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PREAMBULE
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Micalis, a I’'INRA La Miniére-Guyancourt, France et au laboratoire de Biotechnologie, Faculté
des Sciences, a 1’universit¢ Saint Joseph de Beyrouth, Liban. Une partie des travaux, et en
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direction.
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RESUME

Mécanismes d’acquisition du fer chez Bacillus cereus : roles d’IlsA, du systéme Isd et des
sidérophores dans I’assimilation du fer a partir de I’héme et de la ferritine

Au cours des interactions hote-pathogene, la lutte pour le fer peut conditionner I’évolution de
I’infection. Afin de s’adapter a la faible quantité de fer libre présente chez 1’hdte, les bactéries
ont développé diverses stratégies leur permettant d’acquérir cet élément vital. Chez Bacillus
cereus, une bactérie pathogene opportuniste de ’homme, la protéine IIsA (Iron-regulated leucine
rich surface protein), qui contient entre autres des domaines NEAT et LRR, a été identifiée. Il
s’agit d’une protéine de surface impliquée dans I’acquisition du fer des hémoprotéines et de la
ferritine. Dans un premier temps, nous avons caractéris¢ la fonction d’IIsA et de son domaine
NEAT ainsi que leur implication dans la liaison a I’héme et 1’hémoglobine. Nos résultats
indiquent qu’llsA capte I’héme via son domaine NEAT avec une steechiométrie 1:1 et que ce
domaine est capable d’extraire I’héme de 1’hémoglobine. Par ailleurs, I’interaction entre IISA et
IsdC, une des protéines du systeme Isd (Iron surface determinant) décrit chez d’autres bactéries a
Gram-positif, a été analysée. Suite a un contact direct entre ces deux protéines, nous avons
démontré que I’héme était transféré d’holo-IIsA vers apo-IsdC. Dans un second temps, nous
avons étudi¢ les mécanismes permettant I’assimilation du fer a partir de la ferritine. Nous avons
ainsi montré qu’llsA pouvait interagir avec plusieurs types de ferritine avec une steechiométrie
de 24 molécules d’lIsA pour une ferritine. Ceci suggere qu’llsA se lie a chaque sous-unité de la
ferritine. De plus, en présence de sidérophores, cette interaction conduit a une augmentation de la
libération du fer contenu dans la ferritine. Finalement, une souche de B. cereus qui ne produit
plus de bacillibactine, un des deux sidérophores synthétisés par cette bactérie, n’est plus capable
d’utiliser la ferritine comme source de fer pour sa croissance. De plus, sa virulence chez I’insecte
est atténuée. Ces données indiquent qu’llsA et la bacillibactine sont toutes les deux impliquées
dans 1’acquisition du fer de la ferritine. Ces travaux mettent donc en évidence ’interaction qui
existe entre IIsA et les protéines de surface d’une part et les sidérophores d’autre part. Ils
apportent également de nouveaux éléments permettant de mieux comprendre les mécanismes
d’adaptation mis en ceuvre chez I’hdte par B. cereus.

Mots clés: Fer, Bacillus cereus, IlsA, NEAT, IsdC, héme, hémoglobine, ferritine,

sidérophore.



ABSTRACT

Mechanisms of iron acquisition in Bacillus cereus: roles of IlsA, the Isd system and the
siderophores in iron assimilation from heme and ferritin

In host-pathogen interactions, the struggle for iron may have major consequences on the outcome
of the disease. To overcome the limited iron bioavailability in the host, bacteria have developed
several strategies to acquire iron during infection. In the human opportunistic bacteria Bacillus
cereus, a particular NEAT-LRR domain protein named IIsA (Iron-regulated leucine rich surface
protein) was previously identified as a surface protein involved in iron acquisition from both
hemoproteins and ferritin. In this study, we characterized the function of IIsA and the IIsA-
NEAT domain and their involvement in heme and hemoglobin binding. Our results show that
[IsA binds heme via the NEAT domain with a 1:1 stoichiometry and that this domain is able to
extract heme from hemoglobin. Furthermore, the dynamic interplay between IIsA and the
B.cereus Isd system (Iron surface determinant) involved in heme acquisition in other Gram-
positive bacteria has been investigated. Following direct protein-protein interaction, we observe
a heme transfer from holo-IIsA to apo-IsdC.

The molecular basis of iron assimilation from host-ferritin by pathogens remains largely
unknown. Here, we show that IIsA interacts directly with several forms of ferritins, causing
ferritin accumulation on the bacterial surface, leading to an increase in iron release from the
ferritin nanocages in the presence of siderophores. In addition, the binding stoichiometry of 24
IIsA for 1 ferritin evidence an interaction between IIsA and each subunit of the ferritin shell.
Finally, a B. cereus strain disrupted in bacillibactin production was markedly affected both in
ferritin acquisition and in virulence in an insect model, suggesting a possible partnership between
siderophores and IIsA in iron uptake from ferritin. Taken together, the results of this study
highlight the interplay between surface proteins and siderophores and provide new insight into
host adaptation of B. cereus.

Key words: Iron, Bacillus cereus, IlsA, NEAT, IsdC, heme, hemoglobin, ferritins,

siderophore.
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Introduction ’




Chapitre I- Bacillus cereus, Généralités et Virulence

1. Le groupe Bacillus cereus

Le groupe Bacillus cereus sensu lato, est composé de sept especes taxonomiquement tres
proches : Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus
mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus cytotoxicus (83,
123, 163, 202, 277). Ce sont des bacilles a coloration de Gram— positive produisant des
endospores (Figure 1), mobiles grace a une ciliature péritriche ou immobiles. Bacillus cereus
sensu stricto communément appelé B. cereus, est un agent pathogene opportuniste infectant les
mammiferes et les insectes, ubiquiste associé a plusieurs types d’infections et de maladies chez
I’homme (cf. §2) (31, 83).

Dans les industries agroalimentaires, B. cereus et B. weihenstephanensis sont deux especes
principalement impliquées dans ’altération des aliments. Elles peuvent facilement contaminer
les matieres premieres aussi bien que les équipements, y compris les matériaux utilisés dans les
industries laitieres et en papeterie (83, 87, 155, 193, 218, 261).

B. anthracis est 1’agent responsable de la maladie du charbon (ou anthrax) chez les
mammiferes, notamment chez I’homme. Son pouvoir pathogene repose sur la présence de deux
plasmides pXO1 et pXO2. pXO1 porte les génes codant un complexe de trois protéines qui
constituent les toxines secrétées par B. anthracis (26). Alors que pXO2 code des enzymes
impliquées dans la synthese des acides poly— D glutamiques de la capsule conférant a la bactérie
la capacité de s’échapper des macrophages (42, 44, 199).

B. thuringiensis est un agent entomopathogene. Sa capacité a infecter les invertébrés est
principalement liée a la production d’inclusions protéiques cristallines parasporales (Figure 1),
formées de toxines appartenant a la famille des 6-endotoxines et appelées toxines Cry (10, 235).
Il a été fréquemment admis que la présence des cristaux constitue la seule caractéristique
phénotypique permettant de distinguer un B. thuringiensis d’un B. cereus sensu stricto. Les
genes codant les toxines Cry sont communément localisés sur des plasmides transférables (116).
La souche B. thuringiensis ayant perdu le plasmide portant ces geénes sera alors considérée
comme un B. cereus alors que dans le cas d’un transfert d’un tel plasmide d’une souche de
B.thuringiensis vers une souche de B. cereus sensu stricto, cette derniere s’apparentera a un

B.thuringiensis. Certaines souches de B. thuringiensis sont largement utilisées en agriculture



Figure 1 : Bacille et spore
A. La forme végétative de B. cereus observée en microscopie électronique a balayage
B. Stade sporulé de B. thuringiensis. Spore (en blanc) et cristaux (en noir)

C. Cristaux isolés (en bleu)



comme agent de lutte biologique. Ainsi, 90 % des biopesticides employés dans le monde sont
produits a partir de quelques souches de B. thuringiensis (160, 235). De plus, a I’instar de B.
cereus, B. thuringiensis peut produire plusieurs facteurs de virulence tels que la phospholipase C,
des hémolysines ou encore des entérotoxines. Certaines souches de B. thuringiensis sont donc
potentiellement pathogenes et plusieurs cas d’infections sporadiques mais parfois séveres pour
I’homme ont été rapportés (73, 110, 125, 141, 213, 244, 293).

B. mycoides et B. pseudomycoides sont deux especes ubiquitaires trouvées dans le sol et
I’eau. Au sein de chacune de ces deux especes, des souches toxinogénes, possédant un pouvoir
pathogene ont été identifiées (21, 132, 137, 221, 299). Comme B. thuringiensis, B. mycoides peut
produire un métabolite de faible poids moléculaire possédant des propriétés insecticides (131).

B. weihenstephanensis regroupe une grande partie des souches psychrotrophes, capables de
se développer a des températures inférieures a 7°C et d’infecter les insectes a basse température

(260).

2. Bacillus cereus sensu stricto

B. cereus est une bactérie fréquemment retrouvée comme contaminant alimentaire. Elle a
été détectée dans plusieurs catégories de produits : céréales, épices, légumes, produits carnés et
produits laitiers (46). B. cereus représente la quatrieme cause de toxi-infections alimentaires
(TTAC) en France, apres Salmonella, Staphylococcus aureus, et Clostridium perfringens. En
2008, plus de 80 foyers de TIAC a B. cereus ont été recensés, un chiffre annuel en constante
augmentation. B. cereus est notamment responsable de deux types d’intoxications alimentaires,
une intoxication émétique et une intoxication diarrhéique.

- L’intoxication émétique survient rapidement, 1 a 5 h apreés I’ingestion des aliments
contaminés, suggérant que la production de la toxine a lieu au sein de ’aliment. Un petit peptide
cyclique, le céréulide, est la toxine responsable des symptomes émétiques. Il s’agit d’un
dodécadepsipeptide fortement hydrophobe, extrémement stable a haute température (121 °C) et
pouvant persister apres la disparition des bactéries (117). Le céréulide est synthétisé par un
complexe enzymatique via des peptides synthétases non ribosomales (88). Les genes
responsables de sa synthese sont localisés sur un méga-plasmide, pCER270 (270 Kb) (86).

- L’intoxication diarrhéique se déclenche 8 a 16 heures apres la consommation d’un

aliment contaminé (117). Elle est caractérisée par une diarrhée abondante accompagnée de



crampes intestinales. Les trois entérotoxines supposées étre responsables de cette intoxication
seront décrites ultérieurement (cf. §3.1). La longue durée d’apparition des symptomes indique
que ces toxines sont produites lors de la croissance de B. cereus dans ’intestin gréle.

Par ailleurs, en plus des toxi-infections alimentaires, B. cereus peut €tre responsable
d’infections séveres chez les patients immunodéprimés. Ces infections sont soit locales, soit
systémiques. Les infections locales se manifestent souvent par des parodontites et des
endophtalmies. Parmi les infections systémiques, B. cereus peut engendrer occasionnellement
des septicémies, des pneumonies, des méningites et des endocardites, souvent apres une

intervention chirurgicale ou apres 1’apposition d’une valvule prosthétique (31).

3. Les facteurs de virulence communs du groupe B. cereus
En plus des facteurs de virulence spécifiques a chacune des especes B. anthracis,
B.thuringiensis et B. cereus, des facteurs communs impliqués dans le pouvoir pathogene de ces

bactéries ont été décrits. Il s’agit principalement d’entérotoxines et d’enzymes dégradatives.

3.1. Les entérotoxines
Trois entérotoxines sont généralement associées aux intoxications diarrhéiques
I’hémolysine Bl (Hbl), I’entérotoxine non hémolytique (NHE) et la cytotoxine K (cyt K).

» L’hémolysine HBL est un complexe formé de trois composantes : une sous-unité B
permettant a la toxine de se lier a la cellule cible et deux protéines lytiques L1 et L2 (22).
En plus de son rdle entérotoxique, HBL possede des effets dermonécrotiques et une
activité hémolytique (23, 24)

» L’entérotoxine non hémolytique NHE est, comme HBL, une entérotoxine tripartite (183).
De méme, elle présente des activités cytotoxiques mais non hémolytiques. Cependant,
des similarités structurales remarquables entre les sous-unités de HBL et NHE ont été
observées (184).

» Cyt K a été isolée a partir d’'une souche clinique de B. cereus impliquée dans des
empoisonnements alimentaires graves en France en 1998. Cette souche ne possede pas
les autres geénes d’entérotoxines, et elle constitue a présent la nouvelle espece
B.cytotoxicus (123). Cette toxine est dermonécrotique et fortement hémolytique contre les

érythrocytes du beeuf et du lapin (182).



3.2. Les phospholipases, les hémolysines et les protéases

B. cereus se caractérise par la production de trois phospholipases de spécificités
différentes: la phospholipase C, la sphingomyélinase et la phosphatidylinositol phospholipase
(158, 162). Alors que les hémolysines forment des pores conduisant a la lyse des cellules, les
phospholipases déclenchent cette lyse grace a leurs activités enzymatiques.

Les hémolysines les mieux caractérisées chez B. cereus sont :

- la céréolysine AB, formée par 1’association de la phospholipase C et la sphingomyélinase.
Ces deux phospholipases agissent de concert, induisant une activité hémolytique, notamment
sur les érythrocytes humains (112).

- I’hémolysine II (Hlyll) qui possede des propriétés Ilytiques sur différents types
d’érythrocytes, appartenant a différentes espéces de mammiferes (273).

En outre, de nombreuses protéases ont été identifiées chez B. cereus. On peut notamment
citer les métalloprotéases a zinc InhAl, InhA2 et InhA3. InhAl permet aux spores de B. cereus
d’échapper a la phagocytose par les macrophages (222). Il a été démontré qu’InhA2 jouait un
réle important dans la virulence chez I’insecte modele Galleria mellonella suite a une infection
par voie orale et qu’InhA3 ¢était particulierement importante lors d’une infection intra-
hémocoelique (94, 122). D’autres protéases telles que NprB et NprA ont également été détectées

chez B. cereus (114, 115).

4. Régulation de I’expression des toxines chez B. cereus sensu lato

L’expression d’un grand nombre de facteurs de virulence sécrétés chez B. cereus est
régulée par un systeme de quorum sensing impliquant le régulateur transcriptionnel pléiotrope
PIcR. Ce dernier est exprimé en début de phase stationnaire (2, 168). PIcR est activé par PapR,
un petit peptide sécrété, maturé dans le milieu extracellulaire, puis importé a I’intérieur de la
bactérie ou il interagit avec PIcR, permettant ainsi la fixation de ce dernier a un motif conservé
(boite PIcR) et I’activation du régulon PIcR (36, 254). 1l a été démontré que PIcR jouait un role
crucial dans la virulence de B. cereus et B. thuringiensis. En effet, la virulence d’un mutant
AplcR est fortement réduite chez 1’insecte modele G.mellonella, la souris (228) et le lapin (41).
Néanmoins, la délétion de plcR n’abolit pas completement la virulence de B. cereus (228), ce qui
suggere 1’existence d’autres facteurs non régulés par PlcR et impliqués dans la pathogénicité de

ces bactéries. Par exemple, on peut citer la toxine Hlyll, les metalloprotéases InhAl et InhA3



ainsi que les facteurs identifiés par [’'utilisation d’un systeme IVET (In Vivo Expression
Technology).

La méthode IVET permet d’identifier des promoteurs activés dans des conditions
particulieres. Ainsi, au cours d’un criblage chez I’insecte Galleria mellonella, plusieurs facteurs
de la souche B. cereus ATCC14579 impliqués dans la virulence et 1’apadation chez 1’hote ont été
identifiés (93). Parmi ces facteurs, une protéine de surface impliquée dans 1’acquistion du fer
chez I’hote a été trouvée; cette protéine appelée "lIsA" constitue la base de ce projet de these.

La suite de I’introduction sera ainsi focalisée sur différents aspects en lien avec les sources
de fer chez I’hote (Chapitre II) et sur les mécanismes impliqués dans 1’acquisition du fer chez les
bactéries pathogenes (Chapitre III). Les systemes propres a B. cereus seront abordés en fin de la

partie introduction.



Chapitre II- Sources de fer présentes chez I’hote

1. Introduction

Le fer est le quatrieme élément le plus abondant de la crofite terrestre. Il est essentiel pour
pratiquement tous les €tres vivants. Etant un cofacteur de nombreuses enzymes intervenant dans
les transferts d’électrons, le fer est impliqué dans de multiples processus biologiques
fondamentaux tels que la réplication de I’ADN, la synthése d’acides aminés ou la respiration
mitochondriale (8, 283). Le fer ferrique (Fe’*) sous sa forme libre est peu soluble. Il précipite
irréversiblement sous forme d’hydroxydes ferriques, ce qui le rend trés peu disponible pour les
étres vivants (223). Sous sa forme réduite (Fez+), le fer ferreux participe via la réaction de
Fenton :

(Fe’* + H,0, — Fe’* + OH +°OH) (133)
a la formation de radicaux libres (124) extrémement toxiques pour les cellules.

Le corps humain contient environ 4 g de fer, dont la majorité est complexée a des protéines
de transport (263). Environ 75 % du fer intracellulaire est incorporé dans le noyau
protoporphyrique de 1’héme, qui permet notamment le transport de 1’oxygéne en étant associé a
I’hémoglobine (Hb). L’héme est également présent comme groupement prosthétique dans la
myoglobine et certaines enzymes (263). Dans le milieu extracellulaire, le fer est lié a la
transferrine et la lactoferrine, présentes respectivement dans le sérum sanguin et les sécrétions
mucosales. L’hémopoxine et 1’albumine sont deux protéines circulantes qui participent a la
détoxification du sang en chélatant 1’heéme libre, généralement trés toxique. De méme,
I’hémoglobine extracellulaire libre peut étre nuisible, elle est alors prise en charge par
I’haptoglobine. Finalement, les complexes hémopoxine-heme et hémoglobine-haptoglobine
seront recyclés dans le foie (206). En cas d’exces, le fer sera stocké dans la ferritine, la protéine

majeure de stockage du fer chez la plupart des organismes vivants.



Heéme Hémoglobine (2dn2)
Figure 2 : Structure de ’héme et de I’hémoglobine humaine
L’héme est une association d’une protoporphyrine IX et d’un atome de fer.
L’hémoglobine est formée de deux chaines a et de deux chaines B de globines dont chacune est
liée a une molécule d’héme. La structure de I’hémoglobine a été recherchée dans les bases de

données des protéines (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), PDB : 2dn2



http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

2. Sources de fer présentes chez I’hote

2.1. L’héme

L’héme est composé d’un atome de fer ferreux (Fe®*) lié au noyau tétrapyrrole de la
protoporphyrine IX. La forme oxydée (Fe’*) est connue sous le nom d’hémine. Toutefois, les
deux formes sont communément appelées heme (Figure 2). En tant que groupement prosthétique
de nombreuses protéines, 1’héme joue des rdles primordiaux dans plusieurs processus
biologiques vitaux. Il est impliqué dans le stockage et le transport de I’oxygéne (via
I’hémoglobine et la myoglobine) et dans la respiration et le transport d’électrons (cytochromes).
Dans les catalases, il sert a transformer le peroxyde d’hydrogene (H,O,) en eau et en oxygene.
Dans les peroxydases, il catalyse I’oxydation des substrats en présence du H,O,. En plus de
représenter une source de fer non négligeable, I’héme fournit également des noyaux
protoporphyriques aux bactéries qui ne peuvent pas synthétiser cette molécule.

L’héme est une molécule lipophile de faible poids moléculaire (616,48 Da) qui peut
s’intercaler dans les membranes menant a une destruction des bicouches lipidiques ainsi que des
organites tels que les mitochondries et les noyaux (227). De plus, I’accumulation d’héme dans
les cellules provoque des dommages au niveau cellulaire, un stress oxydatif et des lésions
tissulaires (142, 279). Par conséquent, dés que les hémoprotéines présentes dans le milieu
extracellulaire sont dégradées, I’héme libéré est tout de suite capté par I’hémopexine (Kg= 107"
M) (310) et I’albumine du sérum (Kq ~ 10 M). Grace a leur capacité a chélater I'héme, ces

protéines permettent de maintenir une concentration en heme libre tres faible (111).

2.2. L’hémoglobine

L’hémoglobine se trouve essentiellement a I’intérieur des globules rouges. Sa principale
fonction est de transporter le dioxygene dans 1’organisme. L hémoglobine est un tétramere formé
de quatre chaines, identiques deux a deux : deux chaines de globine o et deux chaines de globine
B. Chacun de ces monomeres, de masse moléculaire de 16 kDa, est associé a une molécule
d’heme et chaque héme renferme un atome de fer constituant le site actif de liaison a I’oxygene
(Figure 2).

Suite a une hémolyse, I’hémoglobine contenue dans les érythrocytes est libérée dans le
sérum, puis elle est rapidement complexée par 1’haptoglobine, une glycoprotéine du plasma

sanguin ayant une forte affinité pour ’hémoglobine.



Figure 3 : Structure globale de la ferritine humaine, chaine H.

La structure de la ferritine H humaine est trouvée dans les bases de données

N

1FHA

des protéines (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), PDB


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

2.3. La transferrine

La transferrine appartient a une famille de protéines qui joue un rdle critique dans
I’homéostasie du fer. C’est une protéine constituée d’une seule chaine polypeptidique d’environ
680 acides aminés, avec une masse moléculaire de 80 kDa. Des études structurales ont montré
que la transferrine est formée de deux lobes homologues appelés N et C (127). Chaque lobe
renferme un site de liaison a un atome de fer.

La transferrine est une protéine circulant dans le sérum sanguin qui permet le transport du
fer vers les cellules et procure une certaine protection contre 1’exces de fer libre en limitant sa
concentration. Dans des conditions physiologiques normales, la transferrine n’est pas
completement saturée en fer. Ainsi, quand la concentration en fer augmente dans le sang ou dans

les autres milieux extracellulaires, cette protéine peut lier le fer libre.

3. La ferritine

A cause de sa faible solubilité et de sa toxicité, le fer n’est que trés rarement retrouvé sous
sa forme libre au pH physiologique. Par conséquent, les organismes vivants ont développé divers
mécanismes pour assurer 1’acquisition et le stockage du fer. Afin de protéger les cellules des
effets néfastes du fer libre, la ferritine joue un role important dans le stockage et la détoxification
du fer. Les ferritines font partie d’une famille de supramolécules fortement conservées, capables
de piéger des milliers d’atomes de fer qui seront mobilisables par la suite pour les besoins de la

cellule.

3.1. Structure et caractéristiques des ferritines

Les structures de nombreuses ferritines isolées a partir de différents tissus biologiques et de
ferritines recombinantes ont été largement étudiées et révelent une architecture commune. Ainsi,
les ferritines sont des molécules sphériques creuses d’environ 12 nm de diameétre formées par
I’assemblage de 24 sous-unités (98). La coque protéique entoure une cavité d’un diametre de 8
nm dans laquelle peuvent étre stockés jusqu’a 4500 atomes de fer (Figure 3). Le fer va transiter
par des canaux se trouvant a la surface de la ferritine pour entrer et sortir de la cavité (82, 266). 1l
existe ainsi des ferritines de la famille I composées de 8 canaux hydrophiles de type 3 et des
ferritines de la famille II formées de 6 canaux hydrophobes de type 4 localisés respectivement a

I’intersection de 3 et 4 sous-unités.
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Figure 4 : Schéma du centre ferroxydase de la chaine H de la ferritine
A droite la structure du centre dinucléaire de la ferroxydase.
(Représentée dans Bou Abdallah, F., BBA, 2010.)



