la mutation modifie légerement le canal des gaz, perturbant ainsi I'action de 1’0, sur le
site [NiFe] et diminuant grandement la portion d’espéce NiA créée (Abou Hamdan et al. 2012).

Parallélement, il vient d’étre déterminé que les enzymes tolérantes a 'O, possédaient un cluster
[FesSs] jusqu’alors inconnu, a proximité du site [NiFe] et qui permettrait de maintenir le site actif réduit
et d’empécher la formation de I'espéce NiA en créant un cycle de réduction local favorable(Fritsch et
al. 2011).

Les travaux sur la résistance a I'O, des hydrogénases sont donc a poursuivre et bien que plusieurs
résultats intéressants aient déja pu étre obtenus par diverses équipes, ils ne font pas I'objet de ma
these.
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CHAPITRE 3

Les Cyanobactéries, Synechocystis sp. PCC6803, La
Photosynthese et I’hydrogénase bidirectionnelle

Ce troisiéme chapitre resserre le cadre du sujet. Y sont traitées plusieurs caractéristiques des
cyanobactéries en général, de Synechocystis sp. PCC6803 en particulier, ainsi que des principaux acteurs
de la photosynthése oxygénique. Ensuite, seront évoquées les connaissances actuelles concernant
I’hydrogénase bidirectionnelle, chez les cyanobactéries et Synechocystis, le tout en traitant de son réle
probable chez ces organismes, de ses caractéristiques intrinséques, de sa maturation et de quelques
bref éléments de sa régulation transcriptionnelle.

1- Les Cyanobactéries
1-1- Que sont-elles ?
Figure 25

Les cyanobactéries, anciennement appelées « algues bleues », sont des Spirulina platensis
microorganismes procaryotes photosynthétiques, constituent un des groupes
les plus varié et diverse des bactéries. Une multitudes de morphologies et de
physiologies différentes en sont notamment caractéristiques et elles sont en
grande partie responsables de I'orientation qu’a suivi la Vie terrestre depuis 3
milliards d’années. Il est généralement admis qu’elles sont a l'origine de ]
I’'atmosphere oxygénique et qu’elles jouent encore a I’heure actuelle un réle |mportant dans Ie cycIe
géochimique de la planéte.

En plus de leur role capital dans les écosystémes actuel et passé,
elles présentent aujourd’hui un trés fort intérét biotechnologique pour
I’'Homme et son avenir, notamment en ce qui concerne la production de
molécules d’intérét par voie renouvelable, et en particulier pour des
biocarburants, des molécules a haute valeur ajoutée ou des compliments
alimentaires.

Photobioréacteurs industriels
Figure 26
Chacun de ces points sera détaillé plus en profondeur dans les paragraphes a suivre.
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1-2- Apparition et impact géologique des cyanobactéries

Figure 27

La formation de I'Univers remonterait a plus de
13,7 milliards d’années (13,7 Ga), la formation de la
Terre daterait, elle, de peu aprés la formation du
systéme solaire, c’est a dire environ 4,6 Ga, par
accrétion des poussieres interstellaires puis des
planétoides.

La Terre des débuts n’était pas propice a la vie,
trop chaude, trop magmatique. Peu a peu elle s’est
refroidie et I'eau contenue dans I'atmosphére a pu
commencer a se condenser et a précipiter, entrainant
la formation des océans vers -4,2 Ga. C’'est |’existence
de cette eau liquide qui permit I'apparition de la Vie

[l sur notre planéte, vers -3,8 a -3,5 Ga ; probablement 3

proximité de sources chaudes ou de petites molécules

organiques purent commencer a s’assembler et s’organiser en macrostructures auto-réplicatives qui
sont plus tard devenues le « vivant ».

Les cyanobactéries seraient apparues approximativement il y a entre 3 et 3,5 milliards d’années
(Schopf et al. 2011), elles inventérent la photosynthese, une révolution biologique constituée du seul
procédé chimique terrestre capable d’utiliser de I’énergie « extraplanétaire » pour fabriquer de
nouvelles molécules : I’énergie du Soleil.

Schématiquement, les photons solaires excitent les pigments du photosysteme, I'énergie alors
captée est utilisée pour cliver la molécule d’eau en dioxygéne, protons et électrons :

H,0 > 0, + 2H* + 2e~

Les électrons ainsi générés sont ensuite utilisés par les différents métabolismes de la cellule pour
alimenter tous ses métabolismes vitaux en pouvoir réducteur et participer a la fabrication de toutes les
molécules lui permettant de survivre, croitre et se multiplier. Parmi ces divers métabolismes, on peut
notamment relever le cycle de Calvin-Benson (du nom de Melvin Calvin qui regut en 1961 le prix Nobel
de Chimie pour sa découverte de I'assimilation du carbone par les plantes). Ce cycle permet aux
organismes photosynthétiques de fixer le CO, atmosphérique et de le transformer en
macromolécules saccharidiques. Le bilan total de la réaction est :

6 CO, + 24 NADPH + 18 ATP - C4H,,0¢ + 6 H,0 + 24 NADP* + 18 ADP + 18 Pi

Cette réaction qui créée des liaisons C-C est possible grace a I’énergie apportée par les molécules
de NADPH et d’ATP qui sont le résultat direct de la photosynthése. C’'est, de plus, par ce procédé que
les cyanobactéries auraient consommé une partie du CO, de I'atmosphére de I'époque (une autre
grande partie ayant précipité dans les océans en raison des pluies). Le CO constituait probablement
plus de 5% de I'atmospheére et entretenait un effet de serre permanent. Ces organismes eurent ainsi un
impact colossal a I’échelle globale, avec entre autres effets capitaux:

- Une diminution du taux de CO, atmosphérique, entrainant une nouvelle diminution de
la température terrestre moyenne, et des effets directement liés a ces changements sur la

Biosphere qui d( s’y adapter.
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- L’apparition d’'une atmosphére oxygénique tres oxydante (20% d’O,) a laquelle les
organismes existant alors durent également apprendre a s’adapter. Cette nouvelle atmosphére
déclencha I'apparition de la vie aérobique, qui base son existence sur la consommation de la
molécule de dioxygene par le procédé de respiration (Schopf et al. 2011) et se trouve ainsi sous la
dépendance directe de la vie photosynthétique.

- La transmission verticale et
horizontale de la « technologie » [ Mewea [ Protista
photosynthétique a d’autres organismes
(voir Fig.27). Cet héritage, qui se poursuit
encore aujourd’hui, a mené a |'apparition
du régne végétal tel que nous le
connaissons. Il est ainsi admis que le
chloroplaste réalisant la photosynthese
dans les plantes est le résultat de
I’endosymbiose d’une cyanobactérie avec

—r ]
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- Une augmentation massive de la Figure 28
biomasse planétaire. Les molécules créées par les cyanobactéries et leurs héritieres, et qu’elles
ont pu créer grace a I'énergie solaire, se sont retrouvées dans la biomasse de tous les organismes
situés plus haut dans la chaine alimentaire. Cela a ainsi largement contribué a une augmentation
du « pool » global de la biomasse.

Au final, l'autotrophie inventée par les cyanobactéries permit de construire un nouvel
écosysteme, basé sur des lois fondamentalement différentes de I'écosysteme antérieur et auto-
entretenu presque sans accrocs depuis lors. Ce nouvel écosysteme voit sa composition atmosphérique,
le pool d’organismes autotrophes (photosynthétiques) et le pool d’organismes hétérotrophes
globalement en équilibre depuis 3 milliards d’années, bien qu’en perpétuelle évolution interne en
application des lois de I’évolution retranscrites par Charles Darwin.

1-3- Les cyanobactéries aujourd’hui

On vient de le voir, I'héritage des cyanobactéries est énorme. Cependant leur role ne s’est pas
arrété il y a 3 milliards d’années, elles sont toujours présentes dans notre environnement et y jouent
toujours un réle primordial.

Elles sont présentes dans la plupart des écosystemes et biotopes terrestres. En font partie les
environnements aqueux (eaux douces, saumatres et marines, sources chaudes) et une grande partie
des environnements terrestres (incluant les déserts chauds ou polaires) (Shi & Falkowski 2008). Elles
vivent parfois aussi en symbiose avec d’autres organismes, des plus simples/petits comme dans les
biofilms bactériens ol I'on peut témoigner d’'une coopération inter-especes entre bactéries anaérobies
et cyanobactéries, aux plus complexes, comme avec des plantes supérieures (angyospermes et
gymnospermes) : certains travaux récents ont montré que les cyanobactéries constituaient les
principaux épiphytes (organismes vivant sur d’autres plantes) fixateurs d’azote dans les foréts
tropicales et mangroves du Costa Rica (Rigonato et al. 2012, Furnkranz et al. 2008) et constitueraient
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ainsi le principal vecteur de I'azote moléculaire dans I'ecologle tropicale. L'apport d’azote dans les
océans leur serait également en grande partie ‘ T 5
imputable.

Elles convertissent I'énergie solaire en
biomasse hautement énergétique, avec une
efficacité supérieure aux plantes (3-9% pour les
cyanobactéries contre 0,25-3% pour les plantes,
Ducat, Way et Silver 2011), et demeurent ainsi un
des premiers maillons de la chaine alimentaire et,
de par le fait, la premiére barriere a I'entrée des
toxiques dans cette chaine.

Elles participent également a une partie
majeure de la production photosynthétique
d’oxygene actuelle. Méme si elles ne sont plus les

seules a réaliser ce processus (les plantes, algues Macroflore épiphytaire dans une jungle
et tous les autres organismes photosynthétiques y Figure 29

participant aussi), leur réle reste de premier plan sur cet aspect.

1-4- Intérét biotechnologique

Outre leur réle indispensable, via la chaine alimentaire, les cyanobactéries ont aussi présenté
pendant longtemps un intérét plus direct: les mayas et certains peuples d’Afrique et d’Asie utilisaient
classiquement certaines cyanobactéries, notamment des spirulines, et en faisaient la base de leur
alimentation. Aujourd’hui encore, |'utilisation des cyanobactéries est répandue dans les pays asiatiques
et méme occidentaux ou on peut les trouver dans des compléments alimentaires. De nombreux projets
humanitaires visent de plus a installer des fermes a cyanobactéries dans des pays en situation de crise
alimentaire afin d’apprendre aux locaux a produire cette source de protéines, vitamines et
antioxydants, directement par eux-mémes.
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Figure 30

En plus de leur fort intérét alimentaire qui en font des cultures de choix pour I'avenir tant pour
I'homme que pour ses productions animales, comme la pisciculture par exemple, les cyanobactéries
produisent naturellement bon nombre de composés naturels a forte valeur ajoutée. On peut ainsi
relever beaucoup de molécules d’intérét thérapeutique ou sanitaire, comme des molécules
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anticancéreuses, des métabolites secondaires, de nombreux antioxydants (caroténoides) ou des
précurseurs médicamenteux potentiels. Elles produisent également naturellement diverses molécules
a moindre valeur ajoutée mais d’intérét sociétal tout aussi valorisable : elles produisent ainsi des
polyhydroxy alcanoates (PHA) et en particulier des billes de polyhydroxybutyrate (PHB). Ces billes
récoltées pourraient devenir une source naturelle de bioplastique stratégique pour I'avenir. Les
cyanobactéries peuvent également étre des sources de biocarburant pertinentes : biodiesels et
bioéthanol peuvent ainsi étre produits chez certaines d’entre elles, de méme que du biohydrogéne par
plusieurs voies métaboliques différentes qui ont été détaillées dans le précédent chapitre (Cassier-
Chauvat et Chauvat 2002).

Robustes et compétitives, les cyanobactéries présentent d’autres atouts
biotechnologiques industriels forts : la plupart des technologies développées pour les cultures d’algues
(micro et macro), comme les photobioréacteurs et les raceways, peuvent étre directement utilisées
pour cultiver des cyanobactéries modifiées ou non. Elles présentent, de plus, I'avantage notable de
pouvoir dominer leur écosystéeme naturel et d’étre moins sensibles aux contaminations extérieures.
Elles sont en effet capables d’alcaliniser leur environnement jusqu’a des pH de 10 ce qui a pour effet
d’éliminer certains compétiteurs, garantissant ainsi une plus grande flexibilité d’exploitation que
certaines algues vertes fragiles en culture extérieure. Leurs exopolysaccharides naturels et les biofilms
gu’elles peuvent former entre elles permettent également d’envisager des procédés de productions ou
les cyanobactéries seraient immobilisées sur des surfaces hétérogenes (billes ou surfaces) et ainsi
faciliter certaines filieres de culture. La question de I'exploitation de souches modifiées en raceway
extérieur n’est bien évidemment pas encore d’actualité sous les latitudes francaises et étrangéres,
mais l"utilisation de telles souches en photobioréacteurs fermés et isolés est totalement envisageable.

w344

|
Microréacteur Photobioréacteurs industriels Un raceway pilote de laboratoire Raceways industriels
de laboratoire (INRA de Montpellier) (production d’asthaxanthine

a partir de spirulines a Hawaii)
Figure 31

Outre la diversité métabolique des souches cyanobactériennes, certaines d’entre elles peuvent
étre manipulées génétiquement. Synechocystis sp. PCC6803 est en effet un des premiers procaryotes a
avoir eu son génome entierement séquencé (Kaneko et al. 1996). Depuis lors ce sont environ 50
génomes cyanobactériens complets qui sont connus ainsi qu’une vingtaine d’autres encore en cours
d’achévement. La consultation en ligne de ces bases de données se fait librement sur des sites internet
comme Cyanobase (genome.kazusa.org.jp/cyanobase/) ou MBGD (mbgd.genome.ad.jp). De
nombreuses stratégies génétiques ont ainsi pu étre développées pour manipuler, étudier et

comprendre le métabolisme cyanobactérien.

1-5- Classification des cyanobactéries
1-5-1- Classification phylogénétique des cyanobactéries.

Parmi les dernieres facon de classer le vivant aujourd’hui, on trouve cette classification de
Ciccareli et al. 2006. Cet arbre de la Vie a été effectuée sur la base de I'étude d’une trentaine de genes
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orthologues existants dans 191 espéces au génome séquencé. Parmi les parametres pris en compte, on
peut ainsi y relever I'exclusion systématique de tous les genes issus de transferts horizontaux plutot
que verticaux. Ces derniers travaux ont ainsi permis de confirmer des résultats depuis longtemps
admis, ou de résoudre des classifications jusque-la encore trés débattues. L'existence d’ancétre
commun a toutes les bactéries Gram positives a ainsi pu étre encore une fois rapportée.

Concernant les cyanobactéries, on reléeve notamment dans cette nouvelle classification un
rapprochement phylogénétique des embranchements entre les cyanobactéries, les hyperthermophiles
et les Deinoccoques ; ainsi qu’un rapprochement des super embranchements entre les Protéobactéries
et le nouveau groupe précédent (cyanobactéries, déinoccoques et hyperthermophiles).

Figure 32
L’arbre phylogénétique de la vie

!Gram Positif|

S Escherichia coli

- Synechocystis sp. PCC 6803
mmmms=p Arabidopsis Thaliana
s Homo sapiens.

(Deinoccoques, Chloroflexis, Aquificae, Thermotogae, Fusobacteries,
Chlamydiae, Bacteroidetes, Chlorobi, Fibrobacteres, Actinobactéries,
Planctomycetes)
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1-6- Taxonomie des cyanobactéries.

Les cyanobactéries présentent une trés grande diversité morphologique, et constituent, en raison
de leur extraordinaire ancienneté et flexibilité, un des plus larges et divers groupes bactérien actuels
(Shi et Falkowski 2008).

Certaines sont unicellulaires, de formes sphérigues ou en batonnets. D’autres sont
pluricellulaires et forment des filament de parfois plus d’'un métre de long, certaines sont encore
capables de différencier spécifiquement certaines de leurs cellules afin de les spécialiser a des réles
spécifiques, comme les Nostoc qui peuvent spécialiser certaines de leurs cellules en hétérocystes qui
réalisent la fixation de I'azote atmosphérique.

Synechocystis sp.PCC6803 Nostoc punctifo

rme  Lyngbya spp. Calothrix spp.
/“‘ , ‘Q o » S "

Diversité morphologique des cyanobactéries
Les images sont issues de cyanosite (http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/)
a I'exception de Synechocystis sp. PCC6803 dont la photographie a été prise par le laboratoire.

Figure 33

Une premiére classification taxonomique a été proposée dans la Annual Review of Microbiology
par Stanier et Cohen-Bazire en 1977. lls proposaient alors une classification en 6 sections principales :

Chroococcales Cyanobactéries unicellulaires a coques ou batonnets




Table 8

Mais plusieurs organismes ne trouvaient alors toujours pas de sous-groupe ou se classer (www-
cyanosite.bio.purdue.edu).

Peu de temps aprés une autre taxonomie de référence légerement différente est apparue, basée
sur les travaux de Rippka et al. 1979 (toujours sous la supervision de Roger Stanier). Cette deuxiéme
classification comportait cette fois 5 sections :

Section| | 3 sous-groupes Cyanobactéries unicellulaires qui se multiplient par fission binaire
et bourgeonnement.

Section Il | 2 sous-groupes Cyanobactéries unicellulaires qui se multiplient par fissions
multiples.

Section lll | 2 sous-groupes Cyanobactéries filamenteuses sans hétérocystes qui se divisent sur
un seul plan.

Section IV | 2 sous-groupes Cyanobactéries filamenteuses avec hétérocystes qui se divisent sur
un seul plan.

SectionV | 1 sous-groupe Cyanobactéries filamenteuses avec hétérocystes qui se divisent sur

plusieurs plans.

Plus récemment encore, et grace aux travaux de Carl Woese en phylogénétique, on a commencé
a classer phylogénétiquement les différentes cyanobactéries en fonction de la séquence de leur ARN
ribosomal 16S. En effet cet ARN tres largement conservé entre les bactéries, archées et organismes
supérieurs, est désormais largement utilisé pour classer des cyanobactéries nouvellement isolées dans
la nature et donne des résultats tres fréquemment en accord avec les 2 classifications présentées plus
tot (Kothari et al. 2012). Mais avec uniquement 70 génomes séquencés, les méthodes de classification
phylogénétique de plus en plus pointues qui apparaissent sont encore limitées et cohabitent ainsi
toujours avec les termes issus de la premiere taxonomie qui sont encore largement utilisés et répandus
dans les différentes publications scientifiques ou sur les bases de données génétiques en ligne.

On retiendra que quasiment aucune classification ne fait aujourd’hui consensus dans la
communauté scientifique et qu’il apparait encore quotidiennement de nouvelles espéces ou de
nouveaux genres de cyanobactéries, parfois trés classiques, ou parfois plus exotiques comme dans le
cas de certaines cyanobactéries symbiotiques qui s’associent avec des organismes pour compléter
certaines des carences des deux organismes.

Par ailleurs nous pouvons a ce point précis évoquer I'expédition Tara Océans partie le 5
septembre 2009 et pendant 2 ans et demi récolter des échantillons planctoniques autour du monde.
Cette expédition devrait résulter en la découvertes de centaines de nouvelles espéces
phytoplanctoniques, et, évidemment une grande partie d’entre elles seront cyanobactériennes.
L'objectif de cette expédition est avant tout de démarrer un inventaire a grande échelle des especes
marines existante et dans un second temps d’espérer trouver un intérét biotechnologiques aux
espéces qui seront découvertes.

L’équipe scientifique et les laboratoires francais et étrangers associés espérent pouvoir déployer
un site internet, gratuit et libre d’acces, inventoriant I'ensemble des espéces découvertes par
I’expédition a I’horizon 2014.
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Phytoplancton et zooplancton collecté par I'expédition Tara Océans Un feutris de cyanobactéries filamenteuses

entre 2009 et 2012 collecté par I'expédition Tara Océans entre

2009 et 2012

1-7- Quelques caractéristiques des cyanobactéries

De maniere intéressante, on peut relever que certains criteres de discrimination des
cyanobactéries, assez surprenants de prime abord, sont parfois utilisés.

Un de ceux-ci concerne les taux de nucléotides G et C contenus dans leur ADN. Parmi les 4
nucléotides A, T, G et C, les 2 derniers s’apparient en effet avec 3 liaisons hydrogenes contre 2 pour A
et T, défaire un appariement entre G et C est ainsi plus difficile que pour A et T. Ce taux global de GC
dans le chromosome a ainsi pu étre mis en corrélation, dans certains cas, avec I'environnement naturel
de la cyanobactérie : en effet, plus I'organisme vivra dans un milieu chaud, plus elle aura besoin d’un
ADN fortement apparié pour rester stable, ainsi on rencontre des taux de GC bien plus élevés chez les
cyanobactéries thermophiles que chez celles vivant dans les mers froides. Ce critére est ainsi parfois
utilisé en complément pour caractériser des organismes cyanobactériens.

De méme, parmi les autres caractéristiques utilisables pour caractériser les cyanobactéries, on
peut aussi relever la longueur de leur génome. Ainsi il semble qu’une tendance générale des
cyanobactéries marines de haute mer est d’avoir un génome court (UCYN-A: 1,44Mb) et a faible
ploidie (1 a 2 copie du chromosome) la ou des organismes confrontés a des environnements changeant
constamment nécessitent plus de flexibilité et donc plus de matériel génétique pour survivre (Nostoc
punctiforme ATCC29133 : 9,05Mb) et souvent plus de copies de ce méme chromosome (entre 3 et 16

—_— copie pour Synechococcus
oEDs PCC7942). Il reste cependant des
N §E§§§ exceptions a ces observations
marinus | MIT9215 empiriques qui restent encore
M?:giﬁg largement inexpliquées a ce jour
MiTe:02 (la cyanobactérie marine
Eégégg Acaryochloris marina MBIC1101
T w&gzgg possede ainsi 8462 genes sur 8,4
Rso917 Mb dont 25% des genes sur 4

vl Jae plasmides).
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Cette diversité morphologique et génique est largement caractéristique du groupe des
cyanobactéries, il est sans doute une conséquence de I'ancienneté de ces organismes qui ont pu
évoluer dans le plus grand et varié des groupes phylogénétiques, mais cela restera certainement
encore longtemps une énigme. Récemment, I'équipe suédoise de Birgitta Bergman, dans l'article
Larsson et al. 2011, a travaillé a comprendre I'évolution des génomes des cyanobactéries afin de mieux
cerner les raisons d’apparitions de phénotypes comme la fixation d’azote ou le caractére filamenteux
ou symbiotique de certaines souches. Par leur travaux bioinformatiques sur 58 génomes
cyanobactériens, ils ont mis en avant I'existence de 2 branches principales d’évolutions des génomes,
I'une contenant les souches ayant appris a s’adapter a des environnements de niche et a développer
les caracteres spécifiques des cyanobactéries comme la fixation de l'azote et les hétérocystes en
augmentant la taille de leur génome et dupliquant des génes, et l'autre branche comportant
exclusivement des cyanobactéries unicellulaires plus simples qui aurait plutot eu tendance a simplifier
leur génome (voir Fig.35). Une autre conclusion intéressante de ces travaux était la mise en évidence
de I'existence de genes exclusivement spécifiques aux cyanobactéries, représentant entre 4 et 6% du
total des génes et parmi lesquels 2 familles de protéines seulement sont partagées par tous les 58
organismes : ces familles concernent un géne qui échappe a ce jour a toute annotation fonctionnelle
mais au voisinage génique particulierement conservé (serait relié a une ARN-polymérase), et une autre
famille de petits genes codant pour des régulateurs transcriptionnels de la famille des AbrBs (nous y
reviendrons plus loin).

Si ces quelques caractéristiques connues des chromosomes cyanobactériens peuvent parfois
servir, trés peu d’informations sont en revanche disponibles concernant le nombre de copies des

iy . [ Gloeobacter violaceus Gloeobacteral
différents plasmides que — Cyanobacter%egagt%riﬁame%llowstone A-prime ]
. Cyanobacteria bacterium Yellowstone B-prime ®_______ Chroococcales . . ... _____
peuvent contenir les ol Lol e e
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Figure 36 D’apreés Larsson et al 2011
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Phylogénie de 58 cyanobactéries basée sur un alignement concaténé d’orthologues sélectionnés.
285 orthologues ont été considérés pour I'étude. Les cyanobactéries avec hétérocystes totalement
développés sont indiquées en vert foncé, et celles avec des hétérocystes terminaux ou non-
développés sont indiqués en vert clair. Les phénotypes spécifiques sont montrés par les carrés



1-8- Culture de cyanobactéries

Afin de maintenir des collections d’un grand nombre de cyanobactéries les biologistes ont décrits
différents milieux de culture universels. Ceux-ci sont ainsi adaptés a I'entretien de bon nombre de
souches mais ne réflétent pas forcément le milieu optimal de croissance de chaque souche :

Les cyanobactéries d’eau douce, de sol ou de source thermale et quelques cyanobactéries
marines qui tolérent de faibles forces ioniques sont cultivées dans le milieu BG-11 (Stanier & Cohen-
Bazire 1977, Rippka et al. 1979). Parmi ces cyanobactéries on relévera une exception notable : les
souches fixatrices d’azote en aérobie (incluant les cyanobactéries a hétérocystes et celles du genre
unicellulaire Gloeothece) qui sont cultivées dans du BG-11,, ce milieu est similaire au BG-11 mais ne
contient pas de NaNOs. Il a, en effet, été relevé que des croissances dans le BG-11 standard de ces
souches pouvaient mener a sélectionner des mutants qui perdent leur capacité a fixer I'azote
aérobiqguement, qui forment des hétérocystes anormaux ou qui deviennent, plus rarement,
dépourvues d’hétérocystes. (Rippka et al. 1979)

La plupart des cyanobactéries marines ne peuvent pousser dans le BG-11, ni méme dans du BG-
11 supplémenté avec 3% de NaCl. Stanier & Cohen-Bazire ont montré en 1977 que ces cyanobactéries
avaient des besoins trés marqués en Na®, CI, Mg?* et Ca®". Ainsi la plupart de ces souches dites
« marines » sont maintenues dans un milieu MN qui est une base d’eau de mer naturelle
supplémentée avec les minéraux du BG-11 a mi-quantité. Certaines souches marines poussent
cependant faiblement méme en MN et sont ainsi maintenues dans un milieu d’eau de mer
synthétique : ASN-III

Certaines cyanobactéries peuvent également avoir un besoin strict en vitamine-B12, on les
maintient en général dans le milieu adéquat additionné de 10 ug.L'1 de vitamine-B12

Pour les cultures en phase solide, les milieux doivent étre préparés avec 1% final de BactoAgar de
Difco. La plupart des cyanobactéries poussent convenablement et tolérent bien I'agar sur de longues
périodes, c’est une des raisons qui incite a conserver les souches sur boite de pétri plutét qu’en liquide
lorsque I'on doit les conserver sur de longues périodes car elles survivent généralement plus
longtemps ainsi qu’en culture liquide (Rippka et al. 1979).

Concernant la température de croissance, il est généralement conseillé de les cultiver a 25°C
méme si les optima de croissance sont spécifiques a chaque souche. Pour les souches thermales, on
conseille plutét 37°C qui est proche de la température minimale qu’elles tolérent. Beaucoup de
cyanobactéries meurent rapidement si elles sont conservées entre 0°C et 4°C et ne peuvent donc pas
étre conservées au réfrigérateur. Cependant certaines souches, comme Synechocystis sp. PCC 6803,
peuvent étre congelées sur de trés longues périodes en azote liquide pourvu qu’elles soient en
présence de 5% w/v du gel protectant Diméthylsulfoxide (DMSO).

De nombreuses cyanobactéries étant photosensibles (particulierement celles contenant de la
phycoérythrine) il est aussi recommandé de ne pas les cultiver a de trop hautes intensités lumineuses.
Pour les cultures de conservation, 500 lux devraient ainsi étre un maximum. Pour Synechocystis sp. PCC
6803 les cultures de travail se font généralement entre 500 et 5000lux.

De nombreux aspect concernant la conservation des cyanobactéries sont traités dans les travaux
de Stanier et al. 1971
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2- Synechocystis sp. PCC6803

Cette cyanobactérie a été isolée d’un lac d’eau douce nord-américain en 1968 proche de
I'université de Berkeley (I’article original ne précisant pas I'endroit exact). Classifiée dans le groupe
arbitraire typologique IIA en raison de son caractere sphérique (Stanier et al. 1971) puis reclassée dans
le genre (genus) Aphanocapsa, elle a été ensuite nommée Synechocystis sp. PCC6803.

Historiquement, Synechocystis PCC6803, a été le modeéle cyanobactérien d'analyse de la
photosynthése (Rochaix, 1992; Debus et al., 1988; Dzelzkalns et Bogorad, 1988) et reste a ce jour la
cyanobactérie la mieux caractérisée.

Le fait qu’elle soit unicellulaire, sa faculté d’étre naturellement génétiquement transformable
(Rippka et al. 1979) et sa capacité a pouvoir pousser en hétérotrophie en ont fait un organisme modele
de choix. La photosynthése et divers autres métabolismes présents dans tout le vivant, comme par
exemple la lutte contre le stress oxydant, les dommages a I’ADN ou la division cellulaire, sont autant
d’exemples de domaines pouvant étre modélisés et étudiés chez Synechocystis sp. PCC6803.

2-1- Physiologie de Synechocystis sp. PCC6803 Synechocystis sp.PCC6803
Synechocystis est unicellulaire, classée dans les Chroococcales, 1
euryhaline (tolere différentes salinités, Richardson et al., 1983) et o

également mixotrophe (peut pousser sur glucose en faible lumieére,

Rochaix 1992, Dismukes et al. 2001), elle ne réalise cependant pas la @
fixation de l'azote. Elle est capable de s’organiser en biofilms en o %
synthétisant des exopolysaccharides qui relient les cellules entre elles. Elle

est par ailleurs motile et capable de respirer en réduisant I'oxygene en .

empruntant une voie similaire aux mitochondries. Figure 37

Elle est aussi capable de supporter un pH tres alcalin qui permet par la méme occasion de limiter
la contamination microbienne des cultures (Summerield et Sherman 2008)

Elle posséde a peu pres autant de chlorophylles que de phycocyanines et pousse trés bien dans
un milieu minéral (BG11, voir matériel et méthodes) a 25°C ou 30°C, et la revue de Rippka et al. 1979 la
décrit comme tolérant des température de croissance allant jusqu’a 39°C sur plusieurs jours. Son
optimum de croissance est de 34°C.

Motile (phototactisme positif), Synechocystis est capable de se déplacer de facon a bénéficier
d’un éclairement optimal.

D’un point de vue biotechnologique elle est capable de produire des bioplastiques (notamment
des polyhydroxybutyrates ou PHB), de I'hydrogéne via son hydrogénase bidirectionnelle, et elle
présente également de nombreuses molécules d’intérét (molécules antioxydantes, anticancéreuses
etc...) (Cassier-Chauvat et Chauvat 2002).
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Figure 38

Génétique de Synechocystis
Comme déja évoqué plus tot, Synechocystis a été le 3

eme

O chvomosome 3,573,471 3,317
organisme procaryote dont le génome a été séquencé (aprés
Haemophilus influenza et Mycoplasma genitalium), et le O osvsm 119,895 132
premier organisme photosynthétique (Kaneko et al. 1996).
Son chromosome fait 3 573 470 paires de bases de long pour ¢4 ayax 106,004 110
3317 genes et est consultable librement sur le site internet
cyanobase (http://genome.microbedb.jp/cyanobase). Ce petit £y sysp 108.307 108
chromosome circulaire est polyploide (Labarre et al. 1989) et
chaque cellule contient une dizaine de copies du chromosome ¢4 oyqq 44,343 49
en phase exponentielle de croissance (dont chaque copie
semble exprimée). O 00CS.2 5.214 8
Le génome comporte également plusieurs plasmides de
2,3 2120 kpb, représentant 10% du génome et portant le total &) cana s 5
de celui-ci a 3725 génes sur presque 4 Mbases.
Synechocystis est un organisme facilement manipulable 2 oo o g

génétiquement, il est en effet naturellement transformable

lors de la transition entre les phases exponentielle et Total 3,956,957 3,725
stationnaire de croissance (Shestakov et Khyen, 1970). La  chromosomes et plasmides de Synechocystis sp. PCC6803
recombinaison homologue, trés efficace, permet de déléter les ~ (nte+//genome.microbedb.jp/cyanobase/)

génes (Grigorieva et Shestakov 1982; Pakrasi et al. 1988 ; Labarre et al. 1989) et il accepte facilement la
conjugaison avec un plasmide réplicatif comme le pFC1 construit au laboratoire (Mermet-Bouvier et
Chauvat 1994). D’autres outils permettent I'analyse in vivo de I'expression et la fonction de n’importe
guel gene ainsi que la localisation subcellulaire des protéines correspondantes (Marraccini et al. 1993;
Poncelet et al. 1998; Mazouni et al. 2003; Mazouni et al. 2004).

3- La photosynthese oxygénique chez les cyanobactéries et Synechocystis

Figure 39
Comme expliqué plus toét, les

cyanobactéries seraient a l'origine des Métabolismes

cellulaires

chloroplastes des plantes, et ainsi, en LUMIERE SOLAIRE
tant qu’organisme photosynthétique
modele, procaryote et unicellulaire,
Synechocystis a servi de modele pour  cytopiasme
comprendre les mécanismes
moléculaires de la photosynthése. —

C’est principalement sa qualit¢ "
de bactérie mixotrophe, lui permettant Et

Thylakoidal Cytochrome b6/f ATP Synthase
de pousser malgré des mutations de ®
I'appareil photosynthétique qui seraient
létales aux plantes supérieures, qui a
permis la compréhension fondamentale de la photosynthése que nous avons aujourd’hui.

L'appareil photosynthétique est composé de 2 complexes moléculaires membranaires: les
photosystémes | et Il (PSI et PSIl). Un de ces deux macrocomplexes enzymatiques, le PSIl, permet de
catalyser la lyse de la molécule d’eau et de générer un gradient de protons et d’électrons au sein du
thylakoide afin d’en tirer de I'énergie, et le deuxieme complexe, le PSI, capte la lumiere solaire afin de
réduire les ferrédoxines et al.imenter la cellule en énergie.

LUMIERE SOLAIRE

R
Plastocyanine

Photosystéme |

La chaine de Transfert d'électrons et la photophosphorylation autour du processus de photosynthése chez les cyanobactéries

Page | 77


http://genome.microbedb.jp/cyanobase

A

Figure 40

Ci-aprés une description non exhaustive des multiples acteurs de la photosynthése et des réles de
chacun, suivie d’un bilan synthétique résumant les mécanismes principaux par lesquels les organismes

autotrophes se procurent de I’énergie.

3-1- Le thylakoide

Les
Lz
différents acteurs
de la
\
photosynthese
.z By
sont liés a cette
™M hie él d’ ction fine d't llule de S he i PCC6803 i i
B et Csont des aéﬁ;zgdrgser;‘eemescggr\;g:ees er‘:rz\eestemomregsla ;]o"reece ke ynec Iatys oy i ) et m e m b ra n e . AI n S I
Iabmembrangalasmgxrzgr(:;\g) Légende: Cowﬁarboxysome giergrea{:’ule;e cyanophycm g granute de glycogene; r1~_ N
ribosomes 24 ut
< membrare thylakoidale ; la barre mesure 100nm Ie p h OtOSVSte me I

D’aprés Pakrasi et al 2006

est I'acteur le plus
souvent « a l'obscurité » de tous. Le photosysteme Il se
trouve lui toujours du coté cytoplasme du thylakoide, pour
recevoir un maximum de lumiere. Le complexe cytochrome
b6/f se trouve partout dans le thylakoide, ’ATP synthase se
trouve plutét a proximité des zones d’empilement de
thylakoides appelées « grana ».

Les protéines permettant le processus
photosynthétique constituent une part importante (environ
30%) de [I'ensemble des protéines des organismes
photosynthétiques.

3-2- Les phycobilisomes

Les phycobilisomes sont les antennes collectrices d’énergie
lumineuse du PSIl chez les cyanobactéries. Ce complexe se trouve
du coté cytoplasmique de la membrane thylakoidale et est constitué
a 80% de phycobiliprotéines (PBP) arrangées en antennes

collectrices, maintenues ensembles par des linkers.

Cet ensemble de membranes est situé a l'intérieur
méme des cyanobactéries. L'espace intérieur défini par la
membrane thylakoidale s’appelle lumen alors que I'espace
extérieur est constitué du cytoplasme (pour les
cyanobactéries) ou « stroma » (pour les chloroplastes).

Reconstmchon tridimensionnelle d’une cellule de Synechocystis sp. PCC6803 : Les membranes
hylakoidales sont situées a I'intérieur de la cellule et a proximité de la membrane externe.
Le mod ele 3D est généré grace a un logiciel qui su perpose, plusieurs coupes ultrafines d’une méme cellule
puis en extrapole une image en relief. B (resp. D) est I'extrapolation en 3D des contours superposés
visibles en A (resp. C).
Rouge: Membrane plasmi ; Vert/

; Bleu/Violet : carboxysomes
D’aprés Pakrasi et al 2006

Figure 41

Phycobilisome

Figure 42

Les PBP constituent les sous-unités des antennes collectrices et sont une association d’un
chromophore, appelé phycobiline, et de la protéine elle-méme. On compte fréquemment plus de 100
sous-unités PBP par phycobilisome. Il existe 4 types de phycobilines principales, certaines espéeces
pouvant parfois présenter des exceptions, notamment la phycoérythrocyanine qui n’est pas présente
chez tous les organismes dont Synechocystis. Ces phycobilines sont localisées le long du complexe en
fonction de leurs différents potentiels énergétiques. Le bon agencement des PBP, reliés entre eux par
des linkers protéiques, permet d’assurer un transfert énergétique avec un rendement quantique de

plus de 95% le long de I'antenne (Gao et al. 2011):
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Table 9

Phycobiline Abréviation Longueur d’onde d’absorption Localisation dans le

complexe

Allophycocyanine APC 620nm - 651nm - 670nm Noyau du complexe

Phycocyanine PC 555nm - 620nm Antennes périphériques

Phycoérythrine PE 498nm - 546nm - 566nm Extrémités des antennes

Phycoérythrocyanine PEC 570nm - 595nm Extrémités des antennes
(Bryant et al. 1982)

Figure 43
Les phycobilines sont des pigments colorés. Phycocyanobiline Phycoerythrobiline

Schématiquement, il s’agit de tétrapyrolles linéaires
plus ou moins modifiées. Elles sont moléculairement
proches des chlorophylles qui contiennent wun
tétrapyrolle cyclique, mais la cyclisation n’étant pas
opérée, elles peuvent absorber des longueurs d’onde
lumineuses bien plus basses que ne le peuvent les
chlorophylles. Certains scientifiques s’accordent a dire

gue ce systeme collecteur d’énergie présenterait un avantage évolutif pour les cyanobactéries qui sont
ainsi capables de réaliser la photosynthese sans entrer en compétition trop directement avec les autres
organismes collecteurs de lumiéres, mais également car cela leur permet d’atteindre des niches
écologiques différentes : a des profondeurs plus importantes, les lumiéres de longueur d’onde plus
faibles sont moins absorbées par les colonnes d’eau et les cyanobactéries pourraient ainsi collecter la

lumiére méme a ces profondeurs plus défavorables.

La structure modélisée d’une antenne peut étre représentée
comme le montre la figure 44 : les antennes de PBP sont rattachées a un
des 3 noyaux, ou « cceurs », du phycobilisome qui recoit les électrons
collectés par les pigments photosynthétiques des PBPs. Ensuite le trimére
de noyaux transmet ces électrons au Photosystéme Il qui prend le relais.

Récemment une image en microscopie électronique a été prise des
phycobilisomes de Synechocystis et valide le modele jusque-la proposé,
ainsi que I'importance des linkers dans I'assemblage des antennes (Arteni
et al. 2009).
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Noyau

PBP (aB)s

Antenne

Phycobilisome de Synechocystis
Microcope électronique

@o | seor

Phycobilisomes de Synechocystis mutants
Des linkers de PBP ont été délétés

Arteni et al 2009
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3-3- Le photosysteme Il

Le PSII recoit directement des électrons de la part des phycobilisomes ou bien
depuis son propre systeme d’antennes collectrices, sensibles a des longueurs d’ondes
différentes des PBP du PBS grace a ses propres pigments photosynthétiques : les chlorophylles. Il utilise
cette énergie pour finalement oxyder la molécule d’eau (il s’agit du « Water Oxydizing Complex » WOC
ou parfois qualifié dans I'autre sens : « Oxygen Evolving Center » OEC) par la réaction suivante:

Photosysteme Il

Chlorophylle @
. : Y 40 oyt PBS 2 HZO - 02 + 4H+ + 4e”
by, =~ :—mw(aa)6
.'ll.i::“. “A\\\”HH R Antenne ’
N o
> ‘A . - r :} \
— Cette réaction est la plus thermodynamiquement i
difficile a réaliser par le vivant et demande ainsi un .
Le complexe Photosystéme Il - Phycobilisome énorme apport énergéth ue pour se faire.
Figure 46 = Ficure 47

A ce jour un seul complexe de PSIl a pu étre cristallisé pour une diffraction aux rayons X et il
provient d’une cyanobactérie thermophile : Thermosynechococcus elongatus (Ferreira et al. 2004). Le
complexe dimérique mesure ainsi 105 A de haut (dont 45 A transmembranaires), pour 205 A de long et
110 A de large. Chaque monomeére contient 19 sous-unités, 36 chlorophylles, 7 caroténoides trans

(probablement des B-caroténes) et un site actif OEC. Ce site actif contient B-caroténe

un motif Mn3Ca0,, de forme semblable a un cubane, et lié a un 4°™ atome o g

de Mn par un pont mono-u-oxo (Ferreira et al. 2004). A A N
Figure 48

Les travaux anglo-japonais confirment de plus que pour réaliser la photolyse de la molécule
d’eau, une cascade de sites métalliques et de cofacteurs est utilisée dans le PSIl afin d’amener le
pouvoir réducteur depuis les antennes CP43 et CP47, ou le PBS, jusqu’au site actif du PSII. Les résultats
permettent également de visualiser la grande quantité de chlorophylles (plus d’une trentaine) et de
caroténoides inclus dans le supercomplexe, ainsi que les nombreux cofacteurs non métalliques qui
participent a la réaction et a 'acheminement tres rapide des électrons au sein de I'enzyme.

._ ..................................................................... _.
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Chaine de transfert d’électrons depuis les CP43 et CP47 jusqu’aux sites actifs
Les plastoquinones QA et QB sont représentées en violet

Un monomere de PSIl avec ses pigments et cofacteurs Ferreira et al 2004

Figure 49

Schématiquement, la lumiere excite les chlorophylles du PSIl, particulierement sur les seules
sous-unités contenant des pigments photosensibles: les 2 sous-unités CP43 et CP47 qui sont
parcourues respectivement de 14 et 16 chlorophylles, initiant un transfert de I'énergie collectée d’un
coté de la membrane vers l'autre. Le transfert énergétique se fait de proche en proche en faisant
passer les électrons par divers cofacteurs et caroténoides jusqu’au site métallique. Paralleélement, le
site métallique fixe une molécule d’eau sur un seul de ses ions Mn?* (celui a I'extérieur de la structure
cubane), puis, alimenté en électrons par la cascade décrite plus t6t, un intermédiaire contenant une
espéce Mn(lV) ou Mn(V) hautement réactive et électrophile se forme, permettant dans la foulée la
formation du dioxygéne. Dans le méme temps que cette oxydation de la molécule d’eau, le site actif
transfere le pouvoir réducteur récupéré a des plastoquinones qui se détachent du complexe et sont
transférées au milieu transmembranaire pour rejoindre le complexe cytochrome b6/f.

Les protons sont directement reldchés dans le lumen thylakoidal et I’O, va diffuser rapidement
vers le milieu extracellulaire, bien que dans certains cas il puisse subir des suroxydations conduisant
aux especes réactives de I'oxygene, les ROS, traitées plus en détails au chapitre 5 mais qui peuvent étre
responsables de graves dommages cellulaires.

._ ..................................................................... _.
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Figure 50

L]

3-4- Le complexe cytochrome b6/f

Ce complexe protéique transmembranaire est une pompe a protons. Il regoit les
électrons depuis le pool de plastoquinone et les utilise pour introduire de nouveaux
protons depuis le cytoplasme jusque dans le lumen thylakoidal, augmentant encore
davantage le gradient de protons des 2
cOtés de la membrane, processus déja
entamé par 'activité du photosystéme Il.
Les électrons sont ensuite récupérés par
les petites protéines a cuivre
plastocyanine qui les transferent au
Photosystéme I.

Le cytochrome b6/f contient

Cytochrome b6/f

guelques pigments photosynthétique : Plastocyanine de
, . Synechococcus sp. PCC7942
des chlorophylles et des caroténoides. Inoue et al 1999
Figure 52

cytochrome b6/f de Nostoc sp. PCC7120
Baniulis et al 2009

Figure 51

3-5- LATP synthase
Son role est de générer de I’ATP, source d’énergie pour de nombreuses enzymes de la
cellule, a partir d’ADP et de phosphate (Pi), et des protons créés dans le lumen thylakoidal par
le PSIl et le complexe cytochrome b6/f.

Le passage des protons dans le « rotor » du complexe enzymatique entraine une série
de changement conformationnels qui entrainent la phosphorylation catalytique de I’ADP au
niveau du stator de I’ATP synthase.

ATP synthase

L'ATP est directement synthétisé dans le cytoplasme de la cellule et est prét a étre utilisé par
tous les métabolismes vitaux de I'organisme

Ay

Stator—
nucleotide-
binding
domain
interface

Figure 54

ATP-Synthase de Thermus thermophilus
Leeetal 2010
._ ..................................................................... f— .
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3-6- Le photosystéeme |

Le photosysteme | est le deuxieme type de complexe protéique des organismes
photosynthétiques capable de collecter la lumiére. En comparaison du PSIl il y a
davantage de PSl au sein des cellules (entre 3 et 5,5 fois plus, Rakhimberdieva et al. 2001).

PsaX

Le trimére de PSI en vue de dessus, coté cytoplasmique
Chaque monomere présente différents éléments structuraux (le triangle noir
montre I'axe de symétrie C3). Monomere I: les cylindres sont les zones trans-
membranaires des sous-unités; les plus nombreux, en bleu et rouge, repré-
sentent ceux des plus grosses sous-unités, PsaA et PsaB (respectivement).
Monomere II: sous-unités du PSI en vue ruban complete. Monomeére lll:
ensemble des cofacteurs du PSI: en jaune sont les 90 Chla (sans le subsituant
du cycle), en noir les 20 caroténoides, en turquoise les lipides. Les cofacteurs
de la chaine de transfert d’électron (Chla et quinones) sont représentés en
bleu foncé au centre du monomeére, avec les 3 centres FesSs (sphéres jaunes
et oranges). Les 3 sous-unité CDE ont été ommises dans les 3 monomeres par
soucis de clarté.

Le PSI peut exister in vivo sous forme monomere

Figure 55

Photosysteme |

"/ Groupe de caroténoides

0 Chaine de transfert d’électrons
s

Antenne périphérique
PsaA

Antenne centrale
PsaA/PsaB

Antenne périphérique
PsaB

Vue des cofacteurs du monomere Il
A: La chaine de transport d’électrons se situe au centre du
monomere. Les chlorophylles (jaunes, subsituants cycli-
ques non représentés) et les caroténoides (noirs) parcou-
rent I'ensemble du monomeére et capte la lumiére. B: Rota-
tion de 90° horizontale de la vue A. Les pigments sont tous
situés moins de 18A les uns des autres.

Figure 56

ou trimére (organisé comme un trefle). La

forme trimére du PSI de la cyanobactérie thermophile Thermosynechococcus elongatus a été
cristallisée en 2001 par une équipe allemande (Jordan et al. 2001). Chaque monomeére est composé de
12 sous-unités protéiques différentes qui coordonnent 127 cofacteurs différents dont 96 chlorophylles,
2 phylloguinones, 3 centre FesS4, 22 caroténoides et 4 lipides. Le PSI capte I'énergie lumineuse avec un
large systeme d’antennes internes et guide les électrons collectés jusqu’au centre réactionnel par une
cascade de cofacteurs avec une grande efficacité. Le cluster Fe-S de bout de chaine transfére ensuite
son électron a une ferrédoxine (ou une flavodoxine dans certains cas) du co6té cytoplasmique du
thylakoide. Chez Synechocystis, la trimérisation du PSI se ferait par le biais d’un ion Ca** a I'interface

entre les monomeéres de PSI (Jordan et al. 2001).

PsaC

Vu de c6té d’'un monomere de PSI.
Les cylindres représentent les hélices-a transmembranaires (en bleu et rouge
celles des PsaA et B). Les 3 sous-unités cytoplasmiques PsaC (en rose), conte-
nant les 3 clusters FesSs (sphéres jaunes et oranges), et PsaD et PsaE (en
turquoise) permettent de continuer le transfert d’électrons jusqu’a la
. ferredoxine/flavodoxine dont le site putatif d’appontage est délimité entre
PsaD et PsaE.

PsaC

\ (
A P k\ PsaD
A N
b 0
LER 48
) o
4 N2
*

.

Vu de dessus d’'un monomere de PSI: PsaCDE .
Les 2 sous-unités PsaD et PsaE permettent le pontage vers la
ferredoxine et PsaC assure le transport électronique avec les
deux centres FeS

Figure 57
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D’un point de vue moléculaire, le photosystéeme | est un assemblage protéique complexe qui
possede son propre systeme d’antennes collectrices de lumiere, elles aussi se basant sur le pouvoir
collecteur des chlorophylles. Il a cependant été découvert dans certains cas, notamment lorsque
I'organisme entre en carence en Fer, un systeme complémentaire de collecte de la lumiére qui lui
permet de s’adapter et d’économiser le métal, il s’agit de la protéine IsiA.

3-7- Ferrédoxine/Flavodoxine et FNR
Les électrons issus de la photosynthése sont utilisés pour la

réduction de la ferrédoxine, il s’agit d’'une petite protéine comportant ’”%Q %

un site [Fe,S;], situé directement a la surface de la protéine et , /\C'f"»i
permettant des oxydations/réductions rapides. Puis elle distribue les e %\
électrons photosynthétiques a différentes voies métaboliques, dont \f\
I'assimilation de I'azote, et en passant parfois par différents Ferredorine cyanoh miennede_’, d _
intermédiaires comme la ferrédoxine NADPH Réductase (FNR), qui L S S
alimente le métabolisme du carbone, ou la ferrédoxine thiorédoxine PEIELCRS
réductase (FTR), liée a ’'homéostasie du soufre. Figure 58
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La ferrédoxine alimente en électron I'ensemble des voies métaboliques
Figure 59

Synechocystis sp. PCC6803 possede 9 genes codant pour des ferrédoxines, a priori, de fonctions
différentes, mais encore non claires. Les ferrédoxines constituent un carrefour capital apres la
photosynthese, c’est par elles que les différents métabolismes cellulaires sont alimentés en énergie.

3-8- La chaine de transfert d’électrons

La machinerie photosynthétique est un ensemble de 4 super-enzymes complexes, parcourues
d’'une grande quantité de cofacteurs métalliques et non-métalliques et qui communiquent
électrochimiquement entre eux grace a de petites molécules (plastoquinones) ou de petites protéines
également métalliques (plastocyanines) qui font la navette. L'objectif de cette machinerie complexe
est I'alimentation énergétique de I'organisme par la production d’ATP et de NADPH.

La lumiére solaire traverse la membrane externe des cellules pour atteindre les thylakoides. Les
photons atteignent alors le phycobilisome, ils excitent les électrons des pigments photosynthétiques
des phycobiliprotéines et transférent cette énergie jusqu’au noyau du PBS et finalement jusqu’au
photosystéme Il. Cela permet le cassage de 2 molécules d’eau sur le site actif du PSIlI et la formation
d’une molécule d’oxygéne, de 4 protons et 4 électrons :

2H,0 » 0, +4H" + 4e”
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Métabolismes
cellulaires

LUMIERE SOLAIRE

LUMIERE SOLAIRE

Ferrédoxine.
NADP Réductase

Lumen Photosystéme |

Cytochrome b6/f ATP Synthase

La chaine de Transfert d’électrons et la photophosphorylation autour du processus de photosynthése chez les cyanobactéries

Certains de ces électrons sont utilisés pour régénérer les pigments photosynthétiques et les
autres quittent le PSIlI par le biais des plastoquinones. Les plastoquinones réduites passent ensuite les
électrons au complexe cytochrome b6/f, une pompe a protons figée dans la membrane. Le passage des
électrons au travers de ce complexe est couplé au pompage de protons du cytoplasme vers le lumen
des thylakoides et continue d’augmenter le gradient de protons entre les 2 c6tés de la membrane. Ce
gradient de protons de plus en plus fort ne peut ensuite étre évacué que par I’ATP synthase qui utilise
le passage de protons depuis le lumen vers le cytoplasme pour phosphoryler un ADP en ATP
(photophosphorylation).

Lorsque la lumiére est transférée au PSI, les électrons sont transférés directement aux
ferrédoxines, qui les transférent alors au systeme NADP réductase qui va réduire le NAD(P)+ en
NAD(P)H directement dans le cytoplasme.

Les électrons venant du PSIl ne peuvent étre transmis au PSI que par l'action d’un autre
intermédiaire moléculaire en sortie du cytochrome b6/f: les plastocyanines. Ces électrons suivent
ensuite le circuit PSI-ferrédoxine-FNR-NADPH et al.imentent a leur tour la cellule en pouvoir réducteur.

Figure 60
3-9- Synechocystis et ’hydrogene

._ ..................................................................... _.
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Comme nous venons de le voir, la photosynthese alimente toute la cellule en pouvoir réducteur.
Ce pouvoir réducteur peut, ou non, étre utilisé directement sous sa forme électronique par interaction
directe avec les ferrédoxines ou par I'intermédiaire du NAD(P)H.

Synechocystis fait partie des quelques cyanobactéries a posséder une hydrogénase
bidirectionnelle fonctionnant avec du NAD(P)H, et est donc capable de catalyser une production
d’hydrogéne sous certaines conditions bien spécifiques et détaillées plus loin.

A premiere vue, il semble donc que I'hydrogénase de Synechocystis s'imbrique en
« compétition » avec les voies métaboliques fonctionnant avec le NADPH ou utilisant des accepteurs
terminaux d’électrons photosynthétiques. Ainsi le cycle de Calvin, I'assimilation de I'azote et
I'homéostasie du soufre sont en compétition avec la production d’hydrogéne. La NADH
déshydrogénase constitue aussi une forme de compétition puisque son réle est de permettre au pool
de plastoquinones de se maintenir a un niveau rédox acceptable en utilisant le NADPH a cette fin. (En
ce sens, il a en effet été prouvé qu’une délétion de NDH1 permettait une production d’hydrogene
soutenue pendant 30 minutes en présence de glucose (Cournac et al. 2004).

Il existe peu de connaissances sur le réle de I'hydrogéne dans le métabolisme cyanobactérien et
le role de I'enzyme et les mécanismes de production ou de consommation d’H, sont encore tres flous.
Cette question sera traitée plus en détails dans le paragraphe suivant.

La chaine de transfert d’électrons photosynthétiques, et le métabolisme de I’hydrogéne
Figure 61
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4- ’hydrogénase bidirectionnelle HoxEFUYH de Synechocystis
L'objet de ma these est I'étude de la régulation de I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle
HoxEFUYH chez Synechocystis sp. PCC6803. Cette hydrogénase-[NiFe] appartient au groupe 3d décrit
plus tot dans le chapitre 2 paragraphe 6 et est codée par un opéron de 8 génes dont 3 sont de
fonctions encore inconnues.

Parmi les cyanobactéries, il existe (Chapitre 2 paragraphe 6), deux types d’hydrogénases. Les
« uptake » hydrogénases chez les cyanobactéries fixatrices d’azote, ou hydrogénases qui consomment
I’'H, produit par la nitrogénase qui utilise 16 ATP par molécule d’H, produite. En I'absence de cette
hydrogénase, on obtient une production plus stable de dihydrogene, mais la réaction que catalyse la
nitrogénase ne se produit que dans les seules cellules spécialisées, les hétérocystes. La biomasse
hétérocysteuse détachée a cette « production d’hydrogene » est donc trés faible et hautement
demandeuse d’énergie. Par ailleurs les souches filamenteuses produisant de hauts niveaux
d’hydrogéne par voie nitrogénase, comme certaines Nodularia, sont parfois hautement toxiques
(Allahverdiyeva et al. 2009). Tous ces éléments font que cette voie n’est pas actuellement la plus
intéressante biotechnologiquement.