Chez les mammiferes, deux types de sous-unités codées par différents genes existent. Elles
sont fonctionnellement différentes et sont appelées chaine H (Heavy ou Heart ~ 21 kDa) et
chaine L (Light ou Liver ~ 19 kDa) (12). Ces deux types de sous-unités partagent 55 % d’identité
au niveau protéique et elles sont structurellement tres proches (37). En outre, le ratio chaine H /
chaine L au sein d’une molécule de ferritine dépend de nombreux parametres tels que 1’organe a
partir duquel la ferritine a été isolée (37). La ferritine isolée a partir du foie, un organe
particulierement riche en fer, est principalement composée de chaines L alors que dans le cceur et
le cerveau, la ferritine est majoritairement constituée de chaines H (82, 266). La sous-unité L
contribue a la nucléation et la minéralisation du fer (33, 51, 129, 269). La sous-unité H contient
deux sites de fixation pour le Fe™* (sites A et B) et possede un centre ferroxydase (Figure 4) ou
les ions Fe** sont oxydés en Fe’* par I’oxygéne ou le peroxyde d’hydrogéne (35, 129, 238). La
ferritine est une molécule remarquablement stable aux hautes températures et au changement de
pH. En effet, elle supporte des températures supérieures a 70 °C et des pH extrémes allant de 3
jusqu’a 10 (189). A un pH inférieur a 3, les 24 sous-unités se dissocient mais peuvent

réversiblement se réassembler lorsque le pH augmente (189).

3.2. Les ferritines bactériennes
Chez les bactéries, il existe au moins trois types de protéines appartenant a la famille des
ferritines et jouant un réle dans le stockage du fer (8) :

- les ferritines de type eucaryote qui sont des homopolymeres constitués de 24 sous-unités
de type H.

- les bactérioferritines formées de 24 sous-unités identiques de type H et d’environ 12
molécules d’heéme ayant une fonction inconnue (300). Chez E. coli, ces dernieres
s’intercalent entre deux sous-unités et sont liées de facon covalente.

- les protéines Dps identifiées uniquement (8, 300) chez les procaryotes. Ces protéines sont
plus petites (~ 250 kDa) que la ferritine (~ 500 kDa). Elles sont constituées de 12 chaines
similaires et peuvent stocker environ 500 atomes de fer (140).

Certaines bactéries sont capables de synthétiser ces trois types de ferritine. Les mécanismes
de liaison et d’oxydation du fer sont spécifiques de chaque type de ferritine. Ainsi, dans le cas

des ferritines et des bactérioferritines, la réaction de ferroxydation a lieu au niveau de résidus
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conservés localisés dans la chaine H alors que pour les protéines Dps, I’oxydation du fer se fait a

I’interface entre deux sous-unités (140).

3.3. Oxydation et minéralisation du Fer

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans [’oxydation et
I’incorporation du fer au sein de la ferritine, de nombreuses études in vitro ont été effectuées (32,
34, 35,200, 214, 274, 307). Les ions Fe** se fixent au niveau des sites catalytiques de la protéine
ol ils sont oxydés en Fe** avant d’étre déplacés a I’intérieur de la cavité de la ferritine. Un noyau
stable constitué d’un minéral cristallin (ferrihydrite) commence alors a se former. Ces réactions
peuvent €tre représentées comme suit (52, 129, 174, 181) :

2Fe** + 02 + 4H20—2FeOO0H.or. + H,O, + 4H* (réaction de ferroxydation) (1)
4Fe** + 02 + 6H,0—4FeOOH, . + 8H™ (réaction de minéralisation) )

Récemment une troisieme réaction a été identifiée (306). Le peroxyde d’hydrogene produit
dans la réaction (1) est ainsi utilisé tel que :

2Fe** + Hy0, + 2H,0—2FeOOH, e + 4H'  (3)

3.4. Libération du fer de la ferritine

Certaines méthodes utilisées pour observer la libération du fer de la ferritine in vitro
nécessitent la présence d’agents réducteurs et de molécules chélatrices. Le mécanisme de
libération du fer constitue alors un processus qui a lieu en deux étapes : une réduction du fer
suivie par une chélation des ions Fe™”.
Holo-ferritine+ agent réducteur + 3 bipyridyl (chélateur) — [Fe (bipy)g]2+ + apo-Ferritine

Néanmoins, d’autres mécanismes de mobilisation du fer sans réduction ont ¢galement été
proposés (290).

Différents modeles de libération du fer ont €té testés. Ainsi, ces différents travaux ont
fourni un apercu sur les mécanismes de libération du fer et sur les moyens par lesquels les ions
seront transportés a travers de la coque de la ferritine. Par ailleurs, in vivo, chaque modele

fonctionne selon les conditions qui existent dans les cellules.
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3.4.1. Déplacement des sous-unités

En 1993, Massover a mis en évidence la capacité de certains réactifs d’accéder a I’intérieur
de la coque de la ferritine (138). Dans cette étude, I’analyse en microscopie électronique révele
que la structure de la ferritine est altérée, ce qui suggere des perturbations au niveau de ses sous-
unités. Néanmoins, la forte stabilité de la ferritine vis-a-vis des températures élevées, des
dénaturants et des pH extrémes ne soutient pas cette hypothése. En revanche, 1’existence de
I’hémosidérine, une molécule issue de la dégradation de la ferritine, constitue un argument en
faveur de ce modele. Certains signaux pourraient ainsi induire un déplacement des sous-unités

conduisant a la formation de I’hémosidérine (9).

3.4.2. Diffusion des molécules via les canaux de type 3

Des études structurales ont mis en évidence le rdle que pourraient jouer les canaux de type
3 et de type 4 dans I’entrée des molécules a I’intérieur de la ferritine (98). Actuellement, il est
admis que les canaux de type 3 sont les principales portes d’entrée et de sortie du fer dans la
ferritine (286). Ainsi, il a été suggéré que les agents réducteurs et les molécules chélatrices
peuvent diffuser a I’intérieur de la ferritine ou ils agissent en réduisant et chélatant le fer via un
contact direct. L’utilisation du réducteur FMN (flavine mononucléotide) seule ou complexée a
un polymere a permis de distinguer deux phénomenes. Avec la FMN seule, le fer est rapidement
libéré, probablement a cause de la diffusion de I’agent réducteur a I’intérieur de la ferritine. Par
contre, la FMN liée au polymere était incapable de mobiliser le fer, ceci étant certainement di a

son incapacité a rentrer a I’intérieur de la molécule (145).

3.4.3. Les pores

En limitant 1’acces au fer, la coque de la ferritine constitue une barriere protectrice et
possede donc des fonctions similaires a celles des membranes cellulaires. Les canaux et les pores
permettent aux ions de franchir les membranes. Des études récentes ont montré que des
molécules de taille supérieure a 0.4 nm pouvaient traverser la coque de la ferritine (270). De
plus, des mutations de certains résidus treés conservés localisés a proximité des canaux de type 3
provoquent I’ouverture des pores de la ferritine et induisent une augmentation significative de la
libération du fer (144). Par ailleurs, les canaux de type 3 peuvent s’ouvrir et se fermer sous

I’effet d’agents chaotropiques (178) et de peptides synthétiques (179). Ces travaux soulignent
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I’importance de la flexibilité des pores dans la sortie du fer vers I’extérieur de la cavité de la
ferritine. Ainsi, il a été proposé que la liaison de certaines protéines permettrait de réguler

I’ouverture et la fermeture des canaux de type 3 de la ferritine in vivo (178, 179, 270).

3.4.4. Le transfert des électrons a travers la coque de la protéine

L’héme présent au sein des ferritines bactériennes facilite le transfert direct des électrons a
partir des agents réducteurs jusqu’au minéral (225, 292). En effet, les agents réducteurs ne
peuvent diffuser directement dans la cavité. Pour I’instant, chez les eucaryotes, aucun mécanisme
de transfert d’électrons n’a été mis en évidence dans des ferritines. Toutefois, certaines études
ont montré que malgré I’incapacité des réducteurs ou des oxydants de grande taille a pénétrer a
I’intérieur de la ferritine, les €lectrons peuvent étre transportés a travers la coque de la protéine

jusqu’au noyau minéral (288, 304).

3.4.5. La libération du fer de la ferritine par des processus non réducteurs

Plusieurs chélateurs induisant la mobilisation du fer de la ferritine ont été testés. Les acéto-
et benzo-hydroxamates semblent pénétrer a I’intérieur de la ferritine via les canaux de type 3
pour interagir directement avec le noyau minéral, induisant une libération du fer de I’ordre de 30
a 60 % du fer stocké dans la ferritine (104). Par contre, la DFO (desferrioxamine), un
sidérophore bactérien de Streptomyces pilosus ayant une K; > 10°° pour le fer (204), permet la
libération du fer sans pénétrer a I’intérieur de la ferritine mais a un taux beaucoup plus faible
(81). Une autre étude a montré que les catéchols peuvent directement chélater le fer de la

ferritine par des mécanismes similaires a ceux des acéto et benzo-hydroxamates (229).

3.4.6. La libération du fer in vivo

Trois modeles différents de libération de fer in vivo ont ét€ proposés :

1) Un équilibre entre le fer cytosolique et le fer stocké dans la ferritine. Dans ce modele,
le fer est libéré de la ferritine suite a la diminution de la concentration en fer dans le
cytosol. Ce phénomene est accru dans un environnement réducteur (75).

2) La dégradation de la ferritine dans les lysosomes. Ce modele suggere que le fer est
irréversiblement stocké dans la ferritine et peut €tre libéré uniquement par une

dégradation de la coque (275). Les lysosomes contiennent des agents réducteurs ainsi
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3)

qu’un pH relativement bas auquel le fer est soluble. Cependant, de part sa réactivité, le
fer libre peut étre dangereux pour les lysosomes et les cellules (159).

Des protéines chaperonnes qui se lient a la ferritine et induisent une réduction et une
libération du fer. Plusieurs protéines de type ferredoxine chez E. coli (7) et
Pseudomonas aeruginosa (285) ont ét¢ identifiées dans des régions d’ADN proches des
genes codant la ferritine. La fixation de ces protéines a la ferritine peut alors favoriser
des réactions d’oxydo-réductions, conduisant a la libération du fer. Il a ainsi été
suggéré que 1’expression des bacterioferredoxines (Bfd) se faisait dans des conditions
de carence en fer pour mobiliser le fer de la ferritine. D’autres protéines peuvent se lier
a la ferritine, notamment certaines protéines du sérum tel que 1’a-2-macroglobuline
(230) et I’apolipoprotéine B (243). Jusqu’a présent aucun role précis de ces protéines
dans la libération du fer de la ferritine n’a été établi. Cependant, en se basant sur les
mécanismes de libération proposés ci-dessus, I’interaction de ces protéines avec la
ferritine pourrait : (i) induire la dégradation de la ferritine et une libération du fer ; (i)
diriger la ferritine vers des récepteurs spécifiques et provoquer son endocytose ; (iii)
réguler ’ouverture ou la fermeture des canaux type 3 afin de moduler le stockage et la

libération du fer.
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Figure 5 : Vue globale de la disposition du systéme d’acquisition du fer chez les bactéries
Gram-négatifs (A) et Gram-positifs (B).

Les protéines ou bien les petites molécules qui assurent la méme fonction chez les deux groupes
sont présentées par la méme couleur. Les chélateurs de fer secrétés dans le milieu extracellulaire,
soit les sidérophores ou bien les hémophores (rouge), sont des analogues dans les deux groupes
de bactérie. Les bactéries a Gram- négatif recoivent les complexes grace a des récepteurs situés
dans la membrane externe (rose) et utilisent 1’énergie nécessaire assurée par le complexe TonB-
ExbB-ExbD (jaune) pour I’import de la molécule. D’un autre coté, les bactéries a Gram-positif
recoivent les chélateurs-Fe a faible poids moléculaire (tel que les sidérophores-Fe(Ill))
directement a la membrane cytoplasmique. Au contraire des protéines portant les sources de fer,
celles-ci rentrent en liaison avec des récepteurs ancrés au peptidoglycane.

Les deux groupes possedent des protéines de liaison au substrat (vert clair), la seule différence
c’est que cette classe de protéine est présente dans le périplasme chez les Gram-négatifs alors
que chez les Gram-positifs elle se trouve ancrée a la membrane cytoplasmique. A partir du
récepteur (vert clair), I’import du substrat se fait a travers la perméase (vert foncé) couplée a une
source d’énergie qui est fournie par I’ATPase (mauve). Les protéines ayant des queues d’ancrage
soit a la membrane externe ou bien au peptidoglycane (a couleurs bleues) sont variables d’un
groupe a I’autre.

(Schéma inspiré de la these de Jason Christopher Grigg, 2010)

https://circle.ubc.ca/bitstream/handle/2429/29254/ubc_2010_fall_grigg_jason.pdf?sequence=1



Chapitre I1I- Systemes d’acquisition du fer chez les bactéries

Afin de s’adapter aux tres faibles concentrations en fer rencontrées dans les tissus de
I’héte, les bactéries pathogeénes ont développé de multiples systémes pour accéder a cet élément
vital. La spécificité de ces systemes dépend a la fois de la forme sous laquelle le fer est présent
(libre ou complexé), ainsi que de ses différents degrés d’oxydation. Chez les bactéries, on peut
distinguer deux mécanismes principaux :

1) une acquisition indirecte du fer qui repose sur la synthese et la sécrétion de molécules dans le
milieu extracellulaire. On peut notamment citer les sidérophores qui sont des molécules de
faible poids moléculaire ayant une trés forte affinité pour le fer ferrique (Fe’*) et les
hémophores qui fonctionnellement sont proches des sidérophores mais qui reconnaissent
spécifiquement I’héme a la place du fer (169).

2) une acquisition du fer basée sur un contact direct entre la bactérie et les sources du fer
exogenes. Cette liaison se fait généralement par I’intermédiaire des protéines membranaires
ou ancrées au peptidoglycane. Ces mécanismes d’acquisition du fer chez les bactéries a

Gram-négatif sont tres différents de ceux existants chez les bactéries a Gram-positif.

1. Systémes d’acquisition de fer chez les bactéries a Gram négatif
Chez les bactéries a Gram-négatif, les sources de fer doivent traverser la membrane
externe, le périplasme ainsi que la membrane interne (Figure 5). De plus, chaque type de source

de fer nécessite un mécanisme d’acquisition spécifique.

1.1. Systémes d’acquisition indirecte

Le fer ferreux peut diffuser a travers la membrane externe par I’intermédiaire de porines et
accede ensuite aux transporteurs localisés au niveau de la membrane interne (262). Le
transporteur de Fe®* le mieux décrit est formé de deux composants : FeoA et FeoB couplées 2
une protéine G possédant une activité GTPasique qui fournit 1’énergie nécessaire pour I’import
du fer a partir du périplasme (128, 187).

En revanche, le transport des molécules de plus grande taille (ex : sidérophore-Fe(IIl),

hémophores-héme) ne peut avoir lieu par diffusion passive via les porines.

15



,7 Hydroxamate-Fe*"
Milieu extracellulaire

AAAAAAARANRA A IAAAAAAAD
HobEHHEHEE. JHHHHdEE

Paroi [ §
i ; FhuD

Périplasme FhuB  FhuB

viembrane TARAARE ﬂﬂﬂﬁwﬂﬂﬂﬁ

eytoplasmique oL UASALLLL WHEY

ExbD ExbB Cytoplasme

Figure 6 : Schéma du systéme fhu (ferric hydroxamate uptake) chez E. coli.
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Pour les sidérophores, on peut citer comme modele le systeme fhu (ferric hydroxamate
uptake) TonB-dépendant, largement étudié chez E. coli (Figure 6). Ce systtme permet de
transporter des sidérophores exogenes de type hydroxamate, tels que le ferrichrome et la
ferricrocine, synthétisés spécifiquement par les champignons (39).

» Tout d’abord, le ferri-sidérophore se lie au récepteur FhuA qui est localisé dans la
membrane externe. Cette liaison induit des changements de conformation au niveau de
FhuA (70, 96, 180)

» Puis TonB, qui est situé dans la membrane cytoplasmique au sein d’un complexe TonB-
ExbB-ExbD, traverse le périplasme et rentre en contact avec FhuA, transmettant ainsi
I’énergie indispensable a I’ouverture de cette protéine (212, 220).

» L’interaction entre TonB et FhuA conduit a la libération du ligand dans le périplasme
(212).

» Une fois libéré, le ferri-sidérophore sera pris en charge par FhuD qui le transfere vers un
transporteur de type ABC situé dans la membrane interne.

Concernant 1’acquisition de I’héme, il peut se faire soit en contact direct avec des
récepteurs membranaires soit indirectement par I’intermédiaire d’hémophores qui ont la capacité
de chélater I’héme dans le milieu extracellulaire (284). HasA, le premier hémophore a avoir été
caractérisé chez Serratia marcescens (HasAgn), est un bon exemple de systeme d’acquisition
indirect de I’héme a partir des hémoprotéines (169). Ce type de molécule est conservé chez
plusieurs especes a Gram-négatif (170, 226). HasAg,, peut non seulement capter 1’héme présent
dans les surnageants des cultures mais également I’héme li¢é a I’hémoglobine (169),
I’hémopexine et la myoglobine (Wandersman C., résultats non publiés). L’héme est par la suite
transféré a HasR, un récepteur TonB-dépendant associé a la membrane externe, qui le transporte
a travers la membrane (111). Finalement, seul I’héme est internalisé alors que 1’apo-hémophore

reste a I’extérieur.

1.2. Systémes d’acquisition directe

D’autres systémes spécialisés TonB-dépendant impliqués dans 1’acquisition directe des
sources de fer chez I’hote ont été identifiés. TbpB/TbpA décrit chez Neisseria meningitidis, est
I’un des systeémes modeles pour ’acquisition du fer de la transferrine (63). La protéine TbpA,

ancrée a la surface, peut capter le fer de la transferrine. Ce dernier est ensuite transporté dans la
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cellule grace a I’interaction avec la lipoprotéine TbpB (64, 65, 264). Les systemes HupA/HupB
et LbpA/LbpB sont d’autres exemples de récepteurs respectivement spécifiques des complexes
hémoglobine-haptoglobine et de la lactoferrine chez Neisseria meningitidis (171, 236). On peut
également citer HemR qui est un récepteur possédant une forte affinité pour I’héme chez

Yersinia enterocolitica (38, 95).

2. Systemes d’acquisition du fer chez les bactéries a Gram-positif

Si les systemes d’acquisition du fer chez les bactéries a Gram-négatif ont été
particulicrement bien étudiés, ceux des bactéries a Gram-positif restent encore mal connus.
Néanmoins, depuis maintenant une dizaine d’années, d’ importantes avancées ont été effectuées.

Contrairement aux bactéries a Gram-négatif, les bactéries a Gram-positif ne possedent ni
membrane externe ni périplasme. Par contre, un peptidoglycane tres épais est présent a la surface
de ces bactéries et représente 90 % de la paroi bactérienne (Figure 5). Les systémes d’acquisition
du fer chez diverses especes bactériennes a Gram-positif tels que Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Bacillus anthracis et Bacillus cereus sont

décrits ci-dessous.

2.1. Principaux systémes d’acquisition chez S. aureus

S. aureus est responsable d’infections plus ou moins séveres chez ’homme, allant
d’infections de la peau a d’autres infections plus graves telles que des endocardites (100) ou des
septicémies (40). La capacité de S. aureus a acquérir le fer au cours de I’infection est trés
importante pour sa virulence (272). Il a été démontré que S. aureus est capable d’utiliser chacune
des sources suivantes : I’héme, I’hémoglobine, le complexe hémoglobine-haptoglobine, la
transferrine et le fer sous sa forme réduite ou oxydée (85, 191, 268). Les mécanismes
d’acquisition du fer chez S. aureus sont parmi les mieux étudiés chez les bactéries a Gram-

positif.
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Figure 7 : Schéma des transporteurs des sidérophores chez S. aureus.

Les protéines réceptrices des substrats (HtsA, FhuD1, FhuD?2 et SirA) sont représentées avec le
motif lipidique par lequel elles sont associées a la membrane. Les perméases hétérodimériques
(HtsBC, FhuBG et SirBC) sont intégrées dans la membrane cytoplasmique, chaque perméase est
présentée avec la méme couleur que le récepteur correspondant. FhuC est I’ ATPase fonctionnelle
des trois systemes de transport (20, 72, 239, 240, 256).
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Figure 8 : Les siderophores de S. aureus
(A) Staphyloferrine A. (B) Staphyloferrine B.



2.1.1. Les sidérophores de S. aureus

2.1.1.a. Le systeme Fhu

S. aureus possede le systeme Fhu relativement similaire a celui d’E. coli. Ce systéme est
constitué de deux lipoprotéines paralogues FhuD1 et FhuD2, une perméase homodimérique
FhuBG et une ATPase FhuC (239, 240) (Figure 7). Bien que FhuD1 et FhuD2 possedent une
fonction équivalente a celle de FhuD chez E. coli, elles sont ancrées a la membrane
cytoplasmique par un motif lipidique. FuhD2 est le récepteur le plus exposé a 1’extérieur. De
plus, il se lie au sidérophore avec une affinité nettement plus forte (K4 ~20 nM) que le récepteur
FhuD d’E. coli (Kg ~ 1 uM) (241, 242). Dans ce systeme, les sidérophores exogenes tels que le
ferrichrome diffuse au travers du peptidoglycane pour atteindre les récepteurs membranaires. Le
transport des ferri-sidérophores dans le cytoplasme se fait ensuite grace a des transporteurs de

type ABC (283).

2.1.1.b. Les systemes HtsABC et SirABC

S. aureus a la faculté de synthétiser au moins deux sidérophores : la staphyloferrine A (SA)
et la staphyloferrine B (SB) (Figure 8), appartenant a la famille des hydroxycarboxylates (126,
152, 194). Les loci impliqués dans leurs biosyntheses et dans leurs exports ont ét€é récemment
identifiés et leur voie de biosynthese a été reconstituée in vitro (19, 20, 56, 66). La SA et la SB
sont essentielles pour la croissance de S. aureus en milieu carencé en fer et pour sa virulence
chez la souris.

La SA est synthétisée et exportée dans le milieu extracellulaire grace a quatre protéines
SfaABCD (20, 56, 66). Les systeémes d’import des SA et SB, sont respectivement codés par deux
opérons HtsABC et SirABC. Les sidérophores SA et SB se lient respectivement aux récepteurs
membranaires HtsA et SirA, les ferri-sidérophores passent ensuite par les perméases HtsBC et
SirBC (19, 20, 56, 66, 72). Par ailleurs, ces deux systemes ne possedent pas leur propre ATPase.
Cependant, il a été démontré que I’ATPase FhuC du systeme Fhu peut également étre impliquée
dans d’autres systémes d’acquisition du fer, notamment dans les systemes HtsABC et SirABC

(256) (Figure 7).
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Figure 10 : Schéma représentatif des protéines de surface Isd chez S. aureus

Les petites boites blanches représentent les peptides signaux qui se trouvent du coté N-terminal.
Chacune des protéines de surface est représentée avec son ou ses domaines NEAT et son motif
d’ancrage au peptidoglycane, reconnu par la sortase.

* indiquent les domaines NEAT qui lient I’héme.




2.1.2. Acquisition de I’héme : le systéme Isd

Le systeme Isd (Iron surface determinant) est le premier systéme d’acquisition de 1’héme
découvert chez S. aureus (191, 192, 253). Depuis son identification en 2003, de nombreux
travaux ont été entrepris afin de caractériser la structure et la fonction de chacun de ses

composants.

2.1.2.a. Description du systeme Isd

L’opéron isd est constitué de dix genes exprimés dans des conditions de carence en fer.
Ces genes codent pour neuf protéines directement impliquées dans 1’acquisition de I’héme et
pour une sortase B (SrtB) (Figure 9).

- IsdA, IsdB, IsdC et IsdH (aussi appelée HarA) sont quatre protéines de surface (62, 84,
191). Etant donné que les bactéries a Gram-positif ne possedent pas de membrane externe, les
protéines de surface sont souvent liées au peptidoglycane par des liaisons covalentes. L’ancrage
se fait grace a des enzymes appelées sortases qui jouent le role de transpeptidase. Leur mode
d’action consiste a cliver la protéine au niveau de son motif d’ancrage (ex : LPXTG ou NPQTN)
localisé du c6té C—terminal par une réaction de transpeptidation et I’adresser au peptidoglycane
en générant des ponts amides entre la protéine et les ponts pentaglycines (188, 203). Si IsdC est
probablement une cible de la sortase B, IsdA et IsdB sont par contre ancrées par la sortase A
(191).

- IsdE et IsdF sont respectivement une lipoprotéine de la membrane cytoplasmique qui lie
I’héme et une perméase du transporteur de type ABC (191).

- IsdD est une protéine membranaire a fonction inconnue.

- IsdG et IsdI sont deux monooxygénases permettant la libération du fer a partir de I’heme
(252, 296).

Le domaine NEAT

Les protéines IsdB, IsdC, IsdA et IsdH renferment une a trois copies du domaine conservé
NEAT (Near Iron Transporter) (Figure 10). Ce domaine d’environ 120 résidus est retrouvé
uniquement chez les bactéries a Gram-positif. La prédiction de sa structure secondaire a révélé
une similarité avec des protéines se trouvant a proximité d’un transporteur putatif de ferri-
sidérophore de certaines bactéries a Gram-positif (incluant des bactéries des genres

Streptococcus, Listeria, Bacillus et Clostridium), d’ou son nom "Near Iron transporter"(5). Les
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Figure 11 : Modéele du mécanisme de transport de ’héme du milieu extracellulaire
jusqu’au cytosol par I’intermédiaire du systéeme Isd chez S. aureus.

Le transport de 1’héme et la libération du fer sont accomplis grace a la coordination de neuf
protéines. IsdA, IsdB, IsdC et IsdH sont ancrées d’une fagcon covalente au peptidoglycane. IsdE
et IsdF sont respectivement la protéine de membrane et la perméase. IsdG et Isdl sont les
enzymes cytosoliques qui dégradent ’heme. Le ligand spécifique de chaque membre de protéine
est illustré comme suit: Hm (héme), metHb (méthémoglobine) et Hp-Hb (Haptoglobine-
hémoglobine). Le transfert de I’héme dans le systéme Isd est représenté par des fleches. (177,
201, 251, 252, 309)



domaines NEAT jouent des roles essentiels dans 1’interaction avec les hémoprotéines et avec
I’héme. Néanmoins, ils sont maintenant connus pour des fonctions tres diversifiées. Certains
lient spécifiquement 1’hémoglobine ou les complexes hémoglobine-haptoglobine, alors que
d’autres sont uniquement impliqués dans la liaison a I’héme. De plus, certains domaines NEAT
sont spécialisés dans I’extraction de I’héme a partir de I’hémoglobine alors qu’une autre classe
de domaines NEAT a été décrite comme étant impliquée dans le transfert de I’héme (84, 85, 92,

177, 185, 186, 191, 201, 216, 267, 272, 280).

2.1.2.b. Mécanisme de transport de I’héme via le systéme Isd

IsdB et IsdH sont completement exposées a la surface, IsdA est partiellement exposée alors
que IsdC est totalement intégrée dans la paroi (191). La localisation des protéines ainsi que les
tests in vitro de transfert de ’héme entre les différentes protéines a domaine NEAT (protéines
entieres ou domaines NEAT seuls) ont permis d’¢lucider les mécanismes d’acquisition de I’héme
et son transport dans le cytoplasme bactérien.

La protéine IsdH entiere avec ces trois domaines NEAT (N1, N2 et N3) peut capter ’héme
et les hémoprotéines (85). Plus spécifiquement, IsdH-Nlet IsdH-N2 lient I’hémoglobine ainsi
que les complexes hémoglobine-haptoglobine avec les mémes Ky (de 1’ordre du nM), alors
qu’lsdH-N3 peut lier seulement I’héme. Ce dernier est capable d’extraire I’héme de
I’hémoglobine. Il a alors été proposé que les domaines N1 et N2 de IsdH jouent un rdle dans le
transfert de ’héme contenu dans les hémoprotéines vers le domaine N3 (217). La protéine IsdB
avec ces deux domaines (N1, N2) fonctionne comme un récepteur pour I’héme et la
méthémoglobine (272). En revanche, IsdA et IsdC lient spécifiquement I’héme (120, 191). La
séquence d’IsdB-N1 est proche de celle d’IsdH-N1 et IsdH-N2. Par contre, la séquence d’IsdB-
N2 est assez similaire a celle d’IsdH-N3, avec des résidus conservés lui permettant sans doute de
lier spécifiquement 1’héme. Ces données suggerent que la méthémoglobine se lie en premier a
IsdB-N1, ce dernier induit la libération de ’héme qui sera ensuite capté par IsdB-N2 (217).

Le transfert de I’héme entre les protéines Isd est séquentiel et unidirectionnel (Figure 11) :

1. La méthémoglobine transfere directement son heme a apo-IsdB (309).
2. Holo-IsdB ainsi que IsdB-N2 seul transferent ’héme a apo-IsdA et apo-IsdC (201, 309).

Récemment il a ét¢ montré que la vitesse de transfert de I’héme d’holo-IsdB a apo-IsdA
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est approximativement égale a celle de holoIsdB-N2 2 apoIsdA-N (~ Ktransfert= 87 s™)
(109)
3. L’héme d’holo-IsdA est ensuite transféré a apo-IsdC qui joue un rdle central dans ce
systeme (177). En principe, le transfert a lieu via la formation d’un complexe transitoire
IsdA - héme- IsdC permettant le transfert de ’héme d’holo-IsdA a apo-IsdC (282).
4. Apo-IsdE recoit I’héme 1i¢ a holo-IsdC (309).
5. Finalement, le fer est libéré dans le cytoplasme grace a 1’action des monooxygénases
IsdG et IsdI (252, 296)
Alternativement, le schéma du transfert de ’héme a partir d’IsdH-N3 serait le suivant:
IsdH-N3 — IsdA-N — I[sdC-N — IsdE
De plus, IsdH-N3 et IsdB-N2 pourraient s’échanger 1’héme de manicre bidirectionnelle
(201). Les tableaux 1 et 2 résument respectivement la différence des fonctions au sein des
domaines NEAT des protéines Isd chez S. aureus et les constantes de vitesse de transfert de

I’héme entre les différentes protéines Isd.

2.1.2.c. Role du systéme Isd dans ’acquisition de I’héme et dans la virulence

L’opéron isd joue un rdle essentiel dans la croissance de S. aureus en présence d’héme ou
d’hémoglobine comme unique source de fer, ainsi que dans la virulence dans plusieurs modeles
d’infection. Des mutations dans chacun des genes isdA, isdG et isdl induisent une diminution de
la croissance des souches mutantes en présence d’héme (120, 224). De plus, la délétion du gene
isdB conduit a une incapacité de la souche mutante de croitre dans un milieu ou I’hémoglobine
est la seule source de fer présente, ce qui n’est pas le cas avec une délétion d’IsdH (272).

Dans un mod¢le murin, la croissance de chacune des souches mutantes suivantes AisdA,
AisdB, AisdC, AisdG et Aisdl est nettement réduite dans différents organes (coeur, rate et reins)
comparativement a la souche sauvage (55, 224, 272). Une forte expression d’isdA a été
récemment détectée dans des souches isolées a partir de tissus cardiaques et hépatiques alors que
I’expression d’isdB est uniquement induite dans le coeur (219).

Des études ont montré qu’IsdA interagit avec différentes molécules présentes chez 1’hote,
autre que 1’héme. Elle peut notamment se lier a de nombreuses protéines du sérum et de la

matrice extracellulaire telles que la lactoferrine, le fibrinogene et la fibronectine. Elle favorise en

particulier I’adhérence des bactéries aux cornéocytes et aux cellules épithéliales nasales (58-60),
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Tableau 1 : Diversité de fonctions au sein des domaines NEAT des protéines Isd de

S. aureus
Hp ou Extraction de
Protéines Hb I’héme Références
Hp-Hb I’héme de ’Hb
IsdH entiére
- v - - (84)
(895 aa)
IsdH-N1
v v - - (85)
(145 aa)
IsdH-N2 v v
(145 aa) (Spéculation) (Spéculation)
IsdH-N3
Non Non v v (217)
(124 aa)
IsdB entiére
v Non 4 4 (85, 191, 272, 309)
(645 aa)
v
IsdB-N1 (126 aa) (spéculation par - - - 217)
comparaison avec
IsdH-N1/N2)
v
IsdB-N2 (118 aa) - - (Spéculation - 217)
par comparaison
avec IsdH-N3)
IsdA (350 aa) Non - v Non (120, 191, 280, 309)
?*
IsdC (227 aa) Non - v (191, 217, 309)

(?*) Deux résultats controverses existent :

I’étude de Zhu et al. a montré que le transfert de I’héme de la

méthémoglobine a apo-IsdC se fait indirectement et ceci est du probablement a la dissociation de I’héme dans la solution. Alors

qu’une autre étude réalisée par Pilpa et al. a montré qu’apo-IsdC capture I’héme de la méthémoglobine

)
v
(Non)

Résultat positif

Résultat négatif

Données pas encore analysées




Tableau 2 : Constantes de vitesse du transfert de I’héme entre les

chez S. aureus

différentes protéines Isd

Apo-IsdA Apo-IsdA-N" Apo-IsdC Apo-
L L L . Apo-IsdE Références
Kk (s7) k(s ki (s7) IsdC-N
Holo-IsdB | v 114 - 15 (309)
Holo-
v 87 - - (309)
IsdBg coi
Holo-IsdB- -
v 82 - (109, 201)
N2
Holo-IsdA 535 |V a7
Holo-IsdC v 0.0062 (309)
N Signifie le domaine NEAT seul purifié a partir de la protéine
-) Données pas encore analysées
v Résultat positif




Figure 12A : Modéele structural du domaine NEAT de IsdC chez S. aureus représentant la
poche de liaison a I’héme. La structure montre les deux tyrosines qui sont essentielles pour la
coordination et la liaison de ’héme (en vert, Y'** et Y'*°). Une seule molécule d’héme se trouve
intégrée dans sa poche hydrophobe (rouge). Une région flexible appelée "Lip" (indiquée en
mauve) est proposée d’étre essentielle dans le transfert et ’acquisition de I’héme. La fléche noire
indique la liaison qui se forme entre le groupe OH du phénol de Y'* et I’atome de fer situé dans
la molécule de I’héme. Les pointillés orange montrent les liaisons hydrogenes qui s’établissent
entre les deux tyrosines conservées. Cette structure a été construite avec Pymol ; pdb file 206P
(246).



-(62, 268) De plus IsdA joue un role dans la résistance aux défenses innées chez I’homme et dans
la survie sur la peau en modifiant I’hydrophobicité des cellules a la surface (61). IsdA est donc
une protéine multifonctionnelle permettant a S. aureus de coloniser divers organes chez 1’hote.
Plusieurs vaccins constitués d’'un mélange de protéines Isd ont déja montré des résultats
prometteurs (233). Par exemple, IsdA et IsdB ont été utilisées avec succes dans des tests de

vaccination, prévenant ainsi 1’infection dans un mode¢le murin (157, 265).

2.1.3. Structure du domaine NEAT

Les études cristallographiques menées dernierement sur la plupart des protéines Isd a
domaine NEAT de S. aureus ont permis de mieux comprendre le mécanisme d’interaction entre
cette famille de protéines et les hémoprotéines. En effet, la structure de chacun des complexes
suivants IsdC-héme (246), IsdA-héme (120) IsdHN3-héme (287), IsdBN2-héme (109) et
IsdHN1-hémoglobine (156) a été résolue.

Ces études révelent la présence de 8 feuillets B formant entre eux des repliements de type
immunoglobuline bien que leurs séquences ne présentent pas d’homologie avec les protéines
appartenant a la famille des immunoglobulines (120, 246). Les analyses structurales indiquent
I’existence d’une poche hydrophobe indispensable pour la coordination de I’héme (281). Au sein
de cette poche, I’héme n’est pas complétement incorporé et environ 35 % de la molécule reste
exposée a ’extérieur (246, 287). Cette caractéristique peut étre expliquée par le fait que le
domaine NEAT peut avoir deux fonctions opposées : (i) la séquestration du ligand a partir des
protéines de 1’hote et (ii) le transfert de I’héme a un autre domaine NEAT.

Deux tyrosines conservées, en plus de quatre autres résidus, sont nécessaires pour la
coordination de ’héme (Figure 12A). La premiere tyrosine coordonne 1’atome de fer présent
dans I’héme via le groupement hydroxyle phénolique de cet acide aminé (246). La deuxieme
tyrosine forme des liaisons hydrogeénes avec la premiere pour consolider la liaison avec I’héme
(120) (Figure 12A). D’autres résidus spécifiques des domaines NEAT seraient également
essentiels pour la liaison a ’héme et le transfert de 1’héme entre deux domaines NEAT (109,
119). Une hélice 3y (appelée aussi "région lip"), présente du coté distal de la poche de liaison a
I’héme, semble étre impliquée dans la séquestration de I’héme (246, 281) (Figure 12A). Les

structures des formes apo et holo-NEAT suggerent que le déplacement des acides aminés autour
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IsdHN1

Figure 12B : Structure du complexe IsdH-N1: hémoglobine humaine (Hb ayant les deux
chaines a et B). IsdH-N1 interagit seulement avec la chaine a de I’hémoglobine (en rouge) et
non pas avec la chaine B, cette interaction se fait via les boucles 2, 4, 6. L’hélice A de la chaine a
de I’hémoglobine constitue le déterminant majeur de la liaison (156).

PDB de I’Hb: 1IRD

PDB du domaine NEAT de IsdH-N1: 2H3K



de la poche conduit I’hélice a libérer ’héme (216, 281). Par conséquent, le changement de
conformation dans la région de lip jouerait un réle dans la fixation et le transfert de 1’héme.
Quand la région lip se referme sur le ligand, I’héme est alors séquestré, a contrario, quand elle
s’ouvre, ’héme est libéré puis transféré vers un autre domaine NEAT.

IsdH et IsdB interagissent avec 1’hémoglobine ce qui n’est pas le cas des autres protéines
Isd chez S. aureus. L’analyse in silico des séquences protéiques des domaines NEAT IsdH-N1,
IsdH-N2, IsdH-N3, IsdB-N1, IsdB-N2 et IsdA-N a révélé la présence d’un motif composé de
résidus aromatiques uniquement dans IsdH-N1, IsdH-N2 et IsdB-N1 (QY YHFF pour IsdH-NT1 et
QFYHY pour chacun des IsdH-N2 et IsdB-N1) (85). Les résidus de ce motif jouent un rdle
primordial dans [D’interaction avec 1’hémoglobine. De méme, ils sont essentiels dans la
reconnaissance de 1’haptoglobine. Néanmoins, dans IsdH-N1, les résidus Y125, H127, F128 et
F129 sont spécifiquement réservés pour I’interaction entre IsdH-N1 et I’haptoglobine alors que
pour sa liaison avec 1’hémoglobine, d’autres résidus localisés autour de la boucle sont impliqués
(217). Enfin, la structure du complexe IsdH-N1- chaine a de I’hémoglobine indique que les
boucles 2, 4 et 6 constituent la poche de liaison a cette chaine a (Figure 12B). Une liaison polaire
s’établit entre un résidu unique (K'") de la chaine a et plusieurs résidus des boucles 2 et 4. Ainsi,
I’hémoglobine se lie aux domaines NEAT de IsdH et IsdB principalement par I’intermédiaire de

la chaine o (156).

2.1.4. Systeme FepABC

Chez S. aureus, FepABC, un systeme orthologue de EfeUOB chez E. coli, a ét€ récemment
caractérisé (276). Le systeme EfeUOB peut reconnaitre I’héme et permettre I’extraction du fer de
I’héme par une réaction de déferrochélation (45, 121). La protéine FepB de S. aureus (orthologue
de EfeB) peut capter ’héme ainsi que la protoporphyrine IX et les protéines FepA et FepB sont
toutes les deux requises pour ’utilisation de I’héme. Ainsi, la fonction du systéeme EfeUOB dans

I’extraction du fer de I’héme est conservée dans le systéme FepABC de S. aureus (276).
2.2. Principaux systemes d’acquisition du fer chez B. anthracis

Au cours de son cycle infectieux, B. anthracis exprime différents systémes d’acquisition

du fer afin de chélater le fer présent chez 1I’hote. De part I’architecture particuliére de sa paroi qui
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Figure 13 : Structure chimique des deux sidérophores: la bacillibactine et la pétrobactine
(153).



comprend une couche S (43, 99, 197, 198), cette bactérie est considérée comme un modele pour
I’étude des mécanismes d’acquisition du fer chez les bactéries appartenant au groupe B. cereus.
Lors de sa réplication dans le milieu extracellulaire, B. anthracis sécréte 1’anthrolysine O.
Il s’agit d’une cytolysine cholestérol-dépendante qui induit la lyse des érythrocytes (149, 245).
Suite a ’action hémolytique de I’anthrolysine O, 1’hémoglobine est libérée dans le sang et
permet a la bactérie de croitre et de persister chez I’hdte. Le tableau 3 résume les différents genes
impliqués dans 1’acquisition du fer chez B. anthracis ainsi que les fonctions des protéines

correspondantes.

2.2.1. Les sidérophores de B. anthracis

2.2.1.a. Généralités sur la structure et ’affinité pour le fer des sidérophores de B.
anthracis

Certaines souches du groupe B. cereus sensu lato produisent deux types de sidérophores, la
bacillibactine (BB) et la pétrobactine (PB) appartenant a la famille des catécholates (153, 154,
295). Bien que ces deux molécules soient capables de chélater le fer, d’importantes différences
au niveau de leur fonction biologique et de leur pouvoir pathogene ont été€ mises en évidence.

La bacillibactine a été identifiée dans des surnageants de culture de Bacillus subtilis. Sa
structure consiste en un trimere cyclique formé d’une thréonine, une glycine et de la DHB
(Dihydroxybenzoate) (Figure 13) (190). Il s’agit d’une 2,3-dihydroxybenzoyl-Gly-Thr trilactone
possédant une homologie avec les entérobactines (Ent) produites par certaines bactéries a Gram-
négatif.

La pétrobactine, quand a elle a été décrite comme étant un sidérophore original, différant
des autres catéchols par la présence d’une sous-unité 3,4-DHB au lieu de la 2,3-DHB (Figure
13). Initialement, la pétrobactine a été identifiée chez une bactérie marine qui dégrade le pétrole,
Marinobacter hydrocarbonoclasticus (16). La premiere preuve de la production des sidérophores
de type 3,4-DHB a été rapportée chez B. anthracis en 2004 par Graner et al. (106, 153, 209,
210).

La bacillibactine posseéde une tres forte affinité pour le fer (beaC: 1047'6) (77), qui est
nettement plus élevée que celle de la transferrine et de la ferritine (79, 80, 223). De méme, par
rapport 4 la pétrobactine, I’affinité de la bacillibactine pour le fer est beaucoup plus forte (K™=

10¥70vs K¢ = 10%) (134, 305).
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Tableau 3 : Différents genes de B. anthracis impliqués dans ’acquisition du fer

Gene (s) Localisation de la protéine Fonction (s) Références

-isdC Protéine ancrée a la paroi Recevoir ’héme de [sdX1, IsdX2 (92, 135, 185, 267)
Et BslK et le transférer a IsdE ( ?)

-isdX1 Secrétée Acquérir ’héme de I’Hb /transférer 2, 186)
I’héme a IsdX2 et IsdC

-isdX2 Secrétée/associée a la paroi Acquérir I’héme de I’Hb/ accepter (92. 135, 186)
I’héme de IsdX1/transférer ’héme a
IsdC

-isdEFD Protéine de membrane ABC transporteur putatif pour I’héme (185)

-isdG Cytosol Monooxygénase (libération du fer de 251
I’héme)

-bas0520 Protéine de paroi Acquérir I’héme de I’Hb/lier I’héme (15, 47)

-bslK Protéine associée a la surface  Lier ’héme/transférer I’héme a IsdC (267)

-ashbABSDEF  Secrétée/cytosol Synthese de la petrobactine (153, 215)
(sidérophore)

-bacACEBF Secrétée/cytosol Synthese de la bacillibactine (50,294)
(sidérophore)

-fpuA Protéine de membrane Récepteur pour la petrobactine (47, 48, 301,
(proposée) 303)

~fur Cytosol Régulateur transcriptionel qui réprime (108, 185, 251)

I’expression des genes impliqués dans
I’acquisition de fer, dans un
environnement riche en fer

? Pas encore connu



2.2.1.b. Voie de synthese et role des sidérophores de B. anthracis

Les genes impliqués dans la biosynthese de la bacillibactine et de la pétrobactine sont
localisés dans deux loci : bacACEBF pour la bacillibactine et asbABCDEF pour la pétrobactine
(153, 165, 215). bacACEBF présente 79 % de similarité avec 1’opéron dhbACEBF qui code pour
la bacillibactine chez B. subtilis. Les deux genes asbA et asbB partagent respectivement 45 % de
similarité avec les genes iucA et iucB impliqués dans la production de 1’aérobactine chez E. coli
(153). Ces genes codent pour des machineries enzymatiques. Ainsi, dans le cas de la
bacillibactine, sa biosynthese repose sur un systeme de syntheése de peptides non ribosomale
(NRPS) dont la voie métabolique a été bien caractérisée (190). Dans le cas de la pétrobactine, la
synthese de cette molécule linéaire est réalisée grace a deux classes d’enzymes : les NRPS et les
NIS (NRPS-independent synthase) qui agissent ensemble pour donner le produit final (209, 210).