Le type d’hydrogénase qui est I'objet de ma thése est le second: celui de I'hydrogénase
bidirectionnelle, Hox, pour Hydrogéne oxydation, capable de catalyser réversiblement la réaction
2H* + 2e~ & H, moyennant la consommation d’'un NAD(P)H. Ce type d’hydrogénase a été décrit
dans la section 3d des familles d’hydrogénases a Ni-Fe et il est généralement admis qu’elle
fonctionnerait dans des voies de bioproduction d’hydrogéne de type biophotolyse directe ou indirecte
(plus vraisemblablement indirecte car I’hydrogénase est sensible a la production d’oxygéne, a priori
incompatible avec le schéma de la biophotolyse directe).

Ci-aprés une présentation plus compléte mais toujours non-exhaustive de I'enzyme et de ses
particularités

4-1- L'enzyme
La premiere évocation d’'une enzyme partageant des homologies avec une déshydrogénase
d’E.coli chez Synechocystis sp. PCC6803 date de 1996 (Appel et Schulz). lls traitérent de I'existence
d’'une hydrogénase a nickel réduisant le NAD(P) et dont les 2 sous-unités HoxY et HoxH sont
apparemment organisées en opéron avec 6 autres genes les précédant (de fonctions connues ou
inconnues, voir détails plus loin).

A l'image des autres enzymes de méme fonction connues chez d’autres organismes,
I’hydrogénase bidirectionnelle des cyanobactéries fut de prime abord imaginée comme composée de
seulement 4 sous-unités, dont HoxFU constituerait la partie diaphorase et HoxYH la partie
hydrogénase. Cependant en 2002, les travaux de Schmitz et al. rapportérent que chez Synechocystis,
une cinquiéme sous-unité HoxE copurifiait avec I’hydrogénase active, rattachée a sa partie diaphorase.
Suite a ces travaux, d’autres hydrogénases bidirectionnelles furent identifiées avec plus de 4 sous-
unités, chez des organismes relativement éloignés comme les bactéries pourpres
sulfatoréductrices Thiocapsa roseopersicina et al.lochromatium vinosum qui possédent ainsi une
hydrogénase bidirectionnelle similaire a celles des cyanobactéries (Rakheli et al. 2004, Long et al.
2007), ou encore Ralstonia eutropha qui posséde 2 sous-unités Hoxl en complément de HoxFUYH.
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Table 10

Premi res vocations d’une hydrog nase bidirectionnelle chez les cyanobactéries

] ] Synechocystis sp. PCC 6803 Appel et Schulz 1996

Unicellulaires = .
Gloeocapsa alpicola CALU 743 Sheremetieva et al. 2002
. Lyngbya majuscula Schutz et al. 2004, Leitao et al.
Filamenteuses sans
hétérocystes 2005
v Arthrospira et Spirulina spp. Zhang et al. 20053, b

Filamenteuses 3 hétérocystes Nostoc spp. l’;‘:\nzlg(gjzml et al. 2000, Schutz et

D’apr s Tamagnini et al. 2007

Ainsi aujourd’hui on sait que I'enzyme HoxEFUYH est une métalloenzyme constituée de 5 sous-
unités formant deux parties de fonctions distinctes : une partie diaphorase catalysant la transformation
de NAD(P)H en NAD(P)+ et une partie hydrogénase catalysant la réaction 2H* + 2e~ & H,. la
principale particularité de cette enzyme est d’étre réversible, c’est a dire soit de pouvoir produire ou
consommer la molécule de dihydrogene de maniére a priori symétrique en fonction du micro
environnement auquel elle est exposée. La partie diaphorase est constituée des 3 sous-unités codées
par les genes hoxE, hoxF et hoxU alors que la partie hydrogénase est constituée des 2 sous-unités
codées par hoxY et hoxH ; HoxH étant la sous-unité siége de la réaction 2H* + 2e~ < H,. La deuxiéme
particularité de I’"hydrogénase de Synechocystis sp. PCC6803 est d’étre également non irréversiblement
inactivée par I'oxygene

Cette enzyme hétéropentamérique possede de nombreux cofacteurs métalliques permettant le
transfert d’électrons et les catalyses chimiques. Ainsi HoxH comporte plusieurs cystéines servant a lier
le site actif [Ni-Fe] de I'enzyme, et les 4 autres sous-unités HoxE, HoxF, HoxU et HoxY contiennent
divers clusters [Fe-S] également identifiés grace aux motifs cystéines qu’ils contiennent (Ghirardi et al.
2007). La petite sous-unité HoxY, contiendrait ainsi un site [4Fe-4S]. Les 2 sous-unités HoxF et HoxU
forment la partie catalytique de la moitié diaphorase et présenteraient respectivement des motifs pour
contenir un site [2Fe-2S] et un site [4Fe-4S]. Bien que I'enzyme ne présente pas de domaine
transmembranaire, elle a été plusieurs fois identifiée dans les fractions membranaires et donc
considérée comme « faiblement attachée aux membranes ». HoxE serait impliqué dans cet
attachement aux membranes, ainsi que dans le transfert d’électrons, puisqu’il présente également un
motif pour un site [2Fe-2S] (Ghirardi et al. 2007). De plus, chez Synechocystis, HoxEFUYH existerait sous
forme de dimere in vivo (HoxEFUYH), (Schmitz et al. 2002).

Sous-unité Motifs conservés Fonction de la sous-unité
HoxE [2Fe-25] Sous'-un'ité d’attachement aux membranes, transfert d’électrons,
respiration ?
[2Fe-2S], [4Fe-4S], fixation
HoxF NAD+, fixation flavine

mononucléotide (FMN)

Grande sous-unité de la partie diaphorase, transfert d’électrons,
respiration ?

Petite sous-unité de la partie diaphorase, transfert d’électrons,

2Fe-2 -
HoxU [2Fe-2S], 3[4Fe-4S] P
HoxY [4Fe-45] P’eltite sous-unité de la partie hydrogénase-[NiFe], transfert
d’électrons ?
HoxH [Ni-Fe] Grande sous-unité de la partie hydrogénase-[NiFe], site catalytique

D’apr s Carrieri et al. 2011
Table 11
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Lumen thylakoidal

A Partie Partie
e hydrogénase diaphorase

HYDROGENASE
BIDIRECTIONNELLE HYDROGENASE
HoxEFUYH BIDIRECTIONNELLE

HoxEFUYH

2H*+2e"

Deux vues schématiques de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803
A: Les deux parties de I’hydrogénases. Les clusters FeS et le centre NiFe sont représentés dans leurs sous-
unités correspondantes (sans tenir compte du nombre)
B: Autre vue de I’hydrogénase en interaction avec le thylakoide. Les sites métalliques sont représentés. La
sous-unité HoxE est en interaction avec les membranes par un moyen inconnu, la sous-unité HoxF
contient 2 sites FeS et un cofacteur FMN (hexagones oranges). La sous unité HoxH ne contient que le site
métallique [NiFe]. Code couleur des spheres: jaune = soufre, rouge = fer, bleu = Ni, mauve = oxygene, vert

=azote. i
Figure 62 D’apreés Carrieri et al 2011

R sistance I'oxyg ne

Comme il a été évoqué précédemment, les hydrogénases sont des enzymes particulierement
sensibles aux effets du dioxygéne qui les inactive durablement.

Chez Synechocystis sp. PCC6803 toutefois, et a la différence des hydrogénases de
Chlamydomonas reinhardtii, I'hydrogénase bidirectionnelle HoxEFUYH n’est pas irréversiblement
inactivée par le dioxygene. Cette caractéristique est tres intéressante car la sensibilité a 'O, de cette
enzyme présente actuellement un vrai challenge technologique pour le développement de souches
industriellement intéressantes.

Plusieurs équipes cherchent a comprendre par quels
mécanismes certaines hydrogénases sont plus résistantes que
d’autres a I'oxydation tandis que d’autres cherchent a améliorer la
résistance de ces souches par évolution dirigée de I'enzyme
(problématique se heurtant de plus a la difficulté de développer un
crible a haut débit efficace). Il semblerait qu’un canal permettant
la circulation des gaz au sein de la sous-unité HoxH ait été identifié
et pourrait étre le biais par lequel I'oxygéne vient inactiver le site Eriordochi cavial o gaz via i sous-onitd Hoa
actif a Ni-Fe. Les principales pistes suivies a I’heure actuelle pour de Desulfovibrio fructosovorans
diminuer artificiellement la sensibilité a I'oxygene de I’'enzyme visent a rechercher a boucher ce canal
et le rendre davantage imperméable a |'oxygéne. Quelques détails supplémentaires sur les
mécanismes de l'inactivation et de la réactivation rapide de I'enzyme ont été discuté au chapitre
précédent.

Figure 63
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4-2- Région génomique de hox

Le cluster codant pour I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis PCC6803 a été identifié en
1996. A I'époque, les 2 genes hoxY et hoxH ont clairement été identifiés comme portant la fonction
hydrogénase dans I'opéron, hoxF et hoxU participant a la réduction du NAD(P) et le réle des 4 autres
génes de l'opéron étant inconnu. En 2002 le réle de HoxE comme 3°M sous-unité de la partie
diaphorase de I'enzyme a été révélé (Schmitz et al. 2002). Aujourd’hui, la fonction de trois génes reste
encore a éclaircir.

Cette organisation n’est pas conservée chez toutes les cyanobactéries comme le rapporte I'étude
de Tamagnini et al. (2002 et 2007), ce serait méme plutot une exception. Ainsi dans plusieurs cas les 5
genes hoxE, hoxF, hoxU, hoxY et hoxH sont séparés en deux clusters sur le génome qui ne
correspondent souvent pas aux deux parties supposées « autonomes » de I'enzyme. Ainsi 2 génes sur 3
de la partie diaphorase sont quasi systématiquement a la suite I'un de I'autre (hoxE et hoxF), alors que
le troisieme géne hoxU est souvent présent en amont des génes hoxY et hoxH de la partie
hydrogénase. C'est par exemple le cas chez Synechococcus sp. PCC7942 oU hoxEF est éloigné de
hoxUYH, ce dernier transcrit comportant de plus hoxW directement a sa suite (mais éventuellement
soumis a un promoteur indépendant de hoxUYH) et chez Synechococcus sp. PCC6301, ou hoxEF
forment un seul transcrit et hoxUYH en forme un second avec hoxW, hypA et hypB (Sjoholm et al.
2007, Bothe et al. 2008.

Synechocystis sp. PCC 6803
hyp hox hyp

F Al B1 C E F uy H w E A2B2 D
~477kb ~47kb ~150kb ~79kb ~445kb  ~236 kb_l‘ ~192 kb , ~743 kb

i \s (11} :(»} ,!—:-ts T e " " . v s v v v i 1 1 :\—n
v Y Y | N BBy @

sll1225
sll1222  ss12420

Synechococcus elongatus PCC 6301

hox hox hyp hyp
F E Uy H A B F
~ 333 kb \ ~ 588 kb .
syc1556_d hoxW?
Synechococcus elongatus PCC 7942
hox hox hyp hyp
F E
~ 334 kb )
-
Arthrospira platensis FACHB 341 hox
1000 bp
E F U Y H —
unknown
1L B S
Anabaena variabilis ATCC 29413
hyp hox
F C D E AB E. E u Y H W
o ; ~52 kb
i Dl w08 i ; f'r "I ' S < = =
Ava4605 Ava4652 Ava4655  Avad658 Ava4662 Ava4664
Nostoc sp. PCC 7120 Avad656 Ava4660 Ava4663
hyp hox
LT TR B RS e E o cese O YT v
i "31 \:}’ ; E = [ B 3’;; . i i ’ . > ’ ]
asr0697 alr0750 alr0763 alr0765 allo767 allo769

asl0749 all0768

Organisation génomique des complexes hox et hyp de quelques cyanobactéries

Figure 64
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Figure 65
4-3- Assemblage du site [Ni-Fe]

Comme je l'ai évoqué lors de l'introduction générale concernant les Cys*s""u,,,,, oys Fe/CN
hydrogénases a [Ni-Fe], le site catalytique de HoxEFUYH est assemblé grace aux Cys_S/N'""\'““‘y \Q0
complexes HypABCDEF. Le détail du processus de maturation n’a pas été décrit A
chez Synechocystis et c’est encore une extrapolation de ce qui est connu chez
d’autres organismes possédant des hydrogénases a [Ni-Fe], en particulier E.coli. [NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.

Pour le détail du processus connu, se référer au paragraphe 1-6-4-2 du chapitre précédent.
La figure suivante illustre les 6 protéines HypABCDEF, dont plusieurs contiennent des centres

métalliques.
Zn binding .
T . oot Figure 66
~
1%
DAl 7 f
Ve
N >
. . . . Ni bindin
Ni binding site c domaln’ o
From Fhenmecaces Kodakmoensts From Archaeoglobus fulgidus From Thermococcus Kodakaraensis
hypA hypB hypC
Watanabe et al 2009 Chan etal 2012 Watanabe et al 2009

Fe-S cluster
binding domain

o/ domain Il )
Ctorm -

From Thermococcus Kodakaraensis From Thermococcus Kodakaraensis From Thermoanaerobacter tengcongensis
hypD hypE hypF
Watanabe et al 2009 Watanabe et al 2009 Shomura et al 2012

Le complexe HypABCDEF
HypA coordonne un atome de Zn et un atome de Ni.
HypB contient un site de fixation pour métal qui aide HypA a transférer le Ni a HoxH.
HypC est une petite molécule chaperon qui interagit avec HoxH et HypD pour faciliter I'insertion du site métallique.
HypD contient un site [4Fe-4S] et d’autres cystéines permettant la complexation du site actife [Ni-Fe] a construire.
HypE subit une cyanation par HypF de sa cystéine, puis transfére ce ligand CN au futur Fe du site [NiFe] complexé sur HypC-HypD.
HypF fabrique les ligands CN et CO du Fe a partir de carbamoyl phosphate. Il contient un atome de Mg, un de Fe et un de Zn.

En 2006, I'équipe d’Hoffman et al. a entrepris une étude du complexe hyp de Synechocystis sp.
PCC6803. Il s’avere que chez cette cyanobactérie 8 genes ont été identifiés, les genes hypCDEF de E.coli
n‘ont qu’un seul homologue cyanobactérien, tandis que hypA et hypB en ont deux chacun : hypAl,
hypA2, hypBl et hypB2. Dans leur étude, ils ont délété séparément chacun des 8 genes chez
Synechocystis et ont pu observer la disparition de I'activité hydrogénase lors de la délétion des 6 genes
hypAl, hypB1, hypC, hypD, hypE et hypf; la délétion de hypA2 et hypB2 n’ayant en rien modifié
I'activité hydrogénase sauvage. lls concluent que les 6 premiers génes sont effectivement ceux
impliqués dans la maturation de I’hydrogénase de Synechocystis et que les deux genes hypA2 et hypB2
pourraient étre impliqués dans la maturation du site métallique d’une autre enzyme, une arginase,

dont le géne est située juste en amont de ces derniers (Hoffman et al. 2006).
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Ces travaux ont également permis d’identifier ’homologue de la protéase hycl de E.coli qui clive
I'extrémité C-terminale de HoxH lorsque le site NiFe est en place. Chez Synechocystis il s’agirait de
HoxW (slr1876), dont la délétion de l'organisme annule également toute activité hydrogénase
(Hoffman et al. 2006)

4-4- Transcription de I'opéron hoxEFUYH
L’ARN messager

Chez Synechocystis PCC6803, un seul transcrit polycistronique (de taille indéterminée) en
conditions standards de croissance a été décrit jusqu’a présent. Diverse études depuis 2005 tendent a
prouver ce fait :

e Les travaux de Oliveira et Lindblad en 2005 ont permis de montrer qu’il existait un transcrit
couvrant toute la zone de hoxE a hoxH. lls ont réalisé une RT-PCR avec un ADN amorce partant de la fin
du géne hoxH, le produit qu’ils ont obtenu a été analysé par PCR et les 5 génes hoxE, hoxF, hoxU, hoxY
et hoxH ont pu étre amplifiés a partir du produit de la RT-PCR (confirmé par northern blot). Ce résultat
démontre I'existence d’'un ARN messager couvrant I'ensemble du cluster, mais n’exclut cependant pas
la possibilité de plusieurs amplicats de RT-PCR possible a partir de leur amorce, et dont un seulement
couvrirait la totalité I'opéron.

Un seul start de transcription a 'opéron en amont de hoxE, exactement 168 paires de bases en
amont de I'ATG de hoxE, a été mis en évidence dans leur travaux.

Ils concluent sur I'existence d’un ARN messager couvrant les 8 génes, mais n’excluent pas que
d’autres ARN puissent exister sans qu’ils aient pu le détecter. L'ensemble de leur manipulations ont été
effectuées en conditions standard de croissance avec bullage d’air.

e Les travaux d’une autre équipe (Gutekunst et al. 2005), montrent des résultats similaires:

Un seul start de transcription, au méme emplacement (168 paires de bases en amont de I’ATG de
hoxE), a partir d’'une amorce interne au gene hoxE, et d’ARN issus d’une culture de Synechocystis
cultivée en conditions de photoautotrophie (conditions standards).

En utilisant la possibilité d’amplifier par RT-PCR des fragments d’ADN qui, de proche en proche,
recouvrent I'ensemble du cluster; et en utilisant également le fait que remplacer la zone 5 non
traduite en amont de hoxE par une cassette de résistance a un antibiotique comportant un terminateur
de transcription permet d’abolir toute activité hydrogénase du mutant résultant, ils concluent qu’un
seul ARN messager ne peut exister, et a partir du seul start de transcription qu’ils ont identifié, dans les
conditions standard de croissance.

e Plus récemment, Mitschke et al. 2010 ont réalisé une cartographie a grande échelle de tous les
sites d’initiation de transcription des genes de Synechocystis. lls trouvent également un seul site
d’initiation de la transcription 168 paires de base en amont de I'ATG de hoxE, cette fois pour
I’ensemble de I'opéron hoxEFUYH, confirmant les travaux des 2 équipes précédentes. Cependant on
notera encore une fois que I'étude a été effectuée sur des ARN purifiés d’une souche cultivée en
conditions standard de croissance.

Les conclusions des 3 équipes sont ainsi concordantes mais non suffisantes pour exclure
totalement la possibilité d’'une expression conditionnelle d’ARN messager interne uniguement sous
certaines conditions qu’ils n’ont pas imaginer tester. Par exemple, étudier les conditions ou I'activité
hydrogénase augmente pourrait indiquer un autre résultat.
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Pour les arguments qui plaideraient en faveur de I'existence de transcrits additionnels, on peut
relever que chez d’autres organismes proches, I'opéron hoxEFUYH n’est que rarement organisé en un
seul cluster comme chez Synechocystis (voir paraphe précédent). Par exemple, chez Nostoc sp. PCC
7120 (Sjoholm et al. 2007, Tamagnini et al. 2007) une région génomique contient les genes alr0750,
hoxE et hoxF arrangés en un premier opéron et 8,8 kilobases, et plus loin on trouve les autres génes:
hoxU, alr0763, hoxY, alr0765 et hoxH. Les auteurs rapportent qu’il existerait au moins trois transcrits
différents pour cette structure clustérisée : un transcrit couvrant les 5 genes (hoxU, alr0763, hoxY,
alr0765 et hoxH), un transcrit couvrant les 3 premiers et enfin un autre couvrant les 2 derniers
(Sjoholm et al. 2007), ils rapportent cependant que le transcrit majoritaire dans les conditions qu’ils
ont testées serait le plus grand. Il est intéressant de noter que chez Nostoc sp. PCC7120 les génes
codant pour la partie diaphorase sont éparpillés dans le génome : les génes hoxE et hoxF sont
effectivement séparés de hoxU et ne sont pas corégulés. A l'inverse on remarque chez cet organisme
que les genes hypABCDEF qui participent a I'assemblage du site [Ni-Fe] sont clustérisés et non
éparpillés sur le génome comme c’est le cas chez Synechocystis.

Le paragraphe suivant illustre également quelques exemples de transcription asymétrique des 2
parties de HoxEFUYH dans certaines conditions de culture, remettant éventuellement en question
I'idée d’un seul et unique transcrit.

Le niveau de transcription

A la différence des hydrogénases bactériennes, I'enzyme Hox des cyanobactéries s’exprime a la
fois en conditions aérobies et anaérobies (Appel et al. 2000 ; Gutekunst et al. 2005), c’est assez
surprenant quand on sait que Hox est inhibée par I'oxygéne. Quoi qu’il en soit, davantage de transcrits
ont été mesurés en conditions de microaérobie ou d’anaérobie chez Synechocystis sp PCC6803 et
Nostoc sp. PCC 7120 (Tamagnini et al. 2002, Kiss et al. 2009, Sjoholm et al. 2007) : La quantité de
transcrits hoxEFUYH étant multipliée par 5-6 dans le cas d’'une microaérobie lumineuse, et hoxEF
augmentant encore jusqu’a 10-12 fois plus en microaérobie sombre ou microaérobie couplée d’une
inhibition chimique du transfert d’électrons au niveau du cytochrome b6/f (Kiss et al. 2009).

Le niveau de transcrits semble également conditionné par la source d’azote dont dispose les
cellules, ainsi Nostoc muscorum CCAP1453/12 transcrit constitutivement les génes hox, par contre,
chez Anabaena variabilis, la croissance en conditions de fixation de I’azote induit une augmentation de
la transcription de hoxYH a la fois dans les hétérocystes et ses cellules végétatives (Boisson et al.
2000) ; il semblerait donc que dans ces conditions I’hydrogénase serve plutét a la consommation de
I’hydrogéne.

De maniere intéressante, il a été aussi démontré que I'abondance des transcrits hox a la fois de
Synechocystis sp. PCC6803 et de Synechococcus elongatus suivent un rythme circadien, avec une
augmentation a la lumiéere et une diminution a I'obscurité. De plus, une augmentation de la quantité
des ARN a été observée en condition de forte lumiere (Kiss et al. 2009). Simultanément, ils ont montré
une diminution des transcrits hox lorsque le cycle de Calvin était inhibé par le glycolaldéhyde et une
réaugmentation par inhibition additionnelle de la photosynthese (avec du DCMU ou du DBMIB),
suggérant un réle de Hox dans la régulation des niveaux redox lors de la photosynthése et de la fixation
du carbone afin d’éviter les sur-réductions des transporteurs redox. La méme équipe a aussi démontré
que lorsque Synechocystis sp. PCC6803 était incubée dans I|'obscurité, ou lorsque le transport
d’électron était inhibé, les transcrits hoxEF augmentent davantage que les transcrits hoxUYH.

Comme suggéré dans la revue de Carrieri et al. 2011, si des transcrits différents s’accumulent
difféeremment lorsque les conditions environnementales varient alors que le cluster est a priori exprimé
comme un opéron polycistronique, cela peut étre di a des variations de stabilité de I’ARN messager.
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En 2010, I'équipe de Mitschke et al. a également mis en évidence le réle de deux ARN non-codants qui
réguleraient fortement I'expression de Hox : un premier ARN fortement induit en conditions obscures
situé en amont de hoxE, et un second ARN en aval de hoxH, lui fortement induit en conditions
lumineuses. Un troisieme ARN non codant plus petit existerait aussi et chevaucherait celui en amont
de hoxE. Nous le verrons plus loin en guise d’informations complémentaires, mais I"accumulation de
ces 2 ARNs non codants sont également dépendants du régulateur transcriptionnel AbrB2.

Une régulation traductionnelle?

L'ARNm hox pourrait subir une régulation traductionnelle, mais a ce jour aucune étude n’a été
menée sur ce sujet. Ainsi, Il y a en effet de longs espaces entre chacune des 8 ORFS de I'opéron qui
pourraient étre cible de RNAses ou de différentes protéines qui inhiberaient ou favoriseraient la
traduction.

A ce jour, les études ont porté uniqguement sur le niveau de transcrits hox et parfois sur I'activité
hydrogénase finale. Aucune n’a étudié I'accumulation des protéines Hox. Rien n’indique que le niveau
de transcrits soit directement proportionnel a la quantité d’enzyme active dans la cellule, et dans le cas
de I'hydrogénase bidirectionnelle, la quantité des chaperonnes Hyp est un élément déterminant de
I'assemblage de la protéine Hox non mature. Parallelement a cette régulation au niveau de
I’'assemblage, une régulation traductionnelle pourrait compenser des accumulations de transcrits afin
de maintenir un meilleur contrdle sur le niveau d’hydrogénase dans la cellule, et inversement, une
dégradation plus ou moins rapide des peptides pourrait se produire en fonction des conditions
environnementales sans que nous en soupgonnions a ce jour I'importance.

Un schéma résumant ces différentes notions de niveaux de régulation sera apportée au prochain
chapitre.

Les facteurs impliqués dans la transcription de I'opéron hox

A ce jour, deux régulateurs transcriptionnels ont été décrits comme interagissant avec la région
amont de hoxE. Ces deux facteurs transcriptionnels, LexA et AbrB1, ont été décrits comme influant
positivement sur 'activité hydrogénase (Gutekunst et al. 2005, Oliveira et Lindblad 2005, Oliveira et
Lindblad 2008).

Le chapitre 4 traitera plus en profondeur de ces 2 régulateurs transcriptionnels, des superfamilles
auxquelles ils appartiennent et de ce qui est connu quant a leur rdle sur I'ensemble du métabolisme de
Synechocystis.

Fonctionnement de I’hydrogénase de Synechocystis

Cournac et al. 2004 ont décrit la production d’hydrogéne chez Synechocystis. Lorsque les cellules
sont soumises a une anaérobie a I'obscurité par bullage d’argon, la production d’H,, mesurée par un
spectrometre de masse, démarre et se stabilise apres réactivation de I'enzyme (qui était inactivée par
I’O,). Par passage en phase lumineuse, le niveau d’H, mesuré subit une breve impulsion rapidement
résorbée (une trentaine de secondes) et lorsque I'H, est entierement consommé, la production d’O,
démarre. Leurs travaux indiquent que I'enzyme n’est pas immédiatement inactivée a cet instant précis
mais plus tard. Apres rebasculement a I'obscurité, la production d’H, doit attendre que le niveau d’O,
redevienne nul (environ 2 minutes) et que I'enzyme se réactive (environ une minute) pour redémarrer.
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Time (minutes) Timne: {minu tes)

Mesure par spectrométrie de masse d'H,, O, et CO, pendant une transition obscurité-lumiére-obscurité
d’'une is sauvage - - ef et du DCMU
A. 10ug de Chl par mL de cellules de Syned'locystls ont été préincubées dans I'obscurité anaérobiquement dans la chambre
de mesure du spectrométre jusqu’a voir une production d'H,. Les cellules ont été édairées briéwvement (2 minutes) afn de
voir varier les niveaux de H,, 0, et CO,. B. comme A. mais avec 75uM de DCMU, un inhibiteur du PSIl. Les périodes obscures
sont représentées sur I"axe x par une barre noire, etla période lumineuse par une barre blanche.
Daprés Cournae et of 2004
Une méme manipulation menée avec l'inhibiteur du PSII DCMU empéche toute production
d’oxygéne en phase lumineuse, le profil de I’hydrogeéne suit cependant le méme profil : une bréeve
impulsion suivie d’'une rapide consommation de tout I'H,. Par basculement consécutif a I'obscurité, la
production d’H, redémarre instantanément, I'absence d’O, n’ayant pas inhibé I’enzyme.
Cette production d’H, transitoire est encore mal comprise, et d’autres paramétres comme par

exemple la carence en soufre sont favorables a cette production d’hydrogene (Zhang et al.2008).

Bilan sur I’'hydrogénase de Synechocystis

Résumé des paragraphes précédents :

L’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis s’exprime a partir d’un opéron octacistronique
comportant les 5 génes hox E, F, U, Y et H ainsi que 3 génes de fonctions inconnues. Il existe au moins
un ARN messager comportant ces 8 genes, dont |'expression est positivement régulée par au moins
deux régulateurs transcriptomiques, mais des expressions de parties de l'opéron dans certaines
conditions ne sont pas exclues. La stabilité de 'ARNm pourrait également faire I'objet d’une régulation
post transcriptionnelle (ARN non-codants ou autres facteurs protéiques inconnus qui en modifieraient
la stabilité).

Les 2 parties de I'hydrogénase, diaphorase (HoxEFU) et hydrogénase (HoxYH), comportent
plusieurs centre Fe-S différents qui doivent nécessairement étre assemblés par des protéines mais qui
sont encore inconnues. Le centre [NiFe] de HoxH est assemblé par le complexe HypA.B;CDEF, dont les
6 genes sont dispersés sur le génome. Finalement, I'extrémité C-terminale de HoxH est clivée par la
protéase HoxW, finissant I'assemblage de I'enzyme.

In vivo, I’hydrogénase bidirectionnelle a été vue sous forme d’un dimere (HoxEFUYH), faiblement
relié aux membranes thylakoidales. Cette liaison serait hypothétiquement réalisée grace a la sous-unité
HoxE qui interagirait avec une protéine membranaire du thylakoide.

La sous-unité HoxF réalise la réaction réversible: NAD(P)* + H* + 2e~ & NAD(P)H

La sous-unité HoxH réalise la réaction réversible : 2H* + 2e~ & H,
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4-5- Role biologique
Connaitre le réle d’une enzyme chez un organisme particulier ne signifie pas toujours que celui-ci
est partagé chez tous les organismes ol on peut trouver un homologue. De méme, un réle apparent
découvert sous certaines conditions peut en réalité n’étre qu’une incidence du réle véritable, encore
inconnu, car la condition la plus critique n’a pas encore été expérimentée. C’est ainsi que la génomique
et 'analyse des conditions naturelles métaboliques des organismes analysés peut aider, dans une
premiére approche, a proposer un réle a certaines enzymes.

Les roles supposés
Historiqguement, de nombreux roles ont été attribués a I’'hydrogénase bidirectionnelle, souvent

suite a des observations ponctuelles. Figure 69

% glycogen monomer

&

NAD(P)H

Assistance a la fermentation
Ainsi, quand il a été remarqué que

les cyanobactéries fermentaires NAD(P)* NADH NAD'
, , () -
possédant une hydrogénase L s actate
. e . . . PFOR PDH
bidirectionnelle produisaient de P |- NADP

I’hydrogéne simultanément au processus
de fermentation, ils proposérent que Hox
permettrait ainsi de régénérer du NADP*

[ acetaldehyde ] [ formate

. . A NADH ~ ADH Acetyl-CoA
a partir du NADPH et que ceci leur 2NADH
. L. , j . NAD* ] 2NAD* consst /1P BIOSYNTHESIS
permettrait de rééquilibrer ’'homéostasie e o
ADH V-

ethanol

rédox des cellules, perturbée par
I'accumulation des produits de la CoAsH A
fermentation (Carrieri et al. 2011). Cette
hypothése étant nettement supportée par le comportement de la cyanobactérie Gloeocapsa alpicola
CALU743, fermentaire a haute productivité en hydrogéne mais ne possédant pas de nitrogénase. Cette
cyanobactérie produit de grandes quantités d’hydrogene lors de la fermentation, mais aucun des
produits classiques de la consommation du NADPH par les enzymes classiques (éthanol et lactate)
laissant ainsi penser que la cellule ne peut pas régénérer son pool de NADP" autrement qu’en laissant
I’"hydrogénase bidirectionnelle oxyder le NADPH. De plus, le fait que les transcrits hox soient également
induits en condition d’anaérobie supporte aussi cette hypothése, mais cette augmentation des
transcrits n’est pas toujours suivie d’une augmentation effective de I'activité hydrogénase dans ces
conditions (Appel et al. 2000), incitant a penser que I'augmentation du niveau de transcrits servirait
plutdt a compenser une instabilité de I’hydrogénase dans ces conditions plutét qu’un besoin supérieur
de celle-ci. L’hypothése n’est également pas applicable pour les cyanobactéries non-fermentaires et
possédant I’hydrogénase bidirectionnelle.

Gestion du pool de NAD(P)H

Il a également été observé chez Synechocystis que, lors d’'un passage obscurité a lumiere, la
photosynthése déclenche une courte production d'H,, suivie immédiatement apres d’une
consommation de ce méme H,, paralléle au début de la fixation du CO; et préliminaire a la production
d’0, (Cournac et al. 2004). Il semblerait ainsi que Hox ait un réle dans l'initiation d’'une nouvelle phase
de croissance: lors d’'une transition lumiere-obscurité, elle produirait d’abord de I'H, puis le
consommerait pour réduire le NADP* en NADPH afin d’assister la fixation du CO,. Fixation du CO, qui
s’initie difficilement quand les pools de transporteurs électroniques s’oxydent facilement comme c’est
le cas dans ce type de transitions lumineuses.
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Les travaux rapportés par Ananyev et al. en 2008 évoquent quant a eux que « les conditions
physiologiques et nutritionnelles qui permettent la croissance photoautotrophique optimale sont
souvent non-optimales pour la production d’hydrogéne », effectivement, les facteurs qui élevent le
ratio NADH/NAD+ favorisent la production d’hydrogéne mais ne sont pas favorables a la croissance.
Cette remarque est supportée par des résultats sur Synechococcus sp. PCC7002 (Carrieri et al. 2009): ils
rapportent qu’un mutant de lactate déshydrogénase (Aldh), enzyme consommatrice de NADH pendant
la fermentation (voir Fig.69), produit 5 fois plus d’hydrogéne par équivalent carbohydrate que la
souche sauvage, phénoméne corrélé avec un ratio NADH/NAD" 2 fois supérieur.

Il se pourrait ainsi que le réle de I'hydrogénase bidirectionnelle soit, plus généralement, de
maintenir le ratio NADH/NAD® & un niveau équilibré pour la cellule et de contrebalancer les
fluctuations de ce ratio en réponse aux changements environnementaux abrupts qu’elle peut
rencontrer.

L’hydrog nase, valve lectron pendant la photosynth se

Cette idée de valve a électron a tout d’abord été suggérée par Appel et Schulz en 1998 et 2000.
Selon eux, quand un excés d’électrons est ponctuellement généré par la photosyntheése, I’'hydrogénase
Hox les utilise pour générer du dihydrogene, comme un siphon alternatif d’électron.

lIs ont ainsi relevé qu’un mutant hoxH- (délété de la sous-unité hoxH) aurait (au niveau
transcriptionnel) une augmentation du ratio PSI/PSI et wune diminution du ratio
phycobilisome/chlorophylle en comparaison de la souche sauvage (Appel et al. 2000). Leur équipe a
également montré que la vitesse d’oxydation et de réduction du P700 était sensiblement diminuée,
suggérant ainsi une sorte d’interaction entre Hox et la machinerie photosynthétique.

Comme évoqué plus té6t Hox est exprimée a la fois en condition d’aérobie ou d’anaérobie, et
pourtant elle n’est pas censée étre active en présence d’oxygéne (rappelons que l'inactivation de Hox
par 'O, est transitoire et non définitive chez Synechocystis sp. PCC6803). La raison de la présence de la
protéine dans les conditions photosynthétiques doit donc étre élucidée. Il semble probable que
I’hydrogénase ait un réle dans I’évacuation de I'excés électronique ou l'ajustement de la balance de
rédox durant la photosyntheése, autrement dit un role de valve a électrons. Cependant, il reste a
designer une expérience qui en apporterait la preuve et montrerait I'avantage physiologique
d’exprimer Hox durant la photosynthése.

L’hydrog nase, unr gulateur r dox

La présence de cette enzyme dans seulement certaines cyanobactéries et pas dans toutes, sous-
tend le fait que cette derniere confére un avantage évolutif dans des conditions environnementales
spécifiques. Son c6té « bidirectionnel » laisse penser qu’elle pourrait jouer un réle dans le maintien de
I’lhoméostasie redox de la cellule, notamment d’empécher un niveau de NAD(P)H/NAD(P)" trop élevé
en conditions microoxique ou anaérobique, ou de permettre d’augmenter ce ratio lorsqu’il est trop bas
et que la cellule dispose d'H..

Un avantage évolutif possible a la possession de Hox pourrait étre que la cellule soumise a une
trop grande quantité de NAD(P)H, pourrait diminuer ce pool en l'oxydant au prix de protons
seulement, et non au prix de substrats carbonés. Cet avantage évolutif serait rencontré lorsque les
cellules se trouveraient en conditions microaérobiques ou anaérobiques et ne pourraient donc pas
disposer de I'accepteur traditionnel des électrons de la respiration : 'O, (Cependant on peut noter
gu’aucune cyanobactérie connue n’est capable de réaliser de respiration anaérobique (avec un autre
accepteur d’électrons que I'O;)). Les cellules n’auraient pas alors a sacrifier une molécule carbonée
gu’elles auraient da préalablement fixer au prix d’ATP, ni a I’excréter. La molécule d’hydrogene diffuse
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effectivement beaucoup plus facilement hors des cellules et membranes que des acides organiques ou
des alcools. (Carrieri et al. 2011)

Par ailleurs, I’état rédox de la cellule est susceptible de varier beaucoup plus rapidement que la
vitesse de diffusion du dihydrogene. Ainsi on peut imaginer que la réversibilité de I’hydrogénase
bidirectionnelle pourrait permettre d’exploiter I’hydrogéne gazeux dissout comme réserve d’électrons
ou de protons, particulierement lors de changement abrupts comme des transitions de lumiére a
obscurité.

On peut également rappeler a ce niveau les travaux de Cournac et al. 2004 qui ont prouvé qu’en
I'absence du complexe NdhB, qui sert a réduire le pool de plastoquinones, au niveau du PSII,
éventuellement suroxydé durant la photosynthése en consommant du NADPH, Synechocystis était
capable de soutenir une production continue d’hydrogéene pendant prés de 30 minutes en présence de
glucose. lls ont montré que I'hydrogénase assure la réduction de protons (et donc la production
d’hydrogéne) lorsque le pool de NAD(P) de Synechocystis est réduit a plus de 99,9%, phénomene
n’arrivant que dans certaines conditions particulieres : dans les conditions standard il ne serait réduit
gu’aux environs de 50% d’apres Cooley et Vermaas 2001. Un mutant ne contenant plus I'enzyme NdhB
présente ainsi un pool de NADP réduit a 100% (il y a environ 10 fois plus de NADP que de NAD, réduit a
70%, chez Synechocystis, Cooley et Vermaas 2001) ce taux permet a I'hydrogénase de fonctionner afin
d’évacuer cet excés de pouvoir réducteur. La production d’H, qu’il obtiennent dans le mutant M55
(NdhB’) dure quelgues minutes, et plus longtemps encore lorsqu’ils ajoutent du glucose qui aiderait a
maintenir le niveau de réduction du NADP trés haut et également a inhiber |égerement la production
d’O, et donc d’éviter I'inactivation de I’hydrogénase.

Ces résultats montrent encore I'importance de I'hydrogénase bidirectionnelle dans le maintien
du statut rédox de la cellule lorsque celle-ci se trouve dans des situations métaboliquement
dangereuses.

Le paragraphe suivant essaye d’apporter d’autres éléments de réponse en éclairant la question
sous un angle différent : comprendre le réle de I'hydrogénase en fonction de I'environnement des
cyanobactéries qui la portent .

Un lien entre environnement et fonction?

Cette hydrogénase est loin d’étre largement répandue parmi les cyanobactéries, en effet, ce
serait méme plutét I'inverse puisque moins de la moitié des cyanobactéries recensées et séquencées
en présentent une (voir Fig.70). Vouloir extrapoler sur son rble par une généralisation sur les
environnements ou on la trouve est donc encore un peu hasardeux étant donné le faible nombre de
cyanobactéries connues et présentant une activité hydrogénase.
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Actuellement, la seule
constatation est qu’aucune
cyanobactérie de haute mer dont le
génome a été séquencé ne possede
d’hydrogénase bidirectionnelle.

Ce constat pourrait s’expliquer
par I'absence de besoin d’une fonction
hydrogénase chez ces organismes, mais
pas nécessairement. En effet, Ia
premiére interprétation de cette
répartition de Hox pourrait étre que les
conditions  environnementales ou
I’hydrogénase est importante ne
seraient que tres rarement rencontrées
en haute mer. Par exemple, le niveau
d’oxygene dissout en haute mer ne
descend presque jamais sous 200 uM
(Carrieri et al. 2011). En effet les
variations du milieu marin sont
rarement  aussi  fluctuantes en
comparaison de mangroves, cotes
soumises a de fortes marées, étangs ou
encore de lacs et rivieres d’eau douce
ou l'eutrophisation peut se produire
fréquemment. Ainsi, en haute mer, des
conditions variant peu induisent peu
de stress et moins de besoin de
s’adapter (un génome plus petit est

souvent caractéristique de ces
cyanobactéries) ou d’évacuer des
électrons. Cependant, ce premier

éclairage possible se heurte a une autre
interprétation: le fait que les
disponibilités en métaux (Fe et Ni) en

Espéce

Lieu d'isolation

Ordre

Gloeobacter violaceus PCC 7421

Calcereous rock in Switzerland

Thermosynechococcus elongatus BP-1

Beppu hot spring in Japan

Acaryochloris marina MBIC11017

Symbiotic ; in coral in Palau republic

Anabaena variabilis ATCC 29413

Freshwater sewage oxidation pond

Nostoc punctiforme PCC 73102

symbiosis with cycad Macrozamia

Nostoc sp. PCC7120

Fresh water USA

Nostoc azollae 0708

Water fern Azolla filiculoides

Arthrospira maxima

Alkaline soda lakes East Africa

Trichodesmium erythraeum ISM101

Coastal waters, North Carolina USA

Microcystis aeruginosa NIES-843

Lake Kasumigaura inJapan

Cyanothece sp. ATCC51142

Intertidal ares in Texas

Cyanothece sp. PCC 7424

Rice fields in Senegal

Cyanothece sp. PCC 7425

Rice fields in Senegal

Cyanothece sp. PCC 7822

Rice fields in Cuttack India

Cyanothece sp.PCC 8801

Rice fields in Taiwan

Cyanothece sp.PCC 8802

Rice fields in Taiwan

Cyanobacterium UCYN-A

North Pacific subtropical

Synechococcus sp. PCC7002

Onshore, Magueyes, Puerto Rico

[Synechocystis sp. PCC6803

Fresh water lake California USA

Synechococcus elongatus PCC6301

Fresh water

Synechococcus elongatus PCC7942

Fresh water

Synechococcus sp. CC9311

California current Pacific (95 m)

Synechococcus sp. CC9605

California current Pacific ocean

Synechococcus sp. CC9902

Coastal

Synechococcus JA-2-3B'a(2-13)

Yellowstone park B-Prime

Synechococcus JA-3-3B' Ab

Yellowstone park B-Prime

Synechococcus sp. RCC307

Synechococcus sp. WH 7803

Synechococcus sp. WH 8102

Prochlorococcus marinus AS9601

Prochlorococcus marinus MIT 9211

Prochlorococcus marinus MIT 9215

Prochlorococcus marinus MIT 9301

Prochlorococcus marinus MIT 9303

Prochlorococcus marinus MIT 9312

Prochlorococcus marinus MIT 9313

Prochlorococcus marinus MIT 9515

Prochlorococcus marinus NATL1IA

Prochlorococcus marinus NATL2A

Prochlorococcus marinus S$5120°

Prochlorococcus marinus MED4®
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Figure 70

Lieux d’isolation de quelques cyanobactéries. Les environnements marins
sont indiqués en violet. Synechocystis sp. PCC6803 est en orange. Les
Cyanobactéries possédant hox sont indiquées en bleu, et celles fixant

I'azote en vert

haute mer soient relativement plus faibles qu’ailleurs pourrait avoir induit ces organismes a
développer une fonction qu’assurait I’hydrogénase bidirectionnelle mais par le biais d’'une autre
enzyme encore inconnue. A I'image des flavodoxines, enzymes non métalliques, qui assurent le role de
ferrédoxines, enzymes a fer, lorsque I'organisme connait une carence prolongée en Fer. Quoi qu'’il en
soit aucune hydrogénase bidirectionnelle n’a été trouvée a ce jour chez des cyanobactéries

« marines ».

Une étude vise a répertorier parmi plus de 400 cyanobactéries de la mer Baltique et de lacs
finnois celles qui étaient capables de produire du dihydrogéne (Allahverdiyeva et al. 2009). Parmi les
100 souches mises en avant dans la revue, on peut relever que la grande majorité sont fixatrices
d’azote (98%) et qu’ainsi leur screening a majoritairement mis en avant des productions d’hydrogeéne
médiées par une nitrogénase. 51 de ces souches sont planctoniques, 46 benthiques (fonds marins) et 3
associées aux sols ou aux lichens. lls ne rapportent malheureusement pas dans ces travaux si les
souches possedent ou non d’hydrogénase bidirectionnelle (I’hydrogéne pouvant étre produit par la
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nitrogénase n’est pas discriminé) mais il semble qu’une grande partie des souches isolées et
productrices d’H, soient originaires de lacs, de cotes de la mer baltique, ou de fonds marins. Les deux
seules cyanobactéries non fixatrices d’azotes et productrices d’'H2 qu’ils ont trouvées sont une
Microcystis (Syke 967/5) unicellulaire et une Planktothrix (223) filamenteuse qui produisent
respectivement en anaérobie obscure 0,037 et 0,131 mmol H,.mg Chl.h?, et dont seule la premiére
produit de I’'H2 en aérobie obscure (0,020 mmol H,.mg Chl*.h™%). Ils ont également remarqué que leurs
tests complémentaires de production d’H;, pouvaient donner des résultats de production d’hydrogene
tres différents de leurs résultats préliminaires, laissant ainsi penser que certains faux-négatifs ont pu
étre oubliés par leur screen.

On retiendra que la production d’hydrogéne par les cyanobactéries est avant tout un phénomeéene
transitoire et faible qui dure une trentaine de secondes en absence d’02 lors d’une transition obscurité-
lumiere et qui peut se maintenir stable anaérobiquement en obscurité (Cournac et al. 2004). Le réle de
cette enzyme et cette production d’hydrogéne est encore largement incompris. L’hypothése la plus
probable est lie au maintien d’un niveau de NADPH cellulaire acceptable pour la cellule. La présence de
I’hydrogénase permettrait probablement de tamponner les variations redox des transitions
approximatives entre métabolismes lors de variations environnementales abruptes. Le réle de valve a
électrons ou de valve a protons en situation photosynthétique ou de stress redox marqué restant
néanmoins une possibilité non négligeable.

Comprendre a quoi sert I'hydrogénase est crucial pour pouvoir imaginer et construire des
systemes biologiques capables de produire de [I’hydrogéne photosynthétique en quantité
industriellement intéressante.

Les études in vivo et vitro portant sur des mutants de la machinerie se sont heurtées a de
multiples limitations techniques. La raison principale en est justement l'ignorance d’un réle biologique
clair qui permettrait d’obtenir un phénotype interprétable.

C’est pourquoi s’intéresser aux mécanismes et aux réseaux de régulation de I’hydrogénase
pourrait étre une stratégie alternative pour cerner le réle de I’hydrogénase bidirectionnelle. Le prochain
paragraphe traite de la régulation de I’hydrogénase bidirectionnelle des cyanobactéries et introduit la
premiére partie de mes résultats.
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CHAPITRE 4
Les régulateurs de I’hydrogénase, les CyAbrBs et AbrB2

ARTICLE |

AbrB2 est un répresseur de I’hydrogénase bidirectionnelle
de Synechocystis sp. PCC6803

- - " ——— — — —— — — e e e e e e e e e e — e — e — s — s — . —0

Page | 103



._ ..................................................................... _.
Page | 104



CHAPITRE 4

Les régulateurs de ’hydrogénase, les CyAbrBs et AbrB2

Ce quatrieme chapitre délimite finalement le cadre du sujet. Y sont évoqués les 2 régulateurs
connus de I’hydrogénase de Synechocystis sp. PCC6803 : LexA et AbrBl1. Plusieurs généralités
concernant les deux superfamilles de protéines auxquels ils appartiennent seront compilées, puis un
zoom sur leurs réles connus dans le métabolisme de Synechocystis sera effectué. Le chapitre rapportera
ensuite la premiére partie de mes travaux de thése, constituée du premier article dont je suis co-
premier auteur, traitant de I’identification d’AbrB2 comme répresseur de I’expression de I’hydrogénase
ainsi que de résultats annexes non publiés, qui compléetent les connaissances actuelles autour de la
régulation de I’hydrogénase bidirectionnelle cyanobactérienne.

Les régulateurs de I’hydrogénase

Ce paragraphe traite des régulateurs de I'expression de I’hydrogénase de Synechocystis. Lorsque
j’ai débuté ma thése, deux régulateurs de I'opéron hox avaient déja été identifiés : LexA et AbrB1.
Jintroduis ici ces deux régulateurs et les familles auxquelles ils appartiennent en traitant de leurs réles
connus dans d’autres organismes préliminairement a leurs réles chez les cyanobactéries et
Synechocystis en particulier.

Je détaillerai plus particulierement les régulateurs CyAbrBs qui font 'objet de mon travail de
thése.

1- Le régulateur transcriptionnel LexA
Chez les protéobactéries, LexA est connu pour son réle important dans la régulation de la
réparation de I'’ADN (réponse SOS). Chez les cyanobactéries, I’homologue de ce régulateur intervient
principalement dans la régulation de I'assimilation du carbone et du métabolisme de production de
I’hydrogéne.

1-1- LexA, régulateur transcriptionnel lié a la réponse aux dommages a I’ADN
Chez la plupart des organismes bactériens, LexA controle les mécanismes de réparation des
dommages faits a ’ADN. Il fonctionne conjointement avec une autre protéine, RecA, qui détecte les
dommages de I’ADN et modifie I'activité de LexA.

1-1-1- LexA et la « réponse SOS »
La réparation de I’ADN est une fonction cruciale du vivant, le maintien de I'intégrité structurale et
fonctionnelle du génome en réponse aux agressions environnementales est en effet indispensable a la
survie cellulaire. Un premier mécanisme de la réponse cellulaire a de tels dommages a ainsi été
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proposée et appelée « réponse SOS » (Georges et al. 1974) et décrit de maniere détaillée chez E.coli
(Walker 1984).

La réponse SOS, telle qu’elle est décrite aujourd’hui, requiert les génes lexA (pour « locus for X-
ray sensitivity A », Howard-Flanders et al. 1966 cité dans Butala et al. 2009) et le gene recA (pour
« recombinase A »). L’action des deux protéines LexA et RecA permet la mobilisation d’'un ensemble de
génes qui stoppent la division cellulaire et induisent la réparation de 'ADN endommagé. Durant ce
processus il y a induction d’'une mutagénese et des prophages. Ce réseau génétique permet aux
bactéries concernées de survivre ainsi que de muter ou d’échanger du matériel génétique, ce qui
pourrait avoir pour effet de stimuler une évolution favorable d’adaptation au stress rencontré. (Butala
et al. 2009)(voir Fig. 71).

A, Figure 71

UV ou radicaux oxydants Geéne régulé par LexA La réponse SOS

S

A. I'exposition aux ultraviolets ou a des
radicaux oxydants peut entrainer des
dommages a 'ADN chromosomique.

B. Un mauvais assortiment de bases
entraine des régions d’ADN simple brin
qui servent de plateforme de polyméri-
sation pour RecA, Le filaments de RecA
entraine l'autoprotéolyse de LexA, le
répresseur de la réponse SOS. Les genes
Iactivés permettent la réparation de
'ADN

Re cA

D@w’

LexA g

C. Le régulon de LexA inclue également
un inhibitor de la division cellulaire SulA
afin d’'empécher la transmission d’ADN
- mutant a de nouvelles cellules filles.
RecA © p_— SulAinhibe spécifiquement la polyméri-

EC @ © @ sation de la protéine de la division

DO i e

cellulaire FtsZ en se liant a ses
monomeres, bloquant la formation de
I'anneau FtsZ au milieu de la cellule.

D. Une fois la réparation de I'ADN
terminée, la répresion par LexA des
genes SOS est restaurée. La protéase
cytoplasmique Lon dégrade aussi SulA
n de restaurer les capacités de
dlws:on cellulaire.

4 da
FtsZ 8]

DO

Parmi les causes déja identifiées de I'activation de la réponse SQOS, sont notamment
représentatives : le blocage des fourches de réplication de I’ADN, l'apparition de défauts apres
recombinaison ou ségrégation de chromosomes et les dommages de I'ADN successifs a I'action
d’intermédiaires métaboliques dans des cellules en croissance normale ou carencée. La réponse SOS
est déclenchée par, entre autres,les expositions aux rayonnements ultraviolets, des produits
chimiques, le changement de pH du milieu (comme c’est parfois le cas lorsque une bactérie entre
brusquement en contact avec un milieu différent, tel le sang) ou méme des stress physiques comme
une exposition a des plus hautes pressions.

L'exposition aux antibiotiques induit également la réponse SOS, susceptible de favoriser
statistiquement I'apparition de résistances croisées a plusieurs antibiotiques.

D’aprés Justice et al 2008

P "\‘
) }

Récemment il a été découvert que LexA jouait également un role dans la répression de certains
génes impliqués dans les mécanismes de pathogénicité (comme des colicines chez E.coli, la synthése de
facteur de virulence chez Staphylococcus aureus, etc...), et pas uniquement dans le maintien d’un
génome fonctionnel. (Butala et al. 2009)
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Importance biologique de LexA

L'importance biologique de ce systeme de maintien de I'intégrité du génome est renforcée par sa
tres large répartition dans le monde bactérien. En effet un homologue de lexA est présent dans toutes
les protéobactéries (a I'exception des £-protéobactéries), chez les bactéries Gram-positives, les
bactéries vertes non-sulfureuses et les cyanobactéries. Chez Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Courcelle et al. 2001, Au et al. 2005, Goranov et al.
2006, Cirz et al. 2006, Cirz et al. 2007, Butala et al. 2009) lexA, recA et un géne codant pour une ADN
polymérase infidéle sont contrélés par LexA.

Chez les Pseudomonas et les Xanthomonas, le gene lexA est parfois dupliqué, LexAl permettant
la réponse SOS classique tandis que LexA2 régule notamment I'expression de deux ADN polymérases
infideles (Abella et al. 2007).

Chez Bacillus subtilis, I’homologue de lexA, dinR (damage inducible) contrdle un régulon de 63
génes dont 7 seulement ont des homologues chez E.coli, illustrant la variabilité des réponses
biologiques aux dommages a I’ADN. Chez cet organisme I'expression d’une hydrolase de parois
cellulaires est nécessaire pour contréler les processus de sporulation lorsque la cellule est confrontée a
des dommages a I’ADN (le processus de sporulation de B.subtilis sera évoqué plus en détail dans le
paragraphe concernant les régulateurs de la famille AbrB).

Structure de LexA
LexA, protéine de 202 acides aminés, existe sous forme dimérique. Il est constitué de deux
domaines distincts: un domaine reconnaissant '’ADN et un deuxieéme impliqué a la fois dans
I'oligomérisation de la protéine et dans son activité d’autoclivage. Entre ces deux domaines, 5 résidus
(70 a 74) forment une « charniere » souple et hydrophile qui joue un role capital dans la flexibilité de la
protéine, indispensable a son activité (Fig 72 et 72).

Figure 72
H3 B1 Les différents éléments structurels de LexA

Y .. . Grisclair: Le domaine de fixation a 'ADN. Gris
2 foncé: charniére entre les deux domaines de

ILKALARKGVIETVSG : ;
% & LexA. Résidus en noir: Dyade catalytique
B5 (Ser119 et Lys156) et site de clivage (Ala84 et

« Gly85). Les triangles représentent les sites qui,
’(PNADFLL’F:&/SE?-’é;\}{K mutés, améliorent (noir) ou inhibent (blanc)
1o 120 |'activité de fixation a I'’ADN. Les cercles
e BlY représentent les sites de mutation rendant les

Changements conformationnels par la charniére de LexA

-

A: Conformation de LexA en interaction avec I’ADN (en bleu) ou non ‘
(en rouge): la charniere (en vert) permet la flexibilité de la molécule :| | pENSEFKPTVVDL
B: le Dimére LexA modélisé en interaction sur 'ADN s

170 180

"~ mutants hyperclivables (noir) ou non-clivables

(blanc)

DIl

RQQSFTIEGLAVGVIRNGDWL

o

190 200

La zone de fixation a I’ADN en N-terminal de la protéine contient 3 hélices a (reconnaissant
I’ADN, les hélices Il et Ill réalisant le motif classiquement connu « hélice-tour-hélice ») et deux courts
feuillets B antiparalleles, tandis que la deuxieme partie de la protéine contient 9 feuillets B. La
charniére souple permet au dimeére (LexA), « libre » de reconnaitre I’ADN cible puis de « refermer » la
protéine sur le site par changement conformationnel (a noter que cet élément n’a jamais été cristallisé,
seulement modélisé, (Fig.73). Il a été attribué au dimeére (LexA), différents consensus nucléotidiques
de reconnaissance selon les organismes : le palindrome CTGT-N8-ACAG concerne E.coli, et est conservé
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chez beaucoup de bactéries Gram-négatives, et GAAC-N4-GTTC est a priori le consensus occurant chez
les bactéries Gram-positives.

L'autoclivage de la protéine LexA est effectué par les
deux résidus Ser119 et Lys156 (dyade catalytique) qui vont
permettre de rompre la liaison peptidique entre les deux
résidus Ala84 et Gly85, eux méme situés dans une boucle
soumise a deux conformations possibles, la rapprochant
ou l'éloignant de la dyade catalytique. En conditions
physiologiques, la conformation de LexA est stable et la ) A
région clivable est éloignée de la dyade catalytique, alors : ‘/’ 55‘0
que lorsque LexA est en interaction avec un filament de y o
RecA, la conformation de la boucle change et le clivage de s deux conformations du monomére Lo
LeXA se déclenche’ décrOChant LeXA de I’ADN' Ie rendant A: En bleu la boucle en conformation non clivable, la zone de clivage (jaune) est éloignée

de la dyade catalytique Ser119/Lys156. En rouge, la boucle en conformation clivable
avec le site de clivage (jaune) a proximité de la dyade catalytique.

beaucoup pIus sensible aux protéases et levant l'inhibition  &:zoom suriazone de d'autociivage en conformation propice a l'auto-clivage.
sur les génes cibles. A noter qu’a des pH alcalins, S
I’autoclivage de la protéine LexA peut se produire spontanément et indépendamment de la formation
d’un filament de RecA (Little 1984, Butala et al. 2009).

.4
Q v //'r

Ser“;‘{).t

BILAN :

On retiendra que chez la plupart des bactéries, LexA est un régulateur transcriptionnel qui
fonctionne en réprimant ses genes cibles. Chez E.coli, I'activation du régulon se déclenche suite a
I'autoclivage de LexA, activé par la polymérisation de RecA suite a des dommages subis par I’ADN, ou
un pH alcalin (Little et al. 1984).

1-2- CyLexA : LexA chez les cyanobactéries.

Le role de LexA chez les cyanobactéries n’a été étudié que tres récemment. Une étude
transcriptomique d’un mutant AlexA parue en 2001, rapportait avec étonnement que LexA ne semblait
pas étre lié a la réponse SOS chez Synechocystis, et par extension, chez les cyanobactéries (Kamei et al.
2001). En 2004, notre laboratoire montra que chez Synechocystis, lexA n’est pas impliqué dans la
réponse SOS mais régule I'expression de génes impliqués dans le métabolisme du carbone et de I'azote
et est essentiel a la croissance lors d’une carence en carbone (Domain et al. 2004).
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Structure de la protéine CyLexA

Les travaux de Mazon et al. en 2003 et de Oliveira et Lindblad en 2005 rapportent certaines
différences dans la séquence du lexA de Synechocystis comparée a la séquence classiquement
observée chez d’autres organismes (Fig.75). On observe 2 différences : une au niveau du site de clivage
(Ala84 devenant Gly84), et une au niveau du site catalytique Ser119 (Ser119 devenant Asp119). En
accord avec la plupart des mutations étudiées déja chez E.coli (Fig 72, Butala et al. 2009), Mazon et al.
ont proposé que ces 2 mutations « pourraient avoir un impact négatif » sur I'activité d’autoclivage de
LexA. Pour rappel, Butala et al. en 2009 avaient, eux, décrit des substitutions au niveau de ces sites qui
rendaient les protéines LexA de E.coli « non-clivables », mais aucune étude ne permet de généraliser
leur résultat au LexA de Synechocystis (Oliveira et Lindblad 2011).

Figure 75
A.29413  —-mm--- MESLTQAQQELYEWLAEY IR THQHSPSTROMMOAMNLKSPAPTQSRLEHLRTK GY IEWTEGKART IRILQPTKQG = ~ = ~ == - - 2 105
A.7120  memene- MERLTEAQQOELYEWLAEY IRTHQHS PSTRQMMOAMNLKS PAPTQSRLEHLRTK GY TERTEGKART FRVLOPTXQG - - A 108
N.29133  o—----- MERLTEAQQELYEWLAEYIRTHQHSPSIRQMMOAMNLKS PAPTQSRLEHLRTK GY TERTEGQART IRTLRPVKQG- - 105
p.9313 MPLAASSPELLTSAQQELYDWLADY I SSHHHSPSIROMMOAMGLRS PAPVOSRLRULOQK GWI TWQEGQARTLOLLGGLVSG - - 112
SENCEOSI - - - - - - MEPLTRAQKELFDWLVSYIDETQHAPSIRQMMRAMNLRSPAPIQSRLERLRNKGYVDWTDGKARTLRILHQKPKG - « 105
B.cereus = ------- MEKLTKRQQDILDFIKLKVQEKGY PPSVRETGQAVGLASSSTVHGHLSRLEEK GYIRRD PTKPRAY ET LGEDRMDTETQSVIQVPIVCKVIAGLPI TAVESVERHFPLBASIV 113
E.¢oli  ------- MKALTARQQEVFDLIRDHISQOTGMPPTRAE IAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLOEEEEG-------- LPLVGRVAHAEEPLLAQOHIEGHYQVDPSLF 105
Lok kL. Ao L. ok L x kk P .'.*,i*:. .
ol Y] o3 Site de clivage
AlagaGlyss
A.29413 P~ ~ AQTYALRVTGIEMIEDLI TDGDLVFLR PVPEPDQLKNGT I VAARVDGYGNTLRRFYR SGDRITLKPANPKYNPIEVA- - AIQVEVQGSLVGVHRGYM-- 201
A.7120 P- - AQTYALRVIGDSMIEDLITDGDLYFLRPVPEPDQLKNGT I VAARVDGYGNTLKRFYRSGDRITLKPANPKYNP IEVA- - AT QVEVQGSLVGVWRGYM -~ 201
N.29133 P--PQTYRLRVAG IEDLITDGDVVFLRPVAEPNHLKNGT IVRARVDGFGTTUKRFYROGDRVTLKPANPKYNEPIEVS - - AMQVQVOGSLIGVWRGYN-- 201
P.9313 T--RGLFALTVNGISMVDAY IADGDVVLMEPVPEPSKLRDGTYVSALVPGSGTTLHFHRNGASVRLEAANTAYEPTELP - - ADQVQVQGKLVAVWRQV - -~ 207
$.6803 K- - SSVFALRVMENDILVDDF I VEGDML I LRSVTGEEETEDGELVAAS T KGGKI A IKR Y YODGTKVVLKASNNKGPGOELK - - ASDVEIQGILMGVWRNFQGY 203
B.cereus AGADQVFMLRISGDSMIEAGIFDGDLVVVR - - -QQQSAYNGEI VVALTEDNEATV|KRF Y KEKDHFRLOPENSSLEPIIL - - - - KOVSVIGKVIGVYRDLH-- 206
E.coli K-PNADFLLRVSGMSMKDIGIMDGDLLAVH - - -KTQDVRNGQVVVARIDD - EVT VKR LKKQGNKVELLPENSEFKP IVVDLROQSFTIEGLAVGVIRNGDWL 202
v * . . L P . .k P P . * * . . * . *
Site catalytique Site catalytique
Ser119 Lys156

Alignement entre différentes protéines LexA
A.29413 = Anabaena variabilis ATCC29413. A.7120 = Anabaena PCC7120. N.29133 = Nostoc ATCC29133. P.9313 = Prochlorococcus marinus MIT9313. S.6803 = Synechocystis PCC6803. B.cereus =
Bacillus cereus ATCC10987. E.coli = Escherichia coli K12.
al, a2 et a3 indiquent les hélices alpha impliquées chez E.coli dans la fixation a 'ADN. Les cercles rouges indiquent les mutations remarquables de la séquence de Synechocystis en comparaison des
autres organismes. Le cercle bleu indique un résidu sérine de Synechocystis a proximité de sa position théorique.

De maniere intéressante, ces « mutations » ne sont pas communes a toutes les cyanobactéries,
et semblent méme assez spécifiques du LexA de Synechocystis (seule la séquence de LexA de la
cyanobactérie UCYN-A est différente de celle de E.coli a ces deux sites). Oliveira et Lindblad proposent
ainsi que ces mutations apparemment trées significatives pourraient étre une conséquence de la grande
ancienneté des cyanobactéries qui a conduit au groupe phylogénétique non homogéne que nous
étudions aujourd’hui. En conséquence de ce postulat, ils suggérent que LexA a pu évoluer chez
certaines cyanobactéries d’'une maniere différente des autres. En extrapolant cette remarque, ils
conseillent de prendre un certain recul sur I'ensemble des résultats concernant les hydrogénases
cyanobactériennes et leurs régulateurs, un résultat valable dans un organisme ne sera pas forcément
généralisable a I'’ensemble du groupe. (Oliveira et Lindblad 2011).

I a été postulé par Domain et al. 2004 que la séquence d’ADN reconnue par le LexA
cyanobactérien devrait étre différente de celle reconnue par le LexA de E.coli en raison de la différence
de séquence de la région de fixation a I’ADN.

Mazon et al. en 2003 proposaient aussi que ces mutations de LexA de Synechocystis puissent
affecter la nature du site de reconnaissance de la protéine. lls ont en effet identifié un site consensus,
TAGTACTAATGTTCTA chez Anabaena sp. PCC7120, extrapolé a RGTACNNNDGTWCB chez plusieurs
cyanobactéries, comme étant les séquences que reconnaitrait LexA chez ces organismes. Leur étude
rapporte que ce motif se retrouve de nombreuses fois chez les organismes concernés mais pas chez
Synechocystis, ils ont ainsi proposé que les mutations du LexA de Synechocystis soient en partie
responsables d’un site de reconnaissance particulierement différent de celui des autres
cyanobactéries.
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LexA, qui ne posséde pas de domaine transmembranaire, est a priori considérée comme une
protéine soluble. Cependant des études protéomiques ont permis de déterminer que LexA pouvait
également se retrouver associée aux fractions membranaires et thylakoidales (Wang et al. 2000, Zhang
et al. 2009). L'hypothese retenue est qu’elle serait en interaction avec une ou des protéines
membranaires. Cependant aucun résultat supplémentaire n’en apporte la preuve.

Figure 76
Les travaux de |’équipe de Lindblad en Autofluorescence Fluorescence Superposition

cyanobactérienne GFP des signaux

2011 rapportent que dans les cellules d’une
souche exprimant wune protéine LexA
fusionnée a la « green fluorescent protein »
(GFP) on observe de la fluorescence
exclusivement dans le cytoplasme et en
particulier en colocalisation avec I’ADN. lIs
ont ainsi suggéré que les précédents
résultats montrant que LexA pouvait étre

Souche
lexA-GFP

-
située dans des membranes devaient %?
résulter de contamination des membranes gé
avec de I’ADN. £8
La localisation de LexA semble répartie 3%
de maniere assez homogene sur I'ensemble
dU génome; en concordance avec Ie falt que Autofluorescence Fluorescence Colorant spécifique Superposition
son consensus probable de reconnaissance Fyanobadrienne i g FAOH dessignaux

soit retrouvé plus de 1300 fois sur le génome
(méme si les auteurs pensent peu probable
gue tous soient effectivement des sites de
fixation). Bien qu’ils suggerent linverse,
leurs travaux ne peuvent toujours pas

Souche
lexA-GFP

ol sfsy # ) .o . Localisation cellulaire de LexA
exclure Ia pOSSIblllte quune Inflme partle La premiére ligne montre la localisation de la protéine chimere LexA-GFP.

La deuxieme ligne montre le contrdle lorsque seule la GFP est exprimée.
La troisieme ligne montre la superposition entre le signal LexA-GFP et 'ADN.
LexA colocalise avec 'ADN. ,

non visible de LexA soit en interaction avec
les fractions membranaires.

Plusieurs études rapportent également que la protéine LexA peut étre modifiée post-
traductionnellement. En 2011 I'équipe de Lindblad, par western-blot, ont pu identifier 3 formes
différentes de LexA, une correspondant au point isoélectrique (PI) attendu et 2 autres formes dont la
nature de la modification n’a pu étre déterminée (bien qu’ils les qualifient de « petites » au vu que la
taille de la protéine n’est pas drastiquement changée), les 3 spots apparaissaient a la fois pour des
extraits protéiques traités en conditions standard ou a I'obscurité. Liemann-Hurwitz et al., en 2009 ont
également remarqué que le LexA interagissant avec le promoteur du gene sbtA qui code pour un
transporteur de HCO3 ™, Na® dépendant, migrait comme une protéine de 30 kDa au lieu des 22,7 kDa
théoriques), ce dernier résultat pouvant indiquer soit une modification post-traductionnelle, soit une
migration perturbée par une structure inhabituelle du peptide dans les conditions de la migration.

Tres récemment chez Neisseria gonorrhoeae, il a été observé que l'unique cystéine de
I'orthologue de LexA est sensible a I'oxydation qui affecte négativement son activité de fixation a I’ADN
de maniére indépendante a RecA (Schook et al. 2011).
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Que régule CyLexA ?

Le transcrit de /lexA est monocistronique (Domain et al. 2004, Mitschke et al. 2011) et sa quantité
varie en fonction des conditions environnementales (Domain et al. 2004, Houot et al. 2007, Kiss et al.
2009, Pakrash et al. 2009, Singh et al. 2008, Zhang et al. 2008).

On observe une augmentation réversible en passage de lumiére a obscurité (Kiss et al. 2009), et
une diminution par passage en microaérobie (Summerfield et al. 2011) et par stress thermique froid
(20°C, Patterson-fortin et al. 2006) et une diminution forte aprés une exposition au SeQ,4, aux UVC et a
I'H,0, (Domain et al. 2004). LexA étant considéré comme un répresseur, une diminution
transcriptionnelle pourrait indiquer que des mécanisme de résistance/adaptation aux conditions
évoquées soient dépendant de I'effet « répresseur » de LexA.

Les travaux rapportés par le laboratoire (Domain et al. 2004) montrent par ailleurs que la
variation du transcrit /exA en réponse aux UVC n’est pas due a une variation de l'activité de son
promoteur. En effet , en utilisant une approche par fusion transcriptionnelle au géne rapporteur cat il a
été montré que l'activité des promoteurs de /exA et recA ne variaient pas aprés exposition aux UVC.
L’hypotheése d’une régulation post-transcriptionnelle du niveau de transcrit de /lexA, par la RNaseE
(slr1129) dont l'activité augmente en réponse aux UV a été proposée. Cette hypothése a été
confirmée (Oliveira et Lindblad 2011) car dans certaines conditions le niveau de transcrit de /exA varie
mais n’est pas corrélé avec un changement au niveau protéique, I'anticorps détectant la méme
guantité de LexA sous toutes les conditions. Cependant une grande stabilité de la protéine LexA
pourrait aussi expliquer que la diminution transcriptionnelle ne soit pas visiblement répercutée au
niveau protéique en seulement 24 heures, et la sensibilité de leur anticorps pour détecter de petites
augmentations pourrait aussi étre remise en question. Une seule étude protéomique récente (Li et al.
2012) a pu corréler une variation de transcrits de /exA avec une variation de la quantité de protéines.

L'analyse du transcriptome d’un mutant déplété en LexA comparé a celui d’une souche sauvage a
permis de mettre en évidence 57 génes dont I'expression est sous la dépendance directe ou indirecte
de LexA. 30 d’entre eux sont impliqués dans le métabolisme du carbone inorganique et/ou leur
expression est controlée par la disponibilité de ce méme carbone inorganique dans le milieu (Domain
et al. 2004). Plus récemment un mutant totalement dépourvu de /exA a été construit au laboratoire par
Panatda Saenkham (résultats transcriptomiques non publiés). L'équipe Patterson-Fortin et al. a de son
cOté rapporté que lexA était impliqué directement dans I’expression du gene crhR de Synechocystis qui
code pour une RNA hélicase (« cyanobacterial RNA hélicase rédox»). Le role des RNA hélicases est de
modifier les éventuelles structures secondaires des ARN afin de permettre leur traduction. Chez
Synechocystis il a été remarqué que crhR était particulierement sensible aux effets du statut rédox de
la cellule: quand la chaine de transport d’électron est fortement réduite (par des électrons
photosynthétiques ou venant de la consommation du glucose), les transcrits de crhR s’accumulent.
Inversement une chaine de transport d’électrons plus oxydée diminue cette accumulation de
transcrits. Ces résultats suggerent que CrhR permet la traduction de genes nécessaires a la gestion du
stress rédox. L'équipe a décrit lexA comme un répresseur de crhR. Comme évoqué au paragraphe
précédent, I'équipe de Liemann-Hurwitz et al. a identifié en 2009 la protéine LexA, ainsi que deux
régulateurs AbrB-like dont il sera traité ultérieurement, comme interagissant avec le promoteur du
géne sbtA codant pour un transporteur de bicarbonate (HCO3) Na* dépendant, résultat en accord avec
le lien entre LexA et I’assimilation du carbone (Domain et al. 2004).
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1-3- CyLexA régule le promoteur de I'opéron hox
Chez Synechocystis sp. PCC6803

En 2005, deux équipes ont décrit LexA comme un régulateur de I’expression de I’hydrogénase
bidirectionnelle de Synechocystis sp.PCC6803. Les deux équipes ont décrit un site de démarrage de la
transcription de I'opéron hox identique en position -168 avant I’ATG de hoxE (évoqué au paragraphe 4-
4-1 du précédent chapitre).

Oliveira et Lindblad 2005, ont décrit pour la premiére fois que LexA se fixe sur le promoteur en
amont de hoxE, sans toutefois préciser son role activateur ou répresseur. lls ont incubé la sonde
promoteur de hoxE (marquée avec une biotine) avec des extraits cellulaires de Synechocystis sp.
PCC6803 ou de Nostoc punctiforme ATCC29133 et identifié par spectrométrie de masse LexA comme la
protéine la plus abondante interagissant avec cet ADN (en remarquant que les extraits de Nostoc
fournissaient un profil de protéines interactantes trés différent, sans toutefois préciser sa nature). lls
validérent ensuite in vitro I'interaction LexA-promoteur de hox en utilisant une protéine LexA taguée
avec une queue histidine produite et purifiée a partir de E.coli. lls identifierent ainsi le site préférentiel
de fixation de -198 a -338 en amont de hoxE. Ces résultats n’indiquaient en rien si LexA est un
activateur ou un répresseur ou autre.

La deuxieme équipe (Gutekunst et al. 2005), décrit également que LexA interagit avec le
promoteur de hoxE mais sur une séquence beaucoup plus en amont. Pour cela, ils ont analysé les
régions promotrices de I'opéron hox par fusion transcriptionnelle dans la région située entre -690 et -
569 avant I’ATG de hoxE. lls y identifierent 2 sites probables de fixation de CyLexA. lls ont ensuite
utilisé cet ADN avec des extraits totaux de Synechocystis, ou une protéine CyLexA purifiée a partir
d’E.coli, et ont visualisé par retard sur gel la formation de complexe ADN-protéine. Ils montrérent
gu’une souche mutante partiellement déplétée de lexA avait une activité hydrogénase divisée par deux
et conclurent que LexA est un activateur transcriptionnel de I'hydrogénase bidirectionnelle, or il s’agit
d’une affirmation abusive car I'effet ici peut-étre indirect.

Depuis lors LexA est considéré comme activateur alors méme que ces travaux n’apportent pas
réellement une preuve suffisante a une telle conclusion. Ce qui est aussi a retenir est la fixation de
CyLexA dans une zone tres différente de celle proposée par Oliveira et Lindblad 2005 et trés en amont
de I'opéron hox, ainsi qu’ une diminution de I'activité hydrogénase dans une souche déplétée en /exA
(voir Fig.77).

Opéron hox

sl11225
512227 shizz2 U Y ssi2420 H slr1332
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Gutekunst et al Oliveira et Lindblad
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Région génomique de Synechocystis portant le promoteur hox
Le domaine intergénique s’étend sur 963pb. La petite fleche rouge représente le site d’initiation de
la transcription en position -168 par rapport a 'ATG de hoxE. Les 2 petits cercles en amont de la
fleche représentent les boites -10 et -35 proposées. Les blocs verts représentent les sites de fixation
de LexA identifiés par I'équipe de Gutekunst et al (2 sites) et Oliveira et Lindblad (1 site)

Sites de fixation de LexA en amont du promoteur de hoxE
Figure 77
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Plus récemment Oliveira et Lindblad ont observé 2 formes modifiées post-traductionnellement
de LexA en interaction avec le fragment d’ADN situé dans la région -198 a -338 en amont de hoxE en
plus des 3 qu’ils avaient détectées auparavant dans les extraits solubles de Synechocystis, amenant a 5
le nombre de formes différentes de LexA chez Synechocystis. lls proposent que lorsque LexA entre en
interaction avec I’ADN certains changement conformationnels et post-traductionnels se produisent,
devenant visibles en gel 2D, et jouent un réle primordial sur I'activité régulatrice de la protéine
(Oliveira et Lindblad 2011).

Chez Nostoc sp. PCC7120
LexA intervient dans la régulation de I'expression de I'hydrogénase chez Nostoc sp. PCC7120
(Sjoholm et al. 2007) oUu I'opéron hox est divisé en 2 clusters hoxEF et hoxUYH. Ces 2 clusters ne
s’expriment pas toujours de maniere coordonnée (voir Fig. 78).

Le- Site d’initiation de la transcription
@ Site de fixation de LexA (Nostoc)

Figure 78 @ Site de fixation de LexA (Synechocystis)
all0750 T oo alr0763
asl0749 alio754| 1 hoxY B
; hoxE [ sr0757 ar0761 2lr0765 allo767 ail770=HoxW
alo748 B hoxF auo75:|¢ \ Tla/msa al0759 | hoxt L hoxH \511076? ano75]9 ‘
{4 | . I | | ‘ I |
®o ®
—t 1000 bp
RT RT
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Organisation de la région génomique de Nostoc sp. PCC7120 autour des clusters hox
Noir: génes hoxE, F U, Y et H. Gris: ORF présentes sur les mémes transcrits que les hox. Hachuré: hoxW.
Les tirets “PCR” indiquent les zones vérifiées et validées par PCR comme présentes sur les transcrits ol hoxF ou hoxH
appartiennent. Les fleches rouges correspondent aux starts de transcription identifiés contenant hoxf (a gauche) ou
hoxH (les deux de droite). Les carrés bleu ou vert sur la carte représentent les fragments testés en affinité avec les
protéines LexA de Nostoc (Bleu) ou Synechocystis (Vert).

Ils rapportérent que les genes se trouvent sur 3 transcrits. Ainsi, en condition d’anaérobie a
I'obscurité, hoxE et hoxF sont coexprimés avec le géne de fonction inconnue alr0750 et les genes hoxU,
hoxY et hoxH sont coexprimés avec 4 genes de fonctions inconnues : alr0760, alr0761 et al.r0763 et
al.r0765 (voir Fig. 78) ce dernier possédant 2 sites d’initiation de la transcription distincts. Ils
trouverent que 2 de ces 3 transcrits possédaient potentiellement une séquence de fixation pour
LexA en amont de leur +1 de transcription et validerent I'interaction in vitro avec le LexA de Nostoc
pour ces deux régions (une en amont de hoxU et celle en amont de alr0750, voir fig78). Par contre, le
LexA de Synechocystis ne reconnait que la région en amont d’alr0750. Une des raisons probables de
cette différence est que les deux LexA reconnaissent des séquences d’ADN légerement différentes ou
bien ceci est di a I'effet d’'une modification post-traductionnelle spécifique d’un des deux organismes.

1-4- Bilan

En conclusion, les connaissances actuelles sur LexA chez les cyanobactéries montrent que ce
facteur de transcription n’est pas impliqué dans la régulation SOS, mais plutdt au métabolisme du
carbone, particulierement dans les mécanismes de [|'assimilation du carbone inorganique, le
métabolisme de I’hydrogene et il a également été identifié comme régulant crhR, une RNA hélicase,
dont le role est de défaire les structures secondaires des ARN messagers fortement structurés.
L'expression de crhR augmentant lors de fortes variations du statut rédox des cellules, et la zone 5’ non
traduite devant I'opéron hox comportant de fortes structures secondaires, on peut voir ici s’amorcer la
silhouette d’'un schéma global ou LexA régulerait d’une maniére ou d’une autre I'expression et la
traduction de I’enzyme qui nous intéresse.
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2- AbrB
Le premier régulateur de la famille AbrB (Antibiotic resistance Bacillus) a été identifié chez Bacillus
subtilis. Ce paragraphe résume quelques-unes des connaissances de cette famille de régulateurs chez
les Bacillus et ainsi que sur les CyAbrBs des cyanobactéries.

2-1- Le régulateur transcriptionnel AbrB
Régulateurs de I'état de transition

Toutes les bactéries subissent en fin de phase exponentielle de croissance un changement
drastique de leur métabolisme. Dés lors que les conditions de culture ne sont plus optimales, de
nombreux génes et voies cataboliques ou anaboliques responsables de la production de diverses
molécules tels les antibiotiques, les toxines ou des enzymes dégradants des polymeéres s’expriment.

Ce phénoméne appelé « état de transition », est généralement regardé comme un carrefour ou
les cellules continuent d’exprimer la plupart des génes liés a la croissance active mais ou elles
commencent en paralléle a exprimer d’autres génes nécessaires a la survie en environnement carencé
ou hostile.

Chez les Bacillus, de nombreuses fonctions cellulaires caractéristiques de I'état de transition sont
déja répertoriées : la transformation, la production d’antibiotiques ou bien d’enzymes extracellulaires
ou encore la synthése de flagelles. La plupart des genes codant ces fonctions sont régulés, au moins en
partie, par de petits régulateurs transcriptionnels négatifs simplement baptisés « régulateurs de I'état
de transition ». Leur fonctionnement classique est principalement d’empécher I'expression de leurs
cible pendant la croissance exponentielle (Klein et Marahiel 2002). Le régulateur de |'état de transition
considéré comme central chez Bacillus subtilis s’appelle AbrB (pour Antibiotic resistance Bacillus
subtilis), il a notamment été identifié comme jouant un réle essentiel dans le processus de sporulation
(voir plus loin).

Role d’AbrB dans la sporulation chez B.subtilis

La sporulation est un procédé par lequel les bactéries trouvent un moyen de résister a de longues
périodes défavorables, elles s’entourent d’'une coque extrémement résistante et vivent au ralentit
jusqu’a étre de nouveau en présence de conditions plus favorables. Chez Bacillus subtilis, la plupart des
genes liés a ce mécanisme sont sous le contréle d’AbrB. Celui-ci réprimant la plupart des genes spoO
ainsi que d’autres régulateurs de la sporulation ou des autres procédés de I'état de transition (tels sin
(sporulation inhibitor) ou Hpr lié a I'excrétion de protéases) (de Vries et al. 2004).

Lorsque les conditions de croissances varient fortement, un mécanisme de phosphorelais
(cascade de phosphorylation) s’enclenche sur les protéines SpoOF, SpoOB et finalement SpoOA
(Perego et al. 1989). La phosphorylation de cette derniere lui permet de réprimer I'expression d’abrB
et ainsi de déclencher les voies métaboliques conduisant a la sporulation.

L'identification d’abrB chez B.subtilis en 1971 par I'’équipe de Michel Guespin s’est faite par la
recherche de pseudo-révertants dans le mutant spoOA qui est non-motile, incapable de produire des
antibiotiques, d’acquérir la compétence pour la transformation et d’initier la sporulation. Les
révertants de I'ORF abrB (codant une protéine de 94 acides aminés pour 10,5 kDa) ont permis de
récupérer leur capacité a générer des antibiotiques et leur motilité mais pas leur capacité a sporuler.
Plus tard les travaux de Perego et al. (1988) et ceux de Zuber et Losick (1987) montrérent que ces
révertants concernaient des génes abrB ayant perdu leur fonction ou dont I’expression était fortement
diminuée (probablement par des mutations au niveau du promoteur du gene).
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Cycle de la Sporulation
Le cycle est représenté a I'extérieur de la figure. Les photos au centre sont des images microscopiques d’une partie du cycle de
Bacillus cereus (Barre blanche = 5Sum): A. Cellules végétatives s'agrégeant en phase stationnaire. B. Cellules aggrégées formant des
spores. C. Spores.
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2-1-3- Structure des régulateurs AbrB-like
Historique
Malgré l'intérét grandissant qui est porté a cette nouvelle famille de régulateurs et a leur role
primordial dans les organismes ou il est présent, relativement peu d’informations concernant la
structure de cette protéine existent. Le domaine N-terminal de la protéine (ses 53 premiers acides

aminé) a été cristallisé (Vaughn et al. 2000),
puis la tétramérisation (I'assemblage des 2
diméres Nter) se faisant par une liaison
covalente entre les cystéines 54 des _
différents monomeres a été mise en f
évidence (Strauch et al. 2001). Cette '

Charniere

Hélice a

Socle de
feuillets B

CyStéine et les résidus en aval de celle-ci Structure obsoléte du dimére AbrB proposée en 2000
n’avaient pas été inclus dans les travaux de Figure 81

cristallisation antérieurs.

En 2005, cette équipe corrigea sa structure proposée en 2000 (Bobay et al. 2005) confirmant
ainsi avec les travaux d’une équipe allemande qui avait proposé une autre structure pour le dimére
(Coles et al. 2005). C’est en se calant sur la structure des petites protéines MraZ et MazE (MazE étant
un régulateur d’E.coli), qui partagent de trés fortes analogies de séquence avec AbrB, que les 2 équipes
se rendirent compte de I'erreur initiale. En 2000, Cavanagh et al. décrivirent le dimére AbrB comme
deux monomeéres juxtaposés, possédant de nombreuses interactions (liaisons hydrogenes)
intramoléculaires, puis en découvrant les structures de MazE et MraZ, ils retravaillerent leurs résultats
et se rendirent compte que ces interactions étaient en fait intramoléculaires. Les 2 équipes se sont

Liaisons électrostatiques
intra-monomere

P19

AbrB Homodimeére
(2000-avant correction)

Liaisons électrostatiques
inter-monomeére

AbrB (2005)
homodimeére

MazE
homodimére

MraZ
monomeére

Structure du dimére AbrB corrigée en 2000, et comparée a MazE et MraZ
Bobay et al 2005: Les deux monomere de AbrB, MazE et MraZ sont présentés respectivement en bleu, rose ou
marron clair ou foncé. Coles et al. 2005 : Les deux monomeres sont systématiquement représentés en vert clair et
vert foncés et I'image a subit une rotation de 90° dans le plan de la feuille par rapport a Bobay et al. 2005. Le feuil-
let béta, important pour les liaisons électrostatiques inter-monomeéres est representé en rouge, I’hélice alpha qui
interagit avec 'ADN est représentée en jaune. Deux vues de chaque dimere sont représentées. Coles et al. 2005
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finalement accordées sur la structure d’AbrB. Plus tard, la cristallisation de la partie N-terminale de
Abh, le deuxieme homologue d’AbrB de B. subtilis, a été décrite (Bobay et al. 2006), puis celle du
domaine N-terminal de SpoVT, le troisieme homologue connu d’AbrB, ainsi que la fagon dont le
tétramere d’AbrB interagirait avec '’ADN (Sullivan et al. 2008). Le tétramére d’AbrB décrit dans ce
dernier article contient des monomeéres d’AbrB limités a ses 55 résidus Nterminaux, incluant donc la
cystéine et la capacité a tétramériser, le role du reste de la séquence d’AbrB n’a donc pas été évoqué.
Les prochains paragraphes traitent de la structure des régulateurs AbrBs et de la facon dont ils
interagiraient avec I’ADN.

Détail de la structure

AbrB, Abh et SpoVT, les 3 protéines possédant un domaine AbrB chez Bacillus subtilis, forment
des tétrameres in vivo, la partie N-terminale étant responsable d’une premiere dimérisation par le biais
d’interaction entre feuillets B, et la partie C-terminale de la seconde multimérisation par le biais d’une
liaison covalente assurée par les cystéines (une par monomeére). La partie N-terminale est
particulierement dédiée a l'interaction avec 'ADN et ne fonctionne que lorsque ce domaine de la
protéine est effectivement sous-forme de dimére. Le domaine N-terminal comprend 4 feuillets B, une
hélice a et 3 boucles. L'interaction moléculaire qui permet la dimérisation du domaine N-terminal est
extrémement forte, bien que non-covalente. Elle est assurée par des interactions étroites entre les
feuillets B des 2 monomeres (voir Fig 82) : les feuillets B1 et B2 du premier monomere interagissant
avec les feuillets B3 et B4 de I'autre monomere. Parallelement, plusieurs résidus des feuillets B2 et B4
interagissent par liaisons hydrogene avec leurs homologues du deuxieme monomére et assurent ainsi
cette interface de dimérisation particulierement solide mais non covalente (Sullivan et al. 2008). Dans
le détail, ce sont les résidus 44 et 46 du feuillet B4 qui interagissent avec leurs homologues 44’ et 46’
du feuillet B4’, et le résidu n°16 du feuillet B2 qui interagit aussi avec le 16’ du feuillet B2’. La structure
de cet « échafaudage » protéique est semblable chez les 3 homologues AbrB, Abh et SpoVT, on notera
cependant que quelques variations peuvent cependant se trouver, notamment chez SpoVT ou on
releve un résidu glycine en position 42, absent chez AbrB et Abh, qui décale le feuillet f4 et modifie
ainsi quelque peu la structure de I’échafaud. Les zones les plus structurellement différentes entre les 3
AbrB-like sont constituées des 2 extrémités du domaine étudié ainsi que de la zone LP2 entre I’hélice a
et le feuillet B3 (voir Fig 83).

L’hélice a serait quant a elle liée a la spécificité de l'interaction avec les différentes cibles.
Effectivement, I'angle que forme I'hélice avec le feuillet B2 est différent dans les 3 différentes
protéines.

Les résidus arginines 8, 15, 23 et 24 de I'hélice sont cruciaux au fonctionnement du régulateur
AbrB (Sullivan et al. 2008). Les orientations de R8 et R15 semblent responsables de la spécificité des
interactions des 3 régulateurs, en effet pour SpoVT, R8 est orienté différemment de pour AbrB et Abh,
alors que, simultanément, R15 est orienté similairement chez SpoVT et Abh mais pas chez AbrB. Par
contre les résidus R23 et R24 sont orientées de maniére comparable dans les 3 régulateurs, semblant
ainsi responsables du fonctionnement général du régulateur plutdt que de la spécificité de I'interaction
avec ’ADN.

En surface, I'environnement électrostatique proche des arginines R23 et R24 est globalement
positif chez les 3 régulateurs (Fig.83) critere favorable pour une interaction avec le squelette
phosphate (négatif) de ’ADN. La répartition des charges électrostatiques est différente sur le reste des
dimeres mais peut également jouer un réle important dans la spécificité des interactions.
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A. Structure du domaine Nter des AbrB-like chez Bacillus subtilis
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structures modélisées d’AbrBN, AbhN et
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Depuis, il a été démontré que les parties C terminales d’AbrB, Abh et SpoVT ne semblent pas
jouer de role dans I'activité régulatrice de ces protéines (Yao et al. 2005). En effet, le domaine N-
terminal d’AbrB chimériquement lié a n’importe lequel des 3 domaines C-terminal d’AbrB, Abh ou
SpoVT induisait de la méme maniére un promoteur sensible a la fixation d’AbrB, ils avaient également
vérifié en controle que le domaine N-terminal seul ne produisait pas cet effet, prouvant de par le fait
gue c’était la tétramérisation qui était primordiale, plus que la nature de la partie C-terminale, a
I'activité régulatrice de la protéine. Leurs travaux ont également conclut a I'état tétramére des 3
régulateurs in vivo.

SpoVT et AbrB partagent 65% A Domaine N-terminal Domaine C-terminal
d’identité de séquence dans leur domaine — T~

N-terminal mais présentent pourtant des - = AN ANAAND

affinités avec I’ADN tres différentes (Coles

et al. 2005): SpoVT est en effet un facteur R WA P A AN

tardif de la sporulation qui module i ' . ml

I'activité de transcription dépendante de = ’ ‘ ”l” Hl P :':I I

og a l'intérieur de la préspore. Le domaine 5 1 | \ \ ) | " ' S
n HH “ -
!u | ‘] i ;I o

Q
C-terminal de SpoVT est beaucoup plus H”H ‘H
, , . as) |
structuré et déterminant pour le
structure et fonction du domaine N- PO 1 A L e, e
. . )’ . Nombre de résidu Nombre de résidu

term!nal que celui _d Aer: Ce domame‘C Indice de shift chimique Indice d’enroulement aléatoire
terminal partagerait certaines homologies

Structure d’AbrB de B.anthracis (100% d’homologie avec AbrB de B.subtilis)

avec un domaine GAF ou PAS, et les A. La position des différents éléments structurels: domaine AbrB BRaBp en Nter-

P _ minal, 2 hélices a en Cterminal. B. Indice de shift chimique (CSI) des résidus: une
auteurs supposent ainsi que SpOVT C valeur négative indique un feuillet B et positive une hélice a. C. Indice
serait un site effecteur d’une petite d’enroulement aléatoire (RCl) des résidus, indique la flexibilité de la protéine aux

; . domaines structurés déterminés par le CSI.
molécule liée aux processus de la d’aprés Olson et al 2011

sporulation (Coles et al. 2005). Figure 84

[72]

Le domaine C-terminal d’AbrB est bien plus court que celui de SpoVT, et moins structuré, mais
possede néanmoins deux hélices a récemment observées par RMN chez la protéine AbrB de Bacillus
anthracis qui présente 100% d’homologie sur les 62 premiers résidus de la zone N-ter et 80%
d’homologie sur la séquence complete avec AbrB de B.subtilis (voir Fig 84, Olson et al. 2011). Les
auteurs que ces 2 hélices permettent de favoriser la structure tétramérique, et simultanément, le
relativement haut niveau d’enroulement aléatoire mesuré sur la partie C-terminale (particulierement
entre les 2 hélices a) serait, lui, caractéristique de la flexibilité potentielle de cette zone qui permettrait
a la protéine de changer de conformation a I’'approche de I’ADN cible afin de mieux le reconnaitre.
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2-1-4- Interaction d’AbrB avec ’ADN

Dans leurs travaux récents, I'équipe de
Cavanagh a commencé I'analyse la structure des
tétrameres « AbrB-like ». Pour cela ils ont inclus Vue de coté
la cystéine et Il'acide aminé suivant (une
glutamine pour AbrB) dans leur étude. La
protéine peut ainsi tétramériser par liaison
disulfure. La structure RMN de ce tétrameére ne
montrant pas de différence fondamentale avec
la structure des dimeéres, ils ont décidé de
modéliser la cristallisation du régulateur en
présence de I’ADN cible.

Vue de dessus

Interaction entre domaine AbrB et ADN
Les tétraméres manquent la fin de leur domaine Cterminal mais comporte
nénanmoins la cystéine permettant de tétramériser (spheres jaune). Rouge
et bleus représentent les 2 monomere imbriqués en un dimere, le pont
cystéine relie 2 dimeres.
D’apreés Sullivan et al 2008

Figure 85
Jusqu’a aujourd’hui il a été totalement

impossible  d’identifier une séquence d’acides
nucléiques d’interaction préférentielle d’AbrB avec ses
ADN cibles. Quelques travaux ont bien tenté de
proposer des séquences, mais aucune équipe n’a pu
------------- : trouver un consensus car la plupart des motifs
proposés suite a des expériences in vitro n’ont pas pu
étre confirmés in vivo. Un motif tres faible TGGNA-Ns-
TGGNA a cependant été proposé (Sullivan et al. 2008).
Aujourd’hui, la majorité de la communauté
scientifique s’accorde a penser que les régulateurs de
ADN la famille AbrB préféreraient en fait interagir avec des
conformations tridimensionnelles spécifiques de
I’'hélice d’ADN comme des structures en épingle a
cheveux (« hairpins », Phillips et Strauch 2002, Bobay
et al. 2004, Bobay et al. 2006, Chumsakul et al. 2011).
Structures gu’ils reconnaitraient et renforceraient en
partie, voir Fig 86 pour un modele des interaction
possibles entre un tétrameére et ’ADN

40-50pb

ADN

3 possibilités d’interaction entre tétraméres AbrB et ADN
Linteraction entre domaines Nter est assurée par interactions entre feuillets
B du domaine AbrB. Les liaisons entre domaines Cter sont assurées par un
pont disulfure entre les cystéines (1 cystéine par monomere). AbrB reconnait
une structure tridimensionnelle de 'ADN

D’aprés Sullivan et al 2008

._ ..................................................................... _.
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Figure 87
L’équipe de Cavanagh et al. a modélisé

I'interaction entre la zone N-terminale d’AbrB A

et un fragment d’ADN connu pour étre une

cible d’interaction privilégiée avec AbrB (un LP1 i B

fragment de son propre promoteur). D’apres C‘;.s j‘/
cette modélisation, les protéines a domaine g t' ¥
AbrB changent légérement de conformation 45° A :1\ Wi\ 4
lorsqu’ils se rapprochent de la séquence 7, \ S Y
d’ADN : la flexibilité des loops 1, 2 et 3 permet /\f L\\ '>

de favoriser les interactions entre les acides

aminés et les bases nucléotidiques. La figure LP2

87 montre particulierement que les LP1

changements conformationnels les plus

importants lors de la fixation a [I’ADN

concernent les loops 1 et 2 ainsi que Phélice a , ., chanfemertsconformationnel it en tersction v AN,
(SuIIivan et al. 2008)_ I'ADN (en bleu). Un seul monomeére est montré par soucis de clarté B. Un dimére

AbrB (Partie Nter). Sont représentée les parties qui varient beaucoup lors de
I'interaction avec ’'ADN (en rouge) ou peu (en blanc).
Sullivan et al. 2008

Les travaux de Chumsakul et al. 2011 décrivent comme probable, mais de réle non-capital, la
formation d’hétérodiméres AbrB-Abh. Ces hétéro-multimeéres pourraient ainsi moduler I'effet
transcriptionnel d’AbrB sur ses genes cibles.

Autres représentants de la famille AbrB
Généralités

La compréhension des réles et activités des domaines « AbrB-like » dans divers organismes est
importante. En effet, lorsqu’on cherche a caractériser un des membres hypothétiques de superfamilles
aussi vastes, s’intéresser aux réles des autres membres de la famille permet souvent d’orienter les
recherches. On remarquera cependant que cette vérité a ses limites, comme par exemple dans le cas de
LexA dont I’homologue cyanobactérien présente de trés claires différences de réle et de
fonctionnement.

En 2005, pres de 724 séquences d’acides aminés qui présentent des ressemblances avec AbrB ont
été identifiées dans 580 protéines uniques (certaines protéines présentant 2 domaines dans une méme
séquence : les MraZ N-ter et C-ter que I’on voit distinctement sur la figure 88). Ces homologues d’AbrB
identifiés par bioinformatique forment ainsi 8 groupes distincts, dont un concerne des protéines
d’archées et un autre, qui nous intéresse tout particulierement et qui est le moins détaillé et exploré a
ce jour, traite des protéines AbrB-like de cyanobactéries (Coles et al. 2005).

Les 580 protéines répertoriées dans cette étude présentent leur domaine AbrB en N-terminal, a
I'exception des MraZ, et de quelques autres, qui présentent 2 domaines sur une seule séquence
peptidique, séparés par une hairpine d’hélices o (voir Fig 82). Les MraZ seraient ainsi le fruit d’une
fusion de 2 génes AbrB-like (groupes 4 et 5, voir plus loin).

Par ailleurs, plusieurs de ces groupes concernent des systemes toxine/antitoxine ou de
maintenance de plasmides qui semblent ainsi suffisamment fréquents pour ne pas les exclure des
modes de fonctionnement probables des AbrB-like cyanobactériens (la question sera effectivement
traitées plus loin).
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Les 8 groupes de la famille des « AbrB-like »

archaeal /
PhoU

& N1a
cyanoTF

Les 8 groupes de protéines de la superfamille d’AbrB
Figure 88 D’aprés Coles et al 2005

Le groupe principal (n°1l) concerne AbrB et ses plus proches homologues (comme Abh), un
deuxiéme sous-cluster de ce méme groupe comporte les homologues de SpoVT (qui possedent un
domaine C-terminal plus structuré qu’AbrB). Ce groupe principal est assez diffus car les organismes
représentés s’étalent des bactéries aux archées. Un troisieme sous-cluster est également identifiable
dans ce groupe : les homologues de PrlF (protéobactéries). PrIF améliore I’activité de la protéase Lon,
et est également un suppresseur des mutants thermosensibles de la protéase HtrA. Dans de nombreux
génome PrlF est aussi couplée traductionnellement a un homologue de YhaV de E.coli qui montre de
significatives homologies avec un systéme toxine/antitoxine qui pourrait étre impliqué dans la
régulation de la traduction. Les systémes toxine/antitoxine sont souvent impliqués dans les processus
de maintien des plasmides ou de mort cellulaire programmée des procaryotes : les antitoxines
(instables) servent de régulateurs transcriptionnels d’opérons et inhibent simultanément les toxines
(stables) par la formation d’'un complexe. Lorsque I'antitoxine se dégrade et n’est pas remplacée, la
toxine accomplit son réle et tue généralement la cellule, créant ainsi souvent des mécanismes de
dépendance génique aux clusters toxine/antitoxine. Dans le cas de ce groupe, la toxine ressemblerait a
RelE, un bactériostatique, qui agit comme un inhibiteur global de la traduction lorsque la cellule est en
stress nutritif, le but étant de diminuer la mortalité cellulaire en diminuant les besoins nutritifs de la
cellule (Bogild et al. 2012).

._ ..................................................................... _.
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Mécanisme d’addiction toxine/antitoxine :

Généralement, les deux genes sont co-transcrits en opéron. La toxine stable est inhibée par une antitoxine
(antidote) instable. Ce systeme, souvent porté par des plasmides, leur permet de se maintenir dans les
cellules et d’étre transmis aux cellules filles efficacement.

Le complexe toxine/antitoxine réprime les génes codants ces deux éléments. Lorsque I'antidote (instable)
est dégradé par les protéases, le complexe toxine/antidote est détruit et la toxine (stable) va endommager la
cellule parfois jusqu’a la mort cellulaire. Ce faisant, la répression sur I'opéron est levée et la cellule peut a
nouveau synthétiser I'antidote, mais encore une fois au prix d’'une synthése de toxine. La cellule est ainsi
forcée de maintenir le plasmide et tous les autres genes qu’il comporte. Mais le mauvais équilibre entre les
guantité de toxine et d’antidote, combiné aux différences de stabilité des deux protéines conduit a la mort
programmée de I'organisme.

La transmission des plasmides aux cellules filles est assurée par la division cellulaire : les cellules filles
héritent obligatoirement des toxines du cytoplasme de la cellule mére, et si elles n'ont pas pu intégrer le
plasmide permettant la synthése de I'antidote, elles seront rapidement tuées.

Figure 89

Le groupe n°2 comporte également plusieurs facteurs de transcription
impliqués dans le maintien de plasmides de virulence par des procédés
d’addiction (toxine/antitoxine). Dans ce groupe on retrouve VapB de
Dichelobacter nodosus, MvpT de Shigella flexneri, VppA d’Actinobacillus
actinomycetemcomitans et VagC des Salmonella (sous-cluster distinct du
groupe). Les toxines impliquées dans cette famille sont toutes liées au
domaine N terminal de PilT (PIN). Par exemple, dans le cas de VapB, VapB est
un inhibiteur transcriptionnel contenant un domaine de fixation a ’ADN similaire a Abrb et VapC est la
toxine correspondante : une ribonucléase a domaine PIN. Lorsque VapB se détériore, la ribonucléase
VapC est libre d’exercer son activité toxique dans la cellule.

Domaine PIN

Le groupe n°3 contient également des facteurs toxine/antitoxine, mais les toxines ne font pas
partie des 2 précédents groupes RelE et PIN. Le complexe MazE/MazF est représentatif de ce groupe.
MazE est I'antitoxine de MazF, et ce dernier possede une forte activité endonucléase clivant TARNm au
niveau de sites spécifiques (Kamada et al. 2003 voir mécanisme Fig 90). Quelques membres de ce
groupes ont toutefois des toxines légerement différentes.
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Mécanisme de I'addiction toxine/antitoxine de MazE/MazF

Domaine AbrB de MazF contient le domaine AbrB qui se fixe a 'ADN lorsque I'antidote
fixation a ’'ADN MazE est présent. Si MazE est dégradée, MazF va pouvoir exercer son
effet toxique sur la cellule.
. D’aprés Kamada et al 2004
Figure 90 : o L
._ ..................................................................... _.
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Comme évoqué plus haut, les groupes n°4 et 5 constituent les 2 groupes exhibant les 2 domaines
AbrB-like de MraZ. Cette classe de protéine, largement étudiée chez E.coli mais également trés
répandue parmi les autres bactéries, est le premier géne du cluster génomique impliqué dans la
division cellulaire et les parois cellulaires (constitué de 16 génes chez E.coli). La fonction de MraZ est
encore inconnue. L'étude de Coles et al. 2005 suggére que cette protéine jouerait le réle de régulateur
transcriptionnel du cluster, mais personne a ce jour n’a pu confirmer cette hypothése. MraZ constitue
en tout cas un cas particulier parmi les prés Bobay et al 20( prés
protéines AbrB-like car les 2 sous-unités TEEN
normalement  nécessaires pour le bon ,
repliement du dimere sont ici fusionnées enune _, /
seule chaine peptidique. Les 2 diméres sont |
séparés par une séquence plutot longue faisant
la jonction et constituée d’une hairpine S
d’hélices a (premiérement cristallisée depuis Chez Bobaysgtuglu(lgegﬁgaep)rgséidneeu)':nég%ng?:gs?Aabr}thsgg{“raei;ree'sssgrg(réBs'en marron

. clair et foncé. Chez Coles et al. 2005, ils sont en vert foncé et vert clair. La fleche
Mycop/asma pneumoniae, Chen et al. 2004) bleue indique la hairpine d’hélice alpha reliant les 2 domaines AbrB du peptide.

Figure 91

Les protéines du groupe n°6 sont quasi exclusivement issues de protéobactéries (Une protéine
d’Enterococcus faecalis faisant exception) et sont nommées en référence a YjiW de E.coli. Une grande
partie de ces protéines apparaissent dans un arrangement génique conservé évoquant une structure
prophage ou d’élément mobile (il contient des recombinases et intégrases). Dans certains cas comme
chez Erwinia carotovora, on note que la protéine AbrB-like est précédée d’une autre protéine a 2
domaines AbrB-like séparés par une structure en épingle a cheveux (comme MraZ) mais présentant
également une disparition du deuxiéme feuillet B de la deuxieme copie. Il s’agit du seul groupe qui
combine des protéines homodimériques et monomériques simple-chaine d’AbrB-like.

Le groupe n°7 concerne exclusivement des protéines d’archées qui possedent toutes un domaine
AbrB like en N-terminal, suivi d’'un domaine central d’activité inconnue puis de deux éléments PhoU en
C-terminal. PhoU, initialement décrit dans les protéobactéries ou il se trouve également dans les
opérons liés aux systemes de transport spécifique du phosphate, aurait, chez les archées, fusionné
avec un domaine AbrB-like afin de réguler transcriptionnellement cette fonction en raison de I'absence
des 2 génes PhoRB qui assurent cette fonction.

o
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%) 5
=l Le redgulateur Sso7c4 de I'archaea Sulfolobus solfataricus
] A A. Le domaine AbrB de Sso7c4. Les deux monomeres sont représentés de deux couleurs
différentes (vert et bleu). B. Le site putatif de fixation a TADN de Sso7c4. UADN et la protéine

sont complémentaire en charge et en topologie. C. Autre vue de B. D. La modélisation indique
que la meilleure conformation de Sso7c4 pour fixer ’ADN implique un ADN courbé.

D’aprés Hsu et al 2011
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Par ailleurs, il a récemment été découvert chez les archées une nouvelle classe de protéines
portant un domaine AbrB. Sso7c4 n’a pas de fonction biologique connue ni de consensus de
reconnaissance déterminé, mais le fait qu’il courbe I’ADN dans leurs modélisations laisse penser les
auteurs qu’il pourrait s’agir d’une protéine de chromatine (voir Fig 92. Hsu et al. 2011).

Le dernier groupe (n°8) concerne exclusivement des protéines de cyanobactéries. En 2005, la
totalité d’entre elles étaient annotées hypothétiques et I'équipe de Coles et al. les décrivaient comme
« liées aux sous-unités du cytochrome C et a la riboflavine synthase », sans réellement savoir pourquoi.
Parmi toutes les protéines identifiées par bioinformatique, 5 séquences de Synechocystis présentent
des domaines similaire a AbrB : s/l0822, slr0724, ssl1300, ssr2922 et ssr7040 (la derniére étant portée
par un plasmide). Toutefois il est mentionné dans I'article que d’avantage d’homologues pourraient
étre trouvés en prenant comme point de départ une autre référence que la séquence d’AbrB de
Bacillus subtilis, et effectivement il s’avére que Synechocystis posséde bien au moins un sixieme gene
codant pour une protéine similaire a AbrB: s/l0359, qui n’a pas été dégagée par leur programme, c’est
d’ailleurs étonnant car c’est bien s/l0359 et s/l0822 qui présentent le plus d’homologie avec une
structure AbrB-like et entre eux (détaillé dans le paragraphe suivant).

On retiendra que la protéine AbrB est en fait caractérisée par son mécanisme d’interaction trés
particulier avec ’'ADN (son domaine de fixation reconnait généralement des structures secondaires de
I’ADN plut6ét que des consensus nucléotidiques), ainsi que par son role physiologique particulier (lors
de I'état de transition ou lorsque I'environnement varie brusquement). Le régulateur AbrB de Bacillus
subtilis est au centre de mécanismes tres complexes de régulation, il réprime notamment le
phénoméne de sporulation qui se déroule lors de I'état de transition : quand les cellules passent d’une
phase ou les nutriments abondent vers une phase ou ils viennent a manquer, le régulateur AbrB cesse
de réprimer les génes de la sporulation et d’autres métabolismes importants, pour permettre a la
cellule de s’adapter. Par bioinformatique, le domaine de fixation a ’ADN AbrB permet de dessiner une
superfamille de protéines possédant une structure similaire chez de nombreuses bactéries.

Par ailleurs, certains régulateurs AbrB fonctionnent dans des systémes toxine/antitoxine et
assurent le maintien de plasmides dans les organismes (la protéine contenant le domaine AbrB étant
généralement la toxine comme c’est le cas pour MazE), et d’autres sont de simples régulateurs qui
interviennent dans des mécanismes tres régulés et encore peu compris de la cellule.

Si on admet I'existence d’un lien structure-fonction chez les protéines de la superfamille AbrB -
notamment entre la facon dont les régulateurs reconnaissent I’ADN, la maniere dont ils détectent les
variations environnementales, et la fonction des génes régulés - alors on peut extrapoler et s’attendre
a ce que des régulateurs de la méme superfamille qu’AbrB régulent plutot des génes impliqués dans
I’adaptation rapide a des environnements changeants. Cette idée pourra étre pertinente a garder a
I’esprit pour I'exploration des fonctions des AbrBs cyanobactériens qui font I'objet de cette thése.

En effet, nous allons voir que le régulateur SI10822 (du groupe n°8) est notamment impliqué dans
la régulation de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803, enzyme dont la fonction
pourrait étre I'évacuation d’électrons excédentaires dans des conditions spécifiques.