La délétion des genes bacCEBF et asbA conduit a une diminution de la syntheése des
sidérophores dans un milieu carencé en fer (50). La pétrobactine est a la fois essentielle pour la
croissance des bactéries dans les macrophages et pour la virulence dans un modele murin. La
diminution du pouvoir pathogene observée chez la souris est principalement diie a I’incapacité de
la souche AasbA a chélater le fer présent dans le cytosol des macrophages (50, 134).
Contrairement a la souche AasbA, suite a des mutations au niveau du locus bacCEBF, aucun
phénotype particulier n’a été observé dans les conditions testées (50). Récemment, d’autres
études suggerent que la protéine FpuA, capable de se lier in vitro a la pétrobactine (302, 303) est
un récepteur pour la ferri-PB. De plus, une forte diminution de la croissance de la souche AfpuA
a été détectée chez la souris (48).

La découverte de la sidérocaline (113), une lipocaline produite au cours de la réponse
immunitaire innée chez les mammiferes, permet d’expliquer le role prépondérant de la
pétrobactine chez la souris. En effet, cette protéine peut séquestrer plusieurs sidérophores
microbiens dont la bacillibactine et les rend ainsi inaccessibles aux bactéries pathogenes.
Cependant, la pétrobactine n’est pas reconnue par la sidérocaline (134, 295). Enfin, certaines
analyses ont révélé que la synthese de la pétrobactine débute environ Sh apres la germination, ce
qui correspond a peu pres au temps nécessaire pour la production des sidérophores lors de la

germination des spores de B. anthracis dans les phagocytes (294). En comparaison, la
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Figure 14 : Représentation schématique du locus isd de B. anthracis.
Les cylindres rouges indiquent le nombre des domaines NEAT de chacune des protéines IsdC,
IsdX1 et IsdX2 (185, 186).



bacillibactine est produite beaucoup plus tardivement. Ces données soulignent le rdle primordial
que joue la pétrobactine dans la virulence de B. anthracis.

2.2.2. Le systeme Isd : un réseau dynamique pour I’acquisition de I’héme

Bien que pendant la phase de croissance intracellulaire de B. anthracis, les sidérophores
soient indispensables pour 1’acquisition du fer, ils ne peuvent exploiter efficacement 1’important
pool de fer présent dans les hémoprotéines. La recherche des genes potentiellement impliqués
dans I’acquisition de ’héme a conduit a 1’identification du locus isd qui code pour huit génes
présentant des homologies avec ceux du systeme Isd de S. aureus (185). Ce systeéme est composé
des genes isdC-X1-X2-EDF qui sont exprimés en un seul transcrit alors que les genes srtB et
isdG peuvent étre transcrits indépendamment (108, 185, 251) (Figure 14). L’expression de ces
genes est régulée par le répresseur Fur qui, dans un milieu riche en fer, vient se fixer sur la boite
Fur empéchant ainsi la transcription de ces genes. Dans un milieu carencé en fer, Fur se détache
de sa boite, la transcription de ces genes devient alors possible.

Les études menées sur le systtme Isd de B. anthracis ont permis de démontrer
I’implication de ses différents composants dans I’acquisition de I’héme (185, 186, 251). En tant
que substrat de la sortase B, IsdC (une protéine contenant un seul domaine NEAT) est ancrée a la
paroi bactérienne grace a son motif NPKTG. Par rapport a la souche sauvage, la croissance des
deux souches AisdC et AsrtB est affectée en présence d’héme comme unique source de fer. Ceci
indique qu’IsdC joue un rdle dans 1’acquisition de I’heme (185). Dans des conditions de carence
en fer, les deux protéines IsdX1 et [sdX2, qui ne possédent pas de motif d’ancrage a la paroi, ont
été retrouvées dans le milieu extracellulaire; seulement 20 % d’IsdX2 restaient associés a la
paroi. Ces protéines ont alors été classées comme étant des hémophores (186). Par ailleurs, une
autre étude a défini la protéine IsdX2 (appelée alors IsdK) comme étant une protéine de surface
(108). En effet, les analyses in silico ont révélé la présence d’un motif NSKTA reconnu par des
sortases (108), qui n’a jamais été évoqué chez IsdX2.

IsdX1 (un seul domaine NEAT) et IsdX2 (cinq domaines NEAT) sont toutes les deux
capables de capter ’héme. De plus, IsdX1 interagit directement avec 1’hémoglobine, suite a cette
liaison I’héme est extrait puis transféré aux autres protéines du systeme Isd (186). La sécrétion
d’IsdX1 au cours de ’infection suggere que cette protéine permet de chélater 1’hémoglobine
libérée suite a la lyse des érythrocytes (186). De nouveaux travaux centrés sur chacun des

domaines NEAT de IsdX2 ont montré que les cinq domaines peuvent s’associer a I’hémoglobine.
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Mais seuls les domaines N1 et N5 ont la capacité d’extraire I’héme de 1’hémoglobine. De
plus, alors que les domaines N1, N3, N4 et N5 peuvent capter I’héme, le domaine N2 ne possede
pas cette caractéristique (135). La délétion des genes isdX1 et isdX2 a montré une diminution de
la croissance des mutants cultivés dans des milieux carencés en fer, supplémentés uniquement
avec de I’hémoglobine. Ainsi, lors d’une infection, ces deux protéines semblent étre impliquées

dans I’acquisition de I’hémoglobine présente dans le milieu extracellulaire (186).

2.2.3. Autres portéines a domaine NEAT chez B. anthracis : BslK et Hal

Bien que les études sur les mécanismes impliqués dans I’acquisition de I’héme se soient
focalisées sur le systeme Isd ces dernicres années, des travaux récents ont montré que d’autres
protéines a domaine NEAT participaient a ’acquisition et au transport de 1’héme. La protéine
BsIK (B. anthracis S-layer protein K) est constituée de trois domaines SLH (S-layer homology)
et d’un seul domaine NEAT, qui lie I’héme in vitro (148, 267). BslK est localisée a la surface
(267), elle y est probablement ancrée via ses domaines SLH qui forment des liaisons non
covalentes avec le peptidoglycane (14, 25). Récemment, une nouvelle protéine dénommée Hal
(Heme-acquisition leucine-rich repeat protein) a été caractérisée. Codée par le gene bas0520
(souche B. anthracis Sterne), cette protéine renferme un seul domaine NEAT, plusieurs
domaines LRR (Leucine Rich Repeat) et un motif LGATG spécifiquement reconnu par les
sortases (15, 107). Malgré I’absence des deux tyrosines conservées dans la majorité des
domaines NEAT déja décrits, le domaine NEAT de Hal a la capacité de se lier a I’héme. En
outre, il peut aussi interagir avec 1’hémoglobine en solution et extraire ’héme de cette molécule
(15).

La délétion du gene bas0520 conduit a une diminution importante de la croissance de la
souche mutante dans des milieux de culture contenant soit de 1’héme, soit de 1’hémoglobine
comme unique source de fer. Ce phénotype du mutant Abas0520 est beaucoup plus marqué que
celui observé avec le mutant de ’opéron isd. Ces données soulignent le role important de Hal
dans ’acquisition du fer a partir des hémoprotéines. En revanche, aucun phénotype vis-a-vis de
I’acquisition du fer a partir de ces sources de fer n’a été observé suite a la délétion du gene bsiK.
Curieusement, la souche AbsIK pousse mieux que la souche sauvage dans un milieu carencé en
fer supplémenté avec de I’hémoglobine (la méme chose est observée avec 1’héme mais plus

tardivement au cours de la croissance) (15). De plus, il a également été démontré récemment que
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Figure 15 : Modele du mécanisme de transport de ’héme chez B. anthracis.

IsdX1 et IsdX2 sont deux hémophores se trouvant dans le milieu extracellulaire, IsdC et Hal
présentent un motif d’ancrage au peptidoglycane (cibles de la sortase). BsIK s’associe a la paroi
par le domaine SLH. Le transfert de I’héme dans ce modele est représenté par des fléches noires,
les fleches en pointillés indiquent que les études ne sont pas encore achevées.

Hm (héme), Hb (hémoglobine), N1, N3, N4 et N5 sont les domaines NEAT 1 jusqu’a 5 de la
protéine IsdX?2 sauf le domaine 2. Les domaines N1, N3 et N4 sont seulement impliqués dans le
transfert de I’héme (15, 92, 135, 267).



gbaa0552 (identifié dans la souche B. anthracis Ames), I’homologue de bas0520, est
exprimé dans des conditions de carence en fer et que sa délétion résulte en une atténuation de la
virulence chez la souris (47).

Le tableau 4 résume la diversité des fonctions des domaines NEAT de B. anthracis.

2.2.4. Transfert de I’héme a travers la paroi et la membrane bactérienne

Chez B. anthracis, les mécanismes du transfert de I’héme du milieu extracellulaire vers le
cytosol ne sont pas encore completement établis (Figure 15). Des études supplémentaires sont
nécessaires afin de compléter ce modele.

De part sa localisation dans le milieu extracellulaire, I’hémophore IsdX1 capte I’héme de
I’hémoglobine puis le transfére a apo-IsdC et apo-IsdX2. Ces transferts s’effectuent via des
interactions physiques entre les domaines NEAT (IsdX1)-NEAT (IsdC/X2) et les cinétiques de
transfert sont nettement plus rapides qu’une simple dissociation spontanée de 1’héme (92). La
protéine BslK participe aussi au transfert de ’héme en coopérant avec les protéines Isd a
domaine NEAT. En effet, il a été démontré dernicrement que BsIK est capable de céder sa
molécule d’héme a IsdC suite a une interaction directe entre holo-BslK et apo-IsdC (267). De
plus, ’implication des domaines N1, N3 et N4 d’IsdX2 dans le transfert de I’héme a apo-IsdC a
été récemment élucidé (135).

B. anthracis possede donc cinq protéines différentes (BsIK, IsdC, IsdX1, IsdX2 et Hal)
impliquées dans I’extraction de ’héme contenu dans 1’hémoglobine et permettant le passage de
cette molécule a travers I’épaisse paroi de la bactérie. Ces données soulignent ainsi la forte
redondance de fonction qui existe chez B. anthracis pour 1’acquisition de I’héme.

Le transfert de I’heme a IsdE, une des composantes du transporteur de type ABC IsdEFD,
ainsi que le passage de I’héme dans le cytosol n’ont jusqu’a présent pas été caractérises.
Finalement, la monooxygénase IsdG est responsable de la libération du fer de I’héme dans le

cytosol (251).

2.2.5. Role du systeme Isd dans la virulence de B. anthracis
Chez le cochon d’Inde, Gat et al. (2008) n’ont rapporté aucune différence significative
entre la souche sauvage et le triple mutant AisdCX/X2 concernant la virulence des bactéries

(108). Par ailleurs, plusieurs études indiquent qu’IsdX1 et IsdX2 sont sécrétées au cours de
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Tableau 4 : Diversité de fonctions au sein des domaines NEAT de B. anthracis

Extraction de

Transfert de

Protéines Hb Heme Phéme de PHb Phéme Références
IsdC - - - (185)
IsdX1 v (92, 186)
IsdX2-N1 v (135)
IsdX2-N2 v Non Non Non (135)
IsdX2-N3 4 4 Non v (135)
IsdX2-N4 4 v Non 4 (135)
IsdX2-N5 v v v Non (135)
BslK - v - v (267)
Hal v 4 v - (15)

) Données pas encore analysées
v Résultat positif
(Non) Résultat négatif




Bacillus anthracis
310

BAS4443 (1sdX1) 48 DKDESSRMNRY 58
BAS4444(IsdC) 46 ENDSASMANDY 57
BAS0520 (Hal) 48 NSDEESYATVY 58
BAS1021 (BslK) 59 KTNDTSVASTY 69
BAS4442N1 (IsdX2) 47 TSDEESMMNQY 58
BAS4442N2 (IsdX2) 210 QTDEESKMNTY 221
BAS4442N3 (IsdX2) 370 QTDEISMMNTY 380
BAS4442N4 (IsdX2) 522 KTEEISMMNTY 533
BAS4442N5 (IsdX2) 694 KTEEISMMNQY 704

Figure 16 : Alignement de I’hélice 3; et sa région adjacente entre les protéines a domaine
NEAT chez B. anthracis.

Le motif souligné correspond a 1’hélice 3o (de I’Arg-54 jusqu’au Tyr-58) de IsdX1. En vert les
résidus aromatiques de la lip (Arginine* 54 et Tyrosine 58). En rouge la sérine adjacente au
premier résidu de la région lip et qui est conservée dans tous les domaines NEAT de B. anthracis
* Dans I’étude d’Ekworomadu et al. 2011, ’arginine a été considérée comme un acide aminé
aromatique or ce n’est pas le cas (90).



I’infection chez le cochon d’Inde (57, 186). Dans le cas d’IsdX2, cette protéine a été détectée
comme étant un puissant immunogene, ce qui pourrait suggérer un role du systeme Isd dans la
pathogénicité de la bactérie (57), (186). Finalement, la délétion d’isdG n’a aucun effet sur la

capacité des bactéries de se répliquer a I’intérieur des macrophages (251).

2.2.6. IsdX1 : une protéine multifonctionnelle

L’ensemble des études menées sur le systeme Isd chez B. anthracis ont permis de mettre
en évidence les fonctions multiples de 1’hémophore IsdX1. Son domaine NEAT possede la
faculté de lier a la fois I’héme et 1’hémoglobine et il posséde la capacité d’extraire I’héme de
I’hémoglobine (186). Seul le premier domaine NEAT d’IsdX2 est également capable de remplir
I’ensemble de ces fonctions (Tableau 4).

Récemment, les structures d’apo et d’holo-IsdX1 ont été résolues (90). Comme les autres
domaines NEAT, il comporte huit feuillets f de type immunoglobuline. La poche de fixation de
I’héme renferme deux tyrosines conservées (Tyr-136, Tyr-140) et elle est entourée d’un coté par
une hélice 3o (résidus Arg-54 a Tyr-58) (Figure 16). Par rapport a I’étude de Pilpa et al. réalisée
chez S. aureus (217), la région lip est en partie conservée avec la présence de plusieurs résidus
aromatiques localisés en position 54 et 58 pour IsdX1. De plus, la sérine adjacente au premier
résidu de I’hélice 3¢ (Ser-53) est conservée dans la plupart des domaines NEAT, notamment
dans tous les domaines NEAT identifi€s chez B. anthracis (Figure 16). Des mutations ciblées des
résidus situés dans ou a proximité de I’hélice ont conduit a I’identification des acides aminés
impliqués dans la liaison a I’héme et 1’hémoglobine. Plus spécifiquement, deux résidus de
I’hélice, la Ser-53 et I’Arg-54, participent a I’interaction entre IsdX1 et I’hémoglobine. De
méme, il a été montré que ces deux acides aminés sont essentiels pour 1’acquisition de ’héme

dans des milieux carencés en fer (90).

2.3. Systemes d’acquisition du fer chez Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est une bactérie a Gram-positif, impliquée dans des infections
opportunistes séveres chez les €tres humains et les animaux. Elle est considérée comme un
important contaminant alimentaire a cause de sa tolérance aux fortes concentrations en sel et aux

faibles pH. De plus, contrairement a la plupart des bactéries pathogenes, elle peut se multiplier a
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basse température (161). En tant qu’agent pathogeéne intracellulaire, cette bactérie a la capacité
d’utiliser le fer présent dans les cellules hotes.

Dans des conditions de carence en fer, L. monocytogenes exprime une protéine nommée
SvpA (Surface virulence-associated protein) qui est majoritairement sécrétée. Néanmoins, SvpA
se trouve en partie associée a la surface bactérienne par 1’action de la sortase B qui reconnait le
motif NAKTN (28, 30). SvpA est impliquée dans la virulence de L. monocytogenes chez la
souris en permettant aux bactéries de sortir des phagosomes (30). SvpA est I'un des produits de
I’opéron svpA-srtB qui est I’équivalent de I'opéron isd de S. aureus. Elle partage 33 %
d’homologie avec la protéine IsdC de S. aureus ainsi que la capacité de capter I’héme. Mais a
I’inverse du systeme Isd de S.aureus, ’opéron svpA-srtB ne joue aucun rdle dans I’acquisition de
I’héme et de ’hémoglobine (205).

Jusqu’a présent, deux transporteurs de type ABC ont été identifiés chez L. monocytogenes.
Le premier, codé¢ par I’opéron fhuCDBG dont I’expression est dépendante de la disponibilité du
fer, permet le transport des hydroxamates ferriques. Le second, codé par I’opéron hupDGC, est
utilisé pour le transport de I’héme et de ’hémoglobine (143). La délétion de chaque composant
de I'opéron (la lipoprotéine HupD, la perméase HupG et 1’ATPase HupC) conduit a une
diminution de I’acquisition de ’héme et de I’hémoglobine. Cependant, la délétion de 1’opéron
entier hupDGC n’abolit pas completement la capacité des bactéries de transporter I’héme marqué
au “Fe, ce qui suggere 1’existence d’un autre transporteur membranaire pour 1’héme (143, 297).
Finalement, dans un modele murin, la souche mutante AhupDGC est moins virulente que la
souche sauvage. Ce systeme joue donc un role non négligeable dans le pouvoir pathogene de la
bactérie (297).

Curieusement, L. monocytogenes ne sécrete pas de sidérophores, elle utilise plutot les
sidérophores produits par d’autres bactéries tels que des hydroxamates (ferrichromes,
ferrioxamine B), des catécholates (enterobactine, corynebactine) et d’autres composants riches

en fer comme les catécholamines (67-69, 248) et le citrate (1).

2.4. Systeme d’acquisition du fer chez Streptococcus pyogenes
S. pyogenes est une bactérie a Gram-positif, appartenant au groupe A des streptocoques
(GAS), qui provoque divers types d’infection chez 1’étre humain (71). Elle est capable d’utiliser

I’héme des hémoprotéines comme source de fer (89, 101).
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Figure 17A : Représentation schématique des ORF autour du transporteur ABC (htsABC)
de Streptococcus Pyogenes (97, 166).
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Figure 17B : Schéma représentatif de la structure de la protéine Shr de Streptococcus
Pyogenes (208).
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Figure 18 : Modele du mécanisme de transport de I’héme chez Streptococcus pyogenes.

La protéine Shr est ancrée a la membrane cytoplasmique, elle se trouve exposée au milieu
extracellulaire. L’heéme est transférer d’une maniére unidirectionnelle de Shr a Shp puis a HtsA.
Hm (Heme) (176, 308).



S. pyogenes produit deux protéines HtsA (appelée SiA dans les travaux de Bates et al.) (17,
166) et Shp (167) qui sont notamment impliquées dans I’acquisition de 1’héme. HtsA est la
lipoprotéine d’un transporteur de type ABC, HtsABC, qui permet le transport de 1’héme alors
que Shp est une protéine de surface. Les genes codant pour Shp et HstA sont localisés au sein
d’un méme opéron constitué de dix genes régulés par le répresseur fur (18, 167) (Figure 17A).
La protéine membranaire Shr (Streptoccal hemoprotein receptor), codée par le premier gene de
I’opéron, interagit avec plusieurs sources de fer telles que 1’hémoglobine, la myoglobine, 1’héme-
albumine et les complexes hémoglobine-haptoglobine (17). En plus de son rdle dans la liaison
aux hémoprotéines, Shr agit é¢galement comme une adhésine qui facilite 1’attachement des GAS
aux cellules épithéliales, contribuant ainsi au processus infectieux (97).

Par rapport aux protéines Isd, Shr possede une structure assez particuliere. Elle renferme
un domaine N-terminal (NTD), deux domaines NEAT (N1 et N2) séparés par un domaine LRR
(Figure 17B). Les domaines LRR sont connus pour leur rdle dans les interactions protéines-
protéines (150). De plus, du c6té C-terminal, Shr présente un segment hydrophile avec une queue
chargée positivement qui permet 1’ancrage de la protéine a la membrane cytoplasmique. Shr
traverse toute I’épaisseur de la paroi et est ainsi exposée au milieu extracellulaire (97). Etant
donné que les mécanismes d’acquisition de I’héme via Shr différent de ceux caractérisés pour les
systemes Isd, la protéine Shr serait un prototype d’une nouvelle classe de protéines a domaine
NEAT. En effet, Shr se lie a I’héme ferrique puis provoque une réduction du fer de I’heme. Plus
spécifiquement, les deux domaines N1 et N2 sont responsables de 1’acquisition de I’héme, méme
si les deux tyrosines conservées dans la plupart des domaines NEAT n’y sont pas présentes.
D’autres données ont mis en évidence le role de la région NTD dans I’interaction avec la
méthémoglobine et il semble que les domaines NEAT ne contribuent pas significativement a
cette liaison (208).

Chez S. pyogenes, un modele pour le transport de I’héme a été proposé grace aux études
biochimiques réalisées in vitro. Ainsi, Shr chargée en héme a la capacité de transférer
directement son contenu a apo-Shp mais pas a apo-HtsA (308). Par ailleurs, apo-Shp peut se lier
a I’héme de I’hémoglobine. Ce dernier est transféré ensuite a apo-HtsA lors de I’interaction entre
les deux protéines (176). Ce transfert direct tres rapide se fait de facon unidirectionnelle suite a la

formation d’un complexe holoShp-apoHtsA (207), 308) (Figure 18).
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2.5. Systemes d’acquisition du fer chez Bacillus cereus

Chez B. cereus sensu stricto, il existe trés peu d’études sur I’acquisition du fer a partir des
sources présentes chez 1’hote. La majorité des recherches ont été centrées sur 1’identification des
sources de fer qui peuvent étre utilisées par B. cereus. Cependant, les bases moléculaires des

mécanismes impliqués dans I’utilisation de ces sources sont encore mal connues.

2.5.1. Sources de fer utilisées par B. cereus

Des travaux réalisés par deux groupes de recherche différents portant sur la capacité de
B.cereus d’acquérir le fer a partir de la transferrine via les sidérophores ont abouti a des résultats
opposés. Sato et al. ont montré que B. cereus était incapable d’utiliser la transferrine et la
lactoferrine pour sa croissance (231, 232). Au contraire, Park et al. ont établi que B. cereus était
capable d’utiliser la transferrine comme source de fer grice a des sidérophores de type
catécholate (211). Ainsi, pour D’instant, 1’utilisation de la transferrine par B. cereus reste
ambigiie.

B. cereus peut utiliser 1’héme, I’hémoglobine et les complexes héme-albumine et
hémoglobine-haptoglobine. De plus, elle peut extraire I’héme des hémoprotéines. Une fois
libéré, I’héme sera capté et assimilé par la bactérie (231, 232). Récemment, nous avons mis en
évidence au laboratoire que la ferritine pouvait aussi servir a la croissance de B. cereus. En
revanche, ni la transferrine, ni la lactoferrine ne pouvaient servir comme source de fer a la

bactérie dans nos conditions de culture (74).