2-2- CyAbrBs, des protéines de cyanobactéries possédant des domaines AbrB
Chez les cyanobactéries, plusieurs protéines contiennent des domaines AbrBs. Certaines d’entre
elles constituent un groupe de protéines spécifiques de ces organismes et unique dans le régne vivant:
les CyAbrBs.
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« AbrB-like » de cyanobactéries et CyAbrBs.

L’ analyse des 58 génomes cyanobactériens séquencés, ont mis en évidence I'existence de 2
familles de protéines spécifiques et partagées uniquement des cyanobactéries (spécifiques avec un
seuil de BLASTP e<0,01, Larsson et al. 2011). L'une de ces 2 familles concerne des régulateurs
transcriptionnels de petite taille appartenant a la superfamille des protéines possédant un domaine de
reconnaissance de I’ADN similaire a celui d’AbrB de Bacillus subtilis. Aujourd’hui les protéines de ce
groupe sont appelées « Cal » (pour : « Cyanobacterial AbrB like »), « CyAbrB » ou encore « AbrB » selon
les auteurs. lIs sont tous trouvés spécifiqguement chez les cyanobactéries.

Il est important de noter qu’en fait, chez les cyanobactéries, on trouve plusieurs groupes de
protéines présentant un domaine AbrB reconnaissant 'ADN mais que tous ces groupes ne sont pas
aussi particulier que celui décrit par Larsson et al. 2011.

C’est I'équipe d’Ishii et Hihara 2008 qui a remarqué que ces protéines désormais d’appelées
« CyAbrBs », présentent une particularité structurelle assez surprenante en comparaison des AbrBs
connus par ailleurs. Effectivement, dans ces régulateurs, le domaine AbrB est situé a la fin du C-
terminal, et non en N-terminal comme c’est le cas pour les 7 groupes d’AbrB évoqués au paragraphe 2-
1-5 de ce chapitre. La position du site de fixation a I’ADN contenant les feuillets B se retrouve ainsi a la
fin de la chaine polypeptidique. Les causes et conséquences du déplacement du domaine de
reconnaissance de I’ADN sont encore inconnues, mais on peut imaginer aisément que cela n’a pas un
effet neutre sur le mécanisme de fonctionnement de ces régulateurs. C’'est cette position atypique du
domaine AbrB qui constitue la particularité de ce groupe des CyAbrBs.

Ainsi, on fera dés a présent clairement la distinction entre les « CyAbrBs » qui forment ce groupe
de régulateurs spécifique des cyanobactéries, objet de cette thése, avec le domaine AbrB en C-
terminal ; et les « simples » protéines « AbrB-like », qui constituent I'ensemble des autres protéines
des cyanobactéries qui ont un domaine AbrB en N-terminal, comme le AbrB « originel ». A titre
indicatif, chez Synechocystis sp. PCC6803, il y a deux CyAbrBs codés par le chromosome (s//0359 et
sll0822) et 4 autres protéines présentant un domaine AbrB-like en N-terminal, dont une est portée par
un plasmide (s/r0724, ssl1300, ssr7040 et ssl2922) (Ishii et Hihara 2008, Larsson et al. 2011).

Un article récent a étudié plusieurs systemes de toxine/antitoxine de Synechocystis. Le cluster
ssr7040/slr7041, situé sur le plasmide pSYSA, y joue un réle de toxine/antitoxine avec Ssr7040 dans le
role de I'antitoxine se fixant a ’ADN (Kaupfmann et Hess 2013), ils évoquent également une autre
protéine du méme plasmide qui porterait un domaine AbrB : Ssr7048.

Concernant maintenant les CyAbrBs, relativement peu de travaux a ce jour ont été menés sur ces
protéines cyanobactériennes. On peut cependant trouver quelques informations, réparties dans 8
articles qui sont tous postérieurs a 2008 et dont 3 sont sortis apres le début de mes travaux :

Oliveira et al. 2008 An AbrB-Like protein regulates the expression of the bidirectional
hydrogenase in Synechocystis sp. strain PCC 6803.

Shalev-Malul et al. 2008 An AbrB-like protein might be involved in the regulation of
cylindrospermopsin production by Aphanizomenon ovalisporum.

Ishii et al. 2008 An AbrB-like transcriptional regulator, SI10822, is essential for the
activation of nitrogen-requlated genes in Synechocystis sp. PCC
6803.

Liemann-Hurwitz et al. 2009 A cyanobacterial AbrB-like  protein  affects  the  apparent
photosynthetic affinity for CO, by modulating low-CO,-induced gene
expression.
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Agervald et al. 2009 CalA, a cyanobacterial AbrB protein, interacts with the upstream
region of hypC and acts as a repressor of its transcription in the
cyanobacterium Nostoc sp. Strain PCC7120

Parus apreés le début de ma thése en 2009:

Agervald et al. 2010 The CyAbrB transcription factor CalA regulates the iron superoxide
dismutase in Nostoc sp. strain PCC 7120.

He et Xu 2010 CalA, a cyAbrB protein, binds to the upstream region of ftsZ and is
down-regulated in heterocysts in Anabaena sp. PCC 7120

Yamauchi et al. 2011 Physiological roles of the cyAbrB transcriptional regulator pair

S110822 and S110359 in Synechocystis sp. strain PCC 6803.

Remarque : un autre article, plus ancien, traitait également de la découverte d’'une protéine
interagissant en amont de la RuBisCO, mais a I'époque il n’était pas fait mention du caractere
« CyAbrB » de la protéine découverte (la simple identification étant le seul objet de I'article) :

Onizuka et al. 2002 CO, response element and corresponding trans-acting factor of the
promoter for Ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase
genes in Synechococcus sp. PCC7002 found by an improved
electrophoretic mobility shift assay.

Particularités des CyAbrBs.
Ce paragraphe établit un résumé des connaissances contenues dans les 8 articles précédents.
Structure des CyAbrBs.

Comme évoqué un peu plus haut, toutes les cyanobactéries dont le génome est séquencé
présentent des CyAbrBs. Plus précisément, en 2008, Ishii et Hihara ont rapporté que, souvent, les
cyanobactéries en possédaient au moins deux, et que dans ce cas les deux régulateurs paralogues
constituaient deux branches phylogénétiques distinctes mais néanmoins proches (plus de 50%
d’homologie entre les 2 branches). Ces deux branches, qu’ils ont baptisées A et B, décrites dans leurs
travaux sont rebaptisées « AbrB1 » et « AbrB2 » dans ma these (voir Fig 93).

Les japonais précisaient en 2008 qu’on pouvait aussi trouver quelques autres cyanobactéries
avec plus de deux CyAbrBs (Ishii et Hihara 2008). Sur les 32 especes au génome connu a I'époque, 23
espéces présentaient les 2 régulateurs AbrB1 et AbrB2, 6 especes en présentaient 3, Synechococcus sp.
CC9902 4 genes, Synechococcus sp CC9605 5 et finalement Acaryochloris marina (qui posséde un trés
grand génome et de nombreux plasmides) présente en tout 14 protéines CyAbrBs, deux dans la
branche AbrB1, une dans la branche AbrB2, et 11 autres qui forment un troisieme groupe distinct mais
phylogénétiquement plus proche d’AbrB2 que d’AbrB1 (voir Fig 93).

Ainsi, comme évoqué dans le précédent paragraphe, Synechocystis sp. PCC6803 fait partie du
groupe ne possédant que deux CyAbrBs : SII0359 (AbrB1) et SIl0822 (AbrB2). On note aussi que les
deux cyanobactéries Gloeobacter violaceus PCC7421 et Synechococcus elongatus PCC7942 possedent
des CyAbrBs, mais formant des petits embranchements phylogénétiques isolés des gros
regroupements. Les japonais remarquaient également que les espéces marines forment des branches
AbrB1 et AbrB2 légerement différentes de celles des non-marines, la particularité des séquences
trouvées chez les CyAbrBS des cyanobactéries marines étant la disparition d’une dizaine de résidus en
N-terminal. Aujourd’hui, davantage de génomes sont connus, une recherche d’homologie sur la base
de donnée MBGD (Microbial Genome Database) cantonnée aux seules cyanobactéries permet de
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trouver 84 CyAbrBs parmi 41 génomes séquencés. Plusieurs cyanobactéries ne comportent qu’un seul
CyAbrB (I'algorithme pouvant étre en cause). Les deux groupes AbrB1 et AbrB2 se retrouvent agrandis,
le groupe nommé par les japonais « branche marine B » est également tres étoffé, mais les 4 génes de
la « branche marine A » ne sont plus retrouvés par la base de donnée, ne laissant ainsi plus que trois
groupes majeurs et quelques satellites. La figure 97, amenée au paragraphe suivant (2-2-2-2),
montrera ces changements depuis 2008 ainsi que quelques autres informations intéressantes.

L’ensemble de ces protéines a son domaine AbrB en C-terminal plutét qu’en N-terminal,
particularité en faisant un groupe unique dans le régne vivant (Ishii et Hihara 2008, Larsson et al. 2011,
et Fig 93). Ces protéines au sein d’'une méme branche présentent souvent de fortes homologies sur
I'ensemble de leur séquence d’acides aminés, mais sans qu’aucune structure connue ne puisse se
dégager ailleurs qu’au niveau du domaine AbrB, ajoutant encore au c6té unique de cette famille.

La cystéine conservée dans le domaine C-terminal et impliquée dans la tétramérisation cruciale
pour l'activité de régulation de la protéine chez Bacillus subtilis se retrouve largement conservée dans
le domaine en N-terminal chez les CyAbrBs AbrB1 et AbrB2 (Fig 93). On remarquera les exceptions
notables des 3 CyAbrBs de Gloeobacter violaceus qui n’ont pas de cystéine et qui forment déja un
groupe a part dans I'analyse phylogénétique. Les autres exceptions, visibles dans les travaux de Ishii et
Hihara 2008, sont constituées d’un des 14 CyAbrBs du groupe spécifique d’Acaryochloris marina et de
I’AbrB1 marin de Prochlorococcus marinus MED4. Ces deux derniers présentent a la fois une absence
de la cystéine mais surtout la disparition d’une grosse zone en N-terminal de la protéine en plus de
cette disparition. De maniere intéressante, une analyse d’homologie portée aujourd’hui sur les 41
cyanobactéries séquencées sur la base de données en ligne MBGD (références dans le matériel et
méthodes), on trouve 84 CyAbrBs, dont 79 possédent une cystéine conservée. MBGD ne propose
aujourd’hui plus que 13 CyAbrBs et celui qui est aujourd’hui exclu est celui qui n’avait pas de cystéine.
Par contre un autre CyAbrB sans cystéine est référencé parmi les nouveaux génomes : Synechococcus
sp. (JA-2-3B’a(2-13)) posséde 2 CyAbrBs, dont un est dépourvu de cystéine et de plusieurs résidus en N-
terminal (voir Fig.supplémentaire 1 de I’article Dutheil et al. (manuscrit en préparation Partie Il).

Sa grande conservation parmi plus de 94% des CyAbrBs semble indiquer qu’elle peut
probablement jouer un réle d’importance chez les cyanobactéries. Ceci fait I'objet de la deuxiéme
partie de mes travaux de these, relatés dans un prochain chapitre.

Bien qu’aucune structure de CyAbrB ne soit
connue a ce jour, Agervald et al. 2009 ont comparé par
des méthodes de modélisation informatique les
structures des AbrB de Bacillus subtilis et d’AbrB1 de
Nostoc sp. PCC7120. lls proposerent que les résidus
arginines (Arg8, Argl5, Arg23 et Arg24), cruciaux pour
I'interaction d’AbrB avec I’ADN, sont remplacés chez
Nostoc par les résidus [Arg7, GIn15, Thr23 et Lys24] (voir
Fig.94 & 95. pour position des résidus, Agervald et al.
2009).

NB : la numérotation 7, 15, 23 et 24 employée
pour les CyAbrBs ici est abusive et renvoit au
positions équivalentes de I'’AbrB de B.subtilis :
Chez Alr0946 de Nostoc sp. PCC7120, les résidus
Arg7, GIn15, Thr23 et Lys24 sont respectivement
Arg79, GIn86, Thr95 et Lys96, mais chez SI10822
de Synechocystis sp. PCC6803 les positions
équivalentes sont: Arg81, GIn88, Thr97 et Lys98,
en raison des variations du nombre d’acides
aminés pas forcément significatives en amont du
domaine AbrB. Pour plus de lisibilité on tiendra
plutdét compte des positions relativement aux
éléments du domaine d’AbrB de Bacillus subtilis.
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A. g1 B2 «a B3 B4 Figure 94

10 20 30 40 50 60 o
el FPertd W] B DT (ST rritesl el [MECe el [Pty ESs et Iesta | Modélisation 3D de Alr0946 (AbrB1)
Alr0946 --GREPTYRV SVHONGOIVI GATYTRAM----- GLKP GDEFEIRL G--=~--====-- Y 40 de Nostoc sp. PCC 7120
AbrB MFMKSTGIVR KVDELGRVVI PIELRRTL----- GIAE KDALEIYV D-DE--KIILKKY 50
A: Eléments importants du fonctionnement d’AbrB de
B. AbrB Alr0946 B.subtilis, et leurs équivalents supposés chez Nostoc: la
i i i numérotation proposée est celle d'AbrB de B.subtilis, les
(Bacﬂlgzgubt/hs) (Nostoc sp. strain PCC 7120) arginines R8, R15, R23 & R24 et leur équivalents supposés
- R sont en rose; les motifs “charniere-tour” qui assurent la
charniere- tour charnlere -tour charniere-tour  Gin15 charnlere-tour flexibilité de la fixation a FADN sont en jaune. Modélisation
l ( f informatique a partir de la structure d’AbrB de B.subtilis.

7 Thr23Lys24
i{ B: Modéles des structures 3D des domaines AbrB. Dimére

/ d'AbrB de B.subtilis a gauche et d’AbrB1 de Nostoc a droite.

C: charges de surfaces des deux diméres (modélisation)
rouge: charge négative et bleu: charge positive. Le dimére
AbrB1l est trés positivement chargé, caractéristique
favorable a I'interaction avec 'ADN.

D’aprés Agervald et al 2009

Dessus Dessus

Une analyse plus approfondie sur les résidus réellement conservés chez tous les CyAbrBs apporte
toutefois des informations complémentaires a la comparaison avec la seule séquence de Alr0946. La
Fig.95 montre la superposition de quelques domaines AbrB de CyAbrBs représentatifs des 84 CyAbrBs

connus.
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(u] Proposition de substituts (R7, Q15, T23 et K24) pour Alr0946 de Nostoc aux résidus importants
(R8, R15, R23 & R24) d'AbrB de B.subtilis (Agervald et al 2009)
Eléments réellement conservés dans les CyAbrBs a proximité des R8, R15, R23 & R24
Résidus conservés pouvant former une charniére-tour
Zoom sur les résidus du domaine AbrB des CyAbrBs
La numérotation des résidus se fait par rapport aux équivalences avec AbrB de B.subtilis. Les résidus fortements conservés sont
surlignés de noir (trés conservés) ou de gris (moins conservés). Les carrés rouges représentent les éléments proposés par
Agervald et al 2009 comme potentiels substitus des résidus capitaux d’AbrB de B.subtilis. En rose sont les résidus trés conserveé a
proximité. En jaune sont les résidus impliqués dans le motif de “charniére-tour”.
. D’apreés Ishii et Hihara 2008, Agervald et al 2009
Figure 95
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Cette analyse montre que la Lys24 proposée par Agervald et al. 2009 n’est pas aussi conservée
qgue Thr23, mais par contre le résidu Tyr22 est tres conservé. La paire R23-R24 chez AbrB serait donc
plus vraisemblablement Y22-T23 chez les CyAbrBs (AbrB1 et AbrB2 de Synechocystis compris) et pas
T23-K24. Y et T sont deux acides aminés portant un groupement hydroxyl, et sont tres légerement
polaires. lls sont de moins bons candidats pour une interaction avec I’ADN qu’une arginine chargée
positivement comme chez AbrB, mais la conservation trés forte de cette paire de résidus souligne leur
importance.

L’équivalent du résidu R8 d’AbrB semble aussi trés conservé chez les cyanobactéries, mais en
position équivalente R7, on note que ce résidu est souvent une Lysine chez Acaryochlorys marina.

Pour I'équivalent de R15 de B.subtilis, Agervald et al. proposaient Q15, cependant la
superposition (Fig 95) montre que le résidu le plus conservé chez les CyAbrBs en position 15 est un N et
pas un Q: I'asparagine N15 est tres conservée chez tous les CyAbrBs, sauf chez les AbrB1 ol c’est
effectivement une glutamine Q15 (Alr0946 est un AbrB1). On remarquera néanmoins que glutamine et
asparagine sont deux acides aminés trés proches, polaires et non chargés, le fait qu’AbrB1 et AbrB2
different a cet endroit important est intéressant, cela traduit probablement des subtilités de
fonctionnement entre les deux protéines. A proximité de N15, les résidus N13 et G14 sont eux aussi
trés conservés, et méme ubiquitaires chez tous les CyAbrBs. La glycine n’ayant pas de groupement
fonctionnel (le groupe substitutif est H) ce résidu tres conservé permet peut-étre au N15 d’interagir
plus librement avec ’ADN (moins d’encombrement stérique ?) voir Fig 95.

On notera également la grande conservation des résidus formant les régions dites « charniére-
tour » qui permettent la flexibilité de la structure reconnaissant I’ADN, ces résidus, également
hautement conservés chez les CyAbrBs, sont surlignés de jaune dans la figure 95.

Région génomique des génes abrB1 et abrB2
Chez Synechocystis sp. PCC6803, AbrB1 (128 acides aminés) est codée par le géne s//0359 (387
pb) et AbrB2 (129 AA) est codée par le géne s/l0822 (390 pb). Les deux protéines partagent 52%
d’homologie sur I'ensemble de leur séquence, pas seulement sur les domaines AbrB en C-terminal.

Branche A “AbrB1” Branche B “AbrB2”

Synechocystis sp. PC6803
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Cartes géniques autour du cluster de abrB1 chez plusieurs cyanobactéries
Les fleches noires représentent les homologues du gene abrB1 chez les différents
organismes. Les fleches grises représentent la protéase s/l0360 et ses homologues.
Les autres fleches colorées (rouges ou oranges) représentent des genes conservés
chez les différents organismes. ) ) )

D’aprés Oliveira et Lindbla
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Cartes géniques autour du cluster de abrB2 chez plusieurs cyanobactéries
Les fleches noires représentent les homologues du gene abrB2 chez les différents
organismes. Les fleches grises représentent un autre régulateur transcriptionnel
conservé en opposition d'abrB2. Les autres fleches colorées (vertes, bleues ou
jaunes) représentent des génes conservés chez les différents organismes.

Figure 96
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En aval d’abrB1 se trouve un géne conservé chez de nombreuses cyanobactéries (Oliveira et
Lindblad 2008) a I'exception de Trichodesmium erythraeum (Agervald et al. 2009). Les 2 génes sont
cotranscrits sur un méme ARN et il a été proposé que le deuxieme géne serait responsable du contréle
de la quantité d’AbrB1 dans la cellule car il code probablement pour une protéase, mais il n’y a pas plus
d’éléments pour étayer cette idée.

Par ailleurs, chez Synechocystis et chez certaines cyanobactéries, abrB2 partage sa zone
promotrice avec un autre gene en opposition (Fig 96) qui code pour un régulateur ayant de
nombreuses homologies avec le géne cymR des Bacillus. Le role de cet autre régulateur n’est pas
encore publié mais des études récentes montrent qu’il régule I’expression de certaines sous-unités du
photosystéme | psaA et psaB (Midorikawa et al. 2009) et de nombreux autres génes (données non
publiées du laboratoire).

Aujourd’hui le nombre conséquent de génomes cyanobactériens séquencés permet de constater
que, sur ces 41 cyanobactéries, ces deux organisations géniques d’AbrB1 et/ou AbrB2 sont trés
fréquentes, 14 AbrB2 sur 17 sont en opposition avec un gene « cymR-like », et 12 AbrB1 sur 21 sont en
synthénie avec un géne homologue a s/l0360» (Voir Fig 96). Cette conservation tres forte des clusters
géniques permet d’imaginer un réle important de ces deux autres genes, bien qu’il soit encore difficile
de déterminer lequel. Cette analyse permet aussi de constater que lorsque AbrB2 est présent, AbrB1
I’est aussi (1 exception sur 17 souches : Cyanothece PCC7425 n’ayant pas d’AbrB1) (Fig 97).

Autre information particulierement intéressante : lorsque une cyanobactérie possede une
hydrogénase bidirectionnelle Hox, elle posséde toujours un géne AbrB2 et presque toujours AbrB1
(Cyanothece PCC7425 étant I'exception), Synechocystis sp. PCC6803 fait partie de ces organismes. Par
contre, posséder AbrB2 et/ou AbrB1 n’implique pas toujours posséder I’'hydrogénase bidirectionnelle
(Fig 97)

Régulation de genes par les CyAbrBs
La plupart des articles traitant des CyAbrBs décrivent seulement des fixations des protéines
AbrBl ou AbrB2 sur les promoteurs de certains genes, mais trés peu de ces études qualifient
réellement le role du régulateur vis a vis du gene cible de I'étude. Ainsi « régule » indiquera que la
protéine a été trouvée interagissant en amont des genes cibles ; « active » et « réprime » indiqueront
gue le réle est connu (respectivement positivement et négativement).

Un CyAbrB r gule I’'expression de la RuBisCO chez Synechococcus sp. PCC7002

L’article Onizuka et al. 2002 fait ainsi part qu’une protéine de 16 kDa interagit avec le promoteur
de la RuBisCO de Synechococcus sp. PCC7002. Le régulateur est décrit comme un homologue des deux
protéines SII0359 et SIl0822 de Synechocystis sp. PCC6803, aujourd’hui appelées respectivement AbrB1
et AbrB2. La RuBisCO, I'enzyme la plus abondante du régne vivant, participe a I’assimilation du carbone
dans le cycle de Calvin. Chez les cyanobactéries, le taux de CO, module la quantité de RuBisCO
intracellulaire (plus de RuBisCO en basse concentration de CO, Mayo et al. 1989). Le r6le probable du
CyAbrB dans la régulation de cette enzyme tres importante n’a pas été réellement exploré dans
I'article.

AbrB1 régule HypC chez Nostoc sp. PCC7120

Par une méthode similaire, AbrB1 de Nostoc sp. PCC7120 (alr0946) a été identifiée comme
interagissant sur la région en amont du gene hypC, en le régulant négativement (Agervald et al. 2009).
Il régulerait ainsi potentiellement I'ensemble du cluster hyp qui suit hypC. Leurs travaux démontrent
également que cet AbrB1 s’auto-réprime lui-méme ainsi que le gene suivant, porté par le méme
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transcrit. L'interaction entre AbrB1 et les promoteurs a été vérifiée in vitro avec une protéine taguée 6-
His en N-terminal recombinante, et le role de répresseur a pu étre validé grace a un systéeme de
surexpression controlée par induction avec NO5” de la protéine AbrB1 et qui a permis de constater un
effet répresseur sur les niveaux de transcrits ainsi que sur l'activité hydrogénase. Leur systéme
d’induction est cependant trés discutable (le nitrate ayant un effet métabolique intrinseque tres
important, I'assimilation de I'azote devient chamboulée ainsi que toutes les autres voies métaboliques
alimentées par la photosynthese) et les phénomeénes observés sont difficilement imputables au seul
effet d’AbrB1, en particulier en ce qui concerne I'activité hydrogénase. Il a été impossible de déléter
totalement le géne abrB1 de Nostoc. Ceci a été plusieurs fois confirmé chez d’autres cyanobactéries
(voir plus loin).

AbrB1 régule la superoxyde dismutase (SOD) chez Nostoc sp. PCC7120

L'année suivante, la méme équipe montre que la surproduction du régulateur par leur systéme
d’induction au NOs*, entraine un blanchiment tres marqué de la culture, ainsi qu’une diminution des
transcrits, des protéines et de I'activité de I'enzyme FeSOD, connue pour son réle dans la lutte contre
les radicaux libres intracellulaires. lls proposent qu’AbrB1 soit un répresseur de la FeSOD et valident in
vitro 'interaction entre AbrB1l et ’ADN de la région promotrice du gene codant pour la FeSOD
(Agervald et al. 2010).

AbrB1 régule la synthése de cylindrospermopsine chez Aphanizomenon ovalisporum

Chez Aphanizomenon ovalisporum, la synthése d'un métabolite secondaire la
cylindrospermopsine un alkaloide hépatotoxique inhibant la synthése de protéines chez les eucaryotes
supérieurs est sous la dépendance d'un régulateur CyAbrB. (Shalev-Malul et al. 2008). Un CyAbrB est
capable de se fixer sur la région promotrice entre les deux cluster de genes (en orientation opposée)
responsables de la synthese de la toxine (pour revue voir Méjean et Ploux 2013). La synthése de
cylindrospermopsine est encore un phénoméne mal connu, mais ne se fait que dans certaines
conditions environnementales comme la réponse aux stress nutritifs (carence en soufre ou azote), au
statut redox intracellulaire ou encore au stress lumineux. Deux sites d'initiation de la transcription ont
été trouvés devant chacun des deux genes. Les ARNm correspondants n'étant pas toujours exprimés
de maniére concomitante en fonction des conditions de culture analysées. Shalev-Malul et al. (2008)
ont également montré par MS/MS que le régulateur CyAbrB était modifié post-traductionnellement
chez Aphanizomenon ovalisporum ce qui n'est pas le cas de la protéine recombinante purifiée d'E.coli.
Il s’agit d’'une acétylation de thréonine en N-ter (T2) et d’'une méthylation au niveau de trois résidus
Lysine-Valine-Lysine également en N-ter (KVK 17-19). L'hypothése qu'ils ont retenue est que ces
modifications pourraient jouer un role dans la capacité (affinité) a se fixer sur la région promotrice, et
donc influencer I'expression de la toxine.

AbrB1 active I’hydrog nase bidirectionnelle chez Synechocystis sp. PCC6803

En 2008, Oliveira et Lindblad ont décrit pour la premiére fois qu'AbrB1 (s//0359) était un facteur
de transcription capable de se fixer in vitro sur la région promotrice de I'opéron hox qui code pour les
sous-unités de I'hydrogénase. lls le décrivent comme potentiel activateur et il leur a été impossible
d'obtenir une souche mutante de Synechocystis Asll0359 completement ségrégée ce qui indique que ce
géne est indispensable a la croissance dans les conditions standards de croissance. Cette derniere
observation a été confirmée par Ishii et Hihara (2008) et par moi-méme (résultats non publiés).
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AbrB2 r gule I'assimilation de I’azote chez Synechocystis sp. PCC6803 (tolérante au glucose)

Ishii et Hihara en 2008 ont étudié le role d’AbrB2 (s/l0822) chez une souche de Synechocystis,
tolérante au glucose (qui présente plusieurs différences physiologiques avec la « vraie » souche
sauvage de Synechocystis). Par des expériences de retard sur gel, ils montrérent qu'AbrB2 se fixe sur
son propre promoteur et ont fait I'hypothése qu'il se comporte comme un auto-régulateur.

Ils ont obtenu un mutant de Synechocystis dépourvu de sl/l0822, ce qui montre qu'AbrB2,
contrairement a AbrB1, n'est pas essentiel a la croissance de Synechocystis dans les conditions
standard. Pour mieux comprendre son role, ils ont comparé le transcriptome du mutant As/l0822 a
celui de leur souche de référence. Dans leur mutant, la quantité d'ARN de nombreux genes impliqués
dans l'assimilation de lI'azote, en particulier des transporteurs de nitrate/nitrite ou d’urée, mais
également quelques génes des sous-unités du photosystéeme |: psak, psaF varie par rapport a la
souche 'sauvage' de référence. Pour montrer qu'AbrB2 régulait directement certains de ces genes, ils
ont confirmé in vitro que la protéine AbrB2 recombinante (produite et purifiée de E.coli) se fixe sur les
régions promotrice de ces genes.

Leur mutant dépourvu d'AbrB2 est jaune comme des cultures sauvage carencé en azote
(diminution des antennes photosynthétiques pour économiser de I'azote). L'ajout de nitrate dans le
milieu de culture restaure partiellement la coloration "verte" de la culture confirmant qu'AbrB2 régule
de maniéere directe ou indirecte ce métabolisme de I'azote. lls s’étonnerent du fait qu’une bonne partie
du régulon d’AbrB2 concernait des génes régulés par NtcA, un régulateur majeur du métabolisme de
I'azote. N'ayant pas pu démontrer qu'AbrB2 ou NtcA se régulaient mutuellement, ils proposéerent
qu’AbrB2 agit en paralléle de NtcA dans la régulation du métabolisme de I'azote (Ishii et Hihara 2008).

Dans leur tableau de résultats supplémentaires, ils reportent une augmentation de I'expression
de I'ensemble de I'opéron hoxEFUYH (entre x2 et x3.5) sans toutefois faire un commentaire sur ce
point. Pourtant leurs résultats pouvaient amener a tester la régulation du promoteur de hox par AbrB2.
Finalement, ils évoquent une possible interaction entre les 2 régulateurs qui permettrait au systéme
AbrB1-AbrB2 d’exercer une régulation flexible sur les genes qu’ils régulent ensemble. Selon eux
I'existence d’un tel phénomeéne pourrait expliquer partiellement la présence des deux branches de
CyAbrBs chez toutes les cyanobactéries (on sait maintenant que toutes les cyanobactéries ne
possedent pas toujours ces 2 types de CyAbrBs, mais que lorsqu’elles en possedent un elles ont
généralement l'autre, voir Fig 97). lls rapportent toutefois qu’AbrB2 n’interagit visiblement pas avec le
promoteur d’AbrB1 et que les transcrits de ce dernier ne varient pas en conséquence de la mutation
Asll0822 (Ishii et Hihara 2008). Au laboratoire nous avons montré que I'expression d'AbrB1 était sous la
dépendance d'AbrB2 mais nous n'avons pas encore de résultats montrant que c'est une action directe
sur le promoteur (résultats non publiés).

AbrB1, AbrB2 et LexA régulent sbtA (transport de carbone)chez Synechocystis sp. PCC6803

Liemann-Hurwitz et al. en 2009 ont identifié 3 facteurs de transcription se fixant sur la région
promotrice du gene sbtA a partir d'extraits protéiques de Synechocystis : LexA (déja décrit au
paragraphe 1 de ce chapitre), ainsi que les deux CyAbrBs AbrB1l et AbrB2. Lorsque les extraits
protéiques étaient préparés a partir d’une culture poussée en carence de carbone, AbrB2
n’interagissait plus avec le promoteur de sbtA alors que la quantité d'AbrB2 ne variait pas. L'utilisation
d'un anticorps anti-AbrB2 leur a permis de monter qu'il est majoritairement sous forme de dimere
dans leurs conditions testées. Aprés avoir étudié une souche Asll0822 (fournie par Ishii et Hihara) ils
montrerent qu'AbrB2 est impliqué dans la régulation de |'expression de certains genes intervenant
dans le métabolisme du carbone. lls firent I'hypothése qu’AbrB2 est un régulateur senseur de
I'équilibre carbone/azote.
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AbrB1 active FtsZ (division cellulaire) chez Nostoc sp. PCC7120

AbrB1 de Nostoc sp. PCC7120 se lie in vivo et in vitro sur le promoteur de ftsZ un gene clé la
division cellulaire (He et Xu 2010). La quantité de transcrit d’abrB1 et de ftsz est plus importante dans
les cellules végétatives que dans les hétérocystes (cellules différenciées siege de la fixation de I'azote).
Il'y a 4 fois moins de protéine AbrB1 dans les hétérocystes que dans les cellules végétatives.

Un mutant dépourvu d'AbrB1 chez Nostoc PCC7120 n'a pas pu étre obtenu dans les conditions
standard de croissance, confirmant a nouveau qu'AbrB1 est une protéine essentielle chez les
cyanobactéries qui la possedent.

AbrB1 et AbrB2 peuvent se compl menter partiellement I'un [Iautre, interagissent
physiquement et AbrB2 régule carbone et azote chez Synechocystis sp. PCC6803.

AbrB2 et AbrB1 semblent interagir in vivo puisqu'ils copurifient I'un avec I'autre (Yamauchi et al.
2011). Ce dernier résultat confirme les résultats de double hybride levure (Satoh et al. 2007).

Par des expériences de complémentation fonctionnelle ils ont pu montrer que dans un mutant
Asll0822 la quantité de transcrit des genes urtA (import de l'urée), amtl (import d’ammonium), g/inB
(régulateur de I'azote) et sbtA (transporteur de HCO3') était restaurée (partiellement ou totalement) au
niveau sauvage apres réintroduction d’abrB2 ou d’abrB1 sauvage. Par contre la quantité d'ARN ftsZ et
ftsQ (liés a la division cellulaire) chez Asll0822, n'est restaurée au niveau sauvage qu'apres introduction
réintroduction d’abrB2 mais pas d’abrB1. Selon eux, ces résultats ajoutés au fait qu’il soit impossible
de déléter totalement abrB1 chez Synechocystis et Nostoc indiquent qu’abrB2 ne peut se substituer
totalement a abrB1, et inversement, en dépit de la grande similitude entre les deux protéines. Grace a
certains résultats complémentaires de surexpression faible (environ 190% du niveau sauvage) des deux
régulateurs qui ne semblent pas avoir d’effet physiologique important dans leur étude, ils proposent
comme « vraisemblable » que les activités des CyAbrBs soient modulées non pas au niveau
transcriptionnel ou traductionnel, mais plutot au niveau post-traductionnel, ils n’apportent toutefois
pas la moindre information quant a la modification en question. lls évoquent ensuite a nouveau
I'importance d’AbrB2.

AbrB1 et AbrB2 interragissent entre elles

Sato et al. en 2007, dans leur étude a grande échelle des interactions protéine-protéine avec le
double hybride chez la levure ont montré qu’AbrB1 interagit avec lui-méme ainsi qu’avec AbrB2, une
interaction entre AbrB1 et AbrB2 a également été relevée dans I'étude et elle a été validée en 2011 in
vivo par Yamauchi et al 2011.

De maniere moins fiable, la protéase SIr1204 interagirait avec AbrB1l (comme avec beaucoup
d’autres protéines), et AbrB2 interagirait avec la protéine inconnue SIl11511, 'homologue de KaiC slr0758
et la sous-unité ATPase SII0020 de la protéase ATP dépendante Clp. Tres peu d’informations sont
disponibles concernant ces derniers genes, et la fiabilité de l'interaction physique obtenue est moins
bonne que pour les interaction entre les CyAbrBs

De maniere bien plus intéressante, il semble aussi que SIr1896, une protéine de fonction
totalement inconnue, intéragisse physiquement avec AbrB2 au niveau de fiabilité A. Or, SIr1896 interagit
avec la méme fiabilité avec 3 autres protéines : une autre protéine hypothétique SIl1884, un régulateur
de la sous-famille NarL SI11708 (Nar : Nitrate réductase : assimilation de I'azote), et enfin la thiorédoxine
M SII1057. Les thiorédoxines servent généralement de protéines antioxydantes qui vont réduire les
autres protéines. Peut-étre que la fonction de SIr1896 est d’assurer un lien physique entre AbrB2 et cette
derniere thiorédoxine? Cette information sera réutilisée en discussion au prochain chapitre.
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AbrB1 régule I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis

En utilisant les techniques ayant servi a identifier LexA comme régulateur de Hox, Oliveira et
Lindblad ont identifié AbrB1 comme un nouveau régulateur de I’hydrogénase bidirectionnelle (Oliveira
et Lindblad 2008). Les niveaux de transcrits hoxE et abrB1 suivent les mémes profils de variations (en
conditions notamment standard, de carence azotée, d’ajout de nitrate ou d’ammonium). L’interaction
entre la protéine recombinante His-AbrB1 purifiée chez E.coli et une sonde ADN longue de 462 pb en
amont de hoxE (de -415 a +47 par rapport au start de transcription. voir Fig.98). Ills validéerent
également la fixation d’AbrB1 sur son propre promoteur (sans toutefois dire si I'effet était positif ou

négatif).
Opéron hox
| |
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Site de fixation de AbrB1
La zone intergénique comprend le géne hoxE et le géne ssr2227 sur 963pb.
La petite fleche rouge représente le site d’initiation de la transcription (consensus entre les 2
études) en position -168. Les ZJJetits cercles en amont de la fleche représentent les box-10 et -35.
Le bloc bleu représente le site de fixation d’AbrB1 identifié par I'équipe de Oliveira et Lindblad.

Figure 98

Ils essayent également de faire varier la quantité d’AbrB1 dans la cellule afin de juger du réle de
ce régulateur vis a vis de 'activité hydrogénase. La délétion compléte d’abrB1 s’avéra impossible (voir
plus haut), ils déciderent donc de surexprimer celui-ci avec un promoteur induit par le cuivre. Des
northern blots effectués sur les ARN de ces 3 souches corrélerent les niveaux de transcrits d’abrB1
avec ceux de hoxE. lls vérifierent ensuite I'effet des variations de quantités d’AbrB1 sur I'activité
hydrogénase des cellules et ils purent montrer qu’une diminution de la quantité d’AbrB1 dans la
souche déplétée se traduit par une diminution d’environ un quart de l'activité hydrogénase, alors que
I'induction d’AbrB1 par le cuivre permet d’augmenter I'activité hydrogénase de pres de 50% (toutefois
ils nindiquent pas I'activité hydrogénase d’une souche sauvage cultivée avec du cuivre). lls concluent
de ces résultats qu’AbrB1 est un activateur transcriptionnel de I'hydrogénase bidirectionnelle chez
Synechocystis.

._ ..................................................................... _.
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Bilan sur les CyAbrBs :

En conclusion, les résultats sur la caractérisation du réle de la paire de CyAbrBs sont encore peu
nombreux et les mécanismes par lesquels ces derniers régissent le métabolisme des cyanobactéries
sont encore loin d’étre élucidés. Chez Synechocystis, il semblerait qu’'abrB1 et abrB2 permettent de
moduler le métabolisme de I'azote et du carbone.

Parmi les quelques informations rassemblées, les deux régulateurs semblent avoir des cibles
différentes et des importances distinctes: abrB1 est essentiel a la croissance chez Nostoc et
Synechocystis, tandis qu’abrB2 est dispensable a la viabilité cellulaire. abrB1 régule des phénomenes
aussi variés que la synthése de toxines, la maturation de I’'hydrogénase (chez Nostoc), I'expression de
I’hydrogénase bidirectionnelle (chez Synechocystis), le transport de carbone (sbtA) et peut
complémenter une partie du phénotype AabrB2 lorsqu’on augmente son expression. abrB2 quant a lui
est impliqgué dans les métabolismes du carbone et de I'azote et éventuellement dans la division
cellulaire. De plus, I'analyse transcriptomique chez Synechocystis (souche glucose tolérante) montre
gu’abrB2 pourrait lui aussi réguler I’hydrogénase bidirectionnelle.
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3- Bilan sur la régulation de I’hydrogénase:
3-1- Les facteurs environnementaux
Le tableau ci-aprés propose un bilan des informations collectées dans différents articles sur la
transcription de I'opéron hox et des trois régulateurs abrB1, abrB2 et lexA en réponse a différentes
conditions environnementales et qui n’ont pas déja été décrites précédemment :
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Tableau des variations transcriptomiques
Code couleur : répression (rouge), induction (vert) , pas de changement
(jaune) inconnu (gris). DCMU : inhibiteur entre le PSIl et le pool de
plastoquinone ; DBMIB : inhibiteur entre le pool de plastoquinones et le
cytb6/f. Une * indique que le phénomene est réversible.

Table 12
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3-2- Les facteurs de transcription
Deux facteurs de transcription ont été décrits pour interagir avec le promoteur de hoxE chez
Synechocystis sp. PCC6803:

e LexA, qui régulerait hoxE en interagissant avec deux zones dans la région intergénique de hoxE.
Oliveira et Lindblad, 2005 ont montré que LexA interagissait avec un fragment d’ADN en amont du
TSP (-169 a -28 par rapport au TSP, soit -337 a -196 par rapport a '’ATG de hoxE) tandis que
Gutekunst et al. 2005 ont identifié deux zones d’interaction de LexA avec I’ADN trés en amont du
TSP (-569 a -690 par rapport a I’ATG de hoxE).

e AbrB1, qui interagirait dans une région pas trés bien délimitée de 450bp a cheval sur le +1 de
transcription de hoxE (Oliveira et Lindblad 2008). lls n‘ont pas cherché a déterminer plus
précisément le site de fixation. Cette zone inclue notamment de fortes structures secondaires de
I’ADN, ce qui semble en accord avec le fait que les domaines AbrBs interagiraient
préférentiellement avec des structures tridimensionnelles de I’ADN. (Oliveira et Lindblad 2009)

Les deux régulateurs sont considérés comme des activateurs transcriptionnels de I'opéron hox,
mais avec toutefois certaines précautions a prendre sur ces démonstrations.

3-3- Autres informations :

De plus, les travaux d’Ishii et Hihara en 2008 sembleraient indiquer qu’AbrB2 aurait un effet
négatif sur la transcription de I'opéron hox chez la souche Synechocystis tolérante au glucose.

Dans la région génomique autour de I'opéron hox, 3 ARN non codants, deux en amont de hoxE et
un autre en aval de hoxH ont été identifiés. Les réles de ceux-ci ne sont pas encore clairs mais il semble
gue leur quantité soit fonction de la quantité de lumiére : syrl, en aval de hoxH, est fortement induit
par un stress lumineux et moyennement par une carence en CO; alors que ncr0700, en amont de hoxE
est induit fortement par I'obscurité, légerement par la carence en CO,, et fortement réprimé par le
stress lumineux. Le troisieme petit ARN non codant en amont de hoxE n’est qu’évoqué dans ces
travaux. Un ARN antisens se trouverait quant a lui juste en amont de hoxU sans que rien ne soit connu
a son sujet (Mitschke et al. 2011).
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— | ]
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Sites de fixation des régulateurs entre hoxE et ssr2227

La zone interﬁénique comprend le gene hoxE et le gene ssr2227 sur 963pb.

La petite fleche rouge représente le site d’initiation de la transcription en position -168. Les 2 petits cercles en amont de la fleche
représentent les box-10 et -35. Le bloc bleu représente le site de fixation d’AbrB1 identifié par I'équipe de Oliveira et Lindblad en
2008. Les blocs verts représentent les sites d’interaction de LexA identifiés par Gutekunst et al en 2005 (2 sites) et Oliveira et Lind-
blad en 2005. Les blocs jaunes représentent des ARNs non-codants identifiés (Mitschke et al. 2011?, et les blocs noirs les régions
trés fortement structurées en épingle a cheveux (Oliveira et Lindblad 2009, observations personnelles). les “+” verts indiquent le
possible réle activateur des régulateurs vis a vis de I'expression de hox, les “?” indiquent que les preuves ne sont pas complétes ou
qu’aucun réle n'a été proposé.
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3-4- Conclusion

En conclusion de cet état de I'art, on retiendra que la régulation de I’hydrogénase et une
guestion dont les réponses sont toujours aussi floues que celles concernant le réle de cette méme
enzyme. Cependant les quelques bribes de connaissances sur ses régulateurs avérés et/ou potentiels
permettent déja de penser que le rble de I'hydrogénase se joue a linterface entre plusieurs
métabolismes différents. Hox est en effet régulée par des facteurs transcriptionnels liés a I’assimilation
du carbone ou de I'azote, et plusieurs ARNs non-codants dont I'abondance varie avec les conditions
environnementales (en particulier la quantité de lumiére recue par les cellules) et susceptibles
d’interagir a la fois avec I'ADN ou I’ARN transcrit pour en moduler I'expression ou la traduction.
Indépendamment de ces facteurs trans et de leurs mode d’action, Hox est elle-méme transcrite de
différentes manieres en fonction de la présence ou non d’oxygene, d’inhibiteurs de la photosynthése
ou dans d’autres conditions telles la carence en soufre.

Toutes ces différentes observations laissent penser que hox est une enzyme cyanobactérienne
qui interviendrait lors de changements subtils ou drastiques des conditions environnementales. Quoi
gu’il en soit, il s’agit d’'une métalloenzyme complexe, dont la synthese est tres couteuse en énergie
pour la cellule ('enzyme elle-méme et les machineries d’assemblage connue et potentiellement
inconnues). L'expression de Hox est extrémement contrblée et sa régulation est trées complexe.

Nul doute qu’un systéme aussi complexe doit forcément présenter une utilité et un avantage
pour les organismes qui le posseédent. Cependant les conditions ou ce caractére est avantageux n’ont
pas encore pu étre mises en évidence et les scientifiques restent encore dans le brouillard sur bien des
guestions liées a I’hydrogénase bidirectionnelle.
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ARTICLE

1- Un nouvel acteur de la régulation génique de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis

1-1- La biologie intégrative

Avant de présenter mes résultats, il me semble utile de rappeler les différents mécanismes par
lesquels sont régulés I'expression des génes, la traduction des protéines et I'activité enzymatique liée.
De méme je pense utile de rappeler les limites des techniques classiques de biologie qui permettent
rarement d’obtenir une réponse simple est précise a une question.

La figure suivante résume ces mécanismes de régulation. Le processus simple (a gauche de la

figure) :

promotion du géne - quantité d’ARN - quantité de protéine - assemblage des cofacteurs -

modification post-traductionnelles & maturation — production enzymatique — produit d’intérét,
constitue la vision la plus schématique de I'expression génique.
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Vue schématique des différentes régulations et contraintes de I'expression génétique. Un code couleur est employé pour chaque niveau ainsi que pour ses
facteurs de dépendance. Le bloc “Processus 1234567” indique que le bloc visé est lui méme soumis a son propre schéma de régulation, au moins
aussi complexe que le schéma ici représenté. Les fleches bleues indiquent les techniques classiques utilisées en biologie pour mesurer/quannﬁer les
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réfletent que la somme de toutes les opérations biologiques, jamais, ou rarement d’une seule. Interpréter un résultat implique de tenir compte de

chaque effet.

Figure 100
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La vision plus réaliste consiste a considérer que chacune de ces étape est soumise a sa propre

régulation :
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la promotion du gene est dépendante de sa force intrinseque (les box -10 et -35) mais
aussi de son réseau de régulation. Les protéines régulant cette expression sont elles-
mémes soumises a leur propres schéma de régulation, assemblage, modifications post-
traductionnelles, et activités en fonctions des conditions physiologiques (dans le cas de
I’hydrogénase, il s’agit par exemple de LexA et AbrB1, dont les propres quantités de
transcrits et de protéines sont dépendantes des conditions environnementales et qui sont
soumis a des modifications post-traductionnelles)

La quantité d’ARN est le fruit de la transcription réalisée a |'étape précédente, ainsi que
de la stabilité de ces ARNs. Cette stabilité pouvant étre modulée par des protéines
stabilisatrices ou déstabilisatrices, par des ARNs non codants, des Rnases spécifiques. Les
facteurs de (dé)stabilisation étant eux-mémes soumis a leur propres expression et aux
conditions physiologiques (dans le cas de I’hydrogénase il peut s’agir par exemple des
ARNs non codants identifiés en amont et en aval de I'opéron, et dont les quantités
dépendent des conditions physiologiques).

La quantité de protéine dépend bien évidemment de la quantité d’ARNs transcrit, mais
également d’autres facteurs: la force du site de fixation du ribosome influe sur la
guantité de protéines synthétisées a partir d'un méme ARN, d’éventuelles carences en
acides aminés essentiels peuvent affecter la synthése dans certaines conditions
particulieres, et des facteurs de traduction peuvent I'affecter négativement ou
positivement, ces derniers étant eux-mémes soumis a leur propre expression, réseau de
régulation, modulation d’activité etc... (comme par exemple la rna hélicase évoquée plus
tot, sous le contrble de LexA et qui permet de modifier des structures complexes de ’ARN
qui empéche sa traduction Patterson-Fortin et al. 2006, 'opéron hox comporte également
de fortes structures secondaires de I’ARN dans zone 5’ non-traduite)

L'introduction des cofacteurs métalliques ou non métalliques est également une étape
régulée. Dans le cas des métaux, leur disponibilité est évidemment limitée par
I'environnement, par la bonne expression et le bon fonctionnement des transporteurs
liés. De plus certains cofacteurs nécessitent une machinerie enzymatique d’assemblage
particuliére, elle-méme soumise a sa propre expression, son propre assemblage et son
propre fonctionnement qui dépend des conditions physiologiques (dans le cas de
I’hydrogénase par exemple, il s’agit des métalloprotéines Hyp qui assemblent le site
[NiFe])

Modification post-traductionnelles : Ces modifications chimiques des protéines sont
souvent le fruit de conditions physiologiques qui changent - un milieu plus oxydant par
exemple peut modifier chimiquement des cystéines — mais pas toujours - méthylation ou
acétylation de résidus souvent catalyser par d’autres protéines - et elles peuvent changer
ou abolir I'activité de protéines dans certains cas. Les régulateurs de I’hydrogénase LexA
et AbrB1 de Synechocystis sont modifiés post-traductionnellement, bien qu’on ne sache
pas encore de quelle maniére (voir paragraphes précédents) AbrB2 est également soumis
a au moins une modification post-traductionnelle (résultat du laboratoire et Sazuka et al.
1999), et HoxH serait également soumise a une modification post-traductionnelle
(résultat non publié du laboratoire).



e Maturation : cette étape facultative permet de compléter I'assemblage d’'une enzyme.
Dans le cas de I’hydrogénase, la sous-unité HoxH est par exemple soumise au clivage de
sa partie C-terminale par la protéase HoxW afin de permettre le bon assemblage du site
actif [NiFe]. Les facteurs de maturation sont naturellement soumis a leur propre
régulation et expression.

e La protéine active est également soumise a son propre turn-over: souvent, aprés un
nombre variable de réactions, les protéines se dégradent et doivent soit-étre régénérées
soit étre réparées. Dans le cas de I'hydrogénase, 'O, peut parfois dégrader
irréversiblement le site actif et la protéine doit étre a nouveau synthétisée (mais ce n’est
pas le cas chez Synechocystis, cette oxydation y est réversible..

e La production enzymatique en elle-méme dépend aussi de nombreux facteurs : 'enzyme
dispose-t-elle de suffisamment de substrats? Les enzymes qui produisent ces substrat
sont-ils suffisamment abondants? Les conditions physiologiques sont-elles réunies pour
gue I'enzyme fonctionne? Dans le cas de I’hydrogénase, nous avons vu précédemment
gue son fonctionnement était opérant seulement dans certaines conditions, notamment
en anaérobie ou en passage de I'anaérobie a la lumiére (Cournac et al. 2004). De plus, le
taux de réduction du pool de NADPH, substrat de I’'hydrogénase, semble également étre
un parameétre déterminant du bon fonctionnement de I'enzyme (plus de 99,9%). Les voies
métaboliques consommant le NADPH sont donc des « régulations » du fonctionnement
de I'hydrogénase bidirectionnelle.

e Le composé produit lui-méme peut-étre soumis a régulation : souvent les enzymes qui le
produisent sont inhibées par I'accumulation de la molécule qu’elles synthétisent (ce
phénoméne n’est pas encore tres décrit concernant Hox), la consommation de la
molécule par d’autres enzyme affecte également I'accumulation du composé (comme
c’est par exemple le cas pour tous les intermédiaires métaboliques, concernant
I’hydrogénase bidirectionnelle, il semble qu’elle consomme I’hydrogene qu’elle produit
rapidement aprés I'avoir produit Cournac et al. 2004). La stabilité méme du composé dans
certains cas peut affecter son accumulation, ainsi que les conditions environnementales
(les antioxydants par exemple sont synthétisés afin d’étre rapidement oxydés a la place
d’autres molécules/protéines plus importantes pour I'organisme).

Cette liste non exhaustive illustre la complexité de la régulation d’'une enzyme.

Par ailleurs les outils expérimentaux du biologiste sont souvent insuffisants pour visualiser un
seul parametre isolé des autres. Ainsi vouloir voir une augmentation de la transcription d’un géne en
guantifiant ses ARN dans un organisme est rigoureusement incorrect, la quantification d’ARN n’est pas
qgue le fruit de la transcription, mais aussi de la stabilité de cet ARN qui peut varier d’'une condition a
I'autre. De méme, une variation d’'un élément isolé d’un réseau de facteur de transcription ne permet
pas de prédire la réponse du reste du réseau ni |'effet sur le géne d’intérét, un niveau de transcrit
augmenté ne permet de garantir une augmentation de la traduction proportionnelle, un western-blot
est insuffisant pour décrire un bon assemblage d’une métalloenzyme, un dosage d’activité
enzymatique permet de connaitre la quantité d’enzymes fonctionnelle dans I'organisme mais ne
permet pas de connaitre la quantité d’enzyme réellement alimentée dans les conditions
physiologiques, la production enzymatique réelle permet de visualiser la production réelle du systeme,
mais seule, cette technique n’informe pas sur la quantité de protéines réellement assemblées et
maturées.
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La biologie intégrative est une approche qui se propose de considérer un ensemble de résultats
obtenus in vivo et in vitro afin de décrire au mieux les phénomeénes biologiques qui régissent une voie
métabolique. Cette thése porte sur la compréhension de la régulation de I’hydrogénase, et je me suis
notamment focalisé sur différents aspects de ce processus : la caractérisation d’un de ses régulateurs :
AbrB2, le réle d’'un des résidus de ce régulateur dans son activité: sa cystéine, et I'effet d’une
modification post-traductionnelle cette cystéine.

Ensemble, ces résultats permettront, je I'espere, de mieux comprendre les mécanismes
physiologiques qui régissent le fonctionnement de I’hydrogénase.
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1-2- Introduction & résumé de I'article Dutheil et al. 2012

The AbrB2 autorepressor, expressed from an atypical promoter, represses the hydrogenase
operon to regulate hydrogen production in Synechocystis strain PCC6803.

Jérémy Dutheil, Panatda Saenkham, Samer Sakr, Christophe Leplat, Marcia Ortega-Ramos, Hervé
Bottin, Laurent Cournac, Corinne Cassier-Chauvat et Franck Chauvat (J.D., P.S., et S.S. ont contribué
autant a ces travaux)

Journal of Bacteriology p. 5423-5433 October 2012 Volume 194 Number 19
(doi:10.1128/JB.00543-12)

Cet article concerne le réle du régulateur AbrB2 de Synechocystis sp. PCC6803 vis a vis de
l'expression de I'opéron hoxEFUYH codant pour les sous-unités de I'hydrogénase bidirectionnelle.

Pour toutes les raisons évoquées dans les précédents chapitres et paragraphes, nous avons
décidé de reprendre I'analyse du réle d’AbrB2 de Synechocystis (SI10822) dans le contexte génomique
sauvage qui est la souche réellement identifiée dans la nature.

Le géne s/l0822 a été remplacé par une cassette de résistance a la kanamycine. Aprés
transformation dans la souche sauvage de Synechocystis, un mutant dépourvu d'abrB2 a été obtenu
(Fig 1 de l'article). Contrairement a ce qui a été observé par Ishii et Hihara (2008), ce mutant croit
comme la souche sauvage dans les conditions standard de croissance (en photoautotrophie) (voir Fig.
1 panneau C de l'article) et ne montre pas d’altération de pigmentation (phycocyanines et
chlorophylles).

Apres expression et purification de la protéine recombinante His6-AbrB2 chez E.coli, nous avons
pu montrer par des expériences de retard sur gel qu’AbrB2 reconnaissait sa propre région promotrice
(figure 2). En utilisant des fusions transcriptionnelles au géne rapporteur cat nous avons pu montrer
qu’AbrB2 était un auto-répresseur (voir Fig. 3A de l'article) et qu'il était exprimé a partir d'un
promoteur atypique sans boite -35, dont l'absence est compensée par la présence d'une extension de
la boite -10 (voir Fig. 3 A de l'article). Les caractéristiques de ce promoteur ont été retrouvées dans
d'autres promoteurs d'AbrB2 chez diverses cyanobactéries (Voir Fig. 3B de I'article).

Pour mieux comprendre le role de SIl0822, et notamment son réle de régulateur de la production
d'hydrogene, nous avons également construit mutant thermo-conditionnel de surexpression d'AbrB2.

L'effet des variations de quantité d’AbrB2 (grace aux mutants dépourvu ou surproducteur
d'AbrB2) sur la régulation de 'opéron hoxEFUYH a ensuite été mesuré par RT-PCR quantitative (effet
sur la transcription), par mesure d'activité promotrice de hoxE, via des fusions transcriptionnelles au
géne rapporteur cat, ainsi que par mesure de l'activité hydrogénase (effet sur la quantité
d'hydrogénase maturée et active). Les résultats obtenus sont consistants avec un role d'AbrB2 comme
répresseur de l'opéron hox. En effet: dans une souche dépourvue d'AbrB2 on observe une
augmentation de l'activité du promoteur hox, de la quantité d'ARN hoxEFUYH, ainsi que de l'activité
hydrogénase. Tandis qu'au contraire, la quantité d'ARN hox ainsi que l'activité hydrogénase diminue
dans un mutant surproducteur d'AbrB2 (voir figure 4 de I'article). La fixation d’AbrB2 sur le promoteur
de hoxE a ensuite été vérifiée in vitro par retard sur gel (EMSA) et permet de conclure qu’AbrB2 est un
nouveau répresseur transcriptionnel de I'opéron hox (voir figure 5 de I'article). Un motif consensus de
fixation de d'AbrB2 a été également proposé (TT-N5-AAC).
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The AbrB2 Autorepressor, Expressed from an Atypical Promoter,
Represses the Hydrogenase Operon To Regulate Hydrogen Production

in Synechocystis Strain PCC6803
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We have thoroughly investigated the abrB2 gene (s110822) encoding an AbrB-like regulator in the wild-type strain of the model
cyanobacterium Synechocystis strain PCC6803. We report that abrB2 is expressed from an active but atypical promoter that pos-
sesses an extended —10 element (TGTAATAT) that compensates for the absence of a —35 box. Strengthening the biological sig-
nificance of these data, we found that the occurrence of an extended —10 promoter box and the absence of a —35 element are two
well-conserved features in abrB2 genes from other cyanobacteria. We also show that AbrB2 is an autorepressor that is dispens-
able to cell growth under standard laboratory conditions. Furthermore, we demonstrate that AbrB2 also represses the hox
operon, which encodes the Ni-Fe hydrogenase of biotechnological interest, and that the hox operon is weakly expressed even
though it possesses the two sequences resembling canonical —10 and —35 promoter boxes. In both the AbrB2-repressed pro-
moters of the abrB2 gene and the hox operon, we found a repeated DNA motif [TT-(N;)-AAC], which could be involved in AbrB2
repression. Supporting this hypothesis, we found that a TT-to-GG mutation of one of these elements increased the activity of the
abrB2 promoter. We think that our abrB2-deleted mutant with increased expression of the hox operon and hydrogenase activity,
together with the reporter plasmids we constructed to analyze the abrB2 gene and the hox operon, will serve as useful tools to
decipher the function and the regulation of hydrogen production in Synechocystis.

Cyanobacteria are ancient photoautotrophic prokaryotes that
are regarded as the progenitors of oxygenic photosynthesis
(33, 39) and the plant chloroplast (8). Over time, cyanobacteria
have evolved as the largest and most diverse groups of bacteria
(44) and have colonized most waters and soils of our planet. The
hardiness of cyanobacteria is due to their efficient photosynthesis,
which uses nature’s most abundant resources, solar energy, water,
CO,, and mineral nutrients, to produce a large part of the atmo-
spheric oxygen and organic assimilates for the food chain (52). On
a global scale, cyanobacteria fix an estimated 25 gigatons of carbon
from CO, per year into energy-dense biomass (37, 49). To per-
form this huge CO, fixation, cyanobacteria use 0.2 to 0.3% (49) of
the total solar energy, 178,000 TW, reaching the Earth’s surface
(22). Thus, the amount of energy passing through cyanobacteria
exceeds by more than 25 times the energy demand of human so-
ciety (about 15 TW), roughly 1,000 times the total nuclear energy
produced on Earth.

Furthermore, the availability of molecular tools for gene
manipulation make cyanobacteria promising “low-cost” mi-
crobial cell factories for the carbon-neutral sustainable pro-
duction of alkanes (10, 41), bioplastics (1), hydrogen (2, 12),
and lipids (25, 43), while saving arable soils for crops (50). In
light of their tremendous importance, deeper investigation
into the mechanisms by which cyanobacteria convey solar en-
ergy to the environment is justified. In this frame, investigating
the photobiological production of hydrogen by cyanobacteria
has both fundamental and applied research values. As the basic
research interest, it addresses the paradox of the antagonistic
production of oxygen and hydrogen (O, inhibits H, produc-
tion). As a biotechnological interest, it may lead to the sustain-
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able production of a high-energy fuel (26), which burns cleanly
in producing only water as its by-product.

The pentameric hydrogenase enzyme (HoxEFUYH; Hox for
hydrogen oxidation) of cyanobacteria produces H, through the
reversible reaction 2 H" + 2 e~ <> H,, which uses NAD(P)H as
the source of electrons originating from photosynthesis and/or
sugar catabolism, as well as a nickel-iron cluster and several
iron-sulfur centers as redox cofactors (5). The Hox enzyme has
been studied mostly in the best-characterized unicellular cya-
nobacterium, Synechocystis strain PCC6803 (here designated
Synechocystis), which harbors a small genome (less than 4 Mb
[see CyanoBase, http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/]) that
is easily manipulable (14, 29, 38). The active Hox enzyme, ma-
tured by the HoxW protease (47) and assembled using the
six-subunit HypABCDEF complex (5), has been recently char-
acterized as a truly bidirectional enzyme with a bias toward H,
production (30). The five genes hoxEFUYH are clustered in a
octacistronic operon that also contains three open reading
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TABLE 1 Characteristics of plasmids used in this study

Plasmid use and name Relevant feature(s) Reference
Targeted deletion of abrB2 in Synechocystis
pGEMT AT overhang Amp" cloning vector Promega
pUC4K Source of Km" marker gene Pharmacia
pAsllog22 pGEMT with Synechocystis sll0822 flanking sequences, with s//0822 coding This study
sequence (from bp 7 to 384) replaced by Smal site
pAsll0822:Km” pAsll0822 with Km" marker inserted into unique Smal site This study
High-level expression of abrB2 in Synechocystis
pFCl1 Replicating plasmid for heat-inducible gene expression in Synechocystis 32
pSll0822 pEC1 with 510822 CS cloned between Ndel-EcoRI sites This study
Analysis of hox and abrB2 promoters in Synechocystis
pSB2A Km" Sm'/Sp" replicative promoter probe plasmid harboring unique SnaBI 27
site in front of its promoterless cat reporter gene
pPS1 Km® derivative of pSB2A generated after cleavage with Nsil and religation This study
pID1 hox PR” (bp —794 to +173 relative to TSS) cloned at SnaBI site of pPS1 This study
pID2 hox PR (bp —522 to +173 relative to TSS) cloned at SnaBI site of pPS1 This study
pID3 hox PR (bp —403 to +173 relative to TSS) cloned at SnaBI site of pPS1 This study
pID4 hox PR (bp —170 to +173, relative to TSS) cloned at SnaBI site of pPS1 This study
pPS2 abrB2 PR (bp —75 to +88 relative to TSS) cloned at SnaBI site of pSB2A This study
pPS2 m-8 pPS2 harboring T—G mutation at —8 position relative to TSS This study
pPS2 m-13 pPS2 harboring T—G mutation at —13 position relative to TSS This study
pPS2 m-15 pPS2 harboring T—G mutation at —15 position relative to TSS This study
pPS2 m-4746 pPS2 harboring TT—GG mutation at positions —47 to —46 relative to TSS This study
Production of AbrB2 in E. coli
pET14b Amp" E. coli plasmid for production of 6 X His-tagged proteins Novagen
pSS1 pET14b plasmid with s110822 CS cloned between Ndel and BamHI sites This study

“ PR, promoter region.

frames of unknown function. This operon is weakly expressed
as a polycistronic transcript, which initiates 168 bp upstream of
the start codon of the proximal hoxE gene (15, 35). The tran-
scriptional regulation of the hox operon is complex in respond-
ing to various environmental conditions (21), and it involves at
least three proteins (36). The LexA-related protein SI11626,
which appears to regulate carbon assimilation rather than DNA
repair (9), was found to activate the transcription of the hox
genes through binding to the promoter of the hox operon (15,
35). In addition, two AbrB-like regulators, which have their
putative DNA-binding domain in the C-terminal region in-
stead of in the usual N-terminal region, as occurs in other
prokaryotes (19), were found to operate in hox regulation. In
Bacillus subtilis, the AbrB regulator is implicated in the regula-
tion of about 100 genes involved in sporulation, biofilm forma-
tion, antibiotic production, and development of competence
for DNA uptake, but its promoter recognition consensus se-
quence and mode of interaction with DNA remain unclear (6).
In Synechocystis, the AbrB1 (S110359) protein was found to be
indispensable to cell life in the wild-type (WT) strain (34) and
the glucose-tolerant mutant (19). Furthermore, AbrBl was
shown to bind to the promoter region of its own gene and to
activate transcription of the hox operon through binding to the
hox operon promoter (34). In contrast, AbrB2 (S110822) was
studied only in the glucose-tolerant strain, which possesses
several specific mutations that may interfere, at least indirectly,
with the studied process (20). In the glucose-tolerant mutant,
AbrB2 appeared to (i) be dispensable to cell life, (ii) bind to the
promoter regions of its own gene and of other genes involved in
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nitrogen and carbon assimilations (19, 24, 51), and (iii) nega-
tively influence expression of the hox operon via an unknown
mechanism (19).

In this study, we thoroughly investigated the function and regula-
tion of the abrB2 gene in the wild-type strain of Synechocystis, because
itis the organism that actually occurs in nature. We demonstrate that
abrB2 is expressed from an atypical promoter that possesses an ex-
tended —10 element to compensate for the absence of a —35 box.
Furthermore, we demonstrate through gene deletion and overex-
pression that AbrB2 represses its own gene, as well as the hox operon,
which is of biotechnological interest. We think that our abrB2-deleted
mutant with an improved hydrogenase activity and healthy growth,
and also the reporter plasmids we constructed to analyze the promot-
ers of the abrB2 gene and the hox operon, will serve as useful tools to
decipher the regulation and the function of the hydrogen production
machine in cyanobacteria.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions. Synechocystis PCC6803 was
grown at 30°C or 39°C (depending on the strain) under continuous white
light (2,500 Ix, 31.25 nE m %5 ') on BG11 medium (40) enriched with
3.78 mM Na,CO; (9).

E. coli strains used for gene manipulations (TOP10; Invitrogen), pro-
duction of recombinant proteins [BL21(DE3); Novagen]|, or conjugative
transfer to Synechocystis (CM404; [31]) of replicative plasmids (Table 1)
derived from our temperature-controlled expression vector pFCI (32)
were grown on LB medium at 30°C (CM404 and TOP10 harboring pFC1
derivatives) or 37°C [TOP10 and BL21(DE3)]. Antibiotic selection was as
follows: for E. coli, ampicillin (Ap) at 100 pg ml~" or 50 pg ml ™', kana-
mycin (Km) at 50 pg ml~ ', and spectinomycin (Sp) at 100 pg ml ™" for E.
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coli; for Synechocystis, Km at 50 to 300 pg ml™ ', Sp at 5 pg ml ™', and
streptomycine (Sm) at 5 pg ml ™.

Construction of the DNA cassette for targeted deletion of the Syn-
echocystis abrB2 gene. The two regions of Synechocystis DNA (each about
300 bp in length) flanking the abrB2 (sl10822) protein coding sequence
(CS) were independently amplified by PCR, using the primers
s110822M-Fw and s1l0822R4 for the upstream region and sll0822M-Rv and
s110822A4 for the downstream region (see Table S1 in the supplemental
material). These two DNA regions were fused through standard PCR-
driven overlap extension (17) in a single DNA segment harboring a Smal
restriction site in place of the abrB2 CS. After cloningin pGEMT (Table 1),
the resulting plasmid was opened at the unique Smal site, where we cloned
the Km" resistance cassette (a HinclI fragment of pUC4K) in the same
orientation as the abrB2 CS it replaced. The resulting Asl10822::Km" dele-
tion cassette was verified by PCR and nucleotide sequencing (BigDye kit;
ABI, Perkin-Elmer).

Construction of the vector for high-level expression of the abrB2
gene in Synechocystis. Our temperature-controlled expression vector
pFC1, which replicates autonomously in E. coli and several cyanobacteria
(32), was used for high-level expression of the Synechocystis abrB2 gene.
pFC1 harbors the NcI857 temperature-sensitive repressor-encoding gene
that tightly controls the activity of the otherwise-strong ApR promoter
located downstream, which is followed by the Acro ribosome-binding site
(5'-AGGA-3") and ATG start codon (in bold) embedded within the
unique Ndel restriction site (5'-CATATG-3') for in-frame fusion of pro-
tein coding regions. The abrB2 CS was PCR amplified from Synechocystis
DNA, using specific primers (sll0822FL1 and sll0822FL2 [see Table S1 in
the supplemental material]), which flanked the abrB2 CS between unique
Ndel and EcoRI restriction sites, for cloning into pFCI, opened with the
same enzymes. The Smr/Spr resulting plasmid, pSI0822, for high-level
expression of abrB2 at 39°C was verified by PCR and nucleotide sequenc-
ing (BigDye kit; ABI Perking Elmer).

RNA isolation. Aliquots of 200 ml of mid-log-phase cultures (2.5 X
107cells ml™ ') were rapidly harvested by vacuum filtration (less than 1
min), resuspended in 4 ml of 50 mM Tris 50 (pH 8), 5 mM EDTA, imme-
diately frozen in an Eaton press chamber cooled in a dry ice and ethanol
bath, and disrupted (250 MPa). RNA was extracted and purified with the
Qiagen RNeasy kit as we have previously described (18) and then treated
with 20 U of DNase I, RNase-free (Applied Biosystems) for 30 min at
37°C. RNA concentration and purity (A,,/A,g, ratio, >1.9) were deter-
mined with a Nanodrop apparatus (Thermo Scientific) and migration on
an agarose gel to verify the absence of RNA degradation. The absence of
contaminant DNA was verified with the Tag DNA-dependent DNA poly-
merase (Invitrogen) using primers specific to the control gene rnpB (see
Table S1 in the supplemental material).

RT-PCR and quantitative PCR. cDNAs were synthesized from 5 jug of
total RNA by using Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase
(RT; Invitrogen). Samples were then incubated for 20 min at 37°C with 4
U RNase H (Applied Biosystems) to eliminate RNA templates, and the
¢DNA concentration was measured with Nanodrop apparatus adjusted to
1 pug pl ™! by dilution in H,0. Quantitative PCR (qQPCR) assays of the
expression levels of the studied genes and the well-known constitutive
control gene rnpB (see Table S1 in the supplemental material) were per-
formed with Mesa Green gPCR MasterMix Plus for SYBR assay (RT-
SYS2X-03+WOU; Eurogentec) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The gene-specific primers were chosen so as to generate DNA
fragments of similar length, between 199 bp and 234 bp. Each reaction was
performed in a 50-pl reaction mixture containing 5 ng cDNA, 0.04 pM
specific primer, 1 X Mesa Green qPCR MasterMix Plus buffer, and 2 mM
MgCl, in an iCycler iQ 96-well reaction plate covered with adhesive film
(Bio-Rad). Samples were incubated in an iQ5 multicolor real-time PCR
detection system (Bio-Rad) for 2 min at 50°C, 2 min at 95°C, and 45 cycles
of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. Each assay was performed in triplicate,
allowing the mean threshold cycle value (C;) to be calculated from stan-
dard curve by using the iQ5 optical system software (Bio-Rad). Each gene-
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specific standard curve was made by 4-fold serial dilution of wild-type
strain cDNA (ranging from 312.5 to 0.3 ng) compared to the log input
c¢DNA concentration for each primer (data not shown). For each primer
tested, the regression value (AC;. versus cDNA concentration) was less
than 0.1, indicating approximately equal amplification efficiencies. Then,
for each studied gene, the C;- value was converted to the gene copy num-
ber per ng of template cDNA.

Determination of the TSS of s110822 by 5'-random amplification of
c¢DNA ends (5'-RACE). Aliquots of 25 pg of total RN As of the Synechocys-
tis WT strain were treated with shrimp alkaline phosphatase (SAP), which
does not affect the 5'-triphosphate extremity of full-length mRNAs but
dephosphorylates the 5'-monophosphate end of degraded RNA. Then,
RNAs were treated with tobacco acid pyrophosphatase (TAP; Epicentre)
to convert the 5'-triphosphate extremity of full-length mRNA into the
5’-monophosphate without modifying the 5'-OH end of degraded RNA.
The 5'-monophosphate extremity of the full-length mRNAs was ligated to
an RNA anchor (see Table S1 in the supplemental material) with the T4
RNA ligase (Invitrogen). The resulting chimeric RNAs were reverse tran-
scribed with SuperScript IT (Invitrogen) and the sll0822 gene-specific
primer sll0822P1 (see Table S1). This first strand of cDNA was amplified
by PCR using both the DNA anchor at the 5" extremity and the sll0822P1
primer at the 3’ side. The resulting DNA was sequenced (BigDye kit; ABI
Perkin-Elmer) to identify the first 5110822 nucleotide located immediately
downstream of the DNA anchor, which is the sl10822 transcription start
site (TSS) (see Fig. S1 in the supplemental material).

Construction of transcriptional fusions to the cat reporter gene and
the CAT assay. The studied promoter regions were amplified by PCR with
specific oligonucleotides designed to introduce blunt-ended restriction
sites in a way that allowed the elimination of all nucleotide substitutions
upon restriction cleavage (see Table S1 in the supplemental material).
These promoters were cloned in the unique SnaBI site preceding the pro-
moterless cat (chloramphenicol acetyltransferase) reporter gene of our
promoter probe vector pSB2A or of its Km® derivative, pPS1 (Table 1),
which replicate in Synechocystis with the same copy number as the chro-
mosome (27). Site-directed mutagenesis of the sll0822 promoter was
done through standard PCR-driven overlap extension (17) using specific
mutagenic primers (see Table S1) and the forward and reverse primers
SnaBIFW22 and SnaBIRV22. The sequence of each promoter insert
was verified, before and after propagation in Synechocystis. Then, 1 X 10°
to 2 X 10° cells grown on standard plates to mid-log phase were rapidly
harvested and disrupted with a chilled Eaton press prior to CAT assay
(28).

AbrB2 production and purification from E. coli. The abrB2 coding
sequence was PCR amplified from Synechocystis DNA with the primers
abrB2-Ndel-Fw and abrB2-BamHI-Rv (see Table S1 in the supplemental
material), digested with both Ndel and BamHI, and cloned into the
pET14b plasmid opened with the same enzymes for in-frame fusion to the
6 His tag. The resulting plasmid, pSS1 (Table 1), was introduced into E.
coli BL21(ADE3), which was grown to mid-log phase prior to the addition
of 0.5 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) for 3 h to pro-
duce the 6 XHis-AbrB2 protein. Cells were harvested by centrifugation at
7,000 rpm for 5 min at 4°C, suspended in buffer A (30 mM Tris-HCI [pH
7.5], 400 mM NaCl, 20 mM imidazole) containing 2 mg/ml lysozyme
(Sigma-Aldrich), and incubated for 1 h on ice. After sonication on ice (6
pulses, 20 s each) and centrifugation (13,000 rpm for 30 min at 4°C), cell
lysates were loaded onto a 1 ml Ni-nitrilotriacetic acid-agarose column
(Qiagen) preequilibrated with buffer A and washed with 10 bed volumes
of 30 mM imidazole in buffer A. The proteins eluted with 300 mM imi-
dazole in buffer A were analyzed by SDS-PAGE. AbrB2-containing frac-
tions were pooled, concentrated with Amicon Ultra centrifugal filter de-
vices (Millipore), diluted in buffer B (30 mM Tris-HCI [pH 7.5], 100 mM
NaCl), loaded onto a heparin column (GE Healthcare) preequilibrated
with buffer B, and washed with 10 bed volumes of buffer B. AbrB2 was
eluted with a linear 0-to-500 mM NaCl gradient in 30 mM Tris (pH 7.5),
and the AbrB2-enriched fractions were pooled, concentrated, and stored
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in 30 mM Tris (pH 7.5), 400 mM NaCl. AbrB2 protein purity, estimated
by SDS-PAGE, was greater than 95%.

Electromobility shift assays (EMSAs). The studied promoter regions
were PCR amplified from Synechocystis DNA with specific primers (see
Table S1 in the supplemental material) purified, 3'-end-labeled with
digoxigenin (DIG gel shift kit, 2nd generation; Roche), incubated with
AbrB2, migrated on a Novex 6% DNA retardation gel (Invitrogen), blot-
ted on a positively charged nylon membrane (Roche) with a semidry
transfer apparatus (Apelex), and cross-linked onto the membrane with a
2-min UV-C (254 nm) exposure (Stratalinker). The DNA bands were
revealed with anti-DIG antibodies by chemiluminescence, using Hyper-
film ECL (Amersham Pharmacia) and Kodak developer.

Hydrogenase activity measurements. Hydrogenase activities were
measured by two standard methods. First, hydrogen evolution was mea-
sured with a modified Clark-type electrode (Hansatech, United King-
dom) (48) as described previously by some of us (46). A total of 2.5 X 107
cells (1-ml culture at an optical density at 580 nm of 1) were harvested by
a 5-min centrifugation at 5,000 rpm, resuspended in 25 pl of 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5) buffer, and introduced into 500 pl of a solution con-
taining 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 20 mM Na-dithionite, and 5 mM
methylviologen as the electron donor to hydrogenase. Calibration was
performed using the amplitude of the electrical signal from the electrode
in the presence of an aliquot of H,-saturated water as a concentration
reference. Second, hydrogenase activity (the H/D exchange rate of labeled
dihydrogen) was determined by membrane-inlet mass spectrometry
(MIMS) on cell suspensions, as we have described previously (3, 7).

RESULTS

The abrB2 gene is dispensable to the viability of the wild-type
strain of Synechocystis. In the framework of our long-term inter-
est in gene regulation, we have investigated the AbrB2 regulator
(S110822 in CyanoBase) of the model cyanobacterium Synechocys-
tis. Therefore, we constructed the AabrB2::Km" deletion cassette
(Table 1), in which the complete coding sequence for the 129-
amino-acid AbrB2 protein has been deleted and replaced by a
transcription terminatorless Km" marker for selection (Fig. 1A).
After transformation in the WT strain of Synechocystis, we verified
through PCR (Fig. 1B) and DNA sequencing (data not shown)
that the Km" marker had properly replaced the abrB2 gene in all
copies of the polyploid chromosome (13, 23). We also verified
through RT-PCR and quantitative RT-PCR that the mutant com-
pletely lacked abrB2 mRNA (data not shown). These data, to-
gether with the fact that the AabrB2::Km" mutant grows as healthy
as the WT strain (Fig. 1C), showed that the AbrB2 protein is dis-
pensable to the growth of Synechocystis. This finding is consistent
with, but not identical to, the previous observation that the inser-
tion of the Km" marker at 177 bp downstream of the ATG start
codon of abrB2 (possibly leading to the synthesis of an aberrant
protein) did not impair the viability but strongly reduced the
growth rate of the glucose-tolerant mutant of Synechocystis (19),
which has several specific mutations compared to the WT strain
(20), i.e., the organism actually occurring in nature.

AbrB2 negatively regulates expression of its own gene
through binding to its own promoter. The Synechocystis AbrB2
protein was translationally fused to the 6 XHis tag for facile puri-
fication from recombinant E. coli cells to near homogeneity
through nickel affinity chromatography. Then, this 6 X His-AbrB2
protein was used for an EMSA to determine its ability to bind the
DIG-labeled, 163-bp-long promoter region (Fig. 2) shared by the
divergently transcribed genes abrB2 and slr0846 (Fig. 1). We
found that AbrB2 binds on this 163-bp full promoter region, in
agreement with a previous observation (19), and on the two sub-
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FIG 1 Influence of the AbrB2 regulator on growth of Synechocystis under
standard conditions. (A) Schematic representation of the abrB2 chromosome
locus in the WT strain (see CyanoBase) and the abrB2-deleted mutant
(AabrB2::Km") constructed in this study. The genes are represented by boxes
pointing in the direction of their transcription. The PCR primers specific to the
slr0846 and sll0823 genes are represented by the small gray triangles, and the
sizes of the products they generated upon amplification of the abrB2 chromo-
some locus of the WT (1,104 bp) and abrB2-deleted (AabrB2::Km"; 1,966 bp)
chromosomes are indicated by double arrows. (B) UV light image of the aga-
rose gel, showing the 1,104-bp and 1,966-bp PCR product typical of the WT
and abrB2-deleted chromosomes, respectively; the results show that the abrB2-
deleted mutant harbors no WT copies of the chromosome. (C) Growth of the
WT strain and the AabrB2 mutant (this experiment was repeated three times
and yielded statistical deviations too small to be represented).

fragments tested here (Fig. 2); thus, the promoter region contains
several AbrB2-binding motifs (see below). As negative-control ex-
periments, we verified the absence of binding of (i) AbrB2 on a
heterologous (noncyanobacterial) DNA (see Fig. S2 in the supple-
mental material) and (ii) the bovine serum albumin (BSA) protein
on the abrB2 promoter DNA (see Fig. 5B, below; see also Fig. S2 in
the supplemental material). The obvious interpretation of the
binding of AbrB2 on its own promoter is that AbrB2 is an auto-
regulator. To test this hypothesis, we performed a thorough in vivo
analysis of the abrB2 promoter by using our promoter probe vec-
tor, which harbors the promoterless cat reporter gene for pro-
moter analysis and replicates autonomously in Synechocystis with
a similar copy number as the chromosome (27). We cloned the
whole intergenic region (163 bp) between the divergently tran-
scribed genes abrB2 and slr0846 in front of the cat reporter gene,
and we selected the pabrB2-cat reporter plasmid (pPS2 [Table 1])
expressing the cat gene from the abrB2 promoter. This pabrB2-cat
plasmid (Table 1) was introduced in both the WT strain and our
abrB2 deletion mutant (AabrB2::Km"), where it replicated stably,
as expected (data not shown). The level of cat expression driven by
the abrB2 promoter in the WT strain (44 CAT units [Fig. 3A]) was
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complexes, respectively.

similar to that directed by the other promoters we previously an-
alyzed (references 11 and 45 and references therein). This finding
indicates that the abrB2 promoter has an average strength. As the
usual control, we verified that the empty promoter probe vector
with no promoter insert produced no CAT activity. Very interest-
ingly, the abrB2 promoter was found to be more active (about
3-fold) in the abrB2 deletion mutant (131 CAT units), i.e., in the
absence of the AbrB2 protein, thereby demonstrating that AbrB2
negatively regulates the expression of its own gene. Collectively,
our data unambiguously demonstrate, for the first time, that
AbrB2 is an autorepressor.

The core promoter of the abrB2 gene possesses an “extended
—10 element” which compensates for the absence of a —35 box.
Using the classical 5'-RACE technique (42), which has performed
well in our hands (11, 45), we mapped the TSS of abrB2. It is the G
nucleotide located 87 bp upstream of the ATG start codon (see
Fig. S1 in the supplemental material). Then, we performed a mu-
tational analysis of the abrB2 promoter to identify its cis-acting
elements. We studied the 5-TAatAT-3" hexamer (lowercase let-
ters indicate nucleotides that are not widely conserved) matching
the canonical —10 box of 07°-type Escherichia coli promoters (16)
with regard to both sequence (5'-TAatAT-3") and its position
(=13 to —8) from the TSS, the above-mentioned G nucleotide we
used as the origin of distance (noted as +1 [see Fig. S1 in the
supplemental material]). As anticipated, this 5'-TAatAT-3" abrB2
element behaves as a —10 promoter box, as it is crucial to tran-
scription. Indeed, transversion mutagenesis of either its presum-
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ably important T nucleotides (5'-TAatAT-3" to 5'-GAatAT-3'
and 5'-TAatAT-3' to 5'-TAatAG-3") completely abolished abrB2
promoter activity (Fig. 3A; reporter plasmids pPS2m-13 and
pPS2m-8, respectively), as we previously observed with the —10
box of several Synechocystis promoters (references 11 and 45 and
references therein). In the abrB2 promoter, we also noticed the
presence of a 5'-TTGAac-3" motif, resembling a canonical —35
box (16) in sequence (5'-TTGACA-3") but not position (28 bp
instead of 17 = 1 bp, the usual spacing distance from the —10
box). We mutagenized this 5'-TTGAac-3" abrB2 element and
found that it was not crucial to promoter activity (Fig. 3A, pPS2m-
4746 plasmid), unlike a —35 promoter box. Instead, this abrB2
5"-TTGAac-3" motif appeared to negatively influence the activity
of the abrB2 promoter (Fig. 3A). Then, having in mind that the
absence of a —35 promoter box can be compensated by the pres-
ence of an “extended —10 box” mediating all contacts with the
RNA polymerase ¢’ factor (4), we mutagenized the upstream T
of the presumptive extended —10 box, 5'-TGTAATAT-3’ of the
abrB2 promoter. As anticipated, this mutation (5'-TGTAATA
T-3" to 5'-GGTAATAT-3' decreased the abrB2 promoter activity
(Fig. 3A, pPS2m-15 plasmid), similarly to what we found in the
case of the “extended —10 box” of the secA promoter (28). In
agreement with its crucial importance for abrB2 transcription, we
found the “extended —10 box,” 5'-TGTAATAT-3', to be highly
conserved in the promoter region of the abrB2 genes from other
cyanobacteria (Fig. 3B). Collectively, our data indicate that the
abrB2 promoter possesses an extended — 10 element to compen-
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FIG 3 Mutational analysis in Synechocystis of the abrB2 promoter transcriptionally fused to the cat reporter gene of our replicative promoter probe vector. (A)
Sequence alignment of the nontranscribed DNA strand of the WT (pPS2 reporter plasmid) and mutant (pPS2m reporter plasmids) abrB2 promoters. Sequence
resembling the —35 and extended — 10 promoter elements are boxed, and the origin of transcription (+ 1; G nucleotide in italics) that we mapped in this study
(see Fig. S1 in the supplemental material) is indicated by the bent arrow. Nucleotide substitutions in the mutant promoters (m-8, m-13, m-15, and m-4746) are
shown in uppercase letters, while the conserved nucleotides are indicated by dashed lines. For each reporter strain, the CAT activity is the mean value of three
measurements performed on two independent cellular extracts; 1 CAT unit = 1 nmol of chloramphenicol acetylated/min/mg of protein. (B) Sequence
alignments of the abrB2 promoter regions from various cyanobacteria resembling Synechocystis in that their abrB2 gene is divergently transcribed with an
opposite gene. Besides Synechocystis PCC6803 (s110822), these cyanobacteria are as follows: Cyanothece ATCC 51142 (cce_0453), Microcystis aeruginosa NIES-843
(mae_35130), Nostoc PCC 7120 (all2080), Anabaena variabilis ATCC 29413 (ava_3125), Nostoc punctiforme PCC 73102 (npun_R2896), and Trichodesmium
erythraeum ISM101 (tery_1859). The positions of the conserved extended — 10 promoter element and of the nonconserved sequence resembling a —35 element

in Synechocystis are indicated by boxes.

sate for the absence of a —35 box and that these features are con-
served in other cyanobacteria.

AbrB2 negatively regulates both the expression and the hy-
drogenase activity of the hoxEFUYH operon. We used quantita-
tive RT-PCR to analyze the influence of the AbrB2 regulator on
the transcript abundance of the eight-gene hox operon, namely,
sl11220 (hoxE), sll1221 (hoxF), sl11222, sll1223 (hoxU), sll1224
(hoxY), ssl2420, sll1225, and sll1226 (hoxH). Therefore, total
RNAs were isolated from WT and abrB2-deleted (AabrB2::Km")
cells growing under standard conditions and were subsequently
hybridized with the gene-specific RT-PCR primers (see Table S1
in the supplemental material) designed to amplify a segment of
each of the eight protein-coding sequences of the hox operon
(Fig. 4A). All eight transcripts were found to be at least 2.5-fold
more abundant in the abrB2-deleted mutant than in the WT strain
(Fig. 4B). As a negative control, we verified the absence of abrB2
transcripts in the abrB2-deleted mutant (data not shown). To-
gether, these data show that AbrB2 negatively regulates the hox
operon in WT cells of Synechocystis, in agreement with what was
observed in the glucose-tolerant mutant (19). From these results
one can anticipate that the hydrogenase activity should increase in
response to the absence of the AbrB2 regulator. Therefore, we
used the two classical methods to measure the level of hydrogenase
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activity, which appeared to be at least 2-fold higher in our abrB2-
deleted mutant than in the WT strain (Fig. 4B), as expected. To
confirm that AbrB2 negatively regulates the expression of the hox
operon and the activity of the hydrogenase in Synechocystis, we
constructed an abrB2 overexpression mutant, as follows. We
cloned the abrB2 protein-coding sequence into our temperature-
controlled expression vector, pFCI, which replicates autono-
mously in cyanobacteria and tightly controls the production of the
studied protein according to the growth temperatures, i.e., no
production at 30°C and strong production after 24 h of induction
at 39°C (32, 38). The resulting pSI10822 plasmid was introduced
by conjugative transfer in Synechocystis cells, which were trans-
ferred for 24 h at 39°C to verify the strong induction of abrB2
expression (27-fold [data not shown]) and the concomitant
downregulation (by at least 2-fold) of hox expression and hydro-
genase activity (Fig. 4C). Collectively, these results demonstrate
that AbrB2 negatively regulates expression of the hox operon and
activity of the hydrogenase in Synechocystis.

AbrB2 negatively regulates the activity of the hox operon
promoter. We used our promoter probe vector to test whether
AbrB2 negatively controls the promoter of the hoxEFUYH
operon. As Synechocystis promoters can be complex in harboring
several cis-acting regulatory elements (references 9 and 45 and
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FIG 4 Analysis of expression of the hydrogenase-encoding genes and of hydrogenase activity in various strains of Synechocystis harboring a wild-type abrB2 gene
(WT), a deletion of abrB2 (Asl10822::Km"), a plasmid (psl10822) for high-level expression of abrB2 inducible by 24 h of growth at 39°C, or the empty expression
vector (pFC1). All results are expressed as means = standard deviations of the data obtained after 3 to 6 biological repetitions of each assay. (A) Schematic
representation of the locus of the octacistronic hox operon. The genes are represented by boxes pointing in the direction of their transcription; boxes are gray in
the case of the hox genes. (B, left) Histogram plots of the ratios of transcript abundance (measured by quantitative real-time PCR) of each gene of the octacistronic
hox operon in the abrB2-deleted mutant over the WT strain. (Right) Histogram representation of the hydrogenase activity ratios in AabrB2 over WT cells
measured with the MIMS assay and a reversed Clark-type electrode, as indicated. (C, left) Histograms showing the transcript level ratios of each gene of the
octacistronic hox operon, in cells propagating psll0822 over those propagating pFC1, which were all grown for 24 h at 39°C prior to gqRT-PCR analysis. (Right)
Histogram representation of the hydrogenase activity ratios of cells propagating psll0822 over those propagating pFC1, before (white rectangles) or after (black

rectangles) 24 h of growth at 39°C, prior to MIMS and Clark-type electrode assays, as indicated.

references therein), we cloned in our vector the whole hox pro-
moter region occurring between the opposite genes hoxE and
ssr2227,along with the first 5 bp of their protein-coding sequences
(Fig. 5A). This 967-bp hox promoter region extends from —794 to
+173 nucleotides relative to the transcription start site (the A
nucleotide mapped by other workers [15, 35], which we used as
the origin of distance). Our hoxprom-cat reporter plasmid (pJD1
[Fig. 5A]) weakly expressed the cat gene in Synechocystis (less than
1 CAT unit), thereby indicating that the hox promoter was weakly
active, in agreement with the low abundance of hox transcripts
(34). However, the low activity of the hox promoter seemed at
variance with the occurrence in this promoter of the two se-
quences resembling canonical promoter boxes, —35 (TTGctc)
and —10 (TAacAa), which are located at correct distances from
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each other (18 bp) and from the transcription start site (7 bp).
This apparent discrepancy prompted us to speculate that the
AbrB2 regulator, which negatively regulates the expression of the
hox operon (Fig. 4), operates at the level of hox promoter activity.
To verify this hypothesis, we introduced the hox-cat reporter plas-
mid pJD1 in the abrB2-deleted mutant (AabrB2::Km"), and cat
expression was found to be much higher (about 13 CAT units
[Fig. 5A]) than in WT cells, as expected.

Then, to meaningfully examine the EMSA analysis of the bind-
ing of AbrB2 on the hox promoter, we subcloned the long hox
regulatory region (967 bp) in our promoter probe vector. Then,
we serially deleted the 5" end of the hox regulatory region while
keeping its 3" end intact, because such promoter downstream re-
gions can contain negative cis-acting elements (9, 28, 45). As ex-
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FIG 5 Analysis of the hoxEFUYH operon promoter through transcriptional fusion to the cat reporter gene and electrophoretic migration shift assay results for
binding of the AbrB2 regulator. (A, top) Schematic representation of the hoxEFUYH operon promoter region (thick gray lines) located between the hoxE
protein-coding sequence and the opposite (putative) transposase gene, ssr2227. The nucleotide positions within the hoxEFUYH operon promoter region are
indicated relative to the transcription start site (bent arrow), taken as the origin of distance (noted as +1). For the sake of clarity, the operonic genes downstream
of hoxE are indicated by the large dashed gray line. (A, bottom) Deletion analysis of the hox operon promoter region transcriptionally fused to the cat reporter
gene of our replicative promoter probe vector. CAT specific activities driven by the resulting reporter plasmids replicating in Synechocystis WT or AabrB2
(hatched gray bars) are expressed in nmol of chloramphenicol acetylated/min/mg of protein. They are the mean values * standard deviations calculated from
three independent experiments. (B and C) Analysis of the electrophoretic mobility of the DIG-labeled JD4 segment, or subsegments thereof, noted as A, B, C, and
D, of the hox operon promoter, following incubation with increasing amounts of purified 6 XHis-AbrB2 regulator or the BSA negative-control protein. Arrows

and braces indicate the positions of the free DNA probes and the retarded DNA-protein complexes, respectively.

pected, we identified a shorter hox regulatory region (343 bp; plas-
mid pJD4) that retained a promoter activity that was negatively
regulated by the AbrB2 protein (i.e., higher in AabrB2::Km" cells
than WT cells) (Fig. 5A). Together, our data show that AbrB2
negatively regulates the expression of the hox operon at the level of
its promoter activity.

AbrB2 represses expression of the hox operon through bind-
ing to its promoter and flanking regions. Using the suitably sized
hox operon promoter region (343 bp; JD4 DNA) (Fig. 5A), we
performed EMSAs to show that AbrB2 binds on the hox promoter
region (Fig. 5B), as expected. The apparent size of the AbrB2-hox
retardation complex appeared to increase in parallel with the in-
crease in the molecular ratio of AbrB2 over hox DNA, indicating
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that several AbrB2 molecules can bind to each hox DNA molecule.
As the usual controls for specific affinity of AbrB2 for hox DNA,
we verified the absence of interaction between the hox DNA and
the BSA control protein and that the abundance of the DIG-la-
beled hox-AbrB2 complex was decreased by the presence of an
excess of unlabeled hox DNA (see Fig. S2 in the supplemental
material).

We also tested the binding of AbrB2 on various segments of the
343-bp JD4 hox promoter region in an attempt to better localize
the AbrB2-binding sites, and we named the segments A, B, C, and
D for the sake of clarity. Fragment A (100 bp) is located upstream
of fragment B (74 bp), which harbors the core promoter with the
—35-like and —10-like boxes, followed by the downstream frag-
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ments C (69 bp) and D (100 bp), in that order (Fig. 5C). We found
that AbrB2 bound to all tested subregions, with the noticeable
exception of fragment C alone (Fig. 5C). The occurrence of distant
AbrB2-binding regions in the hox promoter regions suggests the
possible involvement of a DNA looping mechanism in the AbrB2-
mediated regulation of hox transcription.

DISCUSSION

It is important to thoroughly study the mechanisms controlling
the expression of the cyanobacterial genes encoding the Ni-Fe
bidirectional hydrogenase in order to better understand its role in
the global metabolism of the cell and possibly generate new cell
factories for better production of H,. The pentameric hydroge-
nase Hox enzyme (HoxEFUYH) is mostly studied in the best-
characterized cyanobacterium Synechocystis PCC6803. In Syn-
echocystis, the five hox genes are grouped together with three
genes of unknown function in an octacistronic “hox” operon
(Fig. 4), which generates rare transcripts (5, 36). In the context
of our long-term interest in gene expression, we decided to test
whether this was due to the weak activity of the hox operon
promoter. Therefore, we cloned the hox promoter region up-
stream of the promoterless cat reporter gene of our promoter
probe plasmid vector, which replicates autonomously in Syn-
echocystis at the same copy number as the chromosome (27).
Our hoxprom-cat reporter plasmid (pJD1 [Fig. 5]) directed a
very low level of cat expression in Synechocystis (less than 1
CAT unit), showing, for the first time, that the hox promoter is
weakly active. This finding is at variance with the occurrence in
the hox promoter of sequences resembling the canonical —35
(TTGctc) and —10 (TAacAa) promoter boxes (15, 35). Conse-
quently, we speculated that the hox promoter might be controlled
by a negative regulator. Hence, we became interested in the AbrB2
protein, which resembles the pleiotropic AbrB repressor of B. sub-
tilis (6, 19). Working with the glucose-tolerant mutant of Syn-
echocystis, which harbors several mutations with unknown phys-
iological consequences (20), it was shown that the disruption of
the s110822 gene (here, abrB2) increased by about 2-fold the abun-
dance of the hox transcripts monitored with DNA microarrays
(19). Consequently, we decided to test the influence of AbrB2 on
the expression and promoter activity of the hox operon. For this
purpose, we used the wild-type strain of Synechocystis, because it is
actually this strain that was originally isolated from nature. First,
we deleted the abrB2 gene from all copies of the Synechocystis
chromosome, which is polyploid (13, 23), and we found that the
corresponding mutant grew as well as the wild-type strain (Fig. 1).
This result was similar, but not identical, to what was observed in
the glucose-tolerant mutant, in which the inactivation of the
abrB2 gene strongly reduced the growth rate (19). This discrep-
ancy might result from the differences in the strains (see above),
growth conditions, and/or gene manipulation protocols em-
ployed by the two laboratories. While the previous workers intro-
duced the Km" marker inside the abrB2-coding sequence (at 177
bp downstream of the ATG start codon), which might thereby
encode an aberrant protein impeding cell growth, we replaced the
full abrB2-coding sequence with the Km" marker to preclude the
synthesis of AbrB2 (we have verified the absence of the abrB2 gene
[Fig. 1] and its transcripts [data not shown]).

Using our abrB2-deleted mutant, we verified through quanti-
tative RT-PCR that the absence of AbrB2 increased (at least 2.5-
fold) the transcript abundance of all eight genes of the hox operon
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(Fig. 4). In agreement, we showed, for the first time, that the
amount of active hydrogenase was also increased (about 2-fold) in
the absence of AbrB2 (Fig. 4). To confirm these findings, we con-
structed an abrB2 overexpression mutant, by cloning the abrB2
protein-coding sequence into our temperature-controlled expres-
sion vector, pFC1, which replicates autonomously in Synechocystis
and strongly produces the studied protein after 24 h of induction
at 39°C (32, 38). As expected, the resulting cells strongly expressed
abrB2 (27-fold more than noninduced cells) and concomitantly
downregulated (at least 2-fold) hox expression and hydrogenase
activity (Fig. 4). Furthermore, we showed that AbrB2 negatively
regulated the activity of the hox promoter through binding to it
(Fig. 5). Together, these novel findings demonstrate unambigu-
ously that AbrB2 represses the hox operon. Furthermore, we
found distant AbrB2-binding regions in the hox promoter region
(Fig. 5), thereby suggesting the possible involvement of a DNA
looping mechanism in the AbrB2-mediated repression of hox
transcription. A similar hypothesis has been proposed for LexA-
mediated regulation of the hox operon (36).

We also studied the expression and the regulation of the abrB2
gene. First, we mapped its transcription start site (see Fig. S1 in the
supplemental material), and we analyzed its promoter through
mutations and transcriptional fusions to the promoterless cat re-
porter gene of our promoter probe plasmid vector (27). We report
that abrB2 is expressed from an atypical promoter harboring an
extended —10 element (5'-TGTATAAT-3") that compensates the
absence of a —35 box (5'-TTGACA-3") (Fig. 3), similarly to what
we found previously for the secA gene (28). Confirming the bio-
logical significance of our results, we found the occurrence of an
extended — 10 promoter element and the absence of a —35 box to
be two well-conserved features in the abrB2 genes from various
cyanobacteria (Fig. 3). Also, interestingly, we found the abrB2
promoter to be about 3-fold more active in the abrB2 deletion
mutant (131 CAT units) than in the WT strain (44 units), thereby
demonstrating that AbrB2 negatively regulates expression of its
own gene. Furthermore, we verified through EMSA analysis
(Fig. 2) that AbrB2 binds on its own promoter, in agreement with
a previous observation (19). Collectively, our data demonstrate
unambiguously that AbrB2 is an autorepressor that also represses
the hox operon.

Finally, when looking for a DNA motif that occurs in the abrB2
promoter and the hox promoter subfragments A, B, and D, which
all bind AbrB2, but not in the C segment of the hox promoter,
which does not bind AbrB2, we identified a consensus motif, TT
(N5)AAC, as being possibly involved in AbrB2 binding (see Fig. S2
in the supplemental material). In agreement with this hypothesis,
the mutation of the TT(N,)AAC motif (TTGAACAAAC to GGG
AACAAAC), which overlaps the presumptive —35 box of the
abrB2 promoter, appeared to increase (not decrease) the activity
of the abrB2 promoter (Fig. 3).

We believe that our abrB2-deleted mutant with an improved
hydrogenase activity and also our reporter plasmids for the anal-
ysis of the abrB2 gene and hox operon in various host strains with
relevant genetic backgrounds will help in deciphering the regula-
tion and the function of the hydrogen production machine, so as
to improve it.
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1-3- Conclusion

Cet article a permis une meilleure caractérisation d’AbrB2. C'est un auto-régulateur qui agit
comme répresseur de I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis. 1l s’agit de la
troisieme protéine identifiée qui interagit avec la région génomique en amont de hoxE. Mais surtout, il
s’agit du premier régulateur de I'opéron hoxEFUYH dont le r6le a pu étre décrit de maniere détaillée :
I'effet d’AbrB2 a ainsi été vu au niveau de l'activité promotrice de hoxE et au niveau transcriptionnel
dans des mutants dépourvu ou surproducteur d’abrB2. L'effet répresseur au niveau de l'activité
hydrogénase dans ces deux mémes mutants a aussi été validé. Tous ces différents résultats sont
concordants et permettent de proposer qu’AbrB2 est un répresseur du promoteur de 'opéron hox
codant pour I’"hydrogénase bidirectionnelle.

L'architecture de la région promotrice réalisé avec les données de la littérature, peut donc étre
mise a jour avec les nouveaux éléments apportés par cet article afin. Par contre certaines informations
indiquées par la littérature restent a prendre avec du recul.

Opéron hox
I |
sll1225
5512227 sll1222 /2420 sIr1332
? "1 )
LexA ‘ 2 AbrB1 . S 4 LexA t AerZ‘

Gutekunst et al. 2005 Oliveira et Lindblad 2008  Oliveira et Lindblad 2005 Dutheil et al. 2012
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ssr2227 e
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[——
=
ARNs non-codants
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Hairpin Hairpin

Sites remarquables en amont de hoxE
La zone intergénique entre les genes hoxE et le géne ssr2227 s'étend sur 963pb. Les sites de fixation d’AbrB1, AbrB2 et LexA
sont indiqués en bleu, violet et vert (respectivement), les + et - |nd|quent les roles des régulateurs vis a vis de I'expression
de hox, les “?” mdlquent que les preuves ne sont pas complétes ou qu’aucun role na été proposé. La petite fleche rouge
lndlque le start de la transcription de hoxE en position -168. Les blocs jaunes représentent des ARNs non-codants identifies
(Mitschke et al. 2011), et les blocs noirs les regions trés fortement structurées en épingle a cheveux (Oliveira et Lindblad
2009, observations personnelles).

Figure 101
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2- Résultats complémentaires
Cette partie comporte des résultats que j’ai obtenus au cours de ma these, ainsi que des travaux
d’autres personnes du laboratoire qui permettent d’affiner encore la compréhension globale de la
régulation de la production d’H.,.
L’enjeu de détailler ces résultats est de mieux caractériser les réles de chacun des régulateurs
entre eux, ou vis a vis de hox, et de permettre la construction d’un réseau de régulation.

2-1- Le mutant abrB1::Km'

J'ai construit une cassette de délétion d’abrB1, apres transformation dans Synechocystis sp.
PCC6803, seuls des clones ayant gardé des copies sauvages ont été obtenus, confirmant qu’abrB1 est
un gene essentiel a la croissance, comme ce fut le cas dans les quelques revues relatant la construction
de ce mutant (Oliveira et Lindblad 2008 pour Synechocystis sp. PCC6803, Ishii et Hihara 2008 pour
Synechocystis tolérante au glucose, Agervald et al. 2009 pour Nostoc sp. PCC7120).

. Q
Figure 102 (\\;p‘
P & S
A > 1000 pb < B %'\/% A’bél ‘O?el
«— » & @

[abrBT>—{  slloseo >

| K’ S sios0 > copies mutées — [ — B
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< B
%

> 1800 pb <

Mutant abrB1::Km'/AbrB1* c
A: Stratégie de délétion du gene abrB1: remplacement par un marqueur Km"

B: Ségrégation incompléte du mutant abrB1::Km'/AbrB1*, il reste des copies sauvages. Sauvage . . ‘ Q ¥
C: Test de croissance sur boite MM: le mutant pousse plus lentement que la souche a ’
sauvage (test en goutte, dilutions successives par 10) abrB1::Km"/AbrB1* . ‘ Vs

AabrB1::Km'/AbrB1" a un temps de génération supérieur a la souche sauvage (non montré) et
une moins bonne capacité a former des cellules en croissance sur boite (Fig 102). Le clone déplété en
abrB1, abrB1::Km'/AbrB1® posséde également moins de phycocyanines et chlorophylles et une
guantité de caroténoides similaire a la souche sauvage (Fig 103). Ce résultat indique une déficience de
I'appareil photosynthétique pouvant étre la cause de son incapacité a croitre aussi rapidement que la
souche sauvage. Si AbrB1 intervient sur le processus de la photosynthése, c’est normal qu’on ne

uisse pas totalement le déléter de
P P Le contenu pigmentaire de abrB1::Km'/AbrB1* est différent de la souche sauvage

Synechocystis dans ces conditions. 0225
Les cellules peuvent croitre en
absence de photosynthése

——Souche sauvage (WT)

(mixotrophie), notamment en 5 s el

présence de glucose et sous faible
lumiére (conditions ou des mutants
sans photosystemes peuvent étre
obtenus). Cela n’a toutefois pas
permis  d’obtenir un  mutant
compléetement ségrégé. Ainsi, AbrB1
n‘est pas uniguement essentiel a la
croissance en photoautotrophie. 01
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Figure 103
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2-2- Le mutant AabrB2
Le contenu pigmentaire de AabrB2 est différent de la souche sauvage

Comme indiqué dans larticle Figure 104
Dutheil et al. 2012, notre mutant Le contenu pigmentaire de AabrB2 est différent de la souche sauvage

AabrB2 présente un phénotype e

différent de celui présenté par Ishii et \/\
\

Hihara 2008. Notre mutant présente 02
une croissance identique a la souche
sauvage, mais une composition
pigmentaire différente, notamment,
on observe que notre mutant possede
plus de caroténoides, tandis que le
mutant décrit par les japonais possede |
moins de chlorophylles et de " \
phycocyanines (resp. -20% et -25%, ils _
ne font pas mention des faes = o0 w0 pa o %0 %0 200
caroténoides). Nous proposons dans e cnini

I'article que la différence pourrait étre due au caractére mutant « glucose tolérante » de la
Synechocystis japonaise, car dans notre cas ce sont tous nos AabrB2, méme issus de transformations
tres espacées dans le temps qui nous ont donné des résultats similaires, il ne peut donc s’agir du
phénotype d’un clone isolé en particulier.

Les caroténoides sont généralement liés a la protection contre le stress oxydant dans le vivant. Le
fait d’en détecter davantage dans le mutant AabrB2 pourrait indiquer que cette souche subit plus de
stress oxydant dans les conditions de culture du laboratoire, ou que son systeme de synthése des
caroténoides particulierement déréglé.

~—Souche sauvage (WT)
—DabrB2

e
S
b

Absorbance

e
=
7]

Phénotypes de résistance de AabrB2

Plusieurs tests physiologiques ont été menés par Panatda Saenkham lors de son passage au
laboratoire, ils nous indiquent sur le role biologique que tient ce régulateur dans la cellule (ces
résultats sont encore non publiés).

Ces résultats sont a priori consistants avec I'augmentation de la quantité de caroténoides dans
les cellules : nous relevons en effet une bien meilleure résistance du mutant AabrB2 a toute une série
de stress métalliques et oxydants qu’il s’agit de tenter d’expliquer.

Grace a la comparaison des transcriptomes AabrB2/souche sauvage effectué au laboratoire
(Leplat et al. 2013), on sait qu’AbrB2 est majoritairement un régulateur négatif des génes qu’il contréle
directement ou indirectement et que plusieurs genes liés a la défense contre le stress oxydant sont
sous sa dépendance et sont induits dans le mutant AabrB2. Ainsi, méme si les cellules sont en
conditions standard de croissance, deux hypothéses sont envisageables :

e La relation entre AbrB2 et les genes liés a la défense contre le stress oxydant est directe
et les génes sont constitutivement surexprimés dans le mutant, conférant une résistance
permanente a la souche. (Ce caractére de surexpression « permanente » d’'un gene inutile
en conditions de non stress constitue probablement un gaspillage énergétique et un
désavantage évolutif en milieu naturel).

e La relation entre AbrB2 et ces génes est indirecte, et ils sont induits en réponse a un
stress oxydant constitutif que ressentirait la cellule a cause de la mutation. Dans ce cas les
genes de défense contre le stress oxydant sont surexprimés afin d’assurer la survie de la
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souche. Sans doute qu’en conditions moins favorables qu’en laboratoire le mutant se
comporterait moins bien.

Nous reviendrons plus loin sur d’autres phénotypes du mutant

2-3- Les mutants AlexA et AcymR (construits par Panatda Saenkham et Sandrine Farci)

Au laboratoire, ces 2 mutants ont pu étre construits selon la méme technique que les 2
précédents. cymR (slr0846) est le gene en opposition d’abrB2, codant pour un régulateur
transcriptionnel qui pourrait étre impligué dans I’"homéostasie du soufre et qui a récemment été
identifié comme jouant un réle encore non clair vis a vis des photosystémes | et |, particulierement en
se fixant en amont des génes psaAB, sous-unités cruciales du PSI (Midorikawa et al. 2009). Les
protéines de sa superfamille sont notamment capables de détecter des changements
environnementaux et d’agir en conséquence, mais rien n’a été vérifié a ce jour encore chez
Synechocystis.

Le nouveau mutant AlexA qui a été reconstruit au laboratoire a pu étre obtenu totalement
ségrégé cette fois, facilitant d’autant les futures interprétations qui seront faites a partir de celui-ci.