2.5.2. Les sidérophores chez B. cereus

Certaines souches de B. cereus produisent deux sidérophores de la famille des catécholates:
la petrobactine (PB) et la bacillibactine (BB) (déja décrits en détails précédemment chez
B.anthracis). B. thuringiensis produit uniquement la bacillibactine. Cette derniere semble étre
produite chez toutes les especes du groupe B. cereus sensu lato, alors que la pétrobactine est a
priori une caractéristique des especes pathogenes des vertébrés (295). Cependant, la pétrobactine
a également été retrouvée chez d’autres especes non pathogenes de vertébrés. Chez B. cereus
sensu stricto, les loci impliqués dans la voie de biosynthese de la bacillibactine et de la
pétrobactine sont homologues a ceux décrits chez B. anthracis. Concernant la bacillibactine, les

genes entA—dhbBCF codent les enzymes impliquées dans 1’assemblage de la bacillibactine.
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Figure 19 : Voie de biosynthese de la bacillibactine décrite chez B. anthracis (136).

A. Les enzymes impliquées dans 1’assemblage de la bacillibactine sont organisées en opéron
composé des genes entA- dhbBCF.

B. L’opéron feuABCD/yuil est responsable de I’internalisation de la bacillibactine.

C. Le gene responsable de I’export du sidérophore.
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Figure 20 : Voie de biosynthese de la petrobactine chez B. anthracis (136).
A. L’opéron asbABCDEF
B. Les opérons fpuA/fhuB et fatBCD/fhuC (Hotta)



L’internalisation de la bacillibactine est réalisée par des protéines codées par 1’opéron
feuABCD/yuil et enfin I’export du sidérophore se fait par I’intermédiaire d’un transporteur de
type MFS codé par le gene ymfD (136) (Figure 19). Pour la pétrobactine, les enzymes impliquées
dans [D’association des différents précurseurs du sidérophore sont codées par [’opéron
asbABCDEF et les geénes jouant un role dans 1’acquisition de la pétrobactine sont portés par les

opérons respectifs fpuA/fhuB et fatBCD/fhuC (136) (Figure 20).

2.5.3. Autres systémes impliqués dans ’acquisition du fer

Un systeme d’acquisition du citrate ferrique a été identifié¢ dans le génome de B. cereus. Ce
systéme repose sur un transporteur de type ABC, codé par I’opéron FecABC ou FecA code pour
la protéine de liaison au substrat, FecB code pour la perméase et FecC pour 1’ATPase. Des
infections de larves de lepidopteres (Manduca sexta) ont montré que cet opéron jouait un role
dans la virulence de B. cereus (130).

Par ailleurs, B. cereus produit au moins quatre hémolysines parmi lesquelles ’hémolysine
IT (HlyIl) qui est une protéine sécrétée responsable de 1’hémolyse (249). Chez B.cereus, le role
de HlylI dans la virulence chez la souris et chez les insectes a été¢ démontré (273). La toxicité de
la protéine est liée a sa capacité de former des pores dans les membranes cellulaires (6).
L’expression d’Hlyll est contrdlée par son propre régulateur HlyIIR mais aussi par le répresseur
Fur (250). HlyII participe donc indirectement a 1’acquisition du fer en lysant les érythrocytes, ce

qui permet a B. cereus d’acceder a I’hémoglobine ainsi libérée.

2.5.4. lIsA : une nouvelle protéine impliquée dans I’acquisition du fer

Chez B. cereus, le développement d’un systeéme IVET (In Vivo Expression Technology) a
permis d’identifier de nouveaux geénes spécifiquement exprimés in vivo au cours de I’infection
chez la larve du lépidoptere Galleria mellonella. Parmi ces genes, le géne ivi29 codant une
protéine impliquée dans I’acquisition du fer dénommée IIsA (Iron regulated leucine- rich surface
protein) a été caractérisé (93). L’analyse de la séquence protéique d’lIsA a montré la présence de
quatre domaines conservés : un peptide signal en N-terminal de 28 acides aminés, un domaine
NEAT suivi d’'un domaine LRR et de trois domaines SLH (S-layer homology) du c6té C-
terminal (93) (Figure 21). I a été démontré qu’llsA était produite et localisée au niveau de la

surface uniquement en condition de carence en fer, ce qui est en accord avec la présence d’une
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Figure 21 : Modele représentant les différents domaines de la protéine IlsA de B. cereus
(74, 93).



boite fur dans sa région promotrice (74). Le fait qu’llsA posseéde un peptide signal et des
domaines SLH conforte la localisation de cette protéine a la surface et suggere qu’elle est lie de
facon non-covalente au peptidoglycane via ses domaines SLH (196). IIsA peut capter ’héme
ferrique et des tests d’affinité (ELISA et Biacore) indiquent qu’il existe une interaction entre IIsA
et I’hémoglobine d’une part, et la ferritine d’autre part (74). Les caractéristiques de sa structure
suggerent que I’interaction avec les hémoprotéines se fait via le domaine NEAT.

Concernant les domaines LRR d’lIsA, ils présentent une certaine homologie avec ceux des
internalines InlA et InlB, identifiées et caractérisées chez L. monocytogenes (103, 175). Chez
I’étre humain, InlA favorise 1’adhésion et 1’invasion bactérienne des cellules épithéliales
intestinales via une interaction spécifique avec le récepteur E-cadherine de 1’hote (164, 195).
InlB permet I’entrée des bactéries dans les cellules de mammiféres en interagissant avec un
récepteur de type tyrosine kinase (247). Ainsi, il est possible qu’llsA ait un role dans 1’adhésion
aux cellules de 1’hote en plus de son role dans 1’acquisition du fer (29, 105, 237).

[IsA est pour I’instant la seule protéine de surface capable d’interagir avec la ferritine a
avoir été identifiée chez les procaryotes. En outre, IIsA est impliquée dans la virulence de
B.cereus chez G. mellonella et le géne ilsA est exprimé spécifiquement dans 1’hémocoele (sang)

chez I’insecte (74).

3. Régulation de I’acquisition du fer chez les bactéries

Chez les bactéries a Gram-négatif et a Gram-positif a faible pourcentage en GC, la
régulation du métabolisme du fer se fait par I’intermédiaire du répresseur transcriptionnel Fur
(Ferric uptake regulator). L’activit¢ de ce régulateur est dépendante de la quantité de fer
disponible dans le milieu. En présence de fer, I’ion ferreux se lie au niveau C-terminal de la
protéine Fur qui forme alors des dimeres et se fixe sur une séquence palindromique d’ADN
(séquence consensus TTAGGTTAGCCTAACCTAA) : la boite fur, empéchant ainsi la
transcription des genes du régulon Fur. Quand la concentration en fer devient trop faible, Fur se
dissocie de I’ADN permettant a I’ARN polymérase d’accéder aux promoteurs et par conséquent
d’initier la transcription des genes impliqués dans 1’acquisition du fer (49, 91). Généralement les
souches mutantes Afur expriment de maniere constitutive les genes régulés par Fur méme en

présence d’une forte concentration de fer (102). La boite fur a été identifiée en amont de
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nombreux systemes d’acquisition de I’héme, y compris les systémes Isd chez S. aureus (191) et
B. anthracis (185).

Par ailleurs, Fur n’est pas le seul régulateur répondant a la disponibilité¢ en fer. Un autre
régulateur appelé DtxR (Diphteria Toxin regulator) présent chez les bactéries a Gram-positif a
fort pourcentage en GC comme les mycobactéries et les streptomycetes. DtxR régule un
ensemble de genes ayant des fonctions similaires a ceux régulés par Fur. Certains sont impliqués
dans la biosyntheése des sidérophores, d’autres dans 1’acquisition du fer ou dans la réponse au
stress oxydatif. D’une fagon similaire au répresseur Fur, en présence d’une forte concentration en
fer, DtxR se dimérise puis se fixe a la boite DtxR (TTAGGTTAGCCTAACCTAA) (3).

Enfin, d’autres régulateurs permettent de limiter la concentration de 1I’héme dans les
cellules. En effet, en trop grandes quantités, I’héme peut devenir toxique. Dans le cas ou
I’équilibre entre I’acquisition de I’héme et I’activité monooxygénase est perturbé, les bactéries
ont recours a d’autres moyens pour limiter I’accumulation de ’héme dans le cytosol. Il existe des
pompes d’efflux de I’héme qui peuvent percevoir la présence d’héme libre dans le cytosol. Le
premier systéme de détection de I’héme fut décrit chez Corynebacterium diphtheriae. 11 s’agit
d’un systéme a deux composantes comprenant une kinase ChrS et un régulateur ChrA (234). 1l a
été démontré que ChrS peut phosphoryler ChrA en présence d’héme, ce qui conduit a
’activation de la monooxygénase hmuO (27). Chez S. aureus, le systtme HssRS similaire a celui
de C. diphtheria a été identifié. HssS est la kinase alors que HssR joue le rdle de régulateur
spécifique de la monooxygénase (257-259, 271).

Chez certaines bactéries pathogénes a Gram—positif, le régulateur CodY contrdle
I’expression de plusieurs genes liés a la virulence (255, 278). Chez B. anthracis, CodY peut agir
comme répresseur ou activateur de 1’expression de nombreux génes, y compris certains génes
impliqués dans 1’homéostasie du fer (278). CodY est essentielle pour la régulation de
I’acquisition de I’héme. Sa délétion peut mener a une diminution de croissance dans des

conditions de carence en fer (53).
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Objectifs du projet de la these ’
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1. Cadre du sujet de la these
Rappels sur IIsA (Iron-regulated leucine rich surface protein)

Dans notre équipe, Génétique Microbienne et Environnement (GME), grace a un systeme
IVET (In Vivo Expression Technology), une nouvelle protéine IIsA impliquée dans 1’acquisition
du fer fut identifiée chez B. cereus. Les travaux menés par Sinda Fehdila (Postdoc en 2004) et
Nadine Daou (étudiante en these 2005-2008) ont abouti a des résultats qui soulignent
I’importance de cette protéine dans ’acquisition du fer au cours de I’infection (74 ,93). La
particularité de cette protéine réside dans sa capacité a interagir avec deux "familles" de sources
de fer différentes : les hémoprotéines (heme et hémoglobine) et la ferritine. Depuis environ dix
ans, les systemes d’acquisition du fer a partir des hémoprotéines chez les bactéries a Gram-
positif ont connu un avancement considérable, notamment les systemes Isd décrits dans
I’introduction. En revanche, a part la protéine IIsA, I’implication des protéines bactériennes dans
I’acquisition du fer de la ferritine exogéne n’est que rarement évoquée dans la littérature.
Toutefois, une protéine nommée Als3 chez la levure Candida albicans a été démontrée comme
étant un récepteur pour la ferritine, permettant uniquement a la forme hyphe de se lier a cette
source de fer (4). Par conséquent, les résultats obtenus par I’équipe GME ou j’ai effectué la
majorité de mes expériences, ont révélé I’existence d’un nouveau mécanisme d’acquisition du
fer, adapté aux sources présentes chez les invertébrés (ex : la ferritine) et chez les vertébrés
(ferritine et I’hémoglobine). Ces résultats ont apporté des nouveaux éléments sur 1’écologie et
I’adaptation des différentes especes du groupe B. cereus a leurs hotes : insectes et mammiferes.
Le projet de these vise a comprendre d’avantage le role de la protéine IIsA, de structure et de

fonctions si particulieres, dans 1’acquisition du fer.

1.1. Objectifs principaux de la thése
L’objectif principal de la thése est d’approfondir nos connaissances sur le fonctionnement
de la protéine IIsA et d’¢lucider le mécanisme de transport de I’héme et du fer de la ferritine via
cette protéine. Ainsi, le projet de la these porte deux volets principaux :
1. Le premier volet s’articule sur 1’identification des partenaires d’IIsA impliqués dans le
transport de I’héme a travers la paroi de B. cereus. De méme, nous nous sommes
intéressés a déterminer le ou les domaines qui jouent un role direct dans la liaison avec

[’héme.
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Figure 22 : Représentation schématique du locus isd chez B. cereus

Le locus Isd de B. cereus est composé de trois protéines a domaine NEAT: Bc4549, Bc4548 et
Bc4547. Le nombre de domaines NEAT sest symbolisé par les cylindres rouges. Les motifs
NPKTG et NSKTA de Bc4549 et Bc4547 respectivement, sont les substrats de la sortase B
putative (Bc4543). Le systeme ABC est formé de la protéine de liaison au ferrichrome (Bc4546),
une perméase (Bc4545) et d’une ATPase (Bc4544). Le systéme renferme deux boites Fur, une en
amont de la monooxygénase (Bc4542) et une deuxieéme en amont de la premiere protéine de
surface (Bc4549).



2. Le deuxieme volet est consacré a la caractérisation des facteurs qui interviennent dans la
libération et le transfert du fer stocké dans la ferritine. De plus, nous avions voulu
approfondir les études sur l’interaction entre IIsA et la ferritine et définir le (les)

domaines d’IIsA qui en sont responsables.

1.2. Situation du sujet et objectifs détaillés

1.2.1. IIsA et ses partenaires dans le transport du fer

Lors des travaux de these de Nadine Daou, 2008 (138) plusieurs approches (expériences de
pull down, immuno—précipitations, des analyses protéomiques ainsi que 1’étude du role d’un
transporteur de type ABC dans 1’acquisition du fer) ont été tentées afin d’identifier les protéines
avec lesquelles IIsA pourrait interagir pour transporter le fer. Ces expériences n’ont pas abouti a
des résultats concluants et les molécules partenaires d’IIsA, participant au processus du transport
du fer de ’héme ou bien de la ferritine sont restées non identifiées. Le premier objectif de ma
these consistait alors en la recherche et I’identification des candidats qui agiraient en concert

avec IIsA pour amener le fer au cytosol de B. cereus.

1.2.1a. IIsA et le transport de I’héeme

Les études précédentes ont montré qu’en carence de fer, IIsA est localisée a la surface de
B. cereus (74); il est alors probable qu’llsA lie ’hémoglobine par I’intermédiaire de son domaine
NEAT et ensuite transfere ’héme a une autre protéine de surface. Des analyses in silico ont
révélé dans le génome de B. cereus, la présence d’un systeme Isd similaire a ceux décrits dans
I’introduction et identifiés chez plusieurs bactéries a Gram-positif. L’hypothése de notre travail
s’est ainsi basée sur 1’¢tude de I’interaction entre IIsA et les protéines de surface appartenant au
locus isd. Ce locus renferme huit genes codant trois protéines a domaines NEAT, dont deux
(Bc4549 et Bc4547) ayant des motifs cibles pour une sortase B (Bc4543), et pouvant ainsi €tre
des protéines de surface. Par ailleurs, Bc4548 exempté d’un motif d’ancrage au peptidoglycane
semble étre une protéine extracellulaire. Bc4546, Bc4545 et Bc4544 constituent le transporteur
ABC du systeme (Figure 22). Une forte homologie s’est avérée entre le systeme Isd de B. cereus
et celui de B. anthracis. 1l existe respectivement 98 9% d’identité¢ entre IsdC, IsdX2 de

B.anthracis et Bc4549, Bc4548 de B. cereus. En outre, Bc4547 partage 86 % d’identité en acides
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Figure 23 : Schéma du modele de travail : transfert de I’héme et du fer de la ferritine via
IIsA et des partenaires putatifs.

Les partenaires d’lIsA dans le transfert de I’héme a travers la paroi jusqu’au cytosol sont
proposés d’étre les composés du systeme Isd de B. cereus. IISA pourra livrer son heme en
premier, a la premiere protéine de paroi Bc4549 (nommée IsdC dans notre étude).

L’interaction d’IIsA avec la ferritine impliquerait 1’intervention des sidérophores afin de chélater
le Fe**, qui sera ensuite acheminer vers le cytoplasme.

LRR=Leucine rich repeat

NEAT= Near iron transporter

SLH= S-layer homology

Les cylindres rouges indiquent le nombre des domaines NEAT

Les losanges avec le fer représentent I’héme

Figure inspirée de la these de Daou, N. 2008 (138).



aminés avec la protéine IsdX2 (Ba). Deux boites fur ont été détectées au sein du systeme, ce qui
indique 1’expression de ces genes dans des conditions de carence en fer.

Sur ces bases nous avons initi¢ le projet de thése par 1’étude du rdle du locus isd entier
dans I’acquisition de I’héme et I’hémoglobine. De méme, nous avons travaillé séparément sur
chacun des geénes (Bc4549, Bc4548 et Bc4547). Plusieurs études génétiques, biochimiques et
biophysiques ont été entreprises dans le but d’évaluer I’existence d’un lien entre IIsA et les
protéines Isd. Nous avons en particulier travaillé sur la premiere protéine du systeme (Bc4549)
dénommée IsdC. Les deux protéines IIsA et IsdC ont été purifiées et des études d’interactions et

de transfert d’héme ont été conduites.

1.2.1b. IIsA et la ferritine : interaction, libération et transport du fer

L’implication d’lIsA dans 1’acquisition du fer de la ferritine constitue une découverte
innovante qui nous a incités a poser plusieurs questions : i) est ce que I’interaction d’IIsA avec la
ferritine pourra-t-elle induire un déplacement des sous-unités de la molécule afin de promouvoir
la libération du fer? ii) Une fois le fer libéré, quels partenaires a IIsA seraient impliqués dans le
transport du fer? L’objectif était donc d’élucider le (les) mécanismes de transport du fer a partir
de la ferritine jusqu’au cytosol bactérien. Une des hypotheses la plus plausible serait que la
liaison d’IIsA a la ferritine, provoquerait une libération du fer de la coque de la ferritine et que le
fer libre serait ensuite pris en charge par des sidérophores produits par B. cereus. En effet,
I’existence des machineries de production, d’export ainsi que d’internalisation de la
bacillibactine et la petrobactine chez B. cereus, laisse penser que ces sidérophores seraient des
partenaires éventuels d’IIsA dans le transport du fer a partir de la ferritine.

Ces hypotheses sont représentées sous forme d’un modele de travail (Figure 23), qui

illustre les partenaires putatifs de transport de ’héme et du fer de la ferritine via IIsA

2. Approches et stratégies de travail

2.1. Phénotype des genes isd, du locus entier et des sidérophores dans I’acquisition des
hémoprotéines et la ferritine

Afin d’étudier le réle du locus isd dans ’acquisition du fer a partir de I’héme et
I’hémoglobine nous avons réalis¢ en premier des mutations par double recombinaison

homologue de chacun des genes suivants : Bc4549 (isdC), Bc4548, Bc4547 puis un double
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mutant Bc4549Bc4547 et en dernier le locus isd entier. Pour évaluer I’'implication de ces
différents mutants dans 1’acquisition des hémoprotéines nous avons commencé notre étude par
des analyses in vitro qui consistent a suivre I’index de croissance (I’index est basé sur la
croissance bactérienne mesurée dans les conditions de carence en fer supplémentées ou non par
les sources de fer, par rapport a la croissance en milieu LB non carencé (index=1)) comme il a
été décrit précédemment (74). Cette approche a été choisie pour étre dans les conditions déja
adoptées avec le mutant ilsA. Toutefois, cette méthode n’était pas optimale pour les analyses des
mutants Isd. De plus, nos travaux ont montré que le rdle essentiel d’lIsA dans 1’acquisition du
fer, publié auparavant était erroné (74). Les expériences de croissance du mutant ilsA avaient été
réalisées en présence de tétracycline. Or, la présence de cet antibiotique dans le milieu de culture
accentue la chélation d’ions de fer, induisant une forte perte dans la croissance observée au
niveau du mutant AilsA (cf. article 1 et résultats complémentaires).

Finalement, apres plusieurs tentatives nous avons réussi a trouver une méthode optimale
pour le suivi des phénotypes des mutants dans ’acquisition des sources de fer. Cette méthode
semble étre reproductible et moins sensible aux variations des conditions experimentales. Il
s’agit d’une étude de la cinétique de croissance bactérienne, effectuée dans des plaques a 96 puits
en utilisant un lecteur de plaque (TECAN Infinite M200 Microplate Reader). La densité optique
a été mesurée toutes les heures pendant 16 h. Cette méthode a été appliquée tardivement aux
mutants suivants: ilsA, le locus isd entier, isdC et le double mutant isdilsA.

De plus, la méme méthode a été utilisée pour évaluer les réles des mutants sidérophores

Aenta (Bacillibactine) et Aasb (Petrobactine) dans I’acquisition du fer de la ferritine.

2.2. Roles du systeme Isd et des sidérophores dans la virulence

Nous avons choisi d’infecter la larve du lépidoptére G. mellonella par injection afin
d’évaluer I'implication du locus isd et de chacun des mutants AentA et Aasb dans la
pathogénicité. C’est le dernier stade larvaire du papillon G. mellonella (la teigne des ruches
d’abeilles) qui nous a servi comme modele d’infection dans cette partie de 1’étude. Chez B.
cereus, ce modele a permis d’évaluer le réle de nombreux genes dans la virulence apres infection
soit par voie orale ou bien par injection directe des bactéries dans I’hémocoele. Le role d’Isd et
des sidérophores dans la virulence a été évalué avec trois doses de bactéries en phase végétative.

La mortalité a été relevée de 20 a 72 heures post infection.
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2.3. Transfert de I’héme de la protéine IIsA a IsdC

L’¢tude du transfert de I’héme de la protéine IIsA a IsdC repose principalement sur des
techniques de biochimie et de biophysique. Dans cette partie, nous avons adopté plusieurs
stratégies afin de démontrer le transfert du groupement d’héme du donneur au récepteur. Nous
avons utilisé les techniques suivantes : Stopped-Flow, chromatographie d’affinité et la micro-

calorimétrie ITC (Isothermal Titration Calorimetry).

2.3.1. Principe du Stopped-Flow

Le Stopped-Flow est ’'une des techniques qui est fréquemment utilisée pour 1’étude des
cinétiques rapides des réactions chimiques. En principe, deux réactifs (A et B) présents dans
deux seringues séparées sont mélangés rapidement dans un mixer, le mélange (A+B) sera ensuite
conduit vers une cellule d’observation. A un certain point, le débit s’arréte instantanément et la
réaction pourra €tre suivie par des mesures spectrophotométriques (ex : 1’absorbance détectée par
I’UV/Vis), la fluorescence et par le dichroisme circulaire. A I’issu d’une réaction, le changement
dans le signal spectroscopique en fonction du temps sera enregistré. Cette technique permet la
détermination des constantes de la vitesse de la réaction (k) qui quantifient la vitesse a laquelle
une réaction a lieu. De plus, I'intérét général du Stopped-Flow réside dans sa capacité a
caractériser la complexité et les mécanismes d’une réaction. Il est en effet concu pour réaliser des
mélanges rapides de réactifs et donner acces a des mesures de ’ordre de la milliseconde.
L’équipement Stopped-Flow (J&M Tidas diode array spectrophotometer) au laboratoire de M.
Fadi Bou-Abdallah, a ’université de Potsdam aux Etats Unis, a été employé pour étudier les
cinétiques de transfert de ’héme de holo-IIsA a apo-IsdC. Dans cette étude la protéine holo-IIsA
est rapidement mélangée avec apo-IsdC et la réaction de transfert est suivie simultanément par la
diminution de 1’absorbance a ~ 405 nm correspondante a la perte de ’héme de holo-IIsA et
I’augmentation de I’absorbance a ~ 426 nm représentant le transfert. Cette technique est
largement utilisée dans plusieurs études conduites sur le transfert d’héme d’une protéine a une
autre (92, 177, 267). De plus, le Stopped Flow nous a servi a déterminer les cinétiques

d’association entre I’héme et IIsA entiére et son domaine NEAT (IlsANEAT).
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2.3.2. Chromatographie d’affinité

Cette technique est basée sur 1’utilisation d’un gel de sépharose couplé a la glutathione qui
permet de fixer des molécules portant un tag (étiquette) GST (glutathione transférase). Il s’agit
de mettre deux protéines en contact : 'une chargée en héme et I’autre sous forme apo. Apres un
certain temps, la protéine fixée au gel de la colonne par I’intermédiaire du tag GST sera séparée
de I’autre (par élution douce) qui se trouve libre dans 1’¢luat. Celui-ci, aussi bien que le sédiment
(le gel), sont analysés par spectrophotométrie afin de mesurer la présence de I’héme sur chaque
protéine et de déterminer ainsi le taux de transfert de I’héme de la protéine donatrice a la protéine

réceptrice.

2.4.ITC : principe et méthode

La technique d’ITC permet de mesurer 1’interaction entre deux molécules et de déterminer
les parametres thermodynamiques qui en découlent : ’enthalpie de la liaison (AH®), la constante
d’association (K,) la steechiométrie de la réaction (n) ainsi que 1’énergie de Gibbs (AG®) et
I’entropie (AS°). Dans une expérience d’ITC, une macromolécule placée dans la cellule de
mesure d’un calorimétre isotherme sera titrée par des injections constantes d’un ligand contenu
dans une seringue pour progressivement atteindre la saturation. L’interaction entre deux
molécules s’accompagne d’un échange de chaleur (soit une absorption ou bien une émission). Le
suivi des interactions se fait alors indirectement par un suivi des échanges thermiques. En
fonction de la quantité de complexe, des signaux thermiques proportionnels sont obtenus. Ces
signaux sont enregistrés grace au logiciel TA Instruments (Spectralys 2.0). En principe, la
différence de chaleur est exprimée comme la puissance €lectrique requise pour maintenir une
température constante entre la cellule contenant 1’échantillon et la cellule de référence. Quand la
macromolécule est saturée par le ligand, le signal de chaleur diminue et il ne reste plus que la
chaleur de la dilution. Dans notre étude, les tests d’ITC ont été conduits avec un instrument
"Nano ITC low volume" (180 pl, TA Instrument) qui est concu spécifiquement pour les
échantillons a volume réduit. Ce systeme est alors économique en termes de concentration,
permettant la consommation de beaucoup moins de protéines par rapport aux systemes d’ITC
classiques.

Les résultats obtenus par Nadine, Daou (74, 138) ont montré par les techniques d’ELISA et

Biacore une interaction directe entre IISA et respectivement la ferritine et 1’hémoglobine.
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Comment I’interaction entre une protéine bactérienne et une grande molécule comme la ferritine
peut avoir lieu était une question a laquelle nous avons accordée un grand intérét. Dans ce
contexte, nous avons utilisé en plus de la ferritine commerciale (Horse spleen de chez Sigma),
différents types de ferritines recombinantes humaines (homopolymeres et hétéropolymeres) pour
évaluer leur interaction soit avec IIsA entiere soit ses domaines séparés, par I’intermédiaire de
I’ITC. Grace a cette technique, des informations sur les parametres thermodynamiques et la
steechiométrie qui résultent de 1’interaction ont été obtenues. L’interaction entre holo-IIsA et

apo-IsdC a aussi été réalisée par ITC.
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Résultats ‘
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L’ensemble des travaux a, pour le moment, fait I’objet de deux manuscrits d’articles dont
un, est soumis au journal "Metallomics" et le second est en préparation pour une soumission a

Plos Pathogens.
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Article 1: The heme interplay between IlsA and IsdC, two structurally

different surface proteins of Bacillus cereus

Le premier article est focalisé sur la protéine IIsA et le transfert de I’héme a la protéine
IsdC. Il rapporte de nouvelles informations sur le mécanisme de liaison d’IIsA avec
I’hémoglobine et I’héme. Cet article se base principalement sur des ¢tudes biochimiques et
biophysiques qui évaluent 1’association de I’héme aux différentes protéines : IIsA, le domaine
NEAT d’lIsA seul et la protéine IsdC. De plus, il décrit le transfert de I’héme de holo-IIsA
(chargée en heme) a apo-IsdC (sans héme), qui s’effectue notamment par 1’association entre les
deux protéines. Par ailleurs, le rdle du locus isd dans ’acquisition de ’héme et ’hémoglobine et

dans la virulence chez le modéle d’infection G. mellonella a été analysé.

46



Heme interplay between IlsA and IsdC, two structurally different surface proteins from
Bacillus cereus

Elise Abi Khalil"?3 , Diego Segond 1§, Tyson Terpstras, Mireille Kallassyz, Didier Lereclus1,
Fadi Bou-Abdallah® and Christina Nielsen Le Roux'

'INRA, UMR 1319 Micalis, La Miniére, 78650 Guyancourt cedex, France

Laboratory of Biotechnology, Saint-Joseph University, Beyrouth, Lebanon.

*Department of Chemistry, State University of New York at Potsdam, Potsdam, NY 13676, USA

Iron is an essential element for bacterial growth and virulence. Because of its limited bioavailability
in the host, bacteria have adapted several strategies to acquire iron during infection. In the human
opportunistic bacteria Bacillus cereus an Iron-regulated Leucine rich Surface protein type A (IIsA) is
shown to be involved in iron acquisition from both ferritin and hemoproteins. IIsA has a particular
structure consisting of a NEAT and several LRR domains with unknown roles in iron acquisition. Here,
we characterize the function of full length IlsA, an IIsA™**T domain mutant and the individual NEAT and
LRR domains and their involvement in heme binding. We then investigate a possible interplay between
IIsA and the B. cereus Isd system (Iron surface determinants) known to be involved in heme acquisition
in other Gram- positive bacteria. We demonstrate that IIsA binds heme, via the NEAT domain with a 1:1
stoichiometry and that this domain is able to extract heme from hemoglobin in solution. The growth of
the isd operon mutant in the presence of hemin and hemoglobin was affected and virulence toward insect
larva was decreased. Biochemical and biophysical analysis of heme-containing IIsA (holo-IIsA) and
heme-free IsdC (apo-IsdC) revealed a direct heme transfer from donor to acceptor. Our results show that
the NEAT domain of IIsA is involved in heme acquisition from hemoglobin, that holo-IIsA delivers heme
to IsdC and the LRR domain alone is not able to bind heme or hemoglobin. All together our results show
for the first time that two different surface proteins present in Bacillus cereus can interact to ensure heme

acquisition.

Introduction

Iron is an essential element for most living organisms and is normally found in complex with host
proteins such as hemoglobin, ferritin and transferrin, among others (/). Pathogenic bacteria have
developed a number of strategies involving various iron and heme acquisition and uptake systems
including a network of surface and membrane proteins found in both Gram-positive and Gram-negative
bacteria. While extracellular or surface hemophores interfere with receptors and membrane ABC
transporters in Gram-negative bacteria, several Gram-positive pathogens such as Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus and Bacillus anthracis use Iron surface determinants (Isd) and their associated



Near Iron Transporter domains (NEAT) to acquire iron from heme (2). In the human opportunistic
pathogen Bacillus cereus (B. cereus), which is closely related to B. anthracis (3-5), an iron regulated
leucine rich repeat surface protein “llSA” has been identified and shown to bind directly heme,
hemoglobin and ferritin (6, 7). lIsA has a unique structure with three different domains : NEAT, LRR
(Leucine Rich Repeat) and SLH (S-Layer homology). Under iron limiting conditions, it is produced and
anchored to the peptidoglycan making possible a direct interaction with these molecules (7). Although
NEAT domains are known for their heme binding affinity, they have a certain level of specificity. Some
NEAT-proteins act as hemoglobin receptors while others strictly bind heme but almost all take part in the
network of NEAT domains mediating heme transfer from the bacterial surface to the bacterial membrane
(8, 9). As to the LRR domains, they are composed of consecutive structural units that provide a large
interaction surfaces. This characteristic makes LRR an ideal motif for protein-protein interaction (10, 11).
To date, the role of LRR in heme or ferritin binding has not been described keeping the question largely
opened for its role in iron source binding.

Here, using several in vitro and in vivo approaches, we investigate the heme binding capacity of
full-length IIsA, a NEAT domain mutated IIsA, and the NEAT and LRR domains. Our results indicate
that IIsA binds heme via the NEAT domain and is able to extract heme from hemoglobin while the LRR
domain alone is not involved in heme binding. An earlier study from our laboratory indicated an
important role of IIsA in B. cereus growth with hemin and hemoglobin as sole iron sources (7). The
observed growth defect of the ilsA mutated strain (containing a tetracycline resistance cassette) was
mainly due to the presence of tetracycline in the hemin containing growth medium. This observation has
led us to suspect the involvement of other proteins in heme uptake and transport and the possible
implication of the B. cereus Isd system. Using, various approaches, we demonstrate a role of Isd in
bacterial growth, heme uptake and insect virulence. All together, our findings provide new insights into
the interplay between an Isd NEAT surface protein and a NEAT-LRR protein involved in heme-iron

acquisition in B. cereus and presumably between similar surface proteins in B. anthracis as well.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial strains and growth conditions, construction of the B. cereus isd locus and isdC mutants,
insect virulence assays, site-directed mutagenesis, the expression and purification of all proteins and
mutants employed in this study are provided in the supplementary material.

Reconstitution of holo-proteins. The concentration of the proteins purified from E. coli M15 was
determined by the Bio-Rad protein assay or spectrophotometrically at 280 nm using molar extinction
coefficients (g) of 60740 M'em™ for apo-IIsA, 12090 M'ecm™ for apo-IsdC, 10500 M 'cm™ for apo-
IsANAT, 57760 M'em™ for IsAyisrayisia, 103600 M'em™ for GST- apo-IlsA and 50120 M'em™ for



GST-apo-IIsAN**". To reconstitute the holo proteins, hemin was prepared as described elsewhere (72) and
added to the apo-proteins until saturation. The apo-protein purified in E. coli C600 AhemA was 80-90%
saturated by exogenous hemin.

ANFAT and IIsAyi47ay1514 Was

Hemin binding. Hemin binding to apo-IIsA, apo-IsdC, apo-Ils
followed spectrophotometrically at 405 nm using a Varian Cary 50 Bio UV-vis spectrophotometer and
aliquots of a hemin solution. The kinetics of hemin binding to the apo-proteins were measured using a
pneumatic drive Hi-Tech SFA-20M stopped-flow apparatus interfaced to a J&M Tidas diode array
spectrometer with data acquisition every 2.5 ms in the wavelength range of 190-1024 nm. Equal 140 pL
volumes of hemin (15 or 20 uM) and apo-IIsA (30 pM), apo-IIsA™**T (30 puM) or apo-IsdC (20 pM)
buffered solutions (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH=7.4) were rapidly mixed into the quartz stopped-flow
cuvette having a 1 cm path length and a cell volume of 80 pL. All concentrations given in the figure
captions are final concentrations following mixing of the reagents.

ANAT and hemin transfer from holo-IIsA to

Heme extraction from hemoglobin by IIsA and Ils
apo-IsdC. GST-apo-IIsA, GST-apo-IIsSA™™*", GST-IIsA"™*® or PBS (control) were mixed with
glutathione-sepharose followed by centrifugation and three washes with PBS. Human hemoglobin was
then incubated with the different glutathione-sepharose bound GST-proteins for 30 min at 25 °C and the
mixtures centrifuged. The supernatant containing hemoglobin was separated from the gel while the
glutathione-sepharose was washed three times with PBS then eluted with reduced glutathione to recover
the GST-IIsA, GST-IIsAN**T and GST-IISA™®. The sediment (different proteins) and the supernatant
(hemoglobin) were analyzed for heme binding at 405 nm. For hemin transfer, an apo-IsdC solution was
incubated with GST-holo-IIsA and the mixture centrifuged. The sediment was washed and then eluted
with reduced glutathione and the different fractions analyzed by SDS-PAGE gel to ensure separation of
IIsA and IsdC. Hemin content was quantified spectrophotometrically at 404 nm. The kinetics of hemin
transfer from holo-IIsA and holo-IIsAN**" (loaded with endogenous or exogenous hemin) to apo-IsdC
were followed by stopped-flow rapid kinetics between 250—800 nm in 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7.4.

Isothermal titration calorimetry (ITC) of holo-IlIsA binding to apo-IsdC. The binding
interaction between holo-IIsA saturated with bovine hemin and apo-IsdC was followed at 25.00 °C and
pH 7.0 on a low volume NanolITC from TA Instruments. An automated sequence of 16 injections of 3 pl
each of apo-IsdC (109 uM) into the sample cell containing holo-IIsA (15 uM) spaced at 5 min intervals to
allow complete equilibration was performed. The data was collected automatically and analyzed using
NanoAnalyze fitting program (TA Instruments). The standard enthalpy change (AH°®), the binding

constant (K), and the stoichiometry of binding (n) were determined by a single ITC experiment and the



standard Gibbs free energy change (AG°®) and standard entropy change (AS°) were calculated using the
following equations : AG® = - RTInK and TAS® = AH® - AG°®.

Results and discussion

Role of IlsA NEAT domain residues Tyr'¥’ and Tyr"' in endogenous hemin binding.
NEAT domains from various Isd proteins have been implicated in heme binding. Crystallographic
studies on IsdA of Staphylococcus aureus showed that heme binding and coordination is due to a

conserved tyrosine Tyr'® that is hydrogen-bonded to Tyr'”

(13). Multiple sequence alignments of NEAT
domains of IIsA and Isd proteins from S. aureus revealed two highly conserved tyrosine residues (Y'*’
and Y"') (7). Spectroscopic studies of native IIsA purified directly from E. coli strain M15 reveal a strong

absorbance at 407 nm (A4p;= 0.16) typical of heme-binding proteins. Mutation of the conserved heme-

7 151

iron coordinating residues, Tyr14 and Tyr~" to alanine (variant IlsAyis7ayis1a) resulted in a drastic
decrease in the absorbance at 407 nm (A4p;= 0.03) (Fig.1A) suggesting an important role of these residues
in heme binding and the inability of variant [IsSAyi47av1514 to efficiently bind intracellular heme in E. coli.
Figure 1A shows that the amount of heme bound to IISA-YY is about 5-fold lower in comparison to the
full-length IIsA. Structural analysis of several Isd proteins (IsdA-Sa, IsdC-Sa, IsdB-N2-Sa, and IsdX1-Ba)
showed that one of two tyrosines provides the fifth axial ligand for the iron-heme coordination while the
other tyrosine forms a hydrogen bond that strengthens heme coordination (/2-15). It is possible that the
heme-binding region in variant lIsAy47ay1514 18 intrinsically disordered and other residues (besides Y'Y
and Y"') might be involved in heme binding. In S. aureus, the heme pocket residues Y***, M*?, §?°' and

4 of the IsdB NEAT domain are involved in heme binding (/4) and mutations of any of

indirectly Y
these residues alter the heme binding pocket environment and disrupt heme binding. Alternatively, it is
possible that the in vivo covalent attachment of heme to IIsA occurs through a complex machinery and is
weakened in IIsAyi47ayisia leading to almost a complete loss of endogenously bound heme upon protein

purification.

Hemin association with recombinant IIsA, IlsANEAT, IIsA™®® and TIsAy147ayisia-

[IsA has two main domains (NEAT and LLRR) that probably confer the protein the ability to bind
different iron sources (i.e. hemoglobin, hemin and ferritin). Since a role for LRR in heme binding has not
been demonstrated or proposed, we presumed it might be involved in protein binding. To examine the
ability of different forms of IIsA to bind hemin, several apo-protein (without heme) samples (i.e. lIsA,
IlsANEAT, NsA™®R and lIsAyi47ay1514) Were prepared. The addition of hemin to a full-length apo-IIsA

protein sample showed an increase in the Soret band at 407 nm characteristic of a protein-heme complex
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(Fig.1B). A plot of the maximum absorbance at 407 nm as a function of hemin concentration revealed a
binding stoichiometry of one hemin per protein (Fig. 1B). Similarly, titration of a 2.5 uM apo-IIsAN*AT
domain alone, purified in E. coli C600 AhemA, with an increased amount of hemin showed saturation at ~
2.6 uM of hemin (Fig. 1B) indicating a binding stoichiometry of one hemin per one IIsAN**". However,
apo-IIsA"™*® domain alone, purified in the E. coli M15 strain did not exhibit a peak in the ~ 400 nm region
following excess addition of hemin (data not shown). These results suggest that hemin binding to IIsA is
mediated by the NEAT domain and that the LRR domain is not involved in hemin binding. Since variant
[sAvyi47av1514 Was unable to bind endogenous hemin during production in E. coli (M15) (Fig. 1A), we
sought to determine whether it is able to bind exogenous hemin. Figure 1B shows that [IsAy 47av1514 Can
indeed bind hemin with a 1:1 stoichiometry. However, the UV-vis spectrum of the IIsAy47ay151a-hemin
complex shows a shoulder at around 370 nm indicative of a perturbation in the hemin binding
environment (Fig. 1A). It was shown that a single mutation of the distal loop residues was insufficient to
perturb the IsdA-heme complex in S. aureus and that mutation of the heme-iron ligand Y'®® was
compensated for by His® (16). Interestingly, in B. cereus IIsAN*T His® is substituted by Met® and the x-

363 in iron-heme

ray crystal structure of the S. aureus IsdB-N2-heme showed the involvement of Met
coordination (/4). Our results show that both the full-length native IIsA and variant lIsAvy 474y151a bind
exogenous hemin. However, while variant [IsAy47av1514 almost completely lost its affinity to endogenous
hemin following protein purification, it maintained a weak affinity (i.e. non-covalent association) to

exogenous hemin perhaps through Met® located near the hydrophobic heme pocket.

Kinetics of hemin association to IlsA and IIsAN**",

Figure 2 illustrates the absorbance-time curves at 410 nm and the family of UV-vis spectra (insets)
for hemin association to IIsA and IISAN*AT, The time course at A410 nm for both proteins could be described
by two exponential equations resulting in two rate constants, k; (fast) and k, (slow) (49.4 M's!and 2.94
M's"and 52.7 M's" and 2.23 M's™ for full length IIsA and IIsAN**", respectively) with the two kinetic
steps contributing equally to the total spectral change (Table 2C). A recent investigation (/7) of an
aqueous ferriprotoporphyrin IX reported the presence of monomeric and dimeric hemin species in
solution and that hemin dimers involved non-covalent interaction between two monomer subunits. The
fast rapid phase observed in our kinetics data can be attributed to the reaction of monomeric hemin with
apo-IIsA whereas the slower kinetic phase corresponds to the dissociation of dimeric hemin followed by
the rapid association of the resulting monomeric hemin with the protein. Similar hemin association

kinetics have been previously described with S. aureus apo-IsdA (I18).



Role of IIsA NEAT domain in heme extraction from hemoglobin.

A direct interaction between IIsA and human hemoglobin (Hb) has already been reported (7). To
further investigate the ability of IIsA to extract heme from Hb, glutathione-sepharose loaded with either
GST-apo-IIsA or GST- apo-IIsA™**T was incubated in the presence or absence of Hb and the different
protein fractions were analyzed by UV-vis spectroscopy. Following incubation with Hb, both GST-IIsA
and GST-IIsA™™*" displayed a spectrum at 404 nm characteristic of hemin-binding proteins (Fig. 3A)
whereas the characteristic metal-to-ligand charge transfer absorption bands decreased after incubation

NEAT
A was also

with apo-IIsA suggesting that IIsA had removed heme from Hb (Fig. 3B). The apo-Ils
shown to extract heme from Hb albeit less efficiently compared to the whole protein (Fig. 3B). To
examine whether the isolated LRR domain alone plays any role in heme binding and/or removal from Hb,

A™® as a possible heme extractor. The GST-IIsA"™*® incubated

the experiment was repeated with GST-Ils
with Hb did not show the characteristic soret peak at 404 nm and the absorbance spectrum of Hb
remained essentially unchanged after incubation with LRR (Fig. 3C). Altogether, these results indicate
that the LRR domain of IIsA alone is unable to extract heme from Hb and that the IIsAN"*" domain is
involved in both heme binding and heme acquisition from Hb. Ekworomadu et al. (/2) attributed the
direct association of Hb with B. anthracis 1sdX1 to Ser-53 since mutation of this latter led to a loss of Hb
binding. This observation was supported by an earlier x-ray structure of S. aureus IsdH in complex with
the alpha-chain of Hb showing a hydrogen bond between Ser-130 on IsdH NEAT and Lys-11 on Hb (/9).

Since no structural data is available for IIsA, it is tempting to speculate that IISA association with Hb is

due to Ser-61 which is the equivalent of Ser-53 in IsdX1.

Roles of B. cereus isd locus and isdC mutants in iron acquisition from hemin and hemoglobin.

B. cereus isd (iron surface determinant) locus is composed of eight open reading frames (Fig. 4A)
encoding for three NEAT proteins (Bc4549, Bc4548 and Bc4547), a possible iron permease system
(Bc4546, Bc4545, Be4544), a putative sortase (Bc4543) and a putative mono-oxygenase (Bc4542) that
degrades heme to liberate iron into the cytosol. Bc4549 and Bc4547 are believed to be two surface
proteins because of their sortase motifs: NPKTG and NSKTA, respectively. In contrast, Bc4548 lacks a
clear anchoring motif and might act as a secreted hemophore. In silico analysis showed a high similarity
between the isd operons of B. anthracis and B. cereus. IsdC and IsdX1 from B. anthracis have 98%
sequence identity with Bc4549 and Bc4548 respectively, while IsdX2 and Bc4547 share 86% amino acid
identity (20, 21). Because IIsA is unlikely to be solely involved in heme binding, transport and release, we
sought to investigate the role of the isd locus, not yet explored in B. cereus in heme uptake and transport
and to examine the interaction of holo-IIsA with the first protein Bc4549 (here referred to as IsdC). The
growth rates of the wild type (Bc ATCC14579), AilsA, Aisd and AilsAAisd strains were compared under



different experimental conditions of LB iron-depleted medium with or without hemoglobin or hemin as
sole iron sources. The isd locus mutant has a remarkable growth defect when cultivated in the presence of
hemin and hemoglobin as sole iron sources (Fig. 4C and 4D). However, no difference in growth between
the isd locus mutant and the double mutant AilsA Aisd was detected in an LB medium (Fig.4B)
suggesting that components of the isd locus have a significant role in iron scavenging from hemoproteins.
To examine the possible cooperation between IIsA and the first protein of the isd operon (presumably a
peptidoglycan located) in heme transport and iron acquisition, a AisdC mutant was used. Compared to the
wild type, the growth of the isdC mutant was not affected in an iron-depleted medium enriched by hemin
or hemoglobin (data not shown). In fact, under in vitro conditions the deletion of ilsA or isdC alone did
not present a strong phenotype in contrast to the whole locus mutant. This data suggest functional
redundancy among the Isd components. By comparison to B. anthracis, a defect in growth was displayed
for AisdC when the mutant is grown in an iron-free medium supplemented with hemin (20). Furthermore,
the newly identified B. anthracis Hal protein (a protein similar to IIsA with a NEAT domain and several
leucin-rich repeats) had a stronger role than isd compounds in growth with hemin and hemoglobin as sole
iron sources (22). Thus, despite relative homology in the iron acquisition systems between B. cereus and
B. anthracis, significant differences are noted. Earlier data from our laboratory (7) showed that AilsA
mutant displayed a strong reduction in growth, likely due to the presence of tetracycline which can act as
an iron chelator (23). It is also possible that the tetracycline resistant protein acts as divalent cations efflux
pump (24). Therefore, it appears that IIsA plays a less important role in heme and hemoglobin uptake and
that other heme-iron acquisition systems (i.e. Isd) might be involved in bacterial heme-iron uptake with or

without the assistance of IIsA as suggested by our current data.