2-4- AbrB2 empéche d’observer I'effet de LexA sur la promotion de hoxE

Dans I'article Dutheil et al. 2012, j’ai décrit la construction de 4 fusions transcriptionnelles de la
région promotrice de I'opéron hox au géne rapporteur cat qui ont permis de montrer qu’AbrB2 régulait
négativement le promoteur. A cours de ma thése, jai également introduit ces 4 fusions
transcriptionnelles dans la souche AlexA (construite par Panatda Saenkham). La Fig 105 suivante décrit
ces résultats :

Figure 105 Activité CAT
0 5 10 15
[ pJD1 I i— 13,81 -
| pID2 | L 12,14 3
| pID3 | 13,06 =
I. Bwr
[ piD4 | ;7 — @ Aoors2

r T T T T T T T T T
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0

ol ma
s5r2227 | e

M Site de fixation de AbrB1
W Site de fixation de LexA
M Site de fixation de AbrB2

Effet d'AbrB2 et LexA sur différents promoteurs de hoxE

Dans le mutant AlexA, I'activité promotrice observée est trés faible, du méme ordre que celle de
la souche sauvage. Bien qu’étonnant car LexA est supposé étre un régulateur positif de I'opéron hox
(Oliveira et Lindblad 2005, Gutekunst et al. 2005), ce résultat n’est pas réellement en contradiction
avec les résultats déja apportés, et cela pour deux raisons :

e LexA a été proposé comme activateur transcriptionnel de I’hydrogénase. Si cette
description est vraie, alors un mutant AlexA devrait montrer moins d’activité promotrice
gue le niveau sauvage. Hors dans les conditions de cette expérience, hox est peu
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exprimée dans la souche sauvage (Dutheil et al. 2012, Fig 105), ainsi une diminution
d’activité promotrice devient impossible a visualiser.

e La deuxieme raison possible est une conséquence directe du réle que 'on vient
d’identifier pour AbrB2. Effectivement, AbrB2 vient d’étre décrit comme un répresseur
direct de I'hydrogénase bidirectionnelle, et, de plus, interagissant sur une zone a cheval
autour du start de transcription de hoxE. Une telle localisation d’un répresseur peut
induire deux conséquences: AbrB2 défavorise fortement la fixation de la RNA polymérase
en amont du TSP, mais empéche aussi la progression de cette derniére en interagissant
avec la zone 5’non traduite de hoxE. Ainsi un site de fixation pour un activateur
transcriptionnel, mais qui se situerait en amont de ces deux « postes-contrdles » régis par
AbrB2, comme c’est le cas pour LexA, serait rendu totalement muet du fait de la trop
forte répression plus en aval. Ainsi tant qu’AbrB2 est présent dans les cellules et en
conditions standard de croissance (plus généralement : dans toutes les conditions ou
AbrB2 est fixé a ce promoteur), il est impossible de voir I'effet d’autres facteurs
transcriptionnels tant les variations d’activité promotrice sont inhibées par AbrB2.

Quoi qu’il en soit, cette série de mesures ne permet ni de valider ni d’invalider le réle de
régulateur positif ou négatif de LexA vis a vis de hoxE. Les preuves de la littérature indiquant qu’il
s’agirait d’un activateur sont insuffisantes et cette manipulation ne permet pas de répondre a la
guestion pour les raisons explicitées plus haut. La construction d’'un double mutant AlexAAabrB2
pourrait permettre de répondre, mais n’a pas pu étre faite pendant ma these.

Ce résultat renforce en tout cas davantage l'intérét de I'identification d’AbrB2 : il semble bien que
ce dernier soit un verrou majeur de ’expression de I’hydrogénase.

2-5- Régulation de ssr2227 par AbrB2 et LexA Figure 106
Lorsque j’ai étudié la région promotrice
de hox, j'ai aussi produit un plasmide Effet d'AbrB2 et LexA sur le promoteur de
rapporteur contenant la zone intergénique ssr2227
compléte entre hoxE et ssr2227 orientée 15

dans le sens opposé de celui de hoxE, de telle
maniére a obtenir le promoteur du géne en = WildType
opposition de hoxE : ssr2227 (il s’agit donc du = AabrB2
fragment « JD1 » décrit dans I'article, mais 10 - B AlexA
orienté vers ssr2227 plutot que hoxE). Jai
également introduit ce plasmide dans les 3
souches sauvage, AabrB2 et AlexA.

Les résultats (Fig 106) montrent que 5
ssr2227 est, a linstar de hoxE, trés
faiblement actif dans les conditions
standards de croissance, résultat pas
forcément étonnant étant donné que 0 -
ssr2227 est une transposase (et donc
naturellement a priori peu exprimée). Par contre, les résultats montrent qu’AbrB2 et LexA régulent
tout deux négativement ssr2227, et LexA plus fortement encore qu’AbrB2. Ceci indique qu’AbrB2
régulerait ssr2227 directement ou indirectement (éventuellement par le biais d’un site de fixation

Activité CAT
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autre que « JD4 » qui est tres proche de hoxE, ou également par un autre effet indirect, évoqué plus
loin).

Ce résultat permet en tout cas de proposer que LexA est un répresseur direct de ssr2227,
éventuellement par les 2 sites de fixation de LexA identifiés de -690 a -569 par rapport a ’ATG de hoxE
par Gutekunst et al. 2005 : ces sites seraient en effet plus vraisemblablement des sites qui concernent
ssr2227 que hoxE en raison de leur éloignement de ce dernier (voir Fig 105).

De maniere intéressante, dans cette configuration, la répression due a AbrB2 sur le promoteur de
ssr2227 ne masque pas la répression due a LexA (alors que c’était éventuellement le cas vis-a-vis du
promoteur de hoxE). Ce résultat permet donc de faire plusieurs hypotheses :

o |'effet d’AbrB2 sur ssr2227 est indirect puisqu’il ne masque pas l'effet de LexA, et/ou il
est direct, mais le site AbrB2 en question est en amont du site LexA.

o |'effet d’AbrB2 sur I'activité promotrice de ssr2227 pourrait étre indirect par un effet
d’AbrB2 sur LexA. Panatda Saenkham a en effet pu prouver par gel shift qu’AbrB2
interagissait directement avec la zone promotrice de LexA (sans pouvoir qualifier la
nature de I'effet toutefois).

e Comme les preuves indiquant une régulation positive de LexA vis-a-vis de hoxE sont
insuffisantes, il est possible que LexA ne régule pas hoxE mais uniquement ssr2227.
Néanmoins, I'existence du site de fixation proposé par Oliveira et Lindblad en 2005 a
forte proximité du site d’initiation de la transcription, et le fait que cette interaction
LexA-hox a aussi été observée chez Nostoc sp. PCC7120 (Sjoholm et al. 2007) plaiderait
plutét en faveur d’un effet direct de LexA vis-a-vis de hox, mais la nature positive ou
négative n’est pas encore connue et impossible a clarifier pour le moment (chez les deux
cyanobactéries).

Les transposases permettent a des portions de génome de changer de place, permettant aux
cellules de s’adapter, notamment aux antibiotiques. Qu’un régulateur possédant un domaine AbrB-like
puisse réprimer des mécanismes permettant entre autre I'acquisition de résistance aux antibiotiques
ou d’évoluer dans des conditions de stress n’est donc pas surprenant. Chez Microcystis aeruginosa il y
a également un géne codant transposase en opposition de hoxE, mais ce n’est pas le cas chez Nostoc
sp. PCC 7120, Synechococcus sp. PCC7002 ou Synechococcus sp. PCC7942. Dans certaines
cyanobactéries on peut aussi trouver des genes codant des sous-unités ribosomale ou des DNA ligases
en opposition de hoxE. Chez Arthrospira platensis NIES-39, c’est hypC qui se trouve en opposition de
hoxE. Ainsi ssr2227 n’est pas conservé chez les cyanobactéries possédant hox.

2-6- Effet de LexA et AbrB2 sur lexA

Panatda Saenkham, en utilisant un plasmide avec la fusion transcriptionnelle au géne rapporteur
cat de la zone promotrice du gene lexA, a montré que LexA s’autoréprimait tandis qu’AbrB2 n’a pas
d’effet (augmentation de I’activité promotrice d’un facteur 35 dans le mutant AlexA et pas de variation
significative dans le mutant AabrB2, résultats non publiés).

L'interaction directe de LexA sur son promoteur a été vérifiée et validée in vitro par retard sur
gel. AbrB2 semble également interagir avec le promoteur de lexA, bien qu’aucun effet significatif de
son absence n’ait pu étre décelé sur I'activité promotrice de lexA (résultats non publiés). Ce non-effet
apparent d’AbrB2 pourrait par contre étre une conséquence d’un « masquage » par LexA qui exerce
une répression déja extrémement forte sur lui-méme, mais cela est difficile a confirmer.
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2-7- Effet d’AbrB2, CymR et LexA sur cymR

Panatda Saenkham a également fabriqué un plasmide rapporteur de l'activité promotrice du
géne cymR, le géne en opposition d’abrB2, et montré qu’AbrB2 réprime I'expression de cymR (activité
cat triplée dans AabrB2), de méme que LexA (activité cat doublée dans AlexA). CymR semble aussi
s'autoréguler légerement (activité cat +50% dans AcymR) (résultats non publiés). Panatda Saenkham et
moi avons effectué des retards sur gel avec le fragment promoteur d’abrB2 (et donc de cymR) avec les
protéines LexA et AbrB2 et nous avons ainsi montré que ces deux régulateurs interagissent en amont
des deux genes abrB2 et cymR.

Ce résultat est particulierement intéressant quand on sait que cymR est a priori relié directement
a la bonne expression de I'appareil photosynthétique (quelques sous-unités du PSI, Midorikawa et al.
2009). Qu’abrB2 soit relié, a la fois, directement a I'hydrogénase bidirectionnelle et, au moins
indirectement, au photosysteme | qui I'alimente indirectement montre qu’abrB2 tient une place
particulierement importante dans le controle que fait la cellule sur ses métabolismes, dont celui de

I’hydrogéne. Fieure 107
2-8- Effet d’AbrB2 et LexA sur abrB1
K Effet d'AbrB2 et LexA sur le promoteur
En plus de I'analyse des promoteurs de hox et d'abrB1
abrB2, jai également construit une fusion
transcriptionnelle au géne rapporteur cat avec la 35
région promotrice d’abrB1. Afin de visualiser |'effet 30
d’AbrB2 et LexA sur la régulation de ce gene, le
plasmide a été introduit dans 3 contextes 25 = WildType |
génétiques différents : la souche sauvage, AabrB2 et = ® AabrB2
AlexA. S 20 H AlexA
-]
Mes résultats montrent qu’abrB1 est induit 2 is
dans une souche dépourvue d’AbrB2 mais pas dans <
une souche dépourvue de LexA. 10 -
abrB1 est décrit comme un auto-régulateur,
car il se fixe sur sa région promotrice (Oliveira et 5
Lindblad 2008). AbrB2 régule négativement
I’expression d’abrB1 mais sans savoir si c’est de 0"

facon directe ou indirecte. Il est donc possible que l'interaction entre les protéines AbrB1 et AbrB2 joue
ici un role particulierement important mais il s’agit d’'une hypothése qui n’a pu étre validée par les
techniques expérimentales dont nous disposons.

2-9- Effets des parameétres environnementaux et des régulateurs AbrB1, AbrB2, LexA et CymR sur
abrB2

Panatda Saenkham a construit une fusion transcriptionnelle au géne rapporteur cat avec la zone
promotrice d’abrB2 (plasmide pPS2 déja évoqué dans I'article Dutheil et al. 2012). Nous avons introduit
ce plasmide dans différents mutants des régulateurs impliqués dans la production d’H,, a savoir dans la
souche sauvage, abrB1::Km'/AbrB1®, AabrB2, AlexA et AcymR, et Panatda Saenkham a aussi testé
différentes conditions environnementales sur la sauvage portant le plasmide pPS2 (tous ces résultats
sont encore non publiés et ne sont pas montrés dans la version finale du manuscrit).
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2-10- Constitution du réseau de régulation de hox
Le modele proposé (Fig 109) est une synthese des résultats publiés et non publiés du laboratoire.
La régulation de I'expression de I'opéron hox se révéle trées complexe, les 3 régulateurs identifiés
a ce jour s’autorégulent mais régulent aussi positivement ou négativement I'un des deux autres
régulateurs en plus de réguler positivement ou négativement I'opéron hox.

Assimilation de Assnmlltz)mon du
|a;o3e Transport
de HCOs™
i 4 ARN hélicase
z X X Fix —ulm)
Photosysteme | .

sl1225
siiz22 U 5512420

A faire ou possibilités multiples \/
g, \P—  lee] | .:>[>‘- Q.
HRegulanon sans doute positive {

Régulation négative Opéron hox

Régulation sans doute négative
Régulation neutre ou a clarifier
» NADH
. Interaction protéine-ADN validée
2H'+2¢ ~ NAD"

Représentation Schématique de la régulation transcriptionnelle exercée sur 'opéron hox chez Synechocystis sp. PCC6803
Effet des régulateurs AbrB1, AbrB2, LexA et CymR

Avec ce modele, on peut déja constater une apparente contradiction : LexA serait un activateur
de hox, tout en étant également un activateur d’abrB2, lui-méme répresseur de I’hydrogénase. On
comprend donc bien que la quantité d’hydrogénase résultante d’une condition environnementale
particuliére sera le fruit d’'un complexe mécanisme d’ajustement entre les effets combinés de chacun.

Cette représentation incomplete permet d’illustrer la complexité du réseau de régulation de hox,
et met en lumiere la nécessité de la cellule a controler de maniére extrémement étroite la quantité
d’hydrogénase. Le colt énergétique tres élevé pour la formation d’'une seule hydrogénase
bidirectionnelle (5 sous-unités, chacune comportant des clusters Fe-S et Ni-Fe, plus 7 protéines de
maturation au moins) permet d’expliquer, au moins en partie, pourquoi la cellule n’assemble
I’hydrogénase que si cela est vraiment indispensable.
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2-11- Construction d’une souche produisant plus d’hydrogénase
Une partie des objectifs du laboratoire était d’identifier les différents facteurs affectant
positivement ou négativement la production de dihydrogeéne par Synechocystis, en vue de finalement
augmenter cette derniéere.

Une des stratégies consiste donc a surproduire les facteurs transcriptionnels positifs et diminuer
les facteurs transcriptionnels négatifs. Nous avons donc tenté d’augmenter la quantité d’AbrB1 et de
diminuer la quantité d’AbrB2 dans une seule et méme souche.

J’ai ainsi construit un plasmide de surexpression thermocontrolée d’abrB1 a partir du plasmide
pFC1. Le plasmide pFClabrB1l a ensuite été introduit dans le mutant AabrB2, (de méme que le
plasmide pFClabrB2). L'activité hydrogénase normalisée des différentes souches mutantes a ensuite
été mesurée par la technique d’échange H/D au CEA de Cadarache, les résultats sont montrés sur la Fig
110.

25

20

H30°C m39°C

15

10

Production d'H, Normalisée

: L

1: WT + pFC1 : 2: WT + pFClabrB2 ‘ 3: AabrB2 + pFClabrB1 4: AabrB2 + pFClabrB2

Production d’hydrogéne de différents mutants des régulateurs de I’hydrogénase a 30°C et 39°C
a 30°C le géne porté par le plasmide pFC1 n’ pas exprimé, a 39°C, il est fortement exprimé.

Figure 110

On observe un effet cumulatif de la délétion d’abrB2 couplée a la surexpression d’abrB1 :
I'activité hydrogénase augmente d’un facteur 3 dans le mutant AabrB2+pFClabrB1 a 39°C (~23 U.A.)
par rapport a la souche sauvage a 30°C (~7 U.A.). Ces résultats restent cependant a confirmer.

On peut également remarquer a nouveau qu’il est trés probable que les régulations générées par
les CyAbrBs (et LexA) ne sont pas médiées uniquement par la quantité des protéines au niveau
intracellulaire. Les effets de modifications post-traductionnelles doivent étre importants, et chercher a
n’influer que sur les quantités de régulateurs ne permettra pas forcément, a terme, de contréler assez
précisément le réseau de régulation de hox pour obtenir I'effet recherché. Effectivement, controler les
proportions des régulateurs modifiés ne peut pas se faire en simplement enlevant ou rajoutant des
protéines sous leur forme non-modifiée. Ce constat restera d’autant plus vrai que nous ne savons
toujours pas quelles sont toutes les modifications post-traductionnelles encourues par les CyAbrBs
dans la cellule, ni les roles de chacunes de ces formes. Cette derniére question fera I’objet du prochain
chapitre.
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2-12- Le transcriptome d’abrB2

Durant mon travail de these, le design de puces a oligos couvrant, pour la premiére fois,
I'ensemble des génes portés par le chromosome et les plasmides de Synechocystis ainsi qu’une
centaine de ses ARN non-codants a été réalisée (voir Leplat et al. 2013).

Christophe LEPLAT a utilisé ces puces pour comparer le transcriptome du mutant AabrB2 a celui
de la souche sauvage. Plus de 350 genes sont dérégulés par l'inactivation de ce régulateur en
conditions standard. Parmi ces 354 genes, 299 sont dérégulés négativement, montrant qu’AbrB2
fonctionne majoritairement comme un répresseur chez Synechocystis.

L'opéron hoxEFUYH codant pour I'hydrogénase est induit dans le mutant AabrB2 d’un facteur
similaire a celui détaillé par RT-PCR quantitative dans I'article Dutheil et al. 2012 (entre x3 et x5) ainsi
que HypF.

La quantité d’ARN de nombreux genes impliqués dans les métabolismes de I'azote et du carbone
est aussi modifiée dans la souche AabrB2, notamment le transport d’urée et la nitrate réductase. Ces
résultats confirmant en partie les résultats d’Ishii et Hihara 2008 pour la souche mutante de
Synechocystis tolérante au glucose. L'analyse de Leplat et al. 2013 montre trés clairement et pour la
premiére fois qu’une grande partie des génes sous la dépendance d’AbrB2 sont portés par des
plasmides.

Les 20 genes les plus induits dans la souche AabrB2 par rapport a la souche sauvage sont tous des
génes plasmidiques (facteurs de variations allant de x10 a x77). Ce résultat tres intéressant révéle le
réle primordial d’AbrB2 dans I’expression des genes plasmidiques dont I'immense majorité sont de
fonction totalement inconnue. Certains pourraient donc étre impliqués d’une maniere ou d’une autre
dans le métabolisme de I'hydrogéne.

L'effet positif de la mutation AabrB2 sur le niveau de transcrit du régulateur cymR confirme ce
qui a été vu par fusion transcriptionnelle. De méme la non régulation de lexA par abrB2 est également
confirmée.

De maniéere intéressante, plusieurs genes liés a la tolérance au stress oxydant sont également
induits en absence d’abrB2. Il s’agit de norB (nitric oxyde réductase, x8,48) qui évacue I'exces d’oxyde
nitrique NO (Busch et al. 2001), et de cydA (Cytochrome D quinol oxydase, x2,95), un accepteur
terminal d’électron de la chaine respiratoire. Ce résultat semble indiquer qu’abrB2 agit comme un
répresseur de la réponse au stress oxydant en général, ceci pourrait indiquer que I'hydrogénase
bidirectionnelle joue un réle dans la tolérance au stress oxydant métabolique.

Un autre effet non attendu concerne la régulation du transport des métaux. En effet, la quantité
d’ARN fecBCDE (import de citrate ferrique), feoB (import d’ions ferreux) ainsi que futA1A2BC (import
de fer) est diminuée d’un facteur allant de /1,6 a /3 ainsi que coaT (cobalt, /5,45) et hupE (probable
transporteur de métaux, /3,78 Hoffman et al. 2006). Ceci peut paraitre paradoxal car dans un mutant
AabrB2 il y a une augmentation de la quantité d’hydrogénase, métalloenzyme a centre [NiFe] avec de
nombreux clusters [FeS], une hydrogénase compléte contiendrait ainsi 27 atomes de fer (54 lorsqu’elle
est arrangée en dimére).

L'expression d’autres genes régulés par la quantité de fer dans le milieu est modifiée, parmi ceux-
ci: mrgA (slr1894, /2,3), isiA (sll0247 /4), isiB (s1l0248 /8,4) et d’autres.

Des geénes participant a la gestion du flux cyclique d’électrons de la photosynthése varient,
traduisant éventuellement une redirection du flux vers la production d’hydrogéne :
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e Les ARNS des genes pgr5 (ssr2016) et ndhD2 (slr1291), impliqués dans la réduction du pool de
plastoquinones, voient leur quantité réprimée (respectivement /4,2 et /2,3), indiquant de
probables changements du pool de NADPH.

e A linverse, la quantité d’ARN petC2 (slr1185), une sous-unité a FeS de Rieske alternative du
cytb6/f impliquée dans I"adaptation au stress lumineux subit quant a elle une forte induction
(x4,6 voir Tsunoyama et al. 2009 pour réf).

L’ensemble de ces résultats suggere qu’AbrB2 controle les reprogrammations métaboliques qui
conduisent a une production d’hydrogéne.
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DEUXIEME
PARTIE

CHAPITRE 5

Le stress oxydant, le glutathion & les mécanismes de résistance

ARTICLE Il

La régulation exercée par le répresseur de I'opéron hox AbrB2
est dépendante de son unique cystéine

gui est modifiée post-traductionnellement.

._ ..................................................................... _.
Page | 173



._ ..................................................................... _.
Page | 174



CHAPITRE 5

1- Stress oxydant : le dioxygéne n’oxyde pas la matiére vivante.

Contenant pres de 20% de dioxygene (0;), 'atmosphére terrestre dans laquelle nous vivons est
largement oxydante. Cependant, contrairement a une idée recue, le dioxygéne n’est pas assez réactif
pour réagir spontanément avec la matiére organique (I'oxygene et la vie tome 1 C.Deby et G.Deby-
Dupont), la raison en est principalement la barriere énergétique forte qui empéche la réaction de se
produire. Ainsi, pour pouvoir réagir avec les matiére organiques, le dioxygéne fondamental nécessite
des catalyseurs qui abaissent I'énergie d’activation de la réaction. Dans le vivant, ces catalyseurs,
souvent des enzymes, comportent généralement des métaux de transition au sein de leur site actif, lui-
méme constituant un microenvironnement d’acides aminés qui contribuent tout autant a
I'abaissement de la barriére énergétique.

Les organismes vivants ont trés tot dii apprendre a gérer les dégats inévitables que pouvait
causer un tel type de stress. Le stress oxydant est en effet inévitable puisqu’il s’agit d’'un simple
transfert d’électron médié par une des plus petites molécules existantes : le dioxygene (0O;) (Imlay
2008).

2- La photosyntheése et le stress oxydant

Les cyanobactéries sont les premiers organismes photosynthétiques apparus sur Terre et font
partie des premiers a avoir d{ lutter contre le stress oxydant. L’appareil photosynthétique génére en
effet de I’O, directement au niveau intracellulaire. Ainsi, avant méme que I'atmosphére Terrestre ne
devienne significativement oxydante pour toute la biosphére, les cyanobactéries étaient déja
confrontées a un stress oxydant intracellulaire. En conséquence ce sont elles qui ont, il y a environ 3
milliards d’années, développé les premieres des stratégies de résistance au stress oxydant ; stratégies
qui se sont ensuite répandues et diversifiées dans la plupart des espéeces vivantes actuelles,
conservées par I'évolution.

Certaines plantes et organismes ont appris a exploiter la vulnérabilité de leurs compétiteurs aux
especes réactives de I'oxygéne (ROS, voir paragraphe suivant pour une description). Afin de les
attaquer, elles excretent des composés redox-cycliques (Redox-Cycling Compounds RCCs), tels les
guinones, phenazines et viologenes, qui diffusent jusqu’aux microorganismes a proximité a l'intérieur
desquels ils oxydent les enzymes rédox de la cellule, transférant dans le mouvement des électrons a
I’oxygéne moléculaire et générant 0,"". Ces RCCs sont capables d’augmenter la génération naturelle de
ROS intracellulaire de plusieurs ordres de magnitude (Imlay 2008)
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3- Les Espéces Réactives de I’'Oxygéne (Reactive Oxygen Species en anglais ou ROS)
3-1- Les ROS
Les ROS sont des molécules dérivées du dioxygene, hautement plus réactives. On en répertorie
plusieurs, dont les principales sont ici détaillées:

e, 2H" e, 2H"
% -0.16 V +0.94V +0.38V +2.33V
102 Figure 114

e 0O, le dioxygene: Cette molécule compose prés de 20% de notre atmosphére, beaucoup
d’organismes la respirent afin de tirer de I'énergie de sa réactivité intrinséque. Le dioxygéne peut
traverser les membranes librement, de telle sorte que sa concentration intracellulaire équivaut
généralement celle de I'extérieur. La chaine de respiration et les enzymes qui assurent généralement
des transferts électroniques d’une espéce a I'autre sont par contre aussi susceptibles de transférer des
électron au dioxygene et de faire changer sa structure vers des espéces hautement plus réactives et
problématique pour la cellule (Imlay 2008).

) 10;, I’ « oxygeéne singulet » : aussi noté lAg, c’est un état excité de O,. La ou le dioxygeéne
« standard » a ses 2 électrons les plus externes répartis dans 2 orbitales moléculaires avec des spins
paralléles, '0, est caractérisé par ses 2 électrons les plus externes présentant des spins opposés et
occupant une méme orbitale moléculaire. Cet état excité de la molécule est particulierement instable
et réactif. |l a été caractérisé pour la premiére fois par Herzberg en 1934 qui a attribué la couleur rouge
de certaines aurores polaires a cet état excité des molécules de dioxygene. La durée de vie de cette
espéce chimique est de I'ordre de 2 us dans I’'H,0.

Chimiquement, l'oxygéne singulet est susceptible de réagir directement avec beaucoup
d’especes chimiques présentes dans le vivant, notamment en s’additionnant sur des cycles
polyinsaturés a la maniere d’une cyclo-addition de Diels-Alder d’éthyléne sur un diene et d’entrainer
différents dommages irréversibles, mais aussi par d’autres mécanismes bien plus complexes. On notera
par exemple :

-I'addition de 'O, sur les acides aminés comportant des cycles comme [Ihistidine ou le
tryptophane. Les acides aminés étant les briques élémentaires de toutes les protéines et enzymes de la
cellule, on comprend que Ieffet de "0, peut &tre particulierement toxique pour la cellule.

- 'addition de 0, sur les bases nucléiques (A, T, G, C ou U) qui impliquées dans la synthése de
’ADN, 'ARN mais aussi dans d’autres voies métaboliques. En pratique, 'O, réagit presque
exclusivement avec la guanosine, produisant ainsi la molécule 8-oxo-7,8-dihydro-2’désoxyguanosine
(8oxodGuo) utilisable comme un biomarqueur du stress oxydant.

- I'addition de 'O, sur les acides gras insaturés, constituant les membranes cellulaires, peut
également étre tres dommageable pour la cellule.

- la réaction de 0, avec la vitamine C ('acide ascorbique) qui conduit 3 I'oxalate est bien connue
et constitue un des premiers mécanismes découvert de résistance au stress oxydant.(source :
I’Oxygene singulet et la vie C Deby)
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e 0,%, «I'anion superoxyde »: Cette espéce se forme ' NB: O, et H,O, sont formés suite
par ajout d’un électron a la molécule de O, (Fig 114). Elle se ' aux collisions naturelles de Ia
forme a une vitesse d’environ 5 pM.s™ et majoritairement ' molécule de dioxygene avec les
suite a la respiration cellulaire (Imlay 2008). Etant chargée | enzymes type flavodoxine, le taux
négativement, donc ionique, elle traverse difficilement les | d’apparition de ces especes est donc
membranes a pH neutre. Elle est connue notamment pour | directement proportionnel a la
pouvoir désestérifier les phospholipides membranaires (voir | concentration oxygénique ambiante,
Fig.lll 3 (chap7 du livre DEBY), cette déstabilisation peut . €t par voie de conséquence, les
notamment conduire a la lyse cellulaire et donc & la mort de  organismes microaérobies et les

I'organisme. En conditions plus acides, le radical superoxyde : cellules mammiferes sont
est également susceptible d’accrocher un proton naturellement plus protégees contre
supplémentaire pour former HO,®, ces stress que les autres organismes.

e H,0, le peroxyde d’hydrogéne: Cette espéce se | Les bactéries sont généralement
forme successivement a la précédente par récupération d’un | suffisamment pourvues en défenses
électron supplémentaire et de 2 protons 3 une vitesse | Naturelles pour se protéger contre
moyenne d’environ 15 pM.s . Elle peut aussi étre formée par | ces deux espéces, des mécanismes
réactions photochimiques naturelles (pouvant atteindre de 1 | additionnels ne sont induits que
3 20uM dans un milieu stérile conservé a la lumiére). L'espece | lorsque les microbes sont confrontés
n‘est pas réactive en tant que telle. En tant qu’espéce non « @ des stress artifiels assez rarement
chargée, elle peut trés facilement traverser des membranes ' rencontrés dans la nature (Imlay
(comme 0,) et affecte donc les cellules directement dés qu’on 2008)
la retrouve dans le milieu.

e HO®, le radical hydroxyle et HO I'anion hydroxyde : Ces deux espéces sont les plus réactives des
ROS et en ce sens n‘ont pas vraiment le temps de s’accumuler dans I'organisme, leur caractére basique
et nucléophile en font des espéces particulierement dangereuses pour les cellules.

3-2- Autres dommages générés par les ROS

Outre les dégats possibles déja évoqués plus haut, 0, et H,0, sont susceptibles d’endommager
des clusters [FeS] exposés aux solvants (comme par exemple ceux des ferrédoxines ou des hydratases.
Au site actif, les deux espéces se lient a I'atome de fer et oxydent le cluster dans un état redox instable.
0,° oxyde ainsi un cluster [4Fe—4S]2+ en [4Fe—4S]3+ (degrés d’oxydation du fer augmenté de un) qui va
ensuite perdre irréversiblement son fer catalytique: [3Fe-4S]". De la méme maniére, H,O, entraine la
dégradation du cluster mais en oxydant le cluster de maniére divalente en entrainant le départ d’un
ion ferrique. Méme dans les conditions « standards », naturelles et dites non-stressantes, ces réactions
se produisent tres fréguemment. Le maintien des activités enzymatiques affectées est assuré par les
procédés qui reconstruisent les clusters en permanence (Imlay 2008).

3-3- Les systemes de protection contre les ROS et le stress oxydant
Systemes passifs de récupération du stress oxydant

De nombreux métabolites comme les a-tocophérols (vitamine E), les caroténoides (B-caroténes,
myxoxanthophylles, zéaxanthine etc...) ou le glutathion (un tripeptide) sont impliqués dans la capture
du stress oxydant et en particulier des ROS, de maniere passive (Latifi et al. 2009, Masip et al. 2006,
Narainsamy et al. 2013). Ces molécules, souvent présentes a des concentrations de I'ordre du mM,
agissent comme des boucliers qui piegent les ROS avant que ceux-ci n’atteignent d’autres
molécules/protéines de la cellule.
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Systémes actifs de récupération des ROS

Outre

les systemes « passifs », les organismes disposent également d’enzymes capables

d’évacuer un stress oxydant excessif. Ces systémes sont généralement induits par des conditions
particulierement stressantes, mais sont naturellement tres abondants en conditions normales.

La_Superoxyde Dismutase (SOD): L’anion superoxyde est capable de dismutation

spontanée. Cependant la cinétique de cette réaction chimique étant du deuxieme ordre,
le processus ne permet pas de descendre a des concentrations suffisamment basses de
0,%(la vitesse de réaction diminue au fur et & mesure que la concentration en 0,*
diminue).

La superoxyde dismutase est une métalloenzyme (il en existe plusieurs type, les plus
communes étant a Fe, Mn ou V) capable de catalyser cette réaction avec une haute
efficacité. Sa concentration dans les cellule est également élevée, jusqu’a 20 uM chez
E.coli (Imlay 2008) et permet de maintenir la concentration de 0,*" a environ 0,1 nM dans
les cellules (Imlay et Fridovich 1991) soit environ (on retrouve ainsi environ 10000 fois
plus de SOD que de son substrat dans les cellules de E.coli). Pourtant méme ce tres faible
taux de 0,° suffit a inactiver les enzymes possédant des cluster FeS labiles (demi-vie : 30
minutes) et une diminution de la quantité de SOD intracellulaire affecte drastiquement la
survie cellulaire (Gort et Imlay 1998).

Il semblerait que les microorganismes anaérobies stricts ne possédent pas de superoxyde
dismutase , cette particularité impliquerait leur incapacité a survivre en milieu aérobique.
Cependant elles possedent des Superoxyde Réductases (ou SOR), moins efficace que les
SOD qui leur permettent par exemple de survivre lorsque de I'eau contenant de 'O,
dissout pénetre ponctuellement les habitats anaérobies (Jenney et al. 1999, Imlay 2008).
Les cyanobactéries possédent des superoxyde dismutases. Par ailleurs, il faut noter qu’un
CyAbrB (AbrB1) régule la SOD de la cyanobactérie Nostoc sp. PCC7120 (Agervald et al.
2010).

Les peroxidases et les catalases : Ces deux enzymes catalysent la consommation d’H,0,:
Les peroxidases catalysent la réaction : RH, + H,0, - R + 2H,0

Les catalases : H,0, + H,0, = 0, + 2H,0

Les peroxidases/peroxirédoxines sont oxydées par une de leur cystéine, qui va ensuite
former un pont disulfure avec d’autres résidus cystéines et finalement une flavoprotéine
au NADH va permettre de régénérer I'enzyme. Ces enzymes permettent de maintenir la
concentration de H,0, intracellulaire aux environs de 20 nM, cependant lorsque la
concentration de H,0, est trop importante (dépasse 0,1 uM), ces enzymes qui
consomment beaucoup de NADH saturent, et la catalase s’induit fortement pour devenir
la principale enzyme de collecte du H,0, (qui ne nécessite pas de NADH). Ces deux
systéemes de collecte de I’'H,0, permettent de maintenir sa concentration intracellulaire
au moins 20 fois plus bas qu’a I'extérieur.

Il existe bien évidemment d’autres systémes de résistance et de réparation des dommages liés au
stress oxydant. Les mécanismes autour du glutathion en particulier nous intéressent.
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4- Le Glutathion GSH
4-1- Qu’est-ce que c’est ?

Le glutathion est un tripeptide (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-L-glycine) ou GSH, considéré comme un
tampon redox.

Il constitue I'espéce chimique possédant un résidu thiol la plus abondante des cellules qui en
possédent (entre 0,1 et 10mM). La détoxification des ROS entraine |’oxydation du GSH en dimére GSSG
(liaison disulfure). Le stress oxydant que subit la cellule détermine ainsi le degré d’oxydation du pool de
glutathion intracellulaire.

Le glutathion joue un réle central dans le controle redox des thiols de protéines et des ponts
disulfures, dans la protection contre des métaboliques toxiques comme le méthylglyoxal ou le
formaldéhyde, contre des espéces électrophiles ou xénobiotiques, antibiotiques et les stress
osmotique et bien slr oxydant (Pour revue voir Narainsamy et al. 2013, Masip et al. 2006). Son role vis-
a-vis de ’lhoméostasie du fer chez les cyanobactéries (organismes requérant prés de 10 fois plus de fer
qgue les autres bactéries afin d’assembler les photosystemes) est également une question discutée
(Houot et al. 2007, Cameron et Pakrasi 2010, Shcolnick et al. 2009)

4-2- Voie de biosyntheése du glutathion Figure 115
La synthése du glutathion est assurée par deux Glu Cys
enzymes a ATP: la y-glutamyl-cystéine synthétase
(GshA) qui catalyse I'addition d’acide glutamique sur la
cystéine pour former I'espéce y-glutamyl-cystéine (il
ne s’agit pas d’une liaison peptidique), et la glutathion y-GluCys
synthétase (GshB) qui ajoute la glycine au y-glutamyl- Gly

cystéine pour former le GSH (Masip et al. 2006, Fig

115).

gshA est un géne essentiel a la survie cellulaire,
et seul un mutant partiellement déplété a pu étre CysGly+Glu «—— GSH <—= GSSG
obtenu chez Synechocystis sp. PCC6803 (Cameron et m

Pakrasi 2010, résultats non publiés du laboratoire). A 5L ) ‘ .
oie de biosynthése du glutathion

I'inverse un mutant totalement ségrégé de gshB a pu GSH=Glutathion: Glu=acide glutamique; Cys=cystéine; Gly=glycine;
&tre obtenu chez quelques cyanobactéries Le mutant GSSG=glutathion oxydé. GshA=y-glutamyl cystéine synthetase;

. L. ' GshB=glutathion synthase; Ggt=y-glutamyl transpeptidase qui
AgshB est incapable de synthétiser du GSH, accumule peut cataboliser le GSH. ROS=espéces réactives de l'oxygéne;
I'espéce y-glutamyl-cystéine, il pousse lentement et se  Gor=clutathione réductase (NADPH-dépendante).
montre sensible a plusieurs stress (notamment H,0,,
méthylviologene (oxydant), lumiere + glucose et antibiotiques, voir Narainsamy et al. 2013 pour revue).

Le glutathion peut-étre catabolisé par I'enzyme y-glutamyl transpeptidase (Ggt) qui permet de
régénérer du glutamate (voir Fig 115).

Le glutathion s’oxyde en GSSG au contact des ROS, et chez de nombreuses cyanobactéries la
glutathion réductase (Gor) catalyse la réduction du GSSG en GSH par la consommation de NADPH. Les
deux systéemes GSH/GSSG et NAD(P)H/NAD(P) sont incapables d’inter-réagir a une vitesse significative,
entrainant ainsi que les potentiels redox de ces deux couples peuvent étre maintenus
indépendamment l'un de l'autre en fonction des besoins cellulaires (Masip et al. 2006). Le ratio
GSH/GSSG chez E.coli atteint en conditions standards environ 200 (Masip et al. 2006) et peut méme
étre encore supérieur chez les plantes (Zaffagnini et al. 2012). A noter que Synechocystis sp. PCC6803
fait partie des quelques cyanobactéries unicellulaires a ne pas posséder de Gor (Marteyn et al. 2009,
Narainsamy et al. 2013).
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4-3- Maintien de I’'homéostasie des thiols de protéines par le glutathion et le systéme glutarédoxines.
Les ROS peuvent générer 3 types de ponts disulfures en fonction
des groupes cysteinyl qui interagissent: GS-SG correspond a
I'oxydation du glutathion, protéine-S-S-protéine correspond a la
formation d’un pont disulfure inter-moléculaire et protéine-S-SG . 3
correspond a ce qu’on appelle la glutathionylation des protéines. GSH GSSG GSH GSSG

Plusieurs études protéomiques ont montré qu’un grand nombre de AT e
protéines de plantes et mammiféres étaient capables de subir une -

glutathionylation sous l'effet d’un stress oxydant artificiel (Dalle-
Donne et al. 2009, Zaffagnini et al. 2012, données non publiées du
laboratoire). Chez les cyanobactéries, ces protéines sont impliquées,

N , SH SH
entre autres, dans la photosynthese, la réponse au stress oxydant, le
repliement des protéines, la biosynthése d’acides aminés, le
métabolisme des lipides, le métabolisme du carbone, la traduction, le
métabolisme de I’ATP (Naraimsamy et al. 2013). Le stress oxydant oxyde le pool de glutathion et
oxide/glutathionyle les protéines
Figure 116

Le processus de glutathionylation peut

Hakid protéger les cystéines des protéines des dommages
/ \ - irrévers\ibles gu’aurait entrainés I'oxidation p'f]r Ie\s
ROS. Des lors que les cellules se sont soustraites a
/ I’environnement stressant, les glutarédoxines (Grxs)
GSH catalysent la réduction du pont disulfure entre le
l l glutathion et la protéine afin que la protéine
‘ ' retrouve son état réduit originel (Zaffagnini et al.
2012). Ce procédé s’appelle la déglutathionylation.
Les thiorédoxines (Trxs) sont des protéines
» capables de réduire les ponts disulfures intra-
S==5 g protéines (pour revue voir Naraimsamy et al. 2013)
Hiotélnes oiydses ‘ ‘ tandis que les Grxs, qui partagent une structure
tridimensionnelle similaire aux Trxs, sont plutot
l l susceptibles de catalyser la réduction des ponts
o~ B mixes protéine-S-SG.
Chez les plantes, on trouve un grand nombre
Frotelnes tegentrees ‘ ‘ de Grxs et Trxs (respectivement 31 et 19 chez
A.thaliana, Michelet et al. 2006), rendant I'étude de
leur spécificité et particularités particulierement
Le processus de déglutathionylation difficile. Par contre, chez les cyanobactéries on

Aprés retour en milieu non stressant, les thiorédoxines et glutarédoxines catalysent . \ .
la réduction des thiols des protéines précédemment oxydées. Fed: Ferrédoxine; trouve moins de genes de trx et grx (respectlvement

FTR= ferrédoxine Thiorédoxine réductase; NTR NADPH Thiorédoxine réductase; i H
Gor=glutahion réductase; GSH=glutathion; GSSG=Glutathion oxydé; ROS=Especes 4 et 3 chez Synechocyst/s par exemple' vorr

réactives de I'oxygeéne; Trx=Thiorédoxine; Grx=Glutarédoxine. Naraimsamy et al. 2013 pour les autres

D’aprés Narainsamy et al. 2013 L.
] cyanobactéries).
Figure 117

._ ..................................................................... _.
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4-4- Glutathionylation : une modification post-traductionnelle qui affecte I'activité des protéines

Il a été remarqué que le processus de glutathionylation/déglutathionylation peut entrainer une
modulation par régulation redox de [Iactivité enzymatique des protéines cibles (activation,
désactivation, variation) (Dalle-Donne et al. 2009). Outre les enzymes Grx et Trx dont Ia
glutathionylation est au centre de leur mécanisme réactionnel, plusieurs enzymes peuvent voir leur
activité modulée par cette modification post-traductionnelle. Concernant les régulateurs
transcriptionnels, peu de choses sont connues quant aux effets possibles de cette modification sur leur
activité, parmi les quelques rares identifiés, OxyR et Stat-3 :

e Chez E.coli, le régulateur OxyR, régulateur de la réponse au stress oxydant subit plusieurs
modifications post-traductionnelles, parmi lesquelles la glutathionylation. Ces
modifications de la cystéine sont un processus par lequel le régulateur OxyR « sent »
I’état rédox auquel est soumis la cellule. Lorsque la protéine est modifiée, cela entraine
un changement de la courbure de ’ADN en amont des genes ou il est fixé, qui se traduit
par une réponse transcriptionnelle modulée (Kim et al. 2001, Fig 118)

A H H
Redox state of the cell
—
Effectors:

"Off" Oxidants and nitrosants "On"
B Reduced Modified Modified
OxyR OxyR (dimers) OxyR bound to DNA
(tetramers)
SNO  §NO ONg o SNO
S-nitrosylation L S\ =, Cooperative ? Ns\ = ?N ?
oy S DNA binding }Ti-‘ﬁ-p!ﬁ;\«s ’;F’"ﬂ
OH SOH . HO! Ho o ot
S-hydroxylation ooperative
“ LAYV G P Py §
Air/H.0; DNA binding RV =
G, - e ‘556
2 ’ 5G SSG S, <
S-glutathionylation i Non-cooperative
GSSG DNA binding o <
e

c NO OH sG
O -
B

GSNO concentration

Modele de la régulation rédox du régulateur OxyR de E.coli
Le ré%ulateur OxyR peut subir au moins 3 modifications post-traductionnelles différentes,
dont Ta glutathionylation, qui entraine des changements conformationnels du régulateur,
des cglurbures de I'ADN différentes et des réponses transcriptionnelles des génes cibles
variables.

Figure 118 Kim et al. 2001

e Chez les cellules du foie humain, le régulateur clé de la croissance cellulaire STAT-3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) a été vu subir une S-glutathionylation. Cette
modification affecte in vitro son affinité pour ’'ADN et sa capacité a étre substrat d’'une
tyrosine kinase (Xie et al. 2009). Ces résultats montrent selon les auteurs que la S-
glutathionylation de STAT-3 est une modification qui pourrait exercer une fonction
régulatoire dans les cellules.

._ ..................................................................... _.
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4-5- AbrB2 existe sous au moins deux forme in vivo
Le caractere modifié post-traductionnellement des CyAbrBs AbrB1 et AbrB2 a été évoqué a
plusieurs reprises dans la littérature et dans cette these (Ishii et Hihara 2008, Shalev-Malul et al. 2008,
Liemann-Hurwitz et al. 2009, Oliveira et Lindblad 2009, Yamauchi et al. 2011). Ces modifications n’ont
que tres rarement pu étre identifiées avec certitude, seul AbrB1 de A.ovalisporum a été vu acétylé et
méthylé (Shalev-Malul et al. 2008).

Concernant AbrB2 chez Synechocystis sp. PCC6803, les travaux de Liemann-Hurwitz et al. 2009,
déja évoqués plus tot dans cette thése, ont montré que l'interaction d’AbrB2 avec le promoteur du
geéne sbtA in vivo était dépendante, non pas de la quantité d’AbrB2 dans la cellule, mais des conditions
de culture (la protéine interagit avec le promoteur uniquement en forte concentration de carbone
inorganique). Ce résultat montre que AbrB2 subit trés probablement une modification post-
traductionnelle qui affecte son affinité a I’ADN.

De plus, en 1999, Sazuka et al. ont réalisé une étude protéomique a grande échelle qui a permis
d’identifier prés de 240 protéines différentes de Synechocystis. Parmi les protéines détectées, ils ont
repéré SIl0822 sous au moins deux formes différentes (voir Fig.119)

w oo L SR, BN .
A3 i S when =
66.2- — "“mb; Fdow * e
e e L s
bes 'tﬁ-w‘:ﬁ i 43 8b % 8¢ l_ﬁ 132
- o7 o }0* §o gl @ ﬁtf ‘“]‘ LT . S
SRS e L | W LTIh

AbrB2 existe sous au moins deux formes différentes chez Synechocystis sp. PCC6803
Les spots 72a et 72b correspondent aux deux formes d’AbrB2 (S110822), elles possedent un
méme poids moléculaire mais des points isoélectriques différents. Les protéines ont été
identifiées par microséquencgage.

D'aprés Sazuka et al 1999 - Cyano2Dbase

Figure 119
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ARTICLE |

1- Introduction & résumé du manuscrit de I'article Dutheil & Sakr et al.
1-1- Préliminaire

Le premier article, dont je suis co-premier auteur, a permis d’identifier un nouveau régulateur
transcriptionnel de I’hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis : le répresseur AbrB2 (Dutheil et al.
2012). Dans un deuxieme temps de ma these, je me suis intéressé aux modifications post-
traductionnelles de ce régulateur et a leurs effets sur I'expression de son régulon, et notamment sur
hox.

AbrB1 et AbrB2 possedent une cystéine conservée dans toute la famille des CyAbrBs. Comme
nous I'avons vu dans le chapitre précédent, les cystéines sont des cibles privilégiées de modifications
redox, et j'ai donc analysé avec le post-doctorant Samer Sakr le réle de la cystéine d’AbrB2 dans ses
activités de régulation.

Ensemble, les résultats mettent en avant le role de « senseur » du stress oxydant, médié par leur
cystéine, que tiennent les régulateurs CyAbrBs chez les cyanobactéries.

Ces découvertes permettent finalement d’apporter une nouvelle dimension et une meilleure
compréhension du réseau de régulation de I’"hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis.
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1-2- Introduction & résumé de I'article Sakr et Dutheil et al.

NB: Le manuscrit suivant est la version soumise au International Journal of Hydrogen Energy.
Les résultats que nous avons produit au laboratoire nous ont conduit a intituler cet article :
The activity of the Synechocystis PCC6803 AbrB2 regulator of hydrogen production can be post-
translationally controlled through glutathionylation

Comme cela a été évoqué dans les précédents chapitres, des modifications post-traductionnelles
des CyAbrBs doivent exister. La sensibilité naturelle des cystéines au stress oxydant et leur importance
dans la structure et I'activité des protéines en font souvent des résidus cibles de modifications post-
traductionnelles.

De plus, chez les bactéries comme B.subtilis, la cystéine des protéines « AbrB-like » est impliquée
dans la multimérisation du régulateur afin de permettre son bon fonctionnement. Aucune étude sur le
role de cette cystéine chez les régulateurs du petit groupe des CyAbrBs, structurellement et
fonctionnellement différent des protéines « AbrB-like » (voir chapitres 4 et 5) n’a été publiée.

Ainsi, nous nous sommes naturellement orientés vers I'étude du role de ce résidu particulier.

Dans un premier temps, un alléle d’abrB2 dont la cystéine 34 a été mutée en sérine (SH devenant
alors OH), a été construit et introduit dans le plasmide de surexpression thermocontrélée pFC1 (la
construction du plasmide surexprimant I'allele sauvage a été décrite dans I'article Dutheil et al. 2012).

A 30°C, les souches portant soit le pFC1, pFClabrB2 ou pFClabrB2csss se divisent a la méme
vitesse (temps de génération d’environ 12h). Par contre, lorsque les cellules sont transférées a 39°C, la
souche portant le pFClabrB2 s’arréte de croitre au bout de deux jours tandis que la souche portant
pFClabrB2cs4s continue a croitre comme une souche sauvage (Fig X de I'article).

A 39°C on observe une augmentation de la quantité d’ARN abrB2 (x30, mesuré par qRT-PCR) et
de la quantité de protéine AbrB2, de plusieurs ordres de grandeur, révélée par un anticorps
spécialement dirigé contre AbrB2 (produit a partir d’AbrB2 recombinante purifiée au laboratoire). Par
contre, dans la souche pFClabrB2c3ss on observe une augmentation de la quantité d’ARN abrB2 (x40),
mais une augmentation faible de la quantité de protéine AbrB2cs4s (environ x5, voir FigX article). Pour
comprendre ce phénotype nous avons effectué divers contréles :

Apres expression et purification de la protéine recombinante His6-AbrB2¢34s chez E.coli, nous
avons pu montrer par des expériences de dichroisme circulaire et de retard sur gel que les deux alleles
d’AbrB2 étaient repliées/structurées de maniére semblable dans les conditions de notre expérience
(a30°C comme a 39°C), et qu’elles reconnaissaient I’ADN avec une affinité similaire in vitro (Fig X
article). Par ailleurs, une mesure de la quantité d’ARN des génes hox par RT-PCR quantitative dans les
souches pFClabrB2 et pFClabrB2c3ss montre que, bien que les niveaux de protéine AbrB2 et AbrB2cass
accumulées soit différentes, les deux alléles ont un effet sur I'expression de I'opéron hox. Ainsi on peut
déduire que la protéine AbrB2 peut a priori fonctionner sans sa cystéine, mais que celle-ci intervient
dans la stabilité de la protéine a 39°C.

Nous proposons en conclusion de cette premiere partie du manuscrit que la cystéine d’abrB2 a
un réle important dans I'apparition de ce phénotype |étal, parce qu’elle empéche I'accumulation de la
protéine a 39°C (instabilité ?) et éventuellement parce qu’elle affecterait aussi la fagon dont sont
régulés les génes cibles, responsables de la Iétalité. Cependant la stratégie de surexpression a 39°C ne
permet pas de confirmer le deuxieme point.

Afin de mieux caractériser le role de cette cystéine, et pour s’affranchir de ces problémes
d’expressions différentes a 39°C, nous avons réintroduit dans la souche AabrB2 soit I'allele abrB2
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sauvage, soit I'allele abrB2c34s. Cette stratégie de complémentation permet des expressions similaires
des 2 alléles, a la fois pour la quantité de transcrits et de protéines (FigX article), I'analyse comparative
des phénotypes des deux souches est donc possible. Ainsi, la souche complémentée avec I'alléle muté
montre systématiquement des phénotypes intermédiaires entre la souche AabrB2 et la souche
complémentée avec l'allele non muté : que ce soit au niveau de I'effet répresseur sur les génes hox,
I'effet sur I'activité hydrogénase ou |'effet sur la tolérance au stress oxydant (voir figX article): la
mutation de la cystéine affecte négativement I'activité du régulateur. Cet effet a pu de plus étre
généralisé au niveau transcriptionnel sur I'ensemble du régulon d’AbrB2 par une étude
transcriptomique qui montre que, en moyenne, les 350 génes sous le contréle direct ou indirect
d’AbrB2 sont moins affectés par la réintroduction de I'allele muté que par I'alléle sauvage (voir figX
article) : I'alléle sauvage réintroduit permet de retrouver le méme niveau d’ARN que dans la souche
sauvage initiale pour I'ensemble du régulon tandis que l'allele ne récupére gu’environ la moitié de
cette quantité (voir figX these), traduisant I'importance de cette cystéine dans I'activité de régulation
d’AbrB2.

Les cystéines étant les cibles de modifications post-traductionnelles dues aux ROS, nous avons
testé avec Samer Sakr si la cystéine 34 d’AbrB2 était sujette a une modification redox. Nous avons ainsi
montré que les protéines AbrB2 et AbrB1, purifiées chez E.coli pouvaient étre glutathionylées in vitro
et que cette modification post-traductionnelle affecte la capacité de la protéine AbrB2 a se fixer a
I’ADN (figX article ) : dans les conditions standard, AbrB2 et AbrB2c34s ont la méme affinité pour la
sonde JD4 (promoteur de hox Dutheil et al. 2012, voir FigX article) tandis qu’un lot de protéine AbrB2
glutathionylée a environ 80% (vérifié par spectrométrie de masse) fait migrer 35% de la sonde JD4, la
ou la protéine AbrB2csss traitée de la méme maniére, mais non modifiée, en fait migrer 73% (FigX
article).

Nous avons également pu valider in vitro et in vivo I'existence de tétrameéres d’AbrB2, détectés
par western blot sur la protéine purifiée HisgAbrB2 (in vitro) et sur des extraits protéiques de la souche
portant pFClabrB2 induite 24H a 39°C (FigSupX article). Ces tétrameres disparaissant apres traitement
au DTT des échantillons (figX these).

Ensemble, ces résultats indiquent que la cystéine des CyAbrBs est un résidu par lequel le
régulateur peut « sentir » le stress oxydant auquel est soumis la cellule, et que les modifications post-
traductionnelles encourues a cet endroit affectent la multimérisation et la fagon dont les genes cibles
sont régulés. Nous proposons en fin de notre étude un modele sur la facon dont le régulateur AbrB2
sent le stress oxydant et module I'expression des genes hox (Fig.120 these).
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Abstract

We show that the Synechocystis PCC6803 AbrB2 (S110822) repressor of hydrogen production,
down regulates the defence against oxidative stress as well. We also report that the single widely
conserved cysteine of AbrB2 plays a crucial role in the oligomerisation of AbrB2, as well as in
the AbrB2-mediated repression of the hydrogenase encoding operon (hoxEFUYH) and of a
wealth of other genes. Very interestingly, our results indicate that this cysteine is the target of
glutathionylation, which affects the binding of AbrB2 on the sox operon-promoter DNA, as well
as the stability of AbrB2 at the non-standard temperature of 39°C. These novel findings will
certainly stimulate the in depth analysis of the influence of glutathionylation on the production of
hydrogen, a field totally overlooked so far. Our data also emphasize on the evolutionary

conservation of the glutathionylation process, so far mostly described in eukaryotes.

Keywords:

Hydrogen; Bioproduction; Cyanobacteria; Oxidative stress; Regulation; Cysteine oxidation

1. Introduction

Energy production and consumption has become a major environmental issue [1]. In this context,
cyanobacteria, the only known prokaryotes capable of oxygenic photosynthesis, are receiving a
growing attention for the sustainable production of the clean fuel hydrogen [2], due to their (i)
simple nutritional requirements, (ii) robustness, (iii) metabolic plasticity, and (iv) the powerful
genetics of some model strains. This is the case of the unicellular cyanobacterium Synechocystis
sp. PCC6803 (hereafter Symechocystis), which possesses a small genome (about 4 Mb;

CyanoBase: http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase) easily manipulable [3-5]. In Syrnechocystis,

the pentameric hydrogenase complex (HoxEFUYH), matured by the HoxW protease and
assembled using the six-subunits HypABCDEF complex, uses a nickel-iron center and several
iron-sulfur clusters as redox cofactors to produce hydrogen from the electrons provided by the
NAD(P)H generated by photosynthesis and/or sugar catabolism [2].