Role of isd in virulence.

The role of B. anthracis and S. aureus Isd components in virulence have been previously
investigated in pig and mice models with contradictory outcomes (25-29). To investigate the role for B.
cereus isd mutants in bacterial virulence in vivo, three doses of mid-log phase bacteria (1x10°, 3x10° and
10* bacteria/larva) were directly injected into the hemocoel of Galleria melonella larva and mortality was
recorded 24 hours post infection. The results revealed that the isd locus, the double isd ilsA and the ilsA
mutants strains were less virulent than the wild type. The 50% lethal doses (LD50s) (Table 4E) indicate a
small but significant decrease in virulence (2.5 to 3 fold) which is consistent with an earlier report (7) for
the ilsA mutant. In addition, the fact that all mutants show a similar phenotype, may suggest a certain
level of interplay between Isd and IIsA during in vivo infection. This difference between the in vivo and in
vitro results might be due to variations in the composition and concentrations of iron sources in the two

experimental set-ups. Indeed, hemoglobin is not found in G. mellonella but other heme-containing



molecules such as catalase or cytochrome (30) in addition to ferritin are present in insects and the latter
was shown to interact with IIsA (7). However, no interactions have been proposed or reported between

ferritin and Isd proteins yet.

Hemin association with IsdC - binding stoichiometry and rate of reaction.

Having established a possible role for B. cereus Isd system in heme iron uptake, we sought to
compare the heme binding characteristics of IsdC with those of IIsA. Our results show that E. coli M15
recombinant IsdC possesses the characteristics of a heme-binding protein with a soret peak at 410 nm in
addition to a series of Q bands in the visible region at 511, 549, 570 and 624 nm (Fig. S2). Multiple sub-
stoichiometric additions of hemin to apo-IsdC (purified in E. coli C600 AhemA) reveal a binding
stoichiometry of 1 apo-Isd protein per 1 hemin molecule (Fig. 5A). Stopped-flow spectrophotometery of
hemin association with apo-IsdC reveals a maximal change in the absorbance at ~ 408 nm and a double
exponential fit to the data yielded two rate constants k; = 63.3 M's™ and k, = 2.60 M's (Fig. 5B),
similarly to those found with IIsA and IIsAN*T,

Affinity chromatography of hemin transfer from Holo-IIsA to apo-IsdC.

Because heme transport across the surface of B. cereus has not yet been investigated, we followed
hemin transfer from holo-IIsA to apo-IsdC using affinity chromatography. Following incubation of apo-
IsdC with GST-holo-IIsA, the supernatant showed a clear increase at 404 nm (Fig. 6A) while the sediment
exhibited a concurrent decrease in the absorbance of holo-IIsA at the same wavelength (Fig. 6B).
Analysis of GST-IIsA hemin content (calculated via A4p4 nm/Asso nm ratio) revealed that nearly 60% of
hemin-loaded IlIsA was transferred to apo-IsdC (Fig. 6C). Interestingly, when the experiment was
repeated with apo-GST-IsdC, only about 20 % of hemin was transferred from holo-IsdC to apo-IIsA (Fig.
S3). These results suggest that hemin transfer is essentially unidirectional and that holo-IIsA is able to
transfer more efficiently its hemin to apo-IsdC and that these two heme-binding proteins interact to

ensure heme transfer at the bacterial surface

Kinetics of hemin transfer from holo-IIsA and holo-IIsA™**" to apo-IsdC.

The kinetics of hemin transfer from holo-IlsA M15, holo-IIsA C600 and holo-IIsA™**" to apo-IsdC
were followed by stopped-flow spectrophotometry at pH 7.4 and 25.0°C (Fig. 7). The spectral changes at
405 nm, 407 nm and 390 nm are associated with hemin loss from holo-IIsA M15, holo-IlIsA C600 and
holo-IIsAN**T while those at 426 nm, 435 nm and 424 nm are attributed to hemin transfer to apo-IsdC,
respectively. The hemin dissociation and association rate constants were obtained from fits to the data

using single exponential equations and are reported in Table 7D. The data indicate that, in the presence of



apo-IsdC, the rate of hemin dissociation from holo-TIsANAT (9.8 s™) is about 2 and 3-fold faster than that
from holo-TISA C600 (4.7 s™) and holo-IIsA M15 34 s, respectively (Table 7D). In contrast, the
pseudo first-order rate constant for hemin association with apo-IsdC is independent of the nature of hemin
donor and is similar (6 s to 8 s™') amongst all three holo-IIsA samples tested. These results suggest that
the NEAT domain alone transfers hemin more efficiently than the full-length IIsSA proteins. The
absorbance value of the IsdC-hemin complex formed from IIsAN**" as heme donor is on average about
four times higher than the IsdC-hemin complex formed from full-length IIsA. The rapid kinetics of heme
transfer from holo-IIsA to IsdC suggests that this process may be mediated by protein-protein interaction

(31) as the ITC binding data below suggest.

Thermodynamics of holo-IIsA interaction with apo-IsdC.

Figure 8 shows the injection heats for apo-IsdC binding to holo-IIsA at pH 7.0 and 25.00 °C and
the integrated heats (J) for each injection vs the molar ratio of apo-IsdC to holo-IIsA after subtraction of
the control heats. The positive upward peaks in Fig. 8A correspond to an exothermic reaction with a
binding stoichiometry of ~ 1 apo-IsdC protein per holo-IIsA and a dissociation constant of ~ 315 nM. All
the experimental thermodynamic parameters obtained from curve fitting the integrated heats to a model of
one set of independent binding sites are compiled in Table 8C. The ITC data revealed a direct interaction
between holo-IIsA and apo-IsdC and is in agreement with the hemin transfer from holo-IIsA to apo-IsdC

occurring through direct protein-protein contact.

In conclusion, a potential role of IIsA and IsdC in heme and hemoglobin uptake and a dynamic
interplay between these two B. cereus NEAT surface proteins have been demonstrated. NEAT domains
have been shown to have a wide range of functions including hemoglobin binding or heme extraction
through direct transfer from hemoglobin to the protein (21, 27, 32-35). In recent years, the mechanism of
heme transfer in Gram-positive bacteria has gained considerable attention (/8, 36-47) in an effort to
develop drugs or vaccines for therapeutic targets. In an earlier study, Tarlovsky et al. (31) demonstrated
an efficient heme transfer from the BslK protein, that is harboring a NEAT domain, to IsdC (B.
anthracis). However, the deletion of bsIK does not render B. anthracis unable to grow on heme or
hemoglobin as sole iron sources (22). In the case of IIsA, our results suggest a direct and rapid hemin
transfer between two structurally distinct surface proteins IIsA, a NEAT-LRR protein and a NEAT-
protein belonging to the Isd system. The IIsAN**T domain alone is shown to transfer its hemin to IsdC
more efficiently than the full length protein suggesting a more direct contact between the two proteins.
Altogether, our results have provided new information into the interplay between two different bacterial

molecules involved in iron acquisition from hemoglobin, the major heme containing host protein in



vertebrates. Further studies are needed to elucidate whether other heme-rich molecules can interfere with
IIsA. Likewise, studies comparing IIsA and the recently described B. anthracis Hal protein (22) might
give important insight into a possible ecological host adaptation for both heme and ferritin iron sources

during host infections.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by grants from ANR (Agence Nationale de la Recherche MIE 2009-
2012) to the Grablron project (DS), from INRA (Institut National de la recherche agronomique), Mica
Department-France (CNL, EAK), Conseil de la recherche, Saint Joseph University- Beirut, Lebanon
(FS32)(EAK, MK) and Cottrell College Science Award (ID # 7892) from Research Corporation and the
National Science Foundation (NSF MRI Award # 0921364) (FBA).

REFERENCES

1. Andrews, S. C., Robinson, A. K., and Rodriguez-Quinones, F. (2003) Bacterial iron homeostasis,
FEMS Microbiol.Rev. 27, 215-237.

2. Wandersman, C., and Delepelaire, P. (2012) Haemophore functions revisited, Molecular
microbiology 85, 618-631.

3. Kolsto, A. B., Lereclus, D., and Mock, M. (2002) Genome structure and evolution of the Bacillus
cereus group, Current topics in microbiology and immunology 264, 95-108.

4, Kolsto, A. B., Tourasse, N. J., and Okstad, O. A. (2009) What sets Bacillus anthracis apart from
other Bacillus species?, Annual review of microbiology 63, 451-476.

5. Vilas-Boas, G. T., Peruca, A. P., and Arantes, O. M. (2007) Biology and taxonomy of Bacillus
cereus, Bacillus anthracis, and Bacillus thuringiensis, Can.J.Microbiol. 53, 673-687.

6. Fedhila, S., Daou, N., Lereclus, D., and Nielsen-LeRoux, C. (2006) Identification of Bacillus

cereus internalin and other candidate virulence genes specifically induced during oral infection in
insects, Mol.Microbiol. 62, 339-355.

7. Daou, N., Buisson, C., Gohar, M., Vidic, J., Bierne, H., Kallassy, M., Lereclus, D., and Nielsen-
LeRoux, C. (2009) IIsA, a unique surface protein of Bacillus cereus required for iron acquisition
from heme, hemoglobin and ferritin, PLoS.Pathog. 5, e1000675.

8. Honsa, E. S., and Maresso, A. W. (2011) Mechanisms of iron import in anthrax, Biometals 24,
533-545.
9. Nobles, C. L., and Maresso, A. W. (2011) The theft of host heme by Gram-positive pathogenic

bacteria, Metallomics. 3, 788-796.

10. Kobe, B., and Deisenhofer, J. (1994) The leucine-rich repeat: a versatile binding motif, Trends
Biochem.Sci. 19, 415-421.

11. Kobe, B., and Kajava, A. V. (2000) When protein folding is simplified to protein coiling: the
continuum of solenoid protein structures, Trends Biochem.Sci. 25, 509-515.

12. Ekworomadu, M. T., Poor, C. B., Owens, C. P., Balderas, M. A., Fabian, M., Olson, J. S.,
Murphy, F., Balkabasi, E., Honsa, E. S., He, C., Goulding, C. W., and Maresso, A. W. (2012)
Differential function of lip residues in the mechanism and biology of an anthrax hemophore,
PLoS.Pathog. 8, €1002559.

13. Grigg, J. C., Vermeiren, C. L., Heinrichs, D. E., and Murphy, M. E. (2007) Haem recognition by
a Staphylococcus aureus NEAT domain, Mol.Microbiol. 63, 139-149.

10



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Gaudin, C. F., Grigg, J. C., Arrieta, A. L., and Murphy, M. E. (2011) Unique heme-iron
coordination by the hemoglobin receptor IsdB of Staphylococcus aureus, Biochemistry 50, 5443-
5452.

Sharp, K. H., Schneider, S., Cockayne, A., and Paoli, M. (2007) Crystal structure of the heme-
IsdC complex, the central conduit of the Isd iron/heme uptake system in Staphylococcus aureus,
J.Biol.Chem. 282, 10625-10631.

Grigg, J. C., Mao, C. X., and Murphy, M. E. (2011) Iron-coordinating tyrosine is a key
determinant of NEAT domain heme transfer, J.Mol.Biol. 413, 684-698.

de Villiers, K. A., Kaschula, C. H., Egan, T. J., and Marques, H. M. (2007) Speciation and
structure of ferriprotoporphyrin IX in aqueous solution: spectroscopic and diffusion
measurements demonstrate dimerization, but not mu-oxo dimer formation, Journal of biological
inorganic chemistry : JBIC : a publication of the Society of Biological Inorganic Chemistry 12,
101-117.

Liu, M., Tanaka, W. N., Zhu, H., Xie, G., Dooley, D. M., and Lei, B. (2008) Direct hemin
transfer from IsdA to IsdC in the iron-regulated surface determinant (Isd) heme acquisition
system of Staphylococcus aureus, J.Biol. Chem. 283, 6668-6676.

Krishna, K. K., Jacques, D. A., Pishchany, G., Caradoc-Davies, T., Spirig, T., Malmirchegini, G.
R., Langley, D. B., Dickson, C. F., Mackay, J. P., Clubb, R. T., Skaar, E. P., Guss, J. M., and
Gell, D. A. (2011) Structural basis for hemoglobin capture by Staphylococcus aureus cell-surface
protein, IsdH, J.Biol. Chem. 286, 38439-38447.

Maresso, A. W., Chapa, T. J., and Schneewind, O. (2006) Surface protein IsdC and Sortase B are
required for heme-iron scavenging of Bacillus anthracis, J.Bacteriol. 188, 8145-8152.

Maresso, A. W., Garufi, G., and Schneewind, O. (2008) Bacillus anthracis secretes proteins that
mediate heme acquisition from hemoglobin, PLoS.Pathog. 4, e1000132.

Balderas, M. A., Nobles, C. L., Honsa, E. S., Alicki, E. R., and Maresso, A. W. (2012) Hal Is a
Bacillus anthracis Heme Acquisition Protein, J.Bacteriol. 194, 5513-5521.

Grenier, D., Huot, M. P., and Mayrand, D. (2000) Iron-chelating activity of tetracyclines and its
impact on the susceptibility of Actinobacillus actinomycetemcomitans to these antibiotics,
Antimicrobial agents and chemotherapy 44, 763-766.

Yamaguchi, A., Udagawa, T., and Sawai, T. (1990) Transport of divalent cations with
tetracycline as mediated by the transposon TnlO-encoded tetracycline resistance protein, The
Journal of biological chemistry 265, 4809-4813.

Gat, O., Zaide, G., Inbar, 1., Grosfeld, H., Chitlaru, T., Levy, H., and Shafferman, A. (2008)
Characterization of Bacillus anthracis iron-regulated surface determinant (Isd) proteins containing
NEAT domains, Mol.Microbiol. 70, 983-999.

Chitlaru, T., Gat, O., Grosfeld, H., Inbar, 1., Gozlan, Y., and Shafferman, A. (2007) Identification
of in vivo-expressed immunogenic proteins by serological proteome analysis of the Bacillus
anthracis secretome, Infection and immunity 75, 2841-2852.

Torres, V. J., Pishchany, G., Humayun, M., Schneewind, O., and Skaar, E. P. (2006)
Staphylococcus aureus IsdB is a hemoglobin receptor required for heme iron utilization,
J.Bacteriol. 188, 8421-8429.

Cheng, A. G., Kim, H. K., Burts, M. L., Krausz, T., Schneewind, O., and Missiakas, D. M. (2009)
Genetic requirements for Staphylococcus aureus abscess formation and persistence in host
tissues, FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for
Experimental Biology 23, 3393-3404.

Hurd, A. F., Garcia-Lara, J., Rauter, Y., Cartron, M., Mohamed, R., and Foster, S. J. (2012) The
iron-regulated surface proteins IsdA, IsdB, and IsdH are not required for heme iron utilization in
Staphylococcus aureus, FEMS microbiology letters 329, 93-100.

Kavanagh, K., and Reeves, E. P. (2004) Exploiting the potential of insects for in vivo
pathogenicity testing of microbial pathogens, FEMS microbiology reviews 28, 101-112.

11



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Tarlovsky, Y., Fabian, M., Solomaha, E., Honsa, E., Olson, J. S., and Maresso, A. W. (2010) A
Bacillus anthracis S-layer homology protein that binds heme and mediates heme delivery to IsdC,
J.Bacteriol. 192, 3503-3511.

Mazmanian, S. K., Skaar, E. P., Gaspar, A. H., Humayun, M., Gornicki, P., Jelenska, J.,
Joachmiak, A., Missiakas, D. M., and Schneewind, O. (2003) Passage of heme-iron across the
envelope of Staphylococcus aureus, Science 299, 906-909.

Pilpa, R. M., Fadeev, E. A., Villareal, V. A., Wong, M. L., Phillips, M., and Clubb, R. T. (2006)
Solution structure of the NEAT (NEAr Transporter) domain from IsdH/HarA: the human
hemoglobin receptor in Staphylococcus aureus, J.Mol.Biol. 360, 435-447.

Dryla, A., Gelbmann, D., von Gabain, A., and Nagy, E. (2003) Identification of a novel iron
regulated staphylococcal surface protein with haptoglobin-haemoglobin binding activity,
Molecular microbiology 49, 37-53.

Dryla, A., Hoffmann, B., Gelbmann, D., Giefing, C., Hanner, M., Meinke, A., Anderson, A. S.,
Koppensteiner, W., Konrat, R., von, G. A., and Nagy, E. (2007) High-affinity binding of the
staphylococcal HarA protein to haptoglobin and hemoglobin involves a domain with an
antiparallel eight-stranded beta-barrel fold, J.Bacteriol. 189, 254-264.

Fabian, M., Solomaha, E., Olson, J. S., and Maresso, A. W. (2009) Heme transfer to the bacterial
cell envelope occurs via a secreted hemophore in the Gram-positive pathogen Bacillus anthracis,
J.Biol.Chem. 284, 32138-32146.

Honsa, E. S., Fabian, M., Cardenas, A. M., Olson, J. S., and Maresso, A. W. (2011) The five
near-iron transporter (NEAT) domain anthrax hemophore, IsdX2, scavenges heme from
hemoglobin and transfers heme to the surface protein IsdC, J.Biol. Chem. 286, 33652-33660.

Zhu, H., Xie, G., Liu, M., Olson, J. S., Fabian, M., Dooley, D. M., and Lei, B. (2008) Pathway for
heme uptake from human methemoglobin by the iron-regulated surface determinants system of
Staphylococcus aureus, J.Biol. Chem. 283, 18450-18460.

Muryoi, N., Tiedemann, M. T., Pluym, M., Cheung, J., Heinrichs, D. E., and Stillman, M. J.
(2008) Demonstration of the iron-regulated surface determinant (Isd) heme transfer pathway in
Staphylococcus aureus, J.Biol. Chem. 283, 28125-28136.

Liu, M., and Lei, B. (2005) Heme transfer from streptococcal cell surface protein Shp to HtsA of
transporter HtsABC, Infect.Immun. 73, 5086-5092.

Zhu, H., Liu, M., and Lei, B. (2008) The surface protein Shr of Streptococcus pyogenes binds
heme and transfers it to the streptococcal heme-binding protein Shp, BMC.Microbiol. 8, 15.

12



Figures

Bacillus
cereus

~

EC

cw

transfer

9 NEAT

IsdC

Cover Figure

13




— [ISA Native ”SA
o5 A lisAy147AY151A+ hemin B

—lIsAy147av151A

Absorbance

350 400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Figure 1. Electronic absorbance spectra of E. coli MI15 IlIsA and IlsAygyayisia and
spectrophotometric titrations of apo-IIsA, apo-IlsANEAT, IIsAy147av151a With exogenous hemin.

(A) 5 uM native IIsA (black), alanine-substitution mutant IISA (IlsAy47ay151a) (blue) and IsAyi47ayisia
(dotted red) in the presence of 5 uM hemin. (B) 4.3 uM apo-IIsA (circles), 5 uM IlsAyi47ay151a (Squares)
were titrated with 1 pM hemin per injection and 2.5 pM apo-IIsA™"*" (triangles) was titrated with 0.5 pM
hemin per injection; All protein solutions were prepared in 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH7.4 and 25 °C.

The inset of panel B shows an example titration curve.
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Figure 2. Absorbance time curves at 410 nm for hemin association with apo-IlsA and apo-IIsAN**",

(A) 15 puM apo-IIsA or (B) apo-IIsAN**" and 10 uM hemin; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH=7.4 and 25
°C. The red curves are the best fit to the experimental data in black using two exponential equations. The
insets are the family of stopped-flow UV-vis spectra gathered every 2.5 ms for the first 40 ms (red) of the
reaction and every 50 ms (black) thereafter. (C) Table showing the second order rate constants (k1 and

k2) and the corresponding absorbance values (Al and A2).
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Figure 3. Absorbance spectra of IlsA-heme and IIsAN**"-heme complexes.

GST-apo-IIsA (20 uM), GST—apo—IlsANEAT (20 uM) or LRR (10 uM) were anchored to Glutathione—

sepharose and then incubated with 5 pM hemoglobin (Hb) for 30 min at 25 °C.
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Figure 4. Iron acquisition by B. cereus isd and virulence assays in Galleria mellonella. (A) The B.
cereus isd locus showing 8 open reading frames, three NEAT domain proteins: Bc4549, Bc4548, Bc4547,
an ABC membrane transporter, Bc4546, Bc4545 and Bc4544, a sortase: Bc4543 and a monooxygenase:
Bc4542. Growth kinetics of B. cereus wild-type (black square), Aisd (white circle), Ailsa (grey circle),
AilsaAisd (black triangle). The strains were grown at 37°C in (B) LB medium and in (C) iron chelated LB
supplemented with 1uM hemin or (D) 1uM hemoglobin. Bacterial growth was monitored at 600 nm for
15 hours. Curves are averages of three independent experiments (error bars are SEM from mean values).

(E) Effect of isd and ilsA mutation on the virulence after intra-hemocoelic injection in Galleria
mellonella. Last-instar larvae were injected with various doses (10° to 10*) of mid-log phase bacteria.
Mortality was evaluated after 24 h post injection and results are presented as LDs, (cfu= number of
bacteria resulting in 50% mortality of exposed larvae) values with upper and lower limits confidence

intervals obtained by Probit Analysis using Stat Plus software.
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Figure 5. Exogeneous hemin binding to apo-IsdC.

(A) spectrophotometric titrations of 5 uM apo-IsdC with 1 uM hemin per injection. The inset shows the
titration curve. (B) Kinetic trace for hemin (7.5 pM) association with apo-IsdC (10 uM) measured with
the stopped-flow technique. The red curve is the best fit to the experimental data in black using two
exponential equations. The inset of panel B represents the family of spectra gathered every 2.5 ms for the
first 50 ms (red) of the reaction and every 20 ms (black) thereafter. (C) Table showing the second order
rate constants (k1 and k2) and the corresponding absorbance values (A1 and A2). All solutions were in 50

mM Tris, 150 mM NaCl, pH7.4 and 25 °C.
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Figure 6. Hemin transfer from holo-IIsA to apo-IsdC.
10 uM GST-apo-IlsA was loaded onto a glutathione-Sepharose charged by hemin and then incubated with
50 uM of apo-IsdC for 30 min at 25°C. Both (A) supernatant and (B) sediment were separated by
centrifugation and GST-IIsA was collected by elution with reduced Glutathione. The different fractions

were analyzed by UV-vis and (C) the hemin content was quantified using the 404/280 ratio.
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Figure 7. Kinetics of hemin transfer from holo-IIsA to apo-IsdC.
(A) 50 uM apo-IsdC were rapidly mixed in a stopped-flow apparatus with 10 uM holo-IIsA (purified
from E. coli strain M15), (B) 10 uM holo-IIsA (purified from strain C600 AhemA) and (C) 10 uM holo-
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NsANAT. The insets represent the family of spectra of heme loss from holo-IIsA(M15), holo-IIsA(C600)
and holo-TIsAN*AT at various times. All protein solutions were in 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH=7.4. (D)

Table showing the first order rate constants (k1) and the corresponding absorbance values (Al and A2)

for hemin transfer from holo-IIsA to apo-IsdC.
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Figure 8. Isothermal titration calorimetry of apo-IsdC binding to holo-IlIsA.

15 uM holo-IIsA are titrated with 3 pl injections of 109 pM apo-IsdC in 50 mMTris/HCI buffer, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA and 1 mM DTT, pH = 7.0 and 25°C. (A) ITC raw data, (B) Plot of the integrated heat
versus the number of injections of apo-IsdC. (C) Best fit ITC thermodynamic parameters of apo-IsdC

binding to holo-IIsA. At least three independent determinations were made.
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Supplementary data

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial strains and growth conditions

Bacillus cereus strain ATCC 14579 (laboratory stock) was used throughout this study. E. coli K12
strain TG1 was used as a host for cloning experiments. E. coli strain ET 12567 (laboratory stock) was
used to generate non-methylated DNA for electro-transformation in B. cereus as previously described (/,
2). E. coli M15 (pREP 4, Km 25 resistant) strain was used for expression and purification of the
Glutathione S-transferase (GST) fusion protein (GST-IIsA, GST-IsdC with endogenous heme,
lsAyi47av1s1a and LRR domain). The E. coli C600 AhemA :: Km (3) was used to produce the apo-IIsA,
apo-IIsAN*T and apo-IsdC. E. coli and B. cereus were cultured in LB (Luria-Bertani) broth, with
vigorous shaking (175 rpm) at 37 °C. For electro-transformation, B. cereus was grown in BHI (Brain
Heart Infusion, Difco) broth. E. coli C600 AhemA was cultured in BHI without shaking. Antibiotics for
bacterial selection were used at the following concentrations: ampicillin 100 pug/mL (for E. coli TG1 and
ET), ampicillin 100 pg/mL+ kanamycin 25 pg/mL (for E. coli M15), ampicillin 100 pg/mL+ kanamycin
20 pg/mL (for E. coli C600 AhemA), and erythromycin 10 ug/mL (for B. cereus). The iron chelator 2,2’-
dipyridyl and the iron sources, human hemoglobin (Sigma, H7379) and bovine hemin (Sigma, H9039)

were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin, Fallavier Cedex-France).

Construction of the B. cereus isd locus and isdC mutants

B. cereus Aisd was constructed as follows. A 1032 bp EcoRI/ Pstl DNA fragment and a 1024 bp
Pstl/ BamHI DNA fragment corresponding to the chromosomal regions located upstream and downstream
the isd operon respectively, were amplified by PCR using B. cereus strain ATCC 14579 chromosomal
DNA as a template and primers pairs F-Aoperon/R-Aoperon and F-Boperon /R-Boperon respectively
(Table S1). The isdC mutant was generated by allelic exchange using deletion replacement. An 870 bp
and a 913 bp DNA regions upstream and downstream the gene were respectively amplified by PCR using
chromosomal DNA of B. cereus strain as template and FAisd4549/RAisd4549, FBisd4549/RBisd4549 as
primers (Table S1). The resulting DNA fragments were fused by overlapping PCR with the FAisd4549
and RBisd4549 primers. The amplified DNA was digested with the appropriate enzymes and cloned
between EcoRI and BamHI sites of the thermosensitive plasmid pMAD, conferring resistance to

erythromycin and carrying a thermostable [-galactosidase gene (4). The resultant plasmids were
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introduced into the wild type B. cereus strain and double-cross-over events resulted, in the deletion of the
whole isd locus and isd4549 coding sequences, respectively.

The two deletions were performed without insertion of antibiotic resistance cassettes. Therefore,
chromosomal allele exchange and gene deletion were checked by PCR using appropriate oligonucleotide

primers.

Growth assay of wild type and mutant strains

B. cereus strains were grown overnight under low iron conditions by inoculating strains in LB
medium supplemented with 200 uM 2,2’-dipyridyl. Overnight cultures were inoculated into a new LB
medium+ 200 uM 2,2’-dipyridyl at a final OD of 0,01. Bacteria from mid exponential phase culture were
washed twice in LB medium containing 600 uM 2,2’-dipyridyl, then inoculated to a final optical density
(OD) of about 0.005 into 100 pul of LB medium, LB medium containing 2,2’-dipyridyl (600 uM) only or
added separately by hemoglobin (1 uM) or hemin (1 uM). Stock solutions of both iron sources were pre-
chelated in 1 mM 2,2’-dipyridyl for three hours in order to eliminate the free iron that might contaminate
the sources. B. cereus cells were grown at 37°C in 96-wells microtiter plate under continuous shaking.
The OD was measured at 600 nm every hour over 15 hours using a TECAN Infinite M200 Microplate
Reader (TECAN Group, Mannedorf, Switzerland). The assays were repeated three times.

Insect virulence assays

B. cereus wild type and the mutant strains: Aisd and AisdAilsA were grown in LB medium and
bacterial concentrations were monitored by optical density and by dilutions onto LB agar plates. 10 pl of
mid-log phase bacteria suspended in physiological water were injected separately into the hemocoel of the
larvae Galleria mellonella using the micro-injector (Buckard Scientific) as previously described (5).
Three different doses of bacteria (1x10°, 3x10° and 10* bacteria/larvae) were used, and each experiment
was repeated on 20 larvae at least three times. A control group of larvae was injected with physiological
water only and no mortality was observed. Infected larvae were kept at 37°C and mortality was recorded
after 24 hours. For statistical analysis, P-values were determined using Student's T-test. Based on the data

obtained, LDs, were estimated by Probit analysis with StatPlus® software (AnalystSoft).

Production of full-length IlsA, NEAT domain (IIsAN**"), the LRR domain (IIsA"**) and IsdC
The ilsA, ilsA™*, ilsA"®® and isdC coding sequences were amplified by PCR using genomic DNA
from B. cereus as template and the following primers F-IIsA prot/R-IIsA prot, F-NEAT IIsA/ R-NEAT
IIsA, F-LRR/ R-LRR and F-IsdC/R-IsdC respectively (Table S1). The ilsA, ilsA"™", ilsA"** and isdC
DNA sequences were digested with EcoRI and Xhol and cloned into the plasmid pGEX-6p-1 holding the
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tag encoding Glutathione-S Transferase (GST). Analysis of the full-length IIsA protein sequence with the
SIGNALP 3.0 program identified a signal peptide cleavage site between amino acid residues 1 and 28 (6).
The DNA sequence corresponding to the signal peptide of IlsA was omitted for the production of the
recombinant IIsA (amino acids Ala 29 to Lys 760). Therefore, the soluble protein was producted into the
cytosol which facilitated its purification. DNA encoding the NEAT domain (Thr 24 to Gly 163) and the
LRR domain (Lys 208 to Asn 493) of IIsA were respectively fused to the DNA encoding GST in pGEX-
6p-1 to create pGST-IIsAN**" and pGST-IIsA"®®. Purified IsdC was lacking both the N-terminal signal
peptide (amino acid 1-31) and the C-terminus charged tail (amino acids 212-237). All clones were
verified by sequencing (Beckman Coulter Genomics, Essex, UK) to rule out spurious mutations. The
accession numbers of IIsA and IsdC proteins from B. cereus are respectively NP_831113 and

NP_834256.

Site-directed mutagenesis of IlsAN**" domain

Site-directed mutagenesis of two conserved tyrosine residues (Tyr 147 and Tyr 151) in IIsA by
alanine was performed using the Phusion High-Fidelity DNA polymerase (New England, BioLabs),
pGST-IIsA as template and F-Y147AY151A, R-Y147AY151A as primers (Table S1). The PCR products
were treated with Dpnl (Biolabs) for 1 hour at 37 °C to degrade template DNA and transformed into E.
coli TGI1. The resulting gene was designated ilsAy;47ay;5:4Mutations were confirmed by sequencing

(Beckman Coulter Genomics, Essex, UK).

Purification of IIsA, IISAyi47av1514, NIsA™®® and IsdC in E. coli strain M15

Genes encoding IIsA, TIsAyi47ay1514, MsA™R and IsdC were overexpressed in E. coli M15. 5 L of
LB medium were inoculated with 50 ml of overnight cultures supplemented with 100 pg/ mL ampicillin
and 25 pg/ mL kanamycin. The cultures were grown under agitation at 37°C to an ODgq of 0.8 - 0.9. The
expression of the different protein fusions GST-IIsA, GST-IIsAy47av1514, GST-IIsA™® or GST-IsdC was
induced by adding 1 mM IPTG (isopropyl B-d-thiogalactopyranoside), and the cultures were first
incubated for 3 h at 30 °C and then overnight (16 hours) at 15 °C. As the proteins were expressed in the
cytosol of M15 (except the GST-IIsA'®®), the cultures were centrifuged at 8000 rpm, 4 °C for 15 min and
the cell pellets resuspended in 60 mL PBS (Phosphate Buffered Salin) and 3.5 mL of 20 % Triton X-100.
1.5 mL of lysozyme (50 mg/mL) was added and the bacterial cells were incubated for 15 min at room
temperature followed by a DNase I treatment by adding 200 pl (5 mg/mL) of DNase I at 4 °C for 45 min.
The bacteria were lysed on ice by sonication using a Branson sonicator 250 (10 sec of sonication for 10
times with an interval of 10 sec). Bacterial lysate was centrifuged at 15000 rpm, for 15 min at 4 °C;

soluble proteins from the supernatants were filtrated through 0.22 um pore size filter (Millipore). Since
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the GST-IIsA"®® fusion protein was localized in the pellet, solubilization was achieved by overnight
incubation at 4°C in 80 mL 50 mM Tris (pH 8.0) containing 8 M urea.at 4°C.The insoluble pellet was
removed by centrifugation at 8000 rpm for 45 min at 4°C. The supernatant containing the solubilized
protein was dialyzed against buffer containing Tris 50 mM (pH 8.0) and 1 M urea for approximately 5
hours with stirring at 4°C and then against the same buffer without urea for nearly 48 hours with stirring
at 4°C to remove the residual detergent. The filtrate containing the tagged GST-proteins and the
solubilized GST-IIsA"*® were incubated overnight at 4 °C with agitation in the presence of 3.3 mL of
gluthatione Sepharose 4B (GE Healthcare).

The affinity gel holding the target protein was loaded on to a column and washed with 75 ml PBS
(1X) and then 50 mL of the PreScission protease buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.0, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT). The GST was cleaved by PreScission protease, for 16 h at 4 °C. For some set of
experiments we kept the GST tag by eluting the gel with the L-Glutathione reduced (Sigma-Aldrich,
G4251). The purification of IIsA, IIsAyisayisia, ISA™® and IsdC was monitored by 10% SDS PAGE
electrophoresis. IIsA and IsdC proteins were purified with the endogenous hemin from E. coli strain M15,
whereas the IlsA NEAT domain mutant and the IlsA"®® did not contain hemin. Average yield of purified

proteins varied from 5 mg to 10 mg per Liter growth medium.

Purification of IIsA, IIsSAN**" and IsdC in apo-form

We produced the TIsA, IIsAN**T and IsdC proteins in the apo-form by using E. coli C600 AhemA:
Km, a strain knocked out for heme synthesis (3). The recombinant proteins apo-IIsA, apo-IIsAN**" and
apo-IsdC were expressed in 10 L of BHI (Brain Heart Infusion, Difco) supplemented with 100 pg/mL
ampicillin and 20 pg/mL kanamycin. Cultures were grown in bottles without shaking at 37 °C to an ODgy
of 0.8-0.9. The expression, production and the purification of proteins were performed as described above

in E. coli M15.
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Tables and figures

Table S1: Primers sequences used in this study

Name Nucleotide sequence” Restriction site
F-A operon 5’-CCGGAATTCACGATTTGCAAGGTCAACAC-3’ EcoRI
R-A operon 5’-AAAACTGCAGTTCAAGAACTCATATACATCAA-3’ Pstl
F-B operon 5’-AAAACTGCAGTCCTCCTTGGTTATCTTTCA-3’ Pstl
R-B operon 5’-CGCGGATCCCGCAAACGGAGGAATTATTT-3’ BamHI
F- Aisd4549 5’-CGGAATTCGCAACTAGCTTACCTGCTTT-3’ EcoRI
R-A isd4549 5’-ATGCCATACGGGAATGCGTATTGGATTGTTTGCAG-3’

F-B isd4549 5’-CTGCAAACAATCCAATACGCATTCCCGTATGGCAT-3’

R-B isd4549 5’-CGCGGATCCGGTAGCAAACCTTGGGTTAA-3’ BamHI
F-IIsA prot 5’-CGGAATTCGCATTAAAAGTTGAAGCAAATC-3’ EcoRI
R-IIsA prot 5’-CCCTCGAGTTATTTCTTTATTGCATTATAC-3’ Xhol
F- NEAT IIsA 5’-CCGGAATTCACTCCAGCATTAGCGGCA-3’ EcoRI
R-NEAT IIsA 5’-CCCTCGAGACCTACAGTTGGATCTTTAAT-3’ Xhol
F-LRR 5’ —-CCGGAATTCAAAGATTTAAATACACC-3’ EcoRI
R-LRR 5’- CCCTCGAGTCAATTTTGGACATTAATATAA-3’ Xhol

FY147AY151A 5’-TTGGAgcTGATCACAAAgcTCAAGTTCAATTTGAAATTAA-3”

RY147AY151A 5’-ACTTGAgcTTTGTGATCAgcTCCAATAGCTGGAATAAGTA-3’

F-IsdC 5’-CCGGAATTCCTAGCTGATGGTACTTACGAT-3" EcoRI
R-IsdC 5’-CCCICGAGATCGCCTGTTTTTGGGTTATC-3’ Xhol

*Restrictions sites are underlined.
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Article 2: Bacillus cereus grabs iron from ferritin using IIsA as a ferritin

receptor and bacillibactin as an iron carrier

Le deuxieme article est centré sur IISA et la ferritine, il met en évidence le role d’IIsA dans
la déstabilisation de la ferritine conduisant a la libération du fer de sa coque. De plus, il décrit les
parametres thermodynamiques de 1’interaction ente IlIsA et différents types de ferritine
recombinantes. De plus, les rdles des sidérophores, bacillibactine et petrobactine dans

I’utilisation du fer de la ferritine et leur implication dans la virulence in vivo ont été étudiés.
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Abstract

In host-pathogen interactions, the struggle for iron may have major consequences on the
outcome of the disease. To overcome the low solubility and bio-availability of iron, bacteria
have evolved multiple systems to grab iron from various sources as heme, hemoglobin and
ferritin. The molecular basis of iron acquisition from heme and hemoglobin have been
extensively studied; however, those used to get iron from host ferritin, a 24-mer nanocage
protein able to store thousands of iron atoms within its cavity, remain largely unknown. In the
human opportunistic pathogen Bacillus cereus, a surface protein named IIsA (lron-regulated
leucine rich surface protein type A) binds heme, hemoglobin and ferritin in vitro and is
involved in virulence. Here, we demonstrate that lIsA acts as a ferritin receptor causing
ferritin aggregation on the bacterial surface. Isothermal titration calorimetry data indicate that
lIsA binds several types of ferritins through direct interaction with the shell subunits. UV-vis
kinetic data show a significant enhancement of iron release from ferritin in the presence of
lIsA indicating for the first time that a bacterial protein might alter the stability of the ferritin
iron core. Disruption of the siderophore bacillibactin production, but not petrobactin,
drastically reduces the ability of B. cereus to utilize ferritin for growth and results in
attenuated bacterial virulence in insects. We propose a new model of iron acquisition in B.
cereus that involves the binding of lIsA to host ferritin followed by siderophore-mediated iron
release. Our results highlight a crucial interplay between a surface protein and a siderophore
and provide new insights into host adaptation of B. cereus and general bacterial
pathogenesis.
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Introduction

Iron is an essential nutrient for most forms of life. Owing to the high variability of the Fe®*/
Fe®* redox potential, this transition metal fulfills a large number of biological processes
including respiration and DNA synthesis. However, because of its low solubility and
propensity to generate highly reactive hydroxyl radicals, iron is a double-edged element and
its homeostasis must be finely tuned [1]. Given that most microorganisms require micromolar
iron concentrations for growth and multiplication [2], the ability to obtain iron is thus an
important adaptation factor. Upon infection, the host sets up a form of nutritional immunity
aimed at depriving the invader of nutritional iron through iron redistribution in the organism
and scavenging of microbial iron acquisition systems [3,4]. The importance of this strategy is
evidenced by the effects of iron homeostasis disorders on both innate and acquired immune
responses [2,5]. In this battle for iron, and to circumvent host-iron withholding, pathogens
have evolved several high-affinity iron uptake systems. Pathogenic bacteria are able to
acquire iron via siderophore-based systems or by surface and membrane anchored proteins
which interfere with host iron-containing proteins such as transferrins, hemoproteins or
ferritins [6]. Most of these iron acquisition systems are under the control of the global
regulator Fur (Ferric uptake regulator) which also regulates the expression of multiple
virulence factors [7]. Over the past 10 years, our understanding of iron import into bacteria
has been greatly improved [8,9]. The most impressive advances concerned heme acquisition
in Gram-positive bacteria. One major discovery has been made with the characterization of
the Isd (Iron-regulated surface determinant) system in Staphylococcus aureus [10]. Heme or
hemoglobin uptake by this system relies on cell wall-anchored proteins that act as
hemoprotein receptors by means of their NEAT (NEAr iron Transporter) domains. Since then,
a growing number of studies have emphasized the role of NEAT domains in heme binding in
several Gram-positive bacteria including S. aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus
anthracis (for review, see [11]) or Bacillus cereus (Abi Khalil et al., unpublished data).
Although most iron is bound to hemoglobin in vertebrates, ferritin can represent another
important source of iron for microbes [12,13,14,15,16,17,18].

Ferritin is a well-studied ubiquitous protein found in both prokaryotes and eukaryotes. In
animals, it is composed of 24 subunits that self-assemble through non-covalent interactions
into a hollow spherical shell. Due to the presence of two types of subunits, H (heavy) and L
(light), multiple ferritin isoforms exist whereby up to 4500 iron atoms can be mineralized
inside the nanocage [19]. Whereas the main role of ferritin is to store iron under a safe and
bioavailable form, other biological functions have been proposed [20]. This extremely stable
protein represents a concentrated source of iron and thus could be a perfect target for
microbes. However, the molecular basis of ferritin utilization by pathogens remains poorly
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documented. Recent studies have shown that the intracellular bacterium Neisseria
meningitidis can indirectly utilize ferritin by inducing an iron starvation state within epithelial
cells leading to ferritin degradation and release of free iron [16]. Other in vitro studies showed
that ferritin utilization relies on proteolytic degradation in the cystic fibrosis-associated
pathogen Burkholderia cenocepacia [18] and on a reductase activity in Listeria
monocytogenes [21]. To our knowledge, only two molecular determinants directly involved in
iron acquisition from ferritin have been identified: (i) Als3, a Candida albicans invasin-like
protein [12] and (ii) llsA, a Bacillus cereus surface protein [13]. It has been suggested that
both proteins are ferritin receptors but direct in vitro binding to ferritin has only been reported
in B. cereus [13].

B. cereus is a Gram-positive, spore-forming bacterium. This opportunistic human
pathogen is frequently associated with food-borne infections due to the production of
diarrheal and emetic toxins. Rare non-gastrointestinal infections such as meningitis,
pneumonia, endophthalmitis or gas gangrene-like cutaneous infections have also been
observed [22]. As a member of the B. cereus sensu lato group, B. cereus is closely related to
other species of this group such as B. anthracis, the etiological agent of anthrax in mammals
and the entomopathogen, Bacillus thuringiensis [23]. The ability of B. cereus and B.
thuringiensis to colonize the host (mammal or insect) is linked to the presence of multiple
adaptation and virulence factors, one of which is the capacity to acquire iron [24]. Several
host iron sources can be used by B. cereus, including hemoproteins and ferritin
[13,25,26,27,28,29,30]. In the past few years, various systems involved in iron acquisition
have been discovered and some of them are required for full virulence in animal models
(Table S1). The adaptation of B. cereus to iron paucity in host tissues is also illustrated by
the Fur-regulation of the cytotoxin Hlyll [31]. Among the iron uptake systems characterized in
B. cereus, an original surface protein, lIsA, is involved in both ferritin and heme/hemoglobin
acquisition [13,32]. This protein is composed of a unique combination of three conserved
domains: an N-Terminal NEAT domain followed by 13 LRRs (Leucine Rich Repeat) and
three C-Terminal SLH (S-Layer Homology) domains and has been shown to interact with
heme and hemoglobin via the NEAT domain [13] (Abi Khalil et al., unpublished data). Affinity
tests revealed that lIsA binds to ferritin although the details of this interaction have not been
described [13]. As a Fur-regulated gene, ilsA is specifically expressed in the insect hemocoel
and under iron-depleted conditions [13,32]. Moreover, the virulence and the survival of the
AilsA mutant are affected in the lepidopteran insect model Galleria mellonella suggesting lIsA
involvement in optimal colonization of a susceptible host [13].

These results prompted us to investigate the interaction between lIsA and ferritin and
examine the possible involvement of two siderophores produced by B. cereus, bacillibactin
and petrobactin, as partners of lIsA in ferritin utilization. Here, we demonstrate that lIsA acts
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as ferritin receptor on the surface of B. cereus. Isothermal titration calorimetry data indicate a
binding stoichiometry of 24 lIsA per ferritin molecule (i.e. one lIsA per ferritin subunit). Iron
release kinetic measurements exhibit significant increase of iron mobilization from ferritin in
the presence of llsA. In addition, our results show that bacillibactin is essential for iron
acquisition from ferritin and for full virulence of B. cereus in an insect model, suggesting that

lIsA