Besides the assembly and activity of the Hox enzyme is also important to thoroughly study the
mechanisms controlling the expression of the sox operon, in order to better understand the role of
the Hox enzyme in the global metabolism of the cell, and possibly develop novel tools to enhance
the photoproduction of H,. The 4ox operon is weakly expressed [6], under the control of at least

three transcription factors, the positive regulators LexA (S111626; in CyanoBase) [7, 8] and
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AbrB1 (S110359) [9], and the negative regulator AbrB2 (S110822) [6, 10]. These AbrB
transcriptions factors have homologues in a variety of prokaryotes, where they regulate various
processes (sporulation, biofilm formation, antibiotic resistance, efc) needed for growth and
survival [11]. In cyanobacteria, all 58 sequenced genomes possess at least one AbrB-encoding
gene. These genes define three paralogous clades, clades A and B, and a clade specific to marine
cyanobacteria [12]. All cyanobacterial AbrBs regulators have their putative DNA-binding domain
in their C-terminal region, instead of in the N-terminal region as occurs in AbrB regulators from
other bacteria [10]. Like their bacterial counterparts, cyanobacterial AbrB regulators are involved
in the regulation of many cellular processes. They were shown to bind to the upstream region of
the Rubisco-encoding rbc operon in Synechococcus PCC7002; the sodB gene encoding the iron
superoxide dismutase [13]; the AypC gene involved in hydrogen production in Anrabaena
PCC7120 [14] and aoaC, a hepatotoxin synthesis gene in Aphanizomenon ovalisporum [15, 16].
In Synechocystis PCC6803, the clade A protein AbrB1 (S110359) was shown to be indispensable
to cell life [9, 10], and to bind to the promoter regions of its own gene and of the hoxEFUYH
hydrogenase operon [9]. The clade B protein AbrB2 (S110822) was found to be dispensable to the
growth of both the glucose-tolerant mutant [10] and the wild-type strain [6]. In the glucose-
tolerant mutant, AbrB2 appeared to regulate numerous genes involved in nitrogen and carbon
assimilation [10, 16, 17]. In the wild-type strain, we showed that AbrB2 represses its own gene
and the hoxEFUYH operon [6], and regulates (mostly negatively) a large number of chromosomal
genes (tolerance to metal and oxidative stresses) and plasmid genes (unknown functions) [18]. In
this abrB2-deleted mutant, the increased expression of the anti-oxidant genes c¢ydAB (cytochrome
bd-quinol oxidase) and norB genes (nitric oxide reductase) are consistent with the increased
production of hydrogen [6], which is regarded as an anti-oxidant process evacuating excess
electrons to prevent the reduction of molecular oxygen that produce the toxic reactive oxygen
species [2, 19].

A few lines of evidence indicated that cyanobacterial AbrB regulators can be post-translationally
modified, though the nature and/or the influence of these modifications on their regulatory
activity remained unclear. The Aphanizomenon ovalisporum AbrB1 protein that regulates the
production of the cylindrospermopsin hepatotoxin was proposed to undergo N-acetylation and
methylation of specific threonine and lysine amino acid residues [15]. Similarly, the

Synechocystis AbrB2 protein was proposed to exist in at least two uncharacterized forms [20],
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possibly involved in the regulation of the carbon assimilation sb¢4 gene [17]. In the present study,
we have pursued the analysis of the Symechocystis AbrB2 master regulator that represses
hydrogen production and down-regulates numerous genes [6, 18]. We show that AbrB2 down
regulates the defence against oxidative stress mediated by the thiol oxidizing agent diamide and
that this process involves the single, widely conserved, cysteine of AbrB2. Consistently, we
report that this cysteine operates in AbrB2 dimerization, which likely involves the formation of a
disulfide bridge between two AbrB2 monomers. Furthermore, our results indicate that this
cysteine is the target of glutathionylation, a modification occurring under oxidative stress
conditions, which consists in the formation of a mixed-disulfide between the cysteines residues of
a protein and a molecule of glutathione (the anti-oxidant tripeptide g-glutamyl-cysteinyl-glycine).
This glutathionylation event is shown to affect the binding of AbrB2 on the /ox operon-promoter
DNA. To our knowledge, AbrB2 is the first cyanobacterial regulator reported to undergo
glutathionylation, emphasizing on the evolutionary conservation of this process, so far mostly
described in eukaryotes [21]. These findings will certainly stimulate the analysis of the crosstalk
between hydrogen production, which is regarded as an anti-oxidant electron valve [2, 19] and the

oxidative stress-responsive glutathionylation-and-deglutathionylation process.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains, culture conditions and hydrogenase activity assays

Synechocystis PCC6803 (hereafter Synechocystiy was grown at 30°C or 39°C on mineral
medium (MM), as described [22] For plate assays 10 Xl aliquots of four fold serial dilutions of
mid-log phase cultures (2.5x107 cells.mL™) were spotted onto solid MM with or without the
indicated agents. E. coli strains used for gene manipulations (TOP10; Invitrogen), production of
recombinant proteins (BL21(DE3); Novagen), or conjugative transfer to Synechocystis (CM404)
of our temperature-controlled expression vector pFCl [5] and its derivatives
(supplementary Table 1) were grown on LB medium at 30°C (CM404 and TOP10 cells
harbouring pFC1 derivatives) or 37°C (TOP10 and BL21(DE3)). Antibiotic selections were
performed with gentamycin (Gm) 25 Kg mL™', kanamycin (Km) 50 g mL™', spectinomycin (Sp)
2.5 Bg mL™" or streptomycin (Sm) 2.5 Kg mL™" for Synechocystis and ampicillin (Amp) 100 Rg
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mL”, Gm 15 Bg mL", Km 50 Bg mL™ or Sp 75 Kg mL" plus Sm" 25 Rg mL" for E. coli.
Hydrogenase activities in Symechocystis cells were measured with a modified Clark-type

electrode (Hansatech, UK) in a glove box, under an N, atmosphere, as described [6].

2.2. RNA isolation, RT-PCR, quantitative PCR and microarray analysis

RNAs were rapidly isolated and studied as previously described [6, 18]. RNA concentration and
purity (Azeo/Azs0 >1.9) were determined with a Nanodrop (Thermo scientific) and examined
through migration on agarose gel to verify the absence of RNA degradation. The absence of
contaminant DNA was verified with the Tag DNA-dependent DNA-Polymerase (Invitrogen)
using primers specific to the control rnpB DNA (supplementary Table 2). The RT PCR and
quantitative PCR were performed with gene-specific primers that generate DNA fragments of
similar length, between 199 bp and 234 bp. For DNA microarray (Agilent Technologies)

analysis, one dye swap was carried out for each biological replicates.

2.3. Production and purification of the AbrB2c34s protein from E. coli.

The mutant AbrB2¢34s protein was produced and purified as previously described for the wild-
type AbrB2 protein [6]. Briefly, the abrB2¢;4s coding sequence was PCR amplified with specific
primers (supplementary Table 2) and cloned into the pET14b plasmid for in-frame fusion to the
6xHis tag (supplementary Table 1). The resulting pET14b-AbrB2csss plasmid was introduced
into E. coli BL21(DE3) cells, which were induced with isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) to produce the 6xHis-AbrB2¢345 protein, which was purified by affinity chromatography
to yield a purity greater than 95%.

2.4. Western blot analysis of the AbrB2 and HoxF proteins.
20 to 100 pg of Synechocystis proteins separated on 12% SDS PAGE (Thermo scientific) were

transferred (iBlot system; Invitrogen) to nitrocellulose membrane (Invitrogen), which were

blocked for 1 h at room temperature or overnight at 4 °C with 5% non-fat milk in phosphate
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buffered saline (PBS). Immunodetection was performed using the following rabbit antibodies
(Eurogentec): anti-AbrB2 (this work, dilution 1:1000) and anti-HoxF (dilution 1:5000). R800
goat anti-rabbit IgG (Invitrogen) were used as secondary antibodies (dilution of 1:1000), and

immune complexes were visualized by fluorescence imaging (Odyssey Li-Cor).

2.5. Electromobility shift assays (EMSA).

The hox promoter region JD4 [6] was PCR amplified from Synechocystis DNA with specific
primers (supplementary Table 2) purified, 3'-end-labeled with digoxigenin (DIG gel shift kit, 2nd
generation; Roche), incubated with AbrB2 or AbrB2csss, migrated on a Novex 6% DNA
retardation gel (Invitrogen), blotted on a positively charged nylon membrane (Roche) with a
semidry transfer apparatus (Apelex), and cross-linked onto the membrane with a 2-min UV-C
(254 nm) exposure (Stratalinker). The DNA bands were revealed with anti-DIG antibodies by
chemiluminescence, using Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia) and Kodak developer. The
DTT was omitted in the reaction buffer for EMSA experiments performed with AbrB2 or
AbrB2¢;4s proteins that had been treated with oxidized glutathione (GSSG).

2.6. In vitro glutathionylation of AbrB2 using oxidized glutathione (GSSG) or biotinylated
glutathione (bioGSSG).

The water-soluble biotinylation reagent EZ link sulfo-NHS-Biotin (Perbio Science) was used to
couple biotin to the primary amino group of oxidized glutathione (GSSG), according to [23]. The
biotinylation reagent (40 pL, 48 mM) was incubated with GSSG (40 pL, 32 mM) in 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.2) for 1 h at room temperature, generating BioGSSG. Then,
free biotin was quenched by adding 28 uL of 0.6 M ammonium carbonate (NHsHCOs3). AbrB2 or
AbrB2¢34s proteins were treated or not with alkylating agents (100 mM iodoacetamide (IAM) and
20 mM N-ethylmaleimide (NEM)) for 30 min in the dark, and then incubated for 1 hour with 2
mM of BioGSSG in 30 mM Tris-HCI pH 7.9. All treatments were performed at room
temperature. Proteins were then loaded on 12% non-reducing SDS-PAGE and analyzed by

western blot using anti-biotin antibodies as described [23]. For analysis of GSSG-
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glutathionylated AbrB2 by MALDI-TOF mass spectrometry, recombinant protein at a
concentration of 20 ®M was incubated with 5 mM GSSG in 80 mM Tris-HCI pH 7.9 at 25°C.
Aliquots were withdrawn at intervals and analysed by MALDI-TOF mass spectrometry as
described [24]. As indicated, the reversibility of the glutathionylation treatment was checked with
a 30 min incubation with 50 mM DTT.

3. Results and discussion

3.1. Construction of the abrB2-Gm" and abrB2c34;s-Gm" DNA cassettes for in vivo analysis of

the role of the single, highly conserved, cysteine of AbrB2

In proteobacterial AbrB regulators, it is known that the conserved cysteine lying downstream of
their « AbrB-like » domain is involved in the formation of AbrB dimers and tetramers that
operate in DNA binding and regulation [25]. By contrast, little is known concerning the
regulatory mechanism of the cyanobacterial AbrB regulators, which were observed only under
their monomeric and dimeric forms [9, 10, 13, 14, 16, 17]. Thus, we decided to pursue the
analysis of the Synechocystis AbrB2 regulator (S110822 in CyanoBase), which we previously
showed to repress the hoxEFUYH hydrogenase operon [6] and regulate (mostly negatively) a
wealth of other genes [18]. In this study we investigated the role of the single cysteine residue of
AbrB2 (hereafter C34 for cysteine at position 34 of the aminoacid sequence) because it is highly
conserved in cyanobacterial AbrB regulators (data not shown). Therefore, to replace the C34
residue of AbrB2 by a serine (S), we constructed the abrB2-Gm' (control) and the abrB2¢345-Gm"
DNA cassettes (supplementary Fig. 1), using specific primers (supplementary Table 2). After
transformation in our abrB2-null mutant (X¥abrB2::Km'"; [6]), selecting for gentamycin resistance,
we verified through PCR and DNA-sequencing (data not shown) that the abrB2-Gm" and the
abrB2c;4s-Gm’ cassettes had properly replaced the HabrB2::Km" locus (Fig. 1, panel A) in all
copies of the Synechocystis chromosome, which is polyploid [26]. All strains grew as fit as the
wild-type strain in standard photoautotrophic conditions, in agreement with AbrB2 being

dispensable to cell growth [6]. We verified that the abrB2-Gm" and abrB2¢345-Gm" cells produce

._ ..................................................................... _.
Page | 195



similar levels of the respective abrB2 and abrB2ciss transcripts on one hand, and AbrB2 and
AbrB2¢;34s proteins on the other hand. The abrB2 and abrB2¢;4s transcripts were amplified from
total RNAs and quantified through quantitative RT-PCR using with the same abrB2-specific
primers (data not shown). In parallel experiments, antibodies specifically recognizing the AbrB2,
not the AbrB1 paralog protein (data not shown), were generated and used for western blot
analyses, which showed equal abundance of the AbrB2 and AbrB2¢34s proteins (Fig. 1, panel B).
Furthermore, circular dichroism analysis of the AbrB2 and AbrB2¢34s proteins confirmed that the

C34S mutation did not alter the overall AbrB2 protein structure (supplementary Fig. 2).

3.2. The single highly-conserved cysteine of AbrB2 is required for the AbrB2-mediated
down regulation of the hoxEFUYH hydrogenase operon

Quantitative RT-PCR was used to analyze the influence of the C34S mutation of AbrB2 on its
repression of the hoxEFUYH hydrogenase operon. Total RNAs isolated from the abrB2-Gm',
abrB2c34s-Gm" and AabrB2::Km" cells were hybridized with the gene specific RT-PCR primers
designed to amplify an internal segment of each five genes hoxE, hoxF, hoxU, hoxY and hoxH
(supplementary Table 2). The abundance of the five transcripts, which was arbitrarily set to 1.0 in
the case of AabrB2::Km" cells, was lower in abrB2-Gm" cells as compared to abrB2c3s-Gm' cells
(Fig. 1, panel C). Consistently, the levels of the hydrogenase activity encoded by the hoxEFUYH
operon (Fig. 1, panel D), and of the HoxF protein (Fig. 1, panel B) were found to decrease when
the strains AabrB2:Km', abrB2cs;;s-Gm" and abrB2-Gm" were compared in that order.
Collectively, these findings confirm that AbrB2 down-regulates the hoxEFUYH operon [6], and

they show that the cysteine of AbrB2 is involved in this process.

3.3. The single highly conserved cysteine of AbrB2 is involved in the AbrB2-mediated

regulation of a wealth of genes

Using new tools for global transcriptome analyses, we previously reported that AbrB2 is a master
regulator that regulates (mostly negatively) a large number of chromosomal genes operating in
protection against metal and oxidative stresses, as well as numerous plasmid genes of as yet

unknown function [18]. Hence, to test the influence of the C34S mutation of AbrB2 in these
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regulations, we compared the changes in expression of the AbrB2 down-regulated genes in
abrB2-Gm" versus AabrB2::Km" cells on one hand, and abrB2¢3.s-Gm" versus AabrB2::Km' cells
on the other hand. The data, analyzed with the standard transcriptome criteria (fold change of
transcript abundance higher than 2.0, and p-value lower than 0.01%), showed that the changes in
gene expression were more important when comparing abrB2-Gm" versus AabrB2::Km" cells
than abrB2c345-Gm' versus AabrB2::Km" cells (Fig. 1, panel E). These results indicate that the
single cysteine of AbrB2 operates in numerous AbrB2-mediated down regulations, thereby

emphasizing on the interplay between hydrogen production and the global cell metabolism.

3.4. Confirmation that the highly conserved cysteine of AbrB2 is involved in the AbrB2-

mediated down regulation of the cell defences against oxidative and metal stresses

To confirm that AbrB2 down-regulates many genes operating in the protection against metal and
oxidative stresses, we compared the resistance of the three strains abrB2-Gm', abrB2¢;34s-Gm"
and AabrB2::Km" to an excess of nickel, and to the presence of the thiol oxidizing agent diamide
(Fig. 2). As expected, the absence of the AbrB2 repressor was found to increase the tolerance of
Synechocystis to both metal and oxidative stresses. Interestingly, the abrB2c34s-Gm” also
exhibited a higher tolerance to both stress treatments compared to abrB2-Gm'. This finding
confirmed that the C34 cysteine of AbrB2 is required for the AbrB2-mediated down regulation of

the protection against both metal and oxidative stresses.

3.5. The glutathionylation of its highly-conserved cysteine impairs the binding of AbrB2 to
the promoter of the 7oxEFUYH hydrogenase operon

Cyanobacteria are continuously challenged with the toxic reactive oxygen species generated by
photosynthesis and respiration, which can oxidize the thiol group (SH) of two cysteinyl residues
to form disulfide bonds (-S-S-) between proteins, or between a protein and a molecule of the anti-
oxidant tripeptide glutathione  (glutathione-protein mixed disulfide, also termed
glutathionylation). As glutathionylation is poorly studied in cyanobacteria [27], in comparison to
eukaryotes [21], we have tested whether the cysteine of AbrB2 might be glutathionylated.

Therefore, following standard glutathionylation procedures [23], we independently incubated the
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AbrB2 or AbrB2¢;34s proteins with biotinylated glutathione (BioGSSG) and analyzed the possible
presence of glutathione adducts on these proteins by western blot using an anti-biotin antibody
(Fig. 3). A clear glutathionylation signal was observed in the case of AbrB2, but not the cysteine-
less AbrB2cs4s protein that cannot be glutathionylated. To confirm AbrB2 glutathionylation, we
verified that it was prevented by a pre-treatment of AbrB2 with the cysteine-alkylating agents
iodoacetamide (IAM) and N-ethylmaleimide (NEM) which impair glutathionylation, or reversed
by a post-treatment with the disulfide reducing agent DTT (Fig. 3). The glutathionylation of
AbrB2 incubated with oxidized glutathione (GSSG) was further confirmed by direct visualization
by MALDI-TOF mass spectrometry analysis. A clear increase of the AbrB2 mass of
approximately 306 Da, consistent with the formation of one glutathione adduct per AbrB2
monomer, was observed (supplemental Fig.3). The area corresponding to the shifted peak
increased with treatment duration and reached more than 80% after 2 h incubation with GSSG.
We verified that it could be reversed by a DTT treatment. Furthermore, the absence of
glutathionylation of the cysteine free AbrB2¢345 protein was also verified (data not shown). These
data showing that the unique cysteine of AbrB2 can be glutathionylated are significant because
many cysteine-containing proteins have been shown to be totally refractory to glutathionylation
[28].

The influence of the C34 cysteine of AbrB2, before or after glutathionylation, on the AbrB2
binding to the hoxEFUYH operon promoter was studied with electrophoretic migration shift
assays, which were performed as described [6]. The AbrB2 and AbrB2¢;34s proteins displayed a
similar DNA binding ability, which was reduced by the glutathionylation pretreatment in the case
of AbrB2, not of the cysteine-less AbrB2¢s4s protein that cannot be glutathionylated (Fig. 4).
Together, these results suggest that the DNA-binding activity of AbrB2 is influenced by steric
hindrance of its amino-acid residues at position 34 (the lower, the better). They also suggest, for
the first time, that the activity of a cyanobacterial transcription factor might be controlled by
glutathionylation, a process that has been overlooked in cyanobacteria [27]. To our knowledge, in
prokaryotes only the OxyR regulator, has been shownto be controlled by glutathionylation yet
[29]. Consequently, we think that our finding will stimulate the in-depth study of the

relationships between hydrogen production and glutathionylation (oxidative stress).

10

._ ..................................................................... _.
Page | 198



3.6. The high-level production of AbrB2 is detrimental to cell growth at 39°C

To fully investigate the role of the AbrB2 C34 cysteine we also studied the influence of the C34S
mutation with our pFC1 plasmid vector for temperature-controlled protein production [5]. We
previously showed that Synechocystis cells propagating the pFCl-abrB2 replicating plasmid
(designated as WT/pFC1-abrB2) tightly control the production of AbrB2, i.e. no production at
30°C (the standard growth temperature) and strong production after 24h of induction at 39°C [6].
During the time course of the present study, we noticed that WT/pFC1-abrB2 cells stopped
growing after two days at 39°C (supplementary Fig. 4, panel A) and turned yellowish due to loss
of photosynthetic pigments (supplementary Fig. 4, panel B), unlike WT cells that retained healthy
growth and normal blue-green colour. By contrast, at 30°C both the WT/pFC1-abrB2 and WT
strains grew similarly well because they both only expressed the chromosomal WT abrB2 gene.
These results show that the 39°C-induced accumulation of AbrB2 (Fig. 5) impairs cell fitness by
an unknown process, which likely results from the altered expression of the numerous genes

(more than 300) regulated by AbrB2 [18].

3.7. The cysteine to serine mutation of AbrB2 abolishes the cell killing effect promoted by

the accumulation of AbrB2 driven by a heat-inducible expression vector

To study the influence of the AbrB2 C34 cysteine on the lethality triggered by the accumulation
of AbrB2 at 39°C, the abrB2¢;as gene (supplementary Fig. 1) was cloned into pFC1 by the same
procedure as we used for the WT abrB2 allele [6]. The resulting pFC1-abrB2¢34s plasmid was
introduced in Synechocystis, yielding the WT/pFCl-abrB2csss strain. At 30°C, where only the
chromosomal WT abrB2 alleles are expressed, all three strains WT, WT/pFCl-abrB2 and
WT/pFC1-abrB2¢;34s displayed the same healthy growth, as well as normal blue-green colour and
pigment abundance (supplementary Fig. 4, panels A and B). At 39°C, where similar high-level
expression of the plasmid abrB2 and abrB2cis alleles were induced (supplementary Fig. 4,
panel C), only WT and WT/pFC1-abrB2¢s4s cells retained normal levels of growth, colour and
pigments (supplementary Fig. 4), whereas WT/pFCl-abrB2 cells died rapidly (supplementary
Fig. 4).

11
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3.8. The single, highly-conserved, cysteine of AbrB2 is critical to in vivo stability of the
AbrB2 protein at 39°C, not at 30°C

To study why similar high-quantities of the plasmid-driven abrB2 and abrB2csis transcripts
(supplementary Fig. 4, panel C), either impaired (abrB2) or not (abrB2c¢sss) cell growth at 39°C
(supplementary Fig. 4, panel A), we used western blot to analyze the abundance of the AbrB2
and AbrB2¢s4s protein in WT/pFCl-abrB2 and WT/pFCl-abrB2¢sss cells, respectively. The
AbrB2 protein was highly abundant in WT/pFCl-abrB2 cells incubated at 39°C, where it
occurred as both monomers and dimers of similar abundances (Fig.5). By contrast, the
AbrB2c345 protein was not accumulated in WT/pFC1-abrB2cs4s cells where no AbrB2¢345 dimers
could be observed (Fig. 5). The difference in abundance of the AbrB2 and AbrB2¢;.s proteins
cannot be ascribed to cell death and lysis, because it is the WT/pFCl-abrB2 cells, not the
WT/pFCl-abrB2csas cells that were killed by prolonged incubations at 39°C. The findings that
similarly abundant abrB2 and abrB2c;4s transcripts translated from the same, pFCl-encoded,
efficient ribosome binding site [5, 30] yielded different steady-state levels of the AbrB2 and
AbrB2¢34s proteins indicate that the lower abundance of AbrB2¢34s is due to its reduced stability,
as compared to AbrB2. Consequently, we tested the influence of the temperature on the global
protein structure of AbrB2 and AbrB2¢34s, using the recombinant AbrB2 and AbrB2¢s4s proteins
produced and purified from E. coli. All circular dichroism spectra monitored at either 30°C or
40°C were similar (supplementary Fig. 2). These results indicate that the single mutation C34S
did not alter the global protein structure of AbrB2.

Together, these data show that the 39°C-induced accumulation of AbrB2, directed by the pFCl
expression vector, permitted the observation of the dimeric form of AbrB2, and led to cell death.
This lethality likely results from the altered expression of the numerous genes (more than 300)
regulated by AbrB2 [18]. Our data also indicate that the single highly conserved cysteine of
AbrB2 is critical to in vivo stability of the AbrB2 protein at 39°C, not at 30°C the standard

growth temperature.
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4. Conclusion

In the prospect of using cyanobacteria for the biological production of hydrogen it is important to
thoroughly study the regulation of the hydrogen-production machine in order to better understand
its role in the global cell metabolism and identify bottlenecks limiting H, production. In this
frame we pursued the analysis of the AbrB2 protein, which we showed to negatively regulate the
transcription of the hydrogenase-encoding hoxEFUYH operon as well as of numerous genes
involved in stress protection [6, 18]. We presently confirmed that the absence of AbrB2 increased
the tolerance to metal and oxidative stresses triggered by nickel and diamide. Furthermore, we
show that the single, widely conserved, cysteine of AbrB2 plays a crucial role in all these
processes (repression of hoxEFUYH; down-regulation of stress-responsive genes and sensitivity
to Ni and diamide). Moreover, we show that this cysteine is the target of glutathionylation, which
affects the binding of AbrB2 on the promoter of the oxEFUYH operon, as well as the stability of
AbrB2 at the non-standard temperature of 39°C. We view the role of the AbrB2 as follows. In
cells growing under standard laboratory conditions, ie. in absence of stress, AbrB2 down-
regulates hydrogen production and other stress defences. By contrast, in cells facing oxidative
stresses, triggered by light excess or metal availabilities (for review see [27]), AbrB2 is oxidized
and its single cysteine is glutathionylated. Thereafter AbrB2 is no longer able to repress hydrogen
production (which evacuate extra electrons out-pacing their need) and other protection
mechanisms against oxidative stress. After recovery from oxidative stress, AbrB2 activity is
restored (likely through deglutathionylation) and starts to repress hydrogen production and other
anti-oxidant process, which are no longer required.

We think that our novel findings, which emphasize on the evolutionary conservation of the
glutathionylation process, so far mostly described in eukaryotes [21], will certainly stimulate the
in depth analysis of the influence of glutathionylation in the production of hydrogen, a field

totally overlooked so far.
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Figure 1 caption

Figure 1

A. Schematic representation of the Synechocystis abrB2 chromosome locus in the WT strain
(CyanoBase), the abrB2-deleted mutant (&brB2::Km', [6]) and the two abrB2-Gm',
abrB2c345-Gm' mutants constructed in this study. The genes are represented by boxes, which
point in the direction of their transcription. They are coloured in grey (abrB2) or white (Km'
and Gm" markers), or indicated by hatched arrows (s/r0846 and s110823).

B. Western blot analysis of the abundance of the AbrB2 and HoxF proteins in the strains
abrB2-Gm', abrB2c3is-Gm" and AabrB2:Km'. Equal amounts of soluble proteins were
migrated on a non-reducing SDS-PAGE, transferred to membrane for western blotting with
the indicated anti-AbrB2 or anti-HoxF antibodies. These experiments were performed at least
twice.

C. Typical histogram plots of the ratios of transcript abundance (measured by quantitative
real-time PCR) of each five hoxEFUYH genes in the abrB2-Gm" and abrB2c34s-Gm” strains
over the AabrB2::Km" mutant. These experiments were performed at least two times.

D. Typical histograms showing hydrogenase activity in AabrB2::Km', WT/abrB2Gm" and
WT/abrB2c3,sGm" cells measured with a reversed Clark-type electrode, in the presence of
either 500 uM FeSOy or 2.5 uM NiSOy to increase hydrogenase activities. These experiments
were repeated twice.

E. Global comparison of the level of expression of AbrB2-regulated genes in abrB2-Gm'
versus AabrB2::Km" cells on one hand (black regression line), and abrB2c345-Gm' versus
AabrB2::Km" cells on the other hand (grey regression line). These experiments were

performed at least twice.
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Figure 2
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Figure 2 caption

Figure 2

Influence of nickel and diamide on the growth of the strains abrB2-Gm", abrB2¢345-Gm" and
AabrB2::Km'. Five-fold serial dilutions of mid log phase liquid cultures were spotted onto
MM plates with or without the indicated agents, incubated for 4-5 days and scanned

(Methods). These experiments were done at least three times.
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Figure 3
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Figure 3 caption

Figure 3

Analysis of AbrB glutathionylation with biotinylated glutathioneBioGSSG. Pre-reduced
6xHis-AbrB2 and 6xHis-AbrB2¢;45 proteins, treated or not with 2-iodoacetamide(IAM) and
N-ethylmaleimide(NEM), were incubated with biotinylated glutathione (BioGSSG) prior to
SDS-PAGE electrophoresis and western blot analysis with anti-biotin antibodies. The
reversibility of AbrB2 glutathionylation was assessed by treatment with dithiothreitol (DTT).
Proteins were resolved by non-reducing SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose for

western blotting with anti-biotin antibodies. These experiments were carried out at least twice.
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Figure 4
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Figure 4 caption

Figure 4

Electrophoretic migration-shift assay of the binding of the 6xHis-AbrB2 and 6xHis-
AbrB2¢345 proteins to the promoter of the hoxEFUYH operon. Analysis of the electrophoretic
mobility of the DIG-labelled hoxEFUYH promoter DNA, following incubation with
increasing amounts of purified 6xHis-AbrB2 and 6xHis-AbrB2¢;4s proteins, which were pre-
treated or not for 6 h with 5 mM GSSG, leading to the glutathionylation of 80% of the 6xHis-
AbrB2 protein, not of Hise-AbrB2¢;4s that has no cysteine. Arrows and brace brackets
indicate the positions of the free DNA probes and the retarded DNA-protein complexes,
respectively. Histogram bars show relative intensities between shifted and unbound DNA
signals, quantified using ImagelJ software. These experiments were performed at least two

times.
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Figure 5
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Figure 5 caption

Figure 5
Western blot analysis of the abundance of the AbrB2 protein in the strains WT/pFC1-abrB2

and WT/pFCl-abrB2¢34s cultivated at 30°C and then shifted to 39°C for 12h, 24h or 48h.
20ug of soluble proteins were migrated on a non-reducing SDS-PAGE, transferred to
membrane for western blotting with the indicated anti-AbrB2 antibody. The arrows show
AbrB2 monomer (lowest signal 14 kDa) an aspecifically detected protein of about 20 kDa
(probably pigmentary) and AbrB2 dimer (about 35 kDa). These experiments were performed

at least two times.
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Supplemental Table 1 Characteristics of the plasmids used in the present study

Plasmids

Relevant features

Reference

Targeted deletion of the abrB2 genein Synechocystis

pGEMT
pUC4K
pKNOCK Gm
pAsll0822

pAsll0822::Km
psll0822

psllog22Gnm

High- level expression of abrB2 in Synechocystis

pFC1
pFC1l-abrB2
pFC1l-abrB2ass

Production of AbrB2 and AbrB2:xusin E. coli

pET14b
pET14b-abrB2

Page | 216

AT overhang Amipcloning vector

Source of the Khmarker gene

Source of the Grmarker gene

PGEMT with theSynechocystis 510822 flanking sequences, where the
d10822 coding sequence (CS, from 7 bp to 384 bp) was replace&inglsite
pAsll0822 with the Krhmarker inserted into the unig@mal site

pPGEMT with theSynechocystis 8110822 CS, harbouring aHkipal site
downstream of thd|0822 stop codon, and flanking regions

psll0822 with the Ginmarker inserted into the unigttipal site
psll0822.43sGm  psll0822Gn harbouring the ysteine to serine mutation at position 34

Replicating plasmid for heat-inducible gene expressiSyniechocystis
pFC1 withkll0822 CS cloned between tliddel-BspEl restriction sites
pFC1 withsl|08223,s mutantCS cloned between thddel-BspEl sites

AmpE.coli plasmidfor the production of 6His-tagged proteins
pPET14b witd10822 CS cloned between thiddel- BamHI sites
PETA4babrB2:4s pET14b withd|0822:345CS cloned between tiddel-BamHI sites

Promega
Pharmacia
[31]

[6]
[6]

This study
This study
This study

[5]
This study
This study

Novagen

(6]
This study



Supplemental Table 2: Sequence of the PCR primers used in this study

Geneinactivation of 510822

sll0822_M-Fw
sll0822_M-Rv
sll0822 R4
sll0822_A4
KmHIinCFW
KmHIinCRV

GCCTGGGCCAATTGATATCC
GCTGCCATCCTGTTGCCATT

GGGCTTGGTTGCGTTCCCGAGCCATTCAAGTTTTC
AGGTGGGGGCTTGGCTCCCGEFBCGTAAGGCTAATT
GGCGCTGAGGTCGACTCGTGAAGAAG
ACCTGCAGGGGGTCGAGGAAAGCCAC

Introduction of 51082-Gm' or s10822¢3,s-Gm" in ASl10822

sll0822_mutCys_Fw
sll0822_mutCys_Rv
sll0822_UP_Apal_Rv

sll0822_DW._Spel_Fw

sll0822_Hpal_Fw
sll0822_Hpal_Rv
GmR pKNOCKFw
GmR pKNOCKRv

Cloning of 910822 and 5110822345 coding sequences at Ndel-EcoRI sites of pFC1 for heat inducible

GAAGTTACATAACCGAGATTTTAGCTTTCT
AGAAAGCTAAAATCECGGTTATGTAACTTC
AGATAGGGCCAGGGATATTCT
GTTGTATTTTGCAAACTAGTC
TTAGTCCCAGCAAATTABaaCCTTACTCTTCTTCGTCGTCA
TGACGACGAAGAAGAGAAGGttaaCTAATTTGCTGGGACTAA

TGACATAAGCCTGTTCGG
CGAATTGTTAGGTGGCGG

overexpression of AbrB2 or AbrB2¢xs

sll0822_Ndel_Fw:
sll0822_BspEI_Rv:
sll0822_mutCys_Fw
sll0822_mutCys_Rv

GAATTCCARTGGCTAAATCAAACGCAACC

TTTTTTICCGGATTACTCTTCTTCGTCGTCAGCCC

GAAGTTACATAACCGAGATTTTAGCTTTCT
AGAAAGCTAAAATCECGGTTATGTAACTTC

Smal
Smal
Hincll
Hincll

Apal
Spel
Hpal
Hpal

Ndel
BspEl

Cloning into pET 14b for over-expression and purification of 6His-SI10822 and 6His-SI10822¢345 from E.coli

sll0822_Ndel_Fw
sll0822-BamHI-Rv :
sll0822_mutCys_Fw
sll0822_mutCys_Rv

gPCR

HoxE Left

HoxE Right

HoxF Left

HoxF Right

Hox sll1222 Left
Hox sll1222 Right
HoxU Left

HoxU Right
HoxY Left

HoxY Right

Hox ssl2420 Left
Hox ssl2420 Right
Hox sll1225 Left
Hox sll1225 Right
HoxH Left

HoxH Right
RnpB Left

RnpB Right

GAATTCCATATGGCTAAATCAAACGCAACC
CGGGATCCTTACTCTTCTTCGTCGTCAGCCC
GAAGTTACATAACCGAGATTTTAGCTTTCT
AGAAAGCTAAAATCTCGGTTATGTAACTTC

GCCCATCCTAGTGGAGACAA
GGTAAAAAGTCGCCACTCCA
TGAAATGACCCCAGAGGAAG
ATACCTTCGAGGATGCGATG
TGCTATGGCTATCCCCTCTG
AGCTCCCTTGGTTTTCCATT
GTTTGTGCATGGTGGAAGTG
ATTCACAGTTGCCGTTAGCC
CTCAAGGAATACCCGGACAA
AGAACCGGATCGCTACCTTT
CCCCAGAGGAGCAAAAGTTA
TCTTGGGTTCTTTCCTCACG
TGTCCGACTTCTTGTTGGGTA
AGCAATTTGGGCTTGAGTGT
CTGCGCCGTTTAATGAATTT
CACTGACCAAGCAGAGTGGA
GTGAGGACAGTGCCACAGAA
GGCAGGAAAAAGACCAACCT

Hox promoter fragmentsfor EM SA

Hox_gelshift Fwl
Hox_gelshift Rv6

CGATATTAATTTAGTTACGAAATATTAACAAAATCTAGTGC
GTCATGGAAAAATCCTCAAAAAGGAGC

Ndel
BamHlI
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Supplemental Figure 1
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Supplemental figure 1

Construction of theabrB2c3,sGm' and abrB2-Gm' DNA cassettesThe Synechocystis genesabrB2
(dll0822 in CyanoBasenttp://genome.kazusa.or.jp/cyanobastr0846 and sl10823 are represented by
boxes @brB2: dark grey;slr0846: light grey; andsdl10823: hatched), which point in the direction of their
transcription. The PCR1 and PCR2 DNA segments were amplified by PCR with the following primers

(swplementary Table 2): sll0822_UP_Apal_Rv (yellow triangle) and sll0822_mutcys_Fw (leftward-
pointing red triangle), and sll0822_mutcys_Rv (rightward-pointing red triangle) and sll0822_Hpal Fw
(leftward-pointing red triangle), respectively. The PCR3 DNA segment was assembled using the PCR
and PCR2DNA templates and the sll0822_UP_Apal_Rv and sll0822 Hpal_Fw primers. The PCR4
DNA was amplified fromSynechocystis DNA using the primers sll0822_Hpal_Rv (rightward-pointing
green triangle) and sll0822_DW_Spel Fw (blue triangldéle PCR5 DNA segment was assembled
using the PCR3 and PCRDNA templates and the primers sll0822 UP_Apal Rv and
sll0822_DW_Spel Fw. The PCRENA was subsequently digested withal and Spel and cloned into

the pGEM-T plasmid opened with the same enzymes. The resulting plasmid was operdgaivith
introduce the gentamycin resistance cassette (from pKNOCKGmMm) for selection. For the construction ¢
the abrB2-Gm' DNA cassette (not shown for the sake of brevity), a WT version of the PCR3 DNA
segment was generatetty PCR amplification of Synechocystis DNA with the primers
sli0822_UP_Apal_Rv and sll0822_Hpal_Fw. After mixing with PCR4 DNA a WT version of PCR5
was obtained upon amplification with the primers sll0822_UP_Apal_Rv and sll0822_DW_Spel_Fw,
and subsequently fused to the Gmarker as described above. The sll0&#- and sll08223,5Gm'

DNA cassettes were verified by PCR and nucleotide sequencing (BigDye kit; ABI, Perkin-Elmer).
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Supplemental figure 2

A. Amino-acids sequence of AbrB2 showing its unique cysteine residue, as well as the alpha helix ar
beta sheets.

B. Circular dichroism spectra of the recombinant His6-AbrB2 and His6-AhuBproteins purified

from E. coli at 30°C and 40°C. Ellipticity was normalized to protein concentration. These experiments

were carried out at least twice.
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Supplemental figure 3

Kinetics of glutathionylation of the 6xHis-AbrB2 protein monitored by MALDI-TOF mass
spectrometry. Green arrows show the peak for 6xHis-AbrB2, blue arrows for glutathionylaged His
AbrB2. Glutathionylation reaches about 80% after 2 h of 5 mM GSSG treatment. Last graph show
reversibility of glutathionylation by treatment with DTT.
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Supplemental figure 4

A. The growth of the three strains WT, WT/pFC1-abrB2 and WT/pFC1-guB&ells at either 30°C

and 39°C are indicated with black diamonds (WT), grey circles (WT/pFC1-abrB2) and open triangles
(WT/pFC1-abrB2s49, respectively. These experiments were repeated three times and yielded statistice
deviations too small to be represented.

B. Typical absorption spectra of an equal numl@b4£:=0.1) of thecdls WT (full line), WT/pFC1-

abrB2 (large dotted line) and WT/pFC1-abgg (thin dotted line), which were incubated 192 hours at
39°C prior to analysis. The spectra (normalized to light scattering at 800 nm) were monitored at leas
three times.

C. Histograms showing the ratio of tlabrB2 transcripts in WT/pFC1-abrB2 and WT/pFC1l-ab¢B2

cells over WT/pFC1 cells propagating the empty pFC1 plasmid. The strains were all incubatel for 24

at 39°C prior to qRT-PCR analys& hese experiments were performed three times.
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1-3- Conclusion

Ces travaux ont permis une meilleure caractérisation du fonctionnement d’AbrB2. Cet auto-
régulateur est susceptible de ressentir le stress oxydant par son unique cystéine et d’y subir des
modifications post-traductionnelles qui assurent le bon contrdle de I'ensemble du régulon d’AbrB2.

Cette nouvelle dimension de la régulation de I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle
médiée par un contréle post-traductionnel sur son répresseur AbrB2 peut étre modélisée comme
illustré par la figure 121 :

Dans les conditions normales AbrB2 exerce une répression totale sur I'opéron hox, la
formation de tétrameres qui renforcent les structures tridimensionnelles de I’ADN
pouvant étre en partie responsable (Fig121.A).

L'absence d’AbrB2 léve la répression sur hox sur dans la souche AabrB2 (Fig121.C).

Lorsque la cystéine 34 d’AbrB2 est mutée I'expression de hox est intermédiaire entre un
phénotype sauvage et un phénotype AabrB2. L’affinité pour I’ADN est similaire (le site de
reconnaissance pouvant néanmoins étre légérement différent), mais I'impossibilité de
former des tétraméres et de ressentir le stress oxydant par la sérine qui remplace la
cystéine, affecte la maniere dont la répression s’effectue, elle est moitié inférieure sur
I'ensemble du génome (Figl25) et perd de sa flexibilité par insensibilité au redox
(Fig121.B).

Lorsque les cellules de Synechocystis sont soumises a un stress oxydant, elles encourent
une glutathionylation de leur cystéine, cette modification affecte négativement leur
capacité a interagir avec I’ADN, levant la répression sur hox (Fig121.D).

Dans les conditions réelles (Figl21.E), AbrB2 doit pouvoir subir différentes modifications
qui affectent son fonctionnement, la glutathionylation n’étant qu’une de ces possibilités
dont la conséquence est une affinité pour I’ADN inhibée. La régulation de I'hydrogénase
est aussi soumises aux deux autres régulateurs transcriptionnels AbrB1 et LexA, les deux
étant aussi susceptibles d’encourir des modification post-traductionnelles (Oliveira et
Lindblad 2011, Shalev-Malul et al. 2008), Samer Sakr a notamment prouvé le caractéere
glutathionylable d’AbrB1 par sa cystéine. Sato et al. 2007 et Yamauchi et al. 2011 ont
également prouvé qu’AbrB1 et AbrB2 pouvaient interagir, I'existence biologique de cet
hétéromultimeére pourrait se faire par la cystéine ou par interaction électrostatique des
domaines AbrBs, cependant, peu est connu quant au possible role de ce complexe.

La transcription de I’hydrogénase bidirectionnelle est la résultante des effets de ces 3 régulateurs
(les seuls connus a ce jour) mais aussi des modifications post-traductionnelles qu’ils encourent lorsque
les conditions environnementales varient.
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Modele de 'expression de hox par controle redox du répresseur AbrB2
A. Dans la souche sauvage en condition standard, AbrB2 réprime totalement I'expression de I’'hydrogénase bidirectionnelle. La
formation de tétramere par la cystéine permet de maintenir des structures tridimensionnelles du promoteur qui empéchent la
transcription de hox.

B. La mutation C34S d’AbrB2 empéche la formation de tétrameres et entraine une transcription plus forte de hox. Le régulateur
ne peux plus ressentir le stress oxydant par sa cystéine.

C. absence de régulateur AbrB2 dans la souche AabrB2 leve I'inhibition sur hox, I'expression est forte constitutivement.

D. Lorsque Synechocystis est soumise a un stress oxydant, AbrB2 devient glutathionylée, les structures tétramériques et la fixation
a ’'ADN sont abolies, I'expression de I’hydrogénase est forte.

E. Dans les conditions réelles, I'expression de I'hydrogénase est modulée par l'effet d’AbrB2 et de ses modifications post-
traductionnelles, mais aussi par les deux régulateurs AbrB1 et LexA. AbrB1 est un activateur, lui-aussi glutathionylable mais on
ignore |'effet de cette modification sur son fonctionnement. AbrB1 et AbrB2 sont également susceptibles d’interagir ensemble, on
ignore le role de ce complexe vis-a-vis de hox, ni si il sagit d’une interaction par la cystéine ou électrostatique entre les domaines
AbrBs. LexA interagit avec 'ADN en amont de hox, il est lui aussi susceptible d’étre modifié post-traductionnellement, mais on
ignore la nature et les conséquences de ces modifications.

Figure 120
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2- Résultats supplémentaires
2-1- L'unique cystéine d’AbrB2 est importante pour I'expression de I'ensemble de son régulon.

la souche sauvage

a

varient de maniére inverse dans les transcriptome abrB2/abrB2css;s réintroduit dans AabrB2 par

rapport a AabrB2. Les images suivantes montrent les cartes du métabolisme central et de quelques
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central (Fig 122 et 123), ce qui confirme les résultats obtenus par gRT-PCR
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Les deux cartes suivantes montrent également les effets symétriques sur les deux plasmides
pSYSX et pSYSM.
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Puce AabrB2 - Carte des plasmides pSYSX et pSYSM
Cette carte montre l'effet transcriﬂtomique de la délétion d’abrB2 dans la souche sauvage par
rapport au transcriptome de la souche sauvage. Les deux plasmides pSYSX et pSYSM sont représentés
linéarisés avec les génes homologues reliés par des traits de couleur. Chaque cercle représente un
géne du plasmide et la fleche noire a proximité représente I'orientation du géne. Une couleur verte
indique une répression et une rouge une augmentation de la quantité d’ARN.

Figure 123
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Puce “réintroduction des alléles sauvage et mutés” - Carte des plasmides pSYSX et pSYSM
Cette carte montre |'effet transcriptomique de la réintroduction d’abrB2 ou abrB2c34s dans la souche
AabrB2 comparé au transcriptome de AabrB2. Les deux plasmides pSYSX et pSYSM sont représentés
linéarisés avec les genes homologues reliés par des traits de couleur. Chaque cercle represente un
gene du plasmide et la fleche noire a proximité représente l'orientation du géne. Une couleur verte
mdi?ue une répression et une rouge une augmentation de la quantité dARN. La moitié gauche du
cercle concerne la réintroduction de l'allele sauvage, la moitié droite, la réintroduction de l'allele muté.

Figure 124
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D’une maniére plus générale, c’est I'ensemble du régulon d’abrB2 qui est dérégulé de maniére
symétrique.

Les graphiques suivants illustrent ce phénomene. En abscisse sont indiqués les changements de
guantité d’ARNs lors de la comparaison de transcriptomes entre AabrB2 et la souche sauvage (les
abscisses positives indiquent les génes réprimés par AbrB2/induits par I'absence d’abrB2). Et en
ordonnée sont indiqués les changements de quantité d’ARN des mémes génes lors de la comparaison
des transcriptomes souches réintroduites avec les alleles sauvage ou muté d’abrB2 par rapport au
niveau AabrB2, des valeurs négatives indiquent donc une diminution de la quantité d’ARN consécutive
a la réintroduction de I'allele.

Une pente de -1 indiquerait une récupération parfaite du phénotype sauvage. La pente de -1,1
pour la réintroduction d’abrB2, mesurée dans les 2 graphiques (Fig 126 et 127), montre donc que
I’ensemble des génes qui variaient dans AabrB2 étaient donc bien dus, directement ou indirectement,
a I'absence d’AbrB2 dans la cellule et pas a I'accumulation irréversible d’un suppresseur.
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Effet transcriptomique de la réintroduction d’abrB2 ou abrB2c34s dans AabrB2 - Tous les génes significatifs
Les génes variant aprés réintroduction de I'allele abrB2 sauvage sont moins réprimés si I'alléle réintroduit est muté.
Chaque géne est représenté avec en abcisse sa variation dans le transcriptome [AabrB2 versus WT] et en ordonnée sa variation dans
[WT_abrB2 versus AabrB2] (rouge) ou [WT_abrB2c34s versus AabrB2] (bleu). Seuls les génes qui varient significativement (>2 ou <-2)
dans au moins un des 3 transcriptomes [AabrB2 versus WT] , [WT_abrB2 versus AabrB2] ou [WT_abrB2c34s versus AabrB2] sont indi-
qués (524 genes). La régression linéaire porte sur les seuls génes représentés sur le graphique (524 génes).

Figure 125
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Ces deux graphiques montrent aussi que la réintroduction de l'allele muté abrB2c3;s ne
complémente la souche AabrB2 vers le phénotype sauvage qu’a 55%. En effet, sur les 529 génes
significatifs analysés (0,4849/1,1019 = 44,0% voir Fig 126), et dans le cas des seuls 329 génes réprimés
par AbrB2 c’est 60% moins efficace (0,4549/1,1398 = 39,8% voir Fig 127).

Considérant que la quantité des deux protéines AbrB2 et AbrB2c34s est similaire dans les deux
souches, voire légérement supérieure pour l'allele C34S (quantité d’ARN abrB2:3;s doublée et de
protéine visiblement un peu supérieure, voir FigX article), on conclut que cet effet sur le régulon est
bien di a I'absence de cystéine 34 qui a été remplacé par une sérine. La présence de ce résidu
conservé est donc importante pour une fonction régulatrice optimale. Les capacités a
tétramériser/multimériser, s’oxyder et sentir les conditions environnementales qui disparaissent par la
mutation C34S, sont probablement la cause de ce dysfonctionnement sur I'ensemble du régulon.
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Effet transcriptomique de la réintroduction d’abrB2 ou abrB2c34s dans AabrB2 - zoom sur les génes réprimés par AbrB2
Les génes réprimés par réintroduction de I'alléle abrB2 sauvage sont moitié moins réprimés si I'alléle réintroduit est muté.
Chaque géne est représenté avec en abcisse sa variation dans le transcriptome [AabrB2 versus WT] et en ordonnée sa variation dans
[WT_abrB2 versus AabrB2] (rouge) ou [WT_abrB2c34s versus AabrB2] (bleu). Seuls les génes significativement réprimés (>2 ou <-2)
dans au moins un des 3 transcriptomes [AabrB2 versus WT] , [WT_abrB2 versus AabrB2] ou [WT_abrB2c34s versus AabrB2] sont indi-
qués (392 genes). La régression linéaire porte sur les seuls génes représentés sur le graphique (392 génes).

Figure 126
._ ..................................................................... _.
Page | 233



2-2- Les ARN non-codant en amont et aval de I'opéron hox sont sensibles a AbrB2

Lors de la comparaison du transcriptome de la souche mutante AabrB2 a celui de la souche
sauvage (Leplat et al. 2013), il n’avait pas été observé de différence tres significative dans la quantité
des 3 ARNs non codants identifiés autour du cluster hox. Les 2 ARNs non-codants en amont de hoxE (le
petit et le long) étaient induits d’un facteurs 1,78 et 2,00 respectivement, et celui en aval de hoxH ne
bougeait pas.

Dans les souches abrB2-Gm" et abrB2c34s-Gm’, nous avons cependant observé des répressions
significatives par rapport a la souche AabrB2 de référence pour cette expérience : le grand ARN en aval
de hoxH est ainsi réprimé d’un facteur -2,96 et -3,11 dans les deux souches (respectivement). Cet ARN
était notamment connu pour étre fortement induit en conditions de forte lumiére ou en déficience de
carbone (Mitschke et al. 2011). Ce résultat montrant qu’AbrB2 régule négativement cet ARN non-
codant est ainsi compatible avec le fait que I'activité promotrice d’AbrB2 est diminuée par une forte
lumiére : en forte lumiére AbrB2 est moins exprimé et cet ARN non-codant est induit. Cependant ce
résultat est a prendre avec du recul, et une étude approfondie serait nécessaire.

L’ARN ncRNA079 en amont de hoxE est lui aussi réprimé par réintroduction de I'alléle sauvage
d’abrB2 dans la souche AabrB2 mais légérement (x-2,33) alors qu’il était faiblement induit dans AabrB2
par rapport a la souche sauvage (x1,78).
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AbrB2 réprime les ARN non codants autour du cluster hox
Les deux plus longs ARNs non codants autour de I'opéron hox voient leur quantité diminuer par
réintroduction d’abrB2 ou abrB2c34s dans la souche AabrB2. ARN en amont de hoxE
chevauche presque totalement la zone de fixation d’AbrB2 identifiée par gel-retard.
Symbolique: Du vert indique une répression, du rouge une induction. La partie de gauche du
cercle concerne la variation aprés réintroduction de l'allele abrB2 sauvage dans AabrB2 etla
partie de droite l'allele abrB2c34s.

Figure 127
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2-3- La formation des complexes d’AbrB2 est dépendante de mécanismes redox

La souche WT+pFClabrB2, surexprimant AbrB2 a 39°C a été cultivée en phase exponentielle a
30°C puis la culture a été mise a 39°C pendant 24 heures pour induire la surexpression d’AbrB2 en
présence ou en absence de diamide (agent de stress oxydant) dans le milieu de culture. J'ai ensuite
isolé les protéines en fractions membranaires et solubles, les ai traitées ou non avec du DTT avant de
réaliser un gel SDS-PAGE et un western blot (Fig128).

Les résultats montrent plusieurs types de « complexes » contenant AbrB2 : les monomeéres et
diméres nettement visibles, ainsi qu’une bande compatible avec la taille d’'un tétramére (vers 60 kDa),
mais d’autres signaux de tailles variées également (vers 24 kDa, 40 kDa et un important signal >70
kDa).

De maniere intéressante, le traitement au DTT pendant 20 minutes avant migration sur gel SDS-
PAGE a permis de dissocier tres efficacement les « macrocomplexes » >70 kDa, de faire disparaitre les
signaux 24 kDa, 40 kDa et 60 kDa, et de diminuer le signal du dimére vers 30 kDa montrant que
I'ensemble de ces complexes sont trés sensibles au redox et donc que des ponts disulfures ou
d’intermédiaires d’oxydation en sont probablement responsables. La disparition quasi totale des
macrocomplexes >70 kDa va dans ce sens: il pourrait s’agir de structures polymériques d’AbrB2
maintenues par ponts disulfures multiples entre dimeres d’AbrB2 : chaque dimere ayant deux
cystéines, il peut s’associer avec deux autres dimeres et former une chaine protéique complexe. Les
cellules soumises a un stress oxydant fort possedent davantage de ces structures complexes, qui sont
aisément dissociées grace au DTT.

Par ailleurs, sans pouvoir le confirmer, nous pouvons remarquer que les deux signaux a 24 kDa et
40 kDa sont également plus intenses dans la souche cultivée en stress oxydant (+ diamide), et
disparaissent totalement apres le traitement au DTT, sont compatibles avec des complexes AbrB2-Grx
(AbrB2=15 kDa, Grx=9 kDa, « AbrB2-Grx » = 24 kDa) ou « (AbrB2),-Grx » (=30+9~ 40 kDa)(voir Fig.128).
Comme évoqué dans l'introduction de ce chapitre, les Grx permettent la régénération des especes
glutathionylées par un stress oxydant, comme nous avons pu vérifier in vitro qu’AbrB2 pouvait étre
glutathionylé, une interaction avec une Grx in vivo permettrait de déglutathionyler efficacement AbrB2
en formant des intermédiaires réactionnels covalents (le processus de déglutathionylation nécessite
une étape formant un complexe covalent).

Pour confirmer cette hypothese il faudrait réaliser une expérience similaire dans des souches
délétées de grx et vérifier I'absence de ce signal.
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Les différentes espéces AbrB2 détectées dans la souche WT+pFClabrB2 cultivées 24h a 39°C
Les cellules WT+pFClabrB2 ont été cultivées a 30°C jusqu’a DOsg0=0,5, puis basculées a 39°C, avec ou sans
diamide 300uM, pendant 24h pour induire la surexpression d’AbrB2. Les cellules ont été broyées avec une
presse de Eaton et la fraction membranaire a été isolée de la fraction soluble. 20pg d’extraits membra-
naires ont ensuite été traités ou non avec 100mM de DTT pendant 20 minutes, chargées sur gel SDS-PAGE
12%, puis révélés par western blot avec un anticorps primaire AntiAbrB2 et un anticorps secondaire couplé
a une peroxidase pour détection avec la technologie ECL. L'image de droite correspond a une durée
d’exposition plus courte.

- Le signal vers 30kDa, indiquant le dimére AbrB2, diminue suite au traitement DTT. Révélant que la popula-
tion d’espece dimériques est sans doute faite de dimeres disulfures et de dimeres électrostatiques.

- Le signal vers 60kDa, compatible avec la taille d’'un tétramere AbrB2, disparait avec le traitement DTT,
pouvant indiquer que fe tétramere se forme par pont disulfure. .

- Le DTT entraine la disparition d’un signal vers 24kDa (fleche jaune, taille compatible avec un dimére
AbrB2-Grx), cette espéce est plus abondante lorsque les cellules sont cultivées avec du diamide.

- Le signal intense aux hauts poids moléculaires (fleche rouge) disparait apres traitement au DTT, révélant
que des structures polymériques complexes d’AbrB2 (avec lui-méme, ou avec d’autres protéines$ peuvent
se former par ponts disulfures.

Figure 128

2-4- Une hypothese de travail : la surproduction d’AbrB2 piégerait AbrB1

Nous avons formulé une hypothése concernant la |étalité de la surexpression d’AbrB2 au
laboratoire. Comme déja évoqué, il a plusieurs fois été rapporté dans la littérature I'existence d’un
hétéromultimere AbrB1-AbrB2 (Sato et al. 2007, Yamauchi et al. 2011), de méme, il a plusieurs fois été
décrite I'impossibilité de déléter le géne abrB1 du génome (Ishii et Hihara 2008, Oliveira et Lindblad
2008, mes résultats). Ainsi, le phénotype létal de la souche WT+pFClabrB2 pourrait étre une
conséquence de cette interaction : AbrB2 titrerait AbrB1 et entrainerait une diminution de la quantité
d’AbrB1 « libre » dans la cellule, conduisant a un phénotype « AabrB1-like » qui est létal. Comme la
surexpression de l'allele muté abrB2.34 n’entraine pas de létalité, on pourrait imaginer que ce
multimére mixte se formerait par interaction entre les cystéines.

Nous n’avons toutefois pas pu apporter davantage d’élément qui étayent cette hypothése.
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CONCLUSION

1- Conclusion
Mon travail de thése participe a une meilleure compréhension du réseau de régulation de
I’expression de I’"hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803.

Une bioproduction d’hydrogene durable a partir d’organismes photosynthétiques qui ne
nécessiteraient pour croitre que de I'eau, de la lumiére solaire, du dioxyde de carbone et quelques
minéraux, est une perspectives intéressantes. Dans ce contexte, I'hydrogénase bidirectionnelle
cyanobactérienne, métalloenzyme a 5 sous-unités HoxEFUYH, est effectivement d’un intérét particulier
car elle présente le meilleur rendement énergétique théorique des différentes enzymes productrices
de dihydrogéne des cyanobactéries.

Parmi les verrous a lever on peut noter la sensibilité a I'oxygéne de cette hydrogénase
(phénomene réversible chez certaines cyanobactéries), le fonctionnement faible et transitoire de
I’hydrogénase a priori en compétition avec les autres voies qui consomment le NAD(P)H produit par la
photosynthese (Cycle de Calvin, assimilation du carbone par exemple), la faible quantité d’enzyme
intracellulaire, et une mauvaise connaissance générale du métabolisme de I’hydrogéne et du réle
physiologique de la production d’hydrogene.

C’est dans ce contexte que j'ai entrepris de mieux comprendre la facon dont I'expression de la
machinerie de production d’hydrogéne (I’hydrogénase et le métabolisme I'alimentant) est régulée.

Mieux comprendre sa régulation permettra peut-étre de mieux cerner son role dans le
métabolisme cellulaire, ce qui a terme pourra permettre de proposer des stratégies de
reprogrammations métaboliques ? Comme augmenter les effecteurs positifs et diminuer les effecteurs
négatifs.

Ainsi, j’ai identifié avec 'aide des post-doctorants Panatda Saenkham et Samer Sakr un nouveau
répresseur de I'expression de I’hydrogénase : AbrB2.

Par une combinaison de techniques in vivo et in vitro, nous avons décrit le r6le de ce régulateur
vis-a-vis de hox dans nos travaux détaillés dans I'article Dutheil et al. 2012. Pour cela, nous avons
construit un mutant de Synechocystis délété du géne abrB2 et déterminé qu’il pouvait croitre aussi
bien gu’une souche sauvage dans les conditions standards du laboratoire. Nous avons déterminé
qu’AbrB2 est un autorépresseur qui possede un promoteur atypigue constitué d’'une boite -10 étendue
sans boite -35. Ensuite, par différentes fusions transcriptionnelles de la région promotrice de I'opéron
hoxEFUYH au géne rapporteur cat, nous avons montré qu’AbrB2 affecte négativement l'activité
promotrice de hox. Cet effet de régulation négative de l'opéron hox a été confirmé par une
augmentation du niveau de transcrits des huit génes de 'opéron hox dans le mutant AabrB2 par
rapport a la souche sauvage. Effet visible ensuite sur I'activité hydrogénase des méme cellules (activité
multipliée par 3).

Apres production et purification chez E.coli de la protéine AbrB2 taguée avec une queue
histidine, nous avons pu valider in vitro I'interaction de la protéine avec la région promotrice en amont
de hoxE, confirmant I'effet répresseur direct d’AbrB2.

Pour compléter cette caractérisation nous avons aussi construit un plasmide surproducteur
d’abrB2 par thermocontrole, qui nous a révélé la symétrie de I'effet répresseur sur hox: une
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augmentation de la quantité d’AbrB2 dans la cellule entraine une diminution des niveaux d’ARN des 8
génes de I'opéron hox ainsi qu’une division par 3 de I'activité hydrogénase.

Ces travaux portent a 3 le nombre de régulateurs connus de I'expression de I’hydrogénase, dont
les deux premiers (historiques) LexA et AbrB1 avaient été sommairement décrits comme interagissant
avec le promoteur de 'opéron hox et activant éventuellement son expression (Oliveira et Lindblad
2005, Gutekunst et al. 2005, Oliveira et Lindblad 2008). Grace aux autres résultats du laboratoire nous
avons alors pu détailler le réseau de régulation probable de I'opéron hox, comportant les effets des 3
régulateurs entre eux ainsi que quelques-unes des relations entre ces 3 régulateurs :
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Représentation Schématique de la régulation transcriptionnelle exercée sur 'opéron hox chez Synechocystis sp. PCC6803
Effet des régulateurs AbrB1, AbrB2, LexA et CymR

Figure 129

La description de ce réseau nous a ensuite permis de valider une stratégie de surexpression de
I'opéron hox en se basant sur la diminution des agents qui affectent négativement son expression et
sur 'augmentation des agents qui I'affecte positivement. La souche AabrB2+pFClabrB1 a ainsi montré
une activité hydrogénase supérieure au mutant AabrB2.

Afin de toujours mieux caractériser la régulation de I'expression de hox, j'ai mené dans le
deuxieme temps de ma these I'analyse de I'unique cystéine 34 du répresseur d’AbrB2, tres largement
conservée au sein des protéines CyAbrBs.

J'ai montré que la surexpression thermocontrélée de I'allele sauvage d’abrB2 conduisait a la mort
rapide des cellules, probablement a cause de la dérépression métaboligue due a des genes
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appartenant au régulon d’AbrB2 (350 génes affectés par AbrB2, Leplat et al. 2013). De maniere
intéressante, la surexpression d’un alléle d’abrB2 muté sur sa cystéine 34 en sérine ne conduit pas a la
mort des cellules. Les différents contrdles que nous avons effectués (RT-PCR quantitative, western blot,
dichroisme circulaire et retard sur gel menés sur les 2 alléles de la protéine AbrB2 produits et purifiés
chez E.coli) ont permis de montrer que la cystéine 34 n’intervient pas sur I'accumulation de transcrit, ni
sur la structure tridimensionnelle de la protéine ou sur sa capacité de fixation a ’ADN, mais plutot sur
I’accumulation de la protéine AbrB2 dans la cellule (turnover, stabilité): nous n’avons pas obtenu une
surexpression de la protéine AbrB2c3;s comparable a celle d’AbrB2 sauvage alors que la quantité
d’ARNm est similaire, et il est difficile de conclure si I'effet |étal est une conséquence de I'accumulation
d’AbrB2 et si la présence de la cystéine joue un role important pour cet effet.

Jai donc construit de nouveaux mutants dans lesquels la quantité d’AbrB2 n’était pas
dépendante de la température et sous le contréle du promoteur naturel du gene abrB2. A partir de la
souche AabrB2 décrite dans mon premier article: j'ai réintroduit les alleles abrB2 ou abrB2csus
directement dans le chromosome a I'emplacement initial du géne abrB2 et exprimés par le promoteur
naturel d’abrB2. 'analyse de ces mutants a montré une expression légérement augmentée (<2)
d’abrB2c34s par rapport a abrB2, aux niveaux transcriptionnel (RT-PCR quantitative) et protéique
(détection de la protéine par western blot). La protéine AbrB2c34s serait ainsi légérement affecté dans
sa capacité a s’autoréprimer.

L'effet de la mutation C34S a ensuite été mesuré au niveau de I'accumulation des transcrits des
génes hox codant pour I’hydrogénase (qRT-PCR), au niveau de la quantité de protéine de la sous-unité
HoxF (détectée par western blot grace a un anticorps donné par Genevieve Guédeney) et au niveau de
I'activité hydrogénase (détectée électrochimiquement). Les résultats montrent qu’AbrB2c3ss posséde
une capacité de répression de I'opéron hox plus faible que I'allele sauvage AbrB2 et concluent donc a
I'importance primordiale du résidu cystéine du régulateur AbrB2. Ce résultat étant renforcé par la
légere, mais plus forte, abondance de la protéine mutée (environ x2).

La résistance au stress oxydant due a une exposition au diamide de la souche portant I'allele
muté C34S est également intermédiaire entre la souche AabrB2 et l'allele sauvage dans le méme
contexte génomique, indiquant que la résistance au stress diamide (oxydant) est contrélée par AbrB2
et en partie par son unique cystéine. De plus, I'effet délétére de la mutation C34S d’AbrB2 a pu étre
confirmé sur le transcriptome : sur I'ensemble de 529 genes significativement régulés directement ou
indirectement par AbrB2. L'allele abrB2:34s posséde une capacité de répression en conditions
standards diminuée d’environ 60%, prouvant que la cystéine d’AbrB2 est cruciale pour son activité de
répression.

Parallélement, nous avons démontré avec Samer Sakr que la protéine AbrB2 pouvait étre cible de
la glutathionylation (pont disulfure entre la cystéine de la protéine et la cystéine du glutathion) in vitro.
Cette modification post-traductionnelle affecte drastiquement la capacité du régulateur a reconnaitre
I’ADN. Cette modification de cystéine est un phénomene qui se produit souvent en conditions de stress
oxydant et qui permet généralement de protéger les protéines d’une suroxydation irréversible. Dans la
plupart des cas, I'activité des enzymes glutathionylées est affectée par la modification et dans le cas
d’AbrB2 nous proposons que cette modification joue un rdle de « signaling » du stress oxydant : le
régulateur glutathionylé se décroche de ses ADN cibles et modifie alors leur expression (levée
d’inhibition dans le cas de I’'hydrogénase). Ce mécanisme que nous avons proposé dans un manuscrit
en cours de préparation serait compatible avec un réle de Hox dans |’évacuation du stress oxydant.
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Nous avons également montré que le régulateur AbrB2 était susceptible de former des
tétrameres in vivo, tres vraisemblablement par pont disulfure entre deux diméres d’AbrB2. La
formation d’espéces glutathionylées, ou oxydées par la cystéine, d’AbrB2 conduit donc a la rupture des
ponts disulfures de ces tétrameéres, ce qui modifie de maniére importante la maniére dont vont étre
régulés les genes cibles. L'incapacité a former des tétrameéres et a ressentir le stress oxydant lorsque la
cystéine est mutée en sérine affecte en effet de maniére importante la régulation des genes cibles (voir
fig126 et 127).

AbrB1 est aussi susceptible de subir une glutathionylation par son unique cystéine (Sakr et al.
non publié). L'ensemble de nos résultats suggére donc fortement que les cystéines des CyAbrBs sont
des résidus primordiaux du fonctionnement de ces régulateurs, qui leur conférent une capacité a sentir
le statut redox de l'environnement et a répercuter une réponse transcriptionnelle rapide a ces
changements.

Ces travaux constituent la premiére mise en évidence d’une glutathionylation d’un régulateur
cyanobactérien ainsi que d’un régulateur portant un domaine AbrB. lls permettent également de
mettre en évidence l'importance du statut redox de la cellule sur I'expression de I’hydrogénase
bidirectionnelle. Une telle description est compatible avec un rbéle de I’'hydrogénase dans la
participation a I’évacuation du stress oxydant, notamment en accord avec I’hypothese de servir de
valve a électrons (Cournac et al. 2004).
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Modele de I'expression de hox par controle redox du répresseur AbrB2
A. Dans la souche sauvage en condition standard, AbrB2 réprime totalement I'expression de I’hydrogénase bidirectionnelle. La
formation de tétramere par la cystéine permet de maintenir des structures tridimensionnelles du promoteur qui empéchent la
transcription de hox.

B. La mutation C34S d’AbrB2 empéche la formation de tétrameres et entraine une transcription plus forte de hox. Le régulateur
ne peux plus ressentir le stress oxydant par sa cystéine.

C. absence de régulateur AbrB2 dans la souche AabrB2 léve I'inhibition sur hox, I'expression est forte constitutivement.

D. Lorsque Synechocystis est soumise a un stress oxydant, AbrB2 devient glutathionylée, les structures tétramériques et la fixation
a ’'ADN sont abolies, I'expression de I’hydrogénase est forte.

E. Dans les conditions réelles, I'expression de I'hydrogénase est modulée par l'effet d’AbrB2 et de ses modifications post-
traductionnelles, mais aussi par les deux régulateurs AbrB1 et LexA. AbrB1 est un activateur, lui-aussi glutathionylable mais on
ignore |'effet de cette modification sur son fonctionnement. AbrB1 et AbrB2 sont également susceptibles d’interagir ensemble, on
ignore le role de ce complexe vis-a-vis de hox, ni si il sagit d’une interaction par la cystéine ou électrostatique entre les domaines
AbrBs. LexA interagit avec ’'ADN en amont de hox, il est lui aussi susceptible d’étre modifié post-traductionnellement, mais on
ignore la nature et les conséquences de ces modifications.

Figure 130
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PERSPECTIVES

2- Perspectives
Les perspectives de ce travail sont multiples, pour approfondir davantage la compréhension du
métabolisme de I’hydrogene de Synechocystis sp. PCC6803.

J'ai tenté de révéler I'existence de I'espéce AbrB2 glutathionylée (AbrB2-SG) in vivo. Pour cela,
j’ai mis au point un protocole d’'immunoprécipitation d’AbrB2 avec les anticorps dirigés contre AbrB2
qui fonctionne bien. Cependant I'anticorps commercial dirigé contre le GSH n’est pas assez sensible
pour mettre en évidence la glutathionylation d’AbrB2 dans des extraits de Synechocystis cultivée dans
les conditions standard ou en présence de diamide (il n’y a pas beaucoup de protéine AbrB2
immunoprécipitée et I'anticorps AntiGSH fonctionne mal méme sur des glutathionylations réalisées in
vitro sur des lots glutathionylés a plus de 80%). J'ai essayé de contourner le probléme en convertissant
chimiguement la modification « glutathionylation de cystéine in vivo» par une « NEM biotinylation »
qui serait beaucoup plus efficacement détectée par western blot (procédure connue sous le nom de
« Grx-switch » Applegate et al. 2008) mais ce protocole n’est malheureusement pas compatible avec
une immunoprécipitation ultérieure. Des techniques de protéomique plus sophistiquées pourraient
éventuellement détecter cette modification si la protéine AbrB2 est suffisamment abondante.
L'utilisation de la souche WT+pFC1labrB2 cultiver avec du diamide pourrait peut-étre aider a obtenir le
résultat attendu.

Etudier I'effet sur le transcriptome de divers stress oxydants sur les souches réintroduites avec
abrB2 ou abrB2c34s, et valider ces résultats par des expériences in vivo et in vitro sur des genes cibles
pourrait permettre de mieux comprendre les effets des modifications de cystéines d’AbrB2.

De méme, comprendre le processus de déglutathionylation d’AbrB2 permettrait de mieux
maitriser le processus de la levée de la répression de I'opéron hox. Ralentir la déglutathionylation
d’AbrB2 pourrait permettre d’obtenir des souches possédant naturellement une meilleure expression
de I'opéron hox. En ce sens, il faudrait déterminer quelle(s) glutarédoxine(s) interagit(ssent) avec
AbrB2, éventuellement en réalisant un double hybride bactérien, ou en montrant la disparition des
bandes de 24 et 40 kDa repérées sur la figure 127 en surexprimant AbrB2 dans des souches délétées de
grx. Synechocystis posséde 3 Grx, dont les mutants, doubles mutants et triples mutants ont déja été
construits au laboratoire.

L'effet de la glutathionylation sur la protéine Hox serait également intéressant a regarder, peut-
étre qu’un tel phénomene se produit et permet une régulation de I'activité de cette hydrogénase ?

L'interaction entre AbrB2 et AbrBl est également une question intéressante a traiter,
notamment pour comprendre pourquoi une souche surexprimant AbrB2 meurt quand il est impossible
de déléter le gene abrB1. L’hypothése d’une titration de AbrB1 par AbrB2 a été évoquée, ainsi des
plasmides surproduisant les deux protéines conjointement pourraient peut-étre inhiber la Iétalité ?
Des manipulation in vitro et in vivo de « pull down » avec des alleles C34S de AbrB2 et AbrB1 pourrait
permettre de déterminer si I'interaction entre ces deux régulateur est cystéine-dépendante ou non
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(I'interaction a été décrite par Sato et al. 2008 et Yamauchi et al. 2011 sans proposer de mécanisme
d’interaction).

Le réle d’AbrB2 envers la zone 5’ non-traduite des transcrits hox serait également une question a
traiter pour comprendre si AbrB2 réalise également une régulation traductionnelle en plus de
transcriptionnelle sur I'expression de hox. Dans I'article Dutheil et al. 2012 nous avions effectivement
montré qu’AbrB2 interagissait avec la région du promoteur de hox correspondant au domaine 5’ non-
traduit de I’ARN hoxEFUYH.

Le réle des ARN non-codants, et d’AbrB2 envers ces ARNs serait également intéressant a
explorer.

L'identification du composé UV-absorbant inconnu relargué par la souche mutante AabrB2 dans
son surnageant de culture serait trés intéressante a finaliser. Le protocole de purification sommaire de
ce composé inconnu que j'ai pu mettre au point permettra peut-étre d’obtenir de meilleurs résultats
en analyse GC-MS.

Finalement, et car il s’agit des étapes de la régulation d’'une enzyme les plus en aval dans le
processus de régulation, I'alimentation en NADPH et la production d’hydrogene elles-mémes seraient
intéressantes a regarder dans les mutants que j'ai construit au laboratoire. Les outils de mesures de
photoproduction d’hydrogéne sont en cours de mise au moins avec notre partenaire Hervé Bottin.
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1- Note

Une grande partie des techniques utilisées au cours de ma these a déja été décrite dans les deux
articles déja présentés. Les techniques qui y sont détaillées ne sont donc pas présentées a nouveau ici.

2- MATERIELS & METHODES
2-1- Inventaire du matériel utilisé au Laboratoire
2-1-1- Matériel informatique & logiciels utilisés

MARQUE MODELE

UTILISATION

Ordinateur MACINTOSH IMac MB417*/A

Rédaction, internet et logiciels d'exploitation de résultats

Gene Codes
Corporation
DNA Strider -

her™V 4.7
Analyse de séquencage Sequencher

Internet

2-1-2- Matériel de manipulation

Exploitation données de séquengage

‘ z
Photos :

http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/

Génomes :

http://genome.microbedb.jp/cyanobase/
http://mbgd.genome.ad.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Programmes utiles :
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer,

MARQUE

MODELE

\ UTILISATION

REMARQUES

Pipettes
Pipettes

PIPETMAN
RAININ

P2 a P1000
SL2 a SL1000

‘ Prélevement de liquide
‘ Prélevement de liquide

Tips/Embouts

Pipettes électriques

Stripettes graduées

Eppendorf

SORENSON
HIRSCHMANN
LABORGERATE

COSTAR
EPPENDORF

10, 200, 1000 pL

Pipetus®-akku

Stripettes 4485, 4486, 4487,

4488, 4489, 4490
1,5 et 2 mL

‘ Embouts de prélevement

Préléevement de liquide

25 et 50 mL
‘ Récipient a liquide

Tubes Falcon
Boites de Pétri pour E.coli
Boites de culture pour

Erlenmeyer

Bécher

Vortexeur
Thermocycleur pour PCR
Micro Onde

FALCON
PHOENIX
BIOMEDICAL
NUNC

PYREX &
FischerBrand
PYREX &
FischerBrand
Scientific Industries
EPPENDORF
SCHOLTES

50 a 100mL

50mL
25, 50, 100, 250, 500,
1000mL

5, 10, 25, 50, 100, 250 mL

Vortex-Genie 2
MASTERCYCLER
Varion 2065

‘ Récipient a liquide
Cultures solides de E.coli

| Cultures solides de
Cultures liquides de E.coli et

Récipient a liquide

\ mélanger des volumes par vortex

| PCR
‘ Fondre les gels d'agar

Embouts de prélevement 1, 2, 5, 10,

Automatique
Automatique
Jetables

A recharger sur secteur

Jetables

Jetables
Jetables

EPPENDORF
EPPENDORF

ESI FLUFRANCE

CENTRIFUGE 5804R =

CENTRIFUGE 5415D ‘ =

Manipulations biologiques nécessitant
stérilité

Pour gels avec BET et autres produits
chimique dangereux

Centrifugeuse (grand modele)
Centrifugeuse (petit modele)

Hotte stérile ARIANE 12 et ARIANE 15

Hotte chimique IRIAN Technologies  CVF-400

IBS Integra
Bioscience
Stérilisateur L’AUTO-THERMOS - | Stérilisation des milieux de culture -

Etuve MEMMERT - |- 304 200°C
Incubateur pour E.coli PROLABO - | Cultures solides de E.coli 37°C

Incubateur pour E.coli FisherBrand DIEMOS | Cultures solides de E.coli 30°C

Incubateur pour E.coli INFORS HT MULTITRON STANDARD 37°C. Pas de lumiere

LUMINCUBE pour INFORS HT MULTITRON 30ou 39’ C.
Tubes Néons blancs

Bec Bunsen automatique Fireboy eco Stérilisation du matériel

‘ Cultures liquides de E.coli

‘ Cultures liquides de Synechocystis
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http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/
http://genome.microbedb.jp/cyanobase/
http://mbgd.genome.ad.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

Stockage du matériel biologique et
biochimique en cours
Stockage du matériel biologique peu
courant
ARPEGE 140, ARPEGE 110, Conservation des souches de E.coli et
TR26 Synechocystis
Mesure de I'intensité lumineuse pour
les cultures de Synechocystis

Réfrigérateurs -20°C

Réfrigérateurs -80°C

Azote Liquide

Luxmetre

2-1-3- Matériel d’analyse
OBJET MARQUE MODELE UTILISATION REMARQUES

Générateur électrique SEBIA GD 251D -
Bac électrophorése (grand modele) \ HORIZON 11.14 250V max
AMERSHAM HE 33 mini horizontal

Bac électrophorese (petit modele) ‘ BIOSCIENCE submarine unit = -

Spectrophotometre \ SECOMAM UVIKON XL Spectre UV-visible complet Marche sous PC

Spectrophotometre \ BECKMAN DU 640B Spectrophotometer \ Densité Optique a A fixe -

Presse ‘ EATON - Extraction protéinesde = oo 6 a 18T de pression

2-1-4- Substances chimiques
Milieux de cultures
Milieu Minéral MM pour Synechocystis
Le milieu standard de culture de Synechocystis utilisé au laboratoire est celui proposé dans |’article Rippka et
al. 1979, et modifié par ajout de carbonate (Domain et al. 2004):

MASSE
MOLECULAIRE

1L DE MM RISQUES &

MARQUE | PURETE 1X SECURITE

SUBSTANCE FORMULE

Nz de Seahum 4 q 0 : Comburant Xn : Nocif
anhydre NaNO; 84,99 g.mol~ | Prolabo 1500 mg.L~ |R:8-22-36
S:22-24-41
J Slgma 1 Xi : Irritant
Hepes Acide CgH1sN,04S 238,31 g.mol . 715 mg.L~ |R:36/37/38
Aldrich S:26-36
Hydrogénophosphate " Rk
de di-Potassium K,HPO, 174,18 g.mol Merck 40 mg.L~ |-
anhydre S:22-24/25
Sulfate de L L
Magnésium MgS0O,, 7H,0 246,48 g.mol Fluka 75 mg.L” |-
Heptahydraté -
di-Chlorure de CaCl, 2H-0 147 02 m0|_1 Merck S L'l )I;I':?:;rltant
Calcium Dihydraté ZhhZ Ve 8. 8. S o6
Acide Citrique 1 ) | B UAET
i CsHgO, H,0 210,14 g.mol Prolabo 6 mg.L~ [R:37/38-41
ydrate S:26-36/37/39
Citrate Ferrique Xi : Irritant
d'Ammonium (Fe: | CHgO7, xFe™, y NH5 | variable g.mol™ |  Fluka 6 mg.L™"|[R:36/37/38
14,5-16 %) 5:26
Acide Tétracétique -
d'Ethyléne Diamine | C;oH:,MgN;Na,0q 358,51 g.mol'1 Fluka 1 mg.L'1 -
dans Mg et Na S :22-24/25
Carbonate de di- 1 | B
o Na,COs 105,99 g.mol Merck 200 mg.L™ [R:36
odium S:22-26
Acide Borique HsB0O 61,43 g.mol| Merck 2,86 mg.L"[-
anhydre 3BO; ,43 g.mo erc , mg. :
di-Chlorure de " " Xn : Nocif
Manganése MnCl,, 4H,0 197,91 g.mol™~| Prolabo 1,81 mg.L™ [R:22-52
Tétrahydraté -
._ ..................................................................... _.
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Sulfate de Zinc | a c q Xn : Nocif N : Polluant
, ZnS0,, 7H,0 287,54 g.mol Merc 0,222 mg.L ™ [R:22-41-50/53
Heptahydrate : . . S : 22-26-39-46-60-61
Molybdate de di- -1 1
Sodium Dihydraté Na,Mo0O,, 2H,0 241,95 g.mol Prolabo 0,390 mg.L :
oulfate de Culre | cus0,, 5H,0 249,68 g.mol™| Prolab 0,079 mg.L* [Riz236/385055
Pentahydraté Usta, oF2 /66 8.M0 rolabo ! me. 51226061
di-Nitrate de Cobalt A Sl O : Comburant ; Xn ; N
Hexahvdraté Co(NOs),, 6H,0 84,99 g.mol Prolabo 98,0% |0,049 mg.L " |R:822-40-43-50/53
S S:17-36/37-60-61
Eau H,0 18,00 g.mol™ Elga 18 MQ | QSP 1L -
La composition du milieu a varié lors de certaines expériences:
D-(+)-Glucose CeH1,06 180,16 g.mol™ |  Sigma 013a1% |-
Chlorure L Xn : Nocif
& Ammonium NH,CI 53,49 g.mol Prolabo 0ab mM §§§36

Becton 0al% |-
98,5% (pour faire du |~
milieu solide) -

Bacto ™Agar 214010 | (Cq,H1500), n x 306 g.mol™

Dickinson

Milieu Luria-Bertani LB pour E.coli
Le milieu de culture d’E.coli est un milieu prét a I'emploi disponible directement sur le marché. « Milieu
Miller » est un synonyme de « Milieu Luria-Bertani » et de « Lysogeny Broth ».

SUBSTANCE MARQUE Contenu COMPOSITION  PROTOCOLE ‘ RISQUES & SECURITE

S N Becton Tryptone (Protéines) Dans 1L d’eau purifiée, suspendre | Xi: Irritant
HEo - -5 BIot _ Extrait de Levure 25g de poudre. Autoclaver a 121°C | R:36/37/38
Miller Dickinson - .
Chlorure de Sodium (NaCl) pendant 15minutes S:7-22-26-36
Tryptone (Protéines) " Xi : Irritant
Difco™ LB Agar, Becton Extrait de Levure Dans 1L d’eau purifiée, suspendre | N—_—SS.
. .. - 40g de poudre. Autoclaver a 121°C
Miller Dickinson Chlorure de Sodium (NaCl) .
pendant 15minutes S:7-22-24/25-26
Agar
Dosage CAT et Bradford
MASSE RISQUES &
SUBSTANCE FORMULE MARQUE PURETE
MOLECULAIRE Q SECURITE
Chloramphénicol C11 H12N205 Clz 323,13 g.m0|-1 Sigma R:45
S:53-45
R :23/24/25-36/38-
Acétyl CoA C23H38N7017P3S 809,57 g.mol-l Pharmacla 39/23/24/25-66-67
S:24-36/37-45
Acide 5,5’-DiThiobis- Xi : Irritant
2-NitroBenzoique C14HgNOgS, 396,40 g.mol'l Sigma 98,0% |R:36/37/38
« DTNB » S$:26-36
Réactif deBradford | MgSQ,, 7H,0 246,48 g.mol'1 Fluka R : 20/21/22-34-68/20/21/22
S : 26-36/37/39-45

Autres produits utilisés

MASSE RISQUES & SECURITE

SUBSTANCE FORMULE MOLECULAIRE MARQUE PURETE

. F : Inflammable
Ethanol C,HsOH 46,07 g.mol Prolabo R:11
S:7-16
Acétone C.H-0 5Q N o mal? Merck F : Inflammable
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R:11
$:9-16-23-33

Dioxyde de Carbone
solide « Carboglace »

CO; (s) 44,00 g.mol™ ?

Glycérol C3Hg05 92,09 g.mol™ Sigma

Xi : Irritant
R:36/37/38
S:26-36

Ligase T4 (E.coli) - Promega

oot - |- | promega | - | |
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Phrases Risques & Sécurité

RISQUES SECURITE

R1 Explosif a |’état sec S1/2 Conserver sous clé et hors de portée des enfants

R8 Favorise I'inflammation des matiéeres combustibles S7 Conserver le récipient bien fermé

R11 Facilement inflammable S9 Conserver le récipient dans un endroit bien ventilé

R 22 Nocif en cas d’ingestion S16 Conserver a I'écart de toute flamme ou source d’étincelles.
Ne pas fumer

R 34 Provoque des brilures S17 Tenir a I'écart des matieres combustibles

R 36 Irritant pour les yeux S22 Ne pas respirer les poussiéres

. . . . Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeurs/aérosols (terme(s

R37/38 Irritant pour les voies respiratoires et la peau S23 P » P L gaz/ / p / ( (s)
approprié(s) a indiquer par le fabriquant)

R . . . . .

36/37/38 Irritant pour les yeux, les voies respiratoires et la peau S24 Eviter le contact avec la peau

R 40 Effet cancérogene suspecté : preuves insuffisantes S24/25 | Eviter le contact avec la peau et les yeux

. L. . En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement avec
R 41 Risque de Iésions oculaires graves S 26 i

de I’eau et consulter un ophtalmologiste

Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la

R 43 — S33 Eviter I'accumulation de charges électrostatiques
Tres toxique pour les organismes aquatiques, peut

R 50/53 entrainer des effets néfastes a long terme pour S36 Porter un vétement de protection approprié
I’environnement aquatique

R 52 Nocif pour les organismes aquatiques S$36/37 | Porter un vétement de protection et des gants appropriés

Porter des gants appropriés et un appareil de protection des

$37/39 yeux et/ou du visage

$39 Porter u'r[ appareil de protection des yeux/du visage
approprié

sa1 En cas d’incendie et/ou d’explosion, ne pas respirer les
fumées

s as En cas d’accident ou de malaise consulter immédiatement un
médecin et lui montrer 'emballage ou I'étiquette

S46 En cas d’ingestion, consulter immédiatement un médecin et
lui montrer 'emballage ou I'étiquette

S52 Ne pas utiliser sur de grandes surfaces dans les locaux habités

S 60 Eliminer le produit et son récipient comme un déchet
dangereux

S61 Eviter le rejet dans I'environnement. Consulter les

instructions spéciales/la fiche de données de sécurité
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2-2- Biologie Moléculaire
PCR
Cette technique permet, au moyen d’oligonucléotides spécifiques et d’un thermocycleur, d’amplifier une
séquence ADN recherchée. Cette technique est basée sur les propriétés de I’ADN de se dénaturer et de se
renaturer a des températures spécifiques. Une fois dénaturé, le brin d’ADN s’hybride aux oligonucléotides
judicieusement choisis et les polymérases vont amplifier la séquence contenue entre les 2 oligonucléotides. En
répétant ces cycles, ont amplifie de maniére exponentielle ’ADN originel (n cycles donneront 2" fragments
d’ADN)
Dans le cadre de mon projet, j’ai utilisé cette technique pour :
- préparer les cassettes de délétion qui ont permis de supprimer les génes abrB1 (sll0359), abrB2
(sll0822) et réintroduire les alléles mutants d’abrB2 dans la souche AabrB2::Km'".
- contréler les insertions de modifications génétiques chez E.coli.
- controler les insertions et ségrégation de genes chez Synechocystis.

Les enzymes utilisées pour réaliser les PCR :

Qualité Référence Organisme d’isolation
« Standard » Taq (Invitrogen) Thermus aquaticus
Pfu (Promega) Pyrococcus furiosus

Haute fidélité

Pfx (Invitrogen) Polymérase d’Archée

Trés haute fidélité
Haute rapidité Phusion®(NEB)
Haute efficacité

Pyrococcus-like
ingéniérée

Electrophorése
Cette technigque est complémentaire de la précédente, elle permet de visualiser les fragments d’ADN
synthétisés par la PCR. Elle consiste en un gel d’agarose additivé de Bromure d’Ethidium (intercalant des acides
nucléiques et composé fluorescent), ce gel est ensuite placé dans un bac de tampon Tris mis sous tension
électrique (120V en général) qui va permettre de faire migrer les molécules selon leur taille au sein du gel, les
molécules les plus courtes migrant plus facilement que les longues. Cette séparation des différents brins permet
différentes exploitations :

- visualiser qualitativement sous UV les différents brins amplifiés. Grace a un marqueur connu de
poids moléculaires et en établissant une courbe étalon, on peut déduire la taille de ces brins selon la
loi :

migration = f (log du poids moléculaire)
Plus qualitativement, suite a la présence de telle ou telle bande, on peut juger du succes de telle ou
telle manipulation.

- visualiser les bandes d’ADN séparées par la migration sous UV pour pouvoir les découper
directement sur le gel et pouvoir les extraire par la suite. Cela permet de récupérer une taille
donnée (et donc une séquence spécifique, souvent un géne et ses séquence flanquantes) a partir
d’un mélange de fragments d’ADN.

Extraction et purification d’ADN
L'ADN contenu dans les petits rectangles de gel découpés aprés I'électrophorése n’est pas utilisable
directement, il faut d’abord I’extraire de la maille moléculaire du gel d’agarose puis le nettoyer pour le stocker.
Ces différentes étapes se font a I'aide du Kit NucleoSpin Plasmid QuickPure© de Macherey Nagel ou PCR
extract de Qiagen. |l consiste a fondre le gel dans un solvant spécial, puis de fixer 'ADN sur une colonne, de
rincer cet ADN plusieurs fois avec diverses solutions alcooliques, puis de le dissoudre dans du Tris HCl 10mM, pH
7,5, EDTA 0,1mM ou de I'H,0 pure.
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2-2-4- Ligation de ’'ADN

Cette technique permet de solidariser une séquence d’ADN a une autre pour peu que les jonctions soient
judicieusement choisies. A savoir des sites de restrictions communs par exemple.

L'enzyme utilisé a cet effet est une ligase que I'on laisse agir pendant quelques heures dans une solution
aqueuse et équimolaire des 2 séquences ADN choisies.

La ligase T4 Invitrogen a été la plus souvent utilisée, a température ambiante et sur la nuit.

2-2-5- Mesure de la concentration d’ADN

Cette étape se fait a I'aide d’un Nanodrop qui permet de connaitre la concentration en acide nucléique d’une
solution (ARN ou ADN). Cette mesure ne nécessite que 2uL de solution et est nécessaire pour analyser les
solutions d’ADN obtenues aprés extraction et purification. La mesure méme se fait en prenant la DO a 260nm,
une unité de DO correspondant a 50 pg.ml™. Le rapport DOsonm/DOssonm Permet de déterminer la pureté de la
préparation ; il doit étre proche de 1,8 pour une solution d’ADN.

2-3- Manipulations bactériennes
2-3-1- Cultures d’E.coli
Souches utilisées
3 souches aux génotypes différents ont été manipulées au cours du stage :

Temps de

L. . Plasmide Source
Génération

Souche Génotype

F’, hsdS 20(rB, mB’), supE44, recA13, aral4,
CM 404 gal K2, lacY1, proA2, rpsL20 (Sm®), xyl-5, 30 min
mtl-1, ‘{mcrC-mrr}

pRK2013 Marracini et
(Km") al., 1993

{F" mcrA (mrr hsdRMS  mcrBC) 80/acZM15
TOP 10 lacX74 recAl aral39 (ara-leu)7697 galU 30 min néant Invitrogen
galK rpsL (Str') endA1 nupG}

Culture Liquide
Cette culture s’effectue dans un Erlenmeyer fermé ou un tube Falcon. Un petit échantillon d’Escherichia coli
est placé dans le milieu de culture approprié (travail sous hotte stérile) Luria-Bertani (LB) (Sambrook, Fritsch et
al. 1989) contenant ou non un antibiotique selon besoin.
La souche HB 101 se cultive a 37°C.
La souche CM 404 se cultive a 30°C car la réplication du plasmide incP(pRK2013) est thermosensible.
Les Erlenmeyer sont placés dans les incubateurs rotatifs adéquats a environ 180 rpm.

Culture Solide
Les cultures solides se font en rajoutant de I’Agar (Difco) au milieu LB (1,5% en masse).

Antibiotiques
Les antibiotiques utilisés concernant E.coli sont :

Antibiotique Symbole Concentration utilisées
Kanamycine Km 50 pg/mL
Ampicilline Amp 100 pg/mL
Streptomycine Sm 25 pg/mL
Spectinomycine Sp 75 pg/mL
._ ..................................................................... _.
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2-3-2- Cultures de Synechocystis sp. PCC6803
Souches utilisées

Voici quelques caractéristiques de la souche sauvage de Synechocystis sp. PCC6803:

Temps de Plasmide
Génération rajouté

Culture liquide
Cette culture se fait dans un Erlenmeyer de 50 ou 25 mL fermé avec un bouchon de gaze laissant passer les
gaz nécessaires a la croissance de la cyanobactérie et contenant du milieu minéral (MM) BG-11 (Rippka et al.
1979). Composition voir p252-253.
La souche sauvage se cultive, en conditions standards, a 30°C dans un agitateur orbital a rampes lumineuses
blanches. L'intensité lumineuse standard est fixée a 2500 lux et est mesurée a I'aide du Luxmétre (Chauvin-
Arnoux).

Source

Souche Génotype

Culture solide
Les conditions de culture standard en milieu solide se font en rajoutant 10 g/L de Bacto Agar (Difco) a 1 litre
de milieu MM (soit 1% en masse).
L'incubation se fait également a 30°C, dans une piece aménagée a cet effet et contenant diverses rampes de
néons blancs d’intensités lumineuses variables.

Controle de la concentration cellulaire

On peut observer la croissance cellulaire
par contréle de la turbidité (assimilée a la
Densité Optique (DO)) de la solution. Cette
mesure s’effectue au minimum d’absorption
d’une solution de Synechocystis soit: 580
nm. Les longueurs d’ondes ou I'absorbance
est maximale ne sont pas utilisables car elles
traduisent les concentrations en pigment de
la cyanobactérie (il y en a 3: les
caroténoides, les phycocyanines et les Caroténoides
chlorophylles), ces concentrations ne sont ’
pas identiques d’un mutant a un autre et :
peuvent dépendre du milieu de culture. . 500 B Bog 650
580nm s’avére un des seuls endroits ol il n’y Longueurd‘ondeA (nm)
a pas de pigments colorés et ol la mesure
de I'absorbance traduit vraiment la concentration en bactéries indépendamment de ses pigments. La relation
entre la DO et la concentration cellulaire a été déterminée par le laboratoire et une DOsg, de 0,5-0,6 équivaut a
environ 5.10 cellules/mlL.

Spectre d'aborption de Synechocystis (wild Type)

Absorbance

Croissance
Une culture de Synechocystis se distingue en plusieurs phases : une phase de croissance exponentielle ou
Synechocystis se divise symétriquement (log phase), une phase de ralentissement et une phase stationnaire
lorsque les bactéries cessent de se diviser. Lorsqu’une culture arrive a une concentration équivalente a DO = 0,5-
0,6 elle se trouve alors en phase exponentielle de sa croissance et la plupart des manipulations sont effectuées a

._ ..................................................................... _.
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ce stade. Cependant, il a été observé que la culture devait avoir déja été repiquée au moins 2 fois auparavant
pour avoir une bonne répétabilité des manipulations.

Il faut donc, avant d’effectuer des mesures a partir de Synechocystis vieilles ou solides, les cultiver jusqu’a
D0=0,6, les repiquer une premiére fois puis une deuxieme fois de la méme maniére, avant d’avoir une culture
optimale. Ainsi, considérant le temps de génération de 10-12h, les préparations des cultures durent
fréquemment quelques semaines avant de pouvoir réaliser une expérience.

Antibiotiques
Les antibiotiques utilisés concernant Synechocystis sont :
Antibiotique Symbole Concentration utilisées
Kanamycine Km De 25 a 300 ug/mL
Streptomycine Sm 2,5a5ug/mL
Spectinomycine Sp 2,5a5 ug/mL
Gentamycine Gm 5 ug/mL

Introduction de plasmide par transformation chez E.coli

Cette technique consiste a fragiliser la paroi cellulaire d’E.coli pour qu’un plasmide puisse pénétrer a
I'intérieur de I'organisme. Les E.coli compétentes sont préparées selon le protocole décrit par V.Simanis utilisant
du RbCl (D.Hanahan 1985)

La transformation peut se faire par électroporation (perforation de la paroi cellulaire grace a un champ
électrique) mais le laboratoire utilise préférentiellement la technique du choc thermique :

Le choc thermique se fait en maintenant les E.coli dans leur milieu compétent avec les plasmides a
transformer a 0°C (bain de glace) pendant 20 minutes au moins (les plasmides se placent alors a proximité des
trous dans la paroi de E.coli). On plonge ensuite rapidement le récipient dans un bain a 42°C pendant 90
secondes, les plasmides vont pénétrer dans I'organisme suite a la dilatation spontanée de la paroi cellulaire.
Passées les 90 secondes, on replonge immédiatement le récipient dans la glace pour refermer les pores. Les
E.coli sont alors mises a incuber a 37°C pendant 1 heure dans 5 mL de LB frais.

Ensuite 200 uL de la culture sont étalés sur des boites a antibiotiques (le plasmide est supposé contenir un
antibiotique) afin de sélectionner les E.coli qui ont effectivement intégré le plasmide. La boite est alors mise a
incuber une nuit et des colonies vont apparaitre.

L'efficacité de I'opération dépend grandement de la qualité de préparation des E.coli compétentes et de la
maitrise du protocole de transformation. On peut espérer une petite dizaine de colonies avec le plasmide sur la
boite finale.

Transformation et inactivation de génes chez Synechocystis sp. PCC6803
Recombinaison homologue naturelle
La recombinaison homologue est un phénomeéne naturel chez Synechocystis. La cyanobactérie accepte
naturellement dans son organisme des morceaux complets d’ADN et peut alors les intégrer a son génome. La
séquence ADN doit posséder une certaine corrélation avec les séquences chromosomiques de Synechocystis.
Cette propriété a sans doute constitué un avantage évolutif pour Synechocystis et elle permet a
I’expérimentateur, en choisissant judicieusement une séquence ADN, d’inactiver un gene.
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Construction de la cassette de délétion

Pour inactiver un gene (dans toute la suite on prend I'exemple du geéne Chromasome
abrB1 que j'ai essayé de déléter lors de mon stage de fin d’étude),
I’expérimentateur doit construire une cassette de délétion, elle est constituée
de 2 séquences identiques a celle de ’ADN cyanobactérien (baptisées dans
mon travail « Up » et « Down ») entre lesquelles se trouve la séquence de
délétion que I'on va insérer entre les 2 séquences du chromosome initial (il
s’agit en général un géne de résistance a un antibiotique). up ij?,‘;ﬁg,?e DOWN

La construction de la cassette de délétion consiste a amplifier par PCR les 2
zones du chromosome de Synechocystis entre lesquelles se trouve la séquence que I'on désire effacer. Pour cela
une connaissance du séquencage est requise pour choisir les 4 amorces ADN.

Etape 1: Les oligomeres O1 et 04 sont directement issus de la séquence chromosomique, 02 et O3
s’apparient eux aussi avec la séquence chromosomique (éventuellement pouvant se chevaucher un peu avec les
extrémités du gene), mais ils comportent également une autre partie (en rose sur le schéma) qui va permettre
aux 2 fragments générés dans cette étape de s’apparier a I'étape suivante.

- A8

Etape 2 : On assemble par PCR les 2 fragments résultants de I'étape 1. Les oligomeres O1 et 04 permettent
d’amplifier facilement la matrice créée par appariement de la zone en rose. Cette zone contient par ailleurs un
site de restriction Smal indispensable pour la suite.

0, ﬁ,
DOWN
= =2 [l S——um—=_
04 Smal <=

O4

Etape 3 : On clone cette séquence ADN dans un plasmide pGEMt par la méthode T/A. pGEMt est un plasmide
ouvert contenant un nucléotide « T » a ses extrémités. La PCR a permis de synthétiser notre morceau d’ADN
avec le nucléotide complémentaire « A » a chaque extrémité. Les 2 produits vont donc naturellement s’apparier
(dans un sens ou dans l'autre) et en faisant intervenir une ligase, le plasmide se refermera définitivement. Pour
amplifier le plasmide, on le transforme vers E.coli et la cultive avant d’extraire le plasmide avec le kit NucleoSpin
Plasmid QuickPure®©.

UpP DOWN

Smal

Etape 4 : Le plasmide est ensuite digéré par I'enzyme de restriction Smal (site a bords nets), la cassette de
résistance a I'antibiotique est également a bord nets, et une ligase permet de souder les 2 segments d’ADN et de

former le plasmide final.
Cassette KmP
Hincll Hincll

up DOWN

Smal
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Transformation

On désire insérer le plasmide nouvellement créé dans Synechocystis. Les cellules cyanobactériennes sont
maintenues en phase exponentielle a 2500 lux (ne dépassant pas une DOsso de 0,7). Au troisiéme repiquage, 50
ml de culture sont centrifugés (10 mn a 5000 rpm) et lavés avec 10 ml de milieu minéral MM. Les cellules sont
ensuite resuspendues dans 10 ml de milieu MM. 1 pg d’ADN dilué dans 100 ul d’H,0 est mélangé avec 1 ml de
suspension cellulaire et incubé a 2500 lux et a 30°C, sans agitation, pendant 1h30.

On dépose ensuite la solution sur des boites de milieu MM solide (1% d’Agar) et laisse incuber une nuit (20-
24h) a 2500 lux et 30°C. Les plasmides sont dorénavant introduits au sein de Synechocystis.

Recombinaison homologue

Cette étape est un phénomene naturel, lorsque 2 séquences ADN sont similaires, les nucléotides sont
susceptibles de s’échanger. Le phénomeéne est notamment a I'origine du brassage génétique lors de la méiose :
le crossing-over.

Aprés la premiére nuit Chromosome Chromosome
d’incubation, on souleve le gel solide
de MM pour couler une solution
d’antibiotique faiblement
concentrée (50 pg.L* pour Km)
dessous afin qu’il diffuse lentement
a travers le gel. Les cyanobactéries UP Cassettede  DOWN
subiront ainsi un gradient de concentration d’antibiotique qui va grandement favoriser la recombinaison
homologue (le gene de délétion est sensément le geéne de résistance a I'antibiotique en présence). Les boites
sont laissées a incuber pendant 5 a 9 jours sous 2500 lux et 30°C, le temps que des colonies spot de
transformants apparaissent.

NB : la réplication du plasmide n’est pas possible, cela favorise d’autant la recombinaison homologue car
c’est pour Synechocystis le seul moyen de transmettre la résistance a I’antibiotique a ses cellules filles.

Cassette de N
Y Cidton” 00N

Culture sur boite antibiotique, augmentation de la pression de sélection

Dans le cas d’'un gene a déléter

important, la ségrégation totale n’est
. ) @ absolument pas garantie voire
Copies mutées du chromosome

défavorable.
Augmenter la pression de sélection (la
@ concentration en antibiotique) permet de
rendre plus essentielles encore les copies
de chromosomes portant le géne de
résistance, mais cela peut trés bien ne
toujours pas suffire a  ségréger
completement le géne originel.
Il est fréquent de se retrouver a ce
@ stade avec des mutants comportant des
proportions variées des 2 types de
chromosomes : les rapports 50-50, 10-90
et 90-10 sont en effet trés courants.

Synechocystis

Copies originales du chromosome

NB : Dans certains cas, le génotype mutant peut-étre fortement handicapant pour la cellule dans les
conditions standard, entrainant ainsi de grandes difficultés de ségrégation totale. On essaie alors d’imaginer des
conditions de culture qui rendraient le géne moins essentiel et donc plus facile a déléter.

._ ..................................................................... _.
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C’est par exemple le cas lorsqu’on tente d’effacer un géne qui a un lien avec la photosynthése. On essaie
alors de cultiver Synechocystis dans des conditions qui s’affranchissent de la photosyntheése : a savoir une faible
lumiére et une certaine concentration en glucose dans le milieu de culture.

Contréle de la ségrégation par PCR

Quantitativement, il est possible d’observer I'avancée de la ségrégation du gene. La ségrégation s’effectue
par repiquages successifs sur milieu solide, ainsi des échantillons de Synechocystis sont utilisés pour effectuer
une PCR avec les oligonucléotides spécifiques des régions flanquantes.

Les amorces O1 et 04 se fixent indifféremment sur les chromosomes mutés et sauvages, les amplifiant
chacun sans contrainte. On peut alors observer qualitativement (grdce a l'intensité lumineuse de I’ADN sous UV)
les proportions de chaque gene dans la colonie puisque, aprés PCR, 2 bandes distinctes apparaissent (dans
I’'exemple, abrB; et Km" ont des poids moléculaires différents).

01 0'I
-—p -
[ e ] [ pown |} [ o ] [ DownN ]
A= -
04 04
300 bp «—400 bp—» 300 bp 300 bp ~f—1300 bp—» 300 bp

Conjugaison des plasmides pSB2A et pFC1 dans Synechocystis

2-4- Analyse des phénotypes de Synechocystis sauvages et mutés
Séquencage ADN
Pour le séquengage ADN, nous utilisons les compétences d’un autre laboratoire du CEA, qui nous a confié le
protocole de préparation des échantillons.
Les réactions de séquence ont été réalisées en suivant le protocole de séquence par fluorescence avec
terminateur Big-Dye® (Perkin Elmer). Les amorces utilisées sont les oligomeres des séquences amont et aval déja
utilisés pour construire la cassette de délétion.

Courbes de croissance

Cette technique d’analyse consiste a suivre la DOsg de différentes cultures de Synechocystis a différents
moments de sa croissance.

On démarre la courbe a DOsge=0,02 (par exemple), puis on prend des mesures de DOsg rapprochées au
début, puis plus espacées dans le temps par la suite. Soit 2 par jour pendant la « log phase » ou phase de
croissance exponentielle (dure environ une semaine) puis une mesure par jour. On s’arréte lorsque la culture
atteint environ 2 semaines car les cellules commencent ensuite a dépérir et la DOsg, cesse de croitre.

Dosage d’activité promotrice par géne rapporteur cat
Extraction des protéines par pressage a la presse Eaton
Les cellules sont congelées rapidement a -70°C (éthanol + carboglace) et cassées a I'aide d’une presse de
Eaton a 250 MPa (6 T). Le lysat est centrifugé 20 min a 15000 rpm a 4°C, le surnageant (contenant les protéines
solubles) est aliquoté et conservé a -20°C.

Mesure de la [protéines]

Les dosages ont été réalisés par la technique de Bradford selon les indications du fournisseur (BIORAD). La
gamme étalon (10 valeurs) est obtenue en diluant progressivement la solution standard SAB (Sérum Albumine
Bovine) de 1 a 10 pg.ml™ (concentration finale). Trois mesures par échantillon sont effectuées pour obtenir une
mesure fiable de la quantité de protéines dans I’échantillon extrait qui va servir au dosage CAT.

Lorsqu’il s’agissait de protéines purifiées, les mesures ont aussi pu étre faites sur le Nanodrop en utilisant le
€, spécifique des protéines purifiées calculé a partir de la séquence peptidique grace a un software sur internet.

Page | 262



Mesure de I'activité cat (Chloramphénicol Acétyl Transférase)
Cette technique permet de mesurer I'effet d’un parametre de culture
. . . . . Sall. Spel.SnaB1.Bglll. Sacll. Hpal. Sall.
ou d’une mutation sur I'expression d’un gene grace au géne rapporteur ]
cat.

Le plasmide pSB2A contient le géne de I'enzyme CAT dont I'exacte
expression est garantie par des codons Stop (TT) sur les 3 pistes de
lecture entre le géne et le promoteur, I'expresion du gene est assurée
par l'introduction d’un promoteur d’intérét dans le multiple cloning site.
Ce plasmide se réplique a hauteur de 1 copie par chromosome dans
Synechocystis, de ce fait il ne perturbe pas sensiblement le nombre de
copies des promoteurs étudiés. pSB2A possede des marqueurs
antibiotiques Sp/Sm" ou Km" selon les besoins.

Lorsqu'un promoteur est cloné dans pSB2A, en amont du gene cat, il
dirige la synthése de I'enzyme CAT qui confére aux cellules la résistance
au chloramphénicol. La cassette de test des promoteurs contient

TAA  :Codons STOP dans les 3 phases de Iecture@@@ egalem.en_t un terminateur de
transcription en amont, et des

O : Terminateur de transcription p-independent du coliphage T4 codons stop de traduction dans les
.o .

O T T P 3 phases de lecture. Ainsi, l'activité
de I'enzyme CAT ne refléte que la

: force du promoteur analysé.
5 ATTAATRC TTTTTATTTTAAAAATTTTTTCACAAAACGGTTTACAAGCATAAAGCTTGCTCAATCAATCACCGGATCC

GTCGACTAGTACGTAGATCTCCGCGGTTAACGTCGACCTGCAGCCAAGCTTGAGTAGGACAAATCCGCCGAGCTT

—1

Sall! spehl_':naB T Balll. Sac— Hpal.' sall.

CGACGAGATTTTCAGGAGC%AGCTAAAATG 3

Le dosage est basé sur le principe suivant :
Acétylation du chloramphénicol par I'enzyme CAT :

CAT
Chloramphénicol + Acétyl S — coA — 3 Acétoxychloramphénicol + H — S — coA

Réaction1:

Réduction de I'acide 5,5’-DiThiobis-2-NitroBenzoique (DTNB, dimére par liaison disulfure)
DTNB+H —S—coA—>TNB—S—S—coA+TNB

Réaction 2 :

L’acide ThioNitroBenzoique (TNB) absorbe a 412nm, le suivi de I'activité CAT est donc aisé dés lors qu’on suit
I"apparition de ces molécules a 412nm.

Le protocole consiste a effectuer une premiere cinétique a 412nm d’'un mélange de :

- 1mL:DTNB 0,4mg.mL"+ Acétyl CoA 0,1mM + Tris HCl 100mM pH=8 (Blanc d’absorption)
- 523200pL d’extrait protéique.

La premiere cinétique dure 2 minutes et se fait en absence de chloramphénicol. Le Spectrophotomeétre
DUB640B va calculer lui-méme la pente de cette courbe qui traduit I'activité DTNB-réductase naturelle dans
I’extrait protéique.

La deuxieme cinétique démarre en rajoutant 25ulL de Chloramphénicol. La pente de la nouvelle courbe
traduit donc I'activité des enzymes CAT de I'extrait protéique de Synechocystis, si on lui soustrait la pente de la
premiere courbe.
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Voici la formule permettant de convertir les résultats en activité CAT :

Apentes X 10° x V.
Activite Specifique = p Tot

13,6 X VExtrait X [Protéines]

Ou: Apentes = différence des pentes des 2 cinétiques

Vrot = VRéactif + Vextraie + VChloramphénicol

13,6 =& duTNB a412nm

Vreactif =1 mL (Tris + DTNB + Acétyl coA)

VChloramphénicol =25 U-I-

Vextrait = volume d’extrait protéique (5 a 200 pL)

[Protéines] =concentration en protéines de I'extrait mesurée par Bradford
L'activité spécifique s’exprime en : nmol.min'l.mg,,,c,téines'1

Conservation des souches de Synechocystis

On emmeéne la culture qui nous intéresse a une DOsgy d’environ 2 (avec les antibiotiques appropriés) puis on
la congele dans I'azote liquide avec 5% de DMSO.

L'étiquetage doit étre intelligible pour tous et un logiciel permet de gérer la souchoteque. On y rentre les
noms, caractéristiques et codes de stockage de chaque nouvelle souche.
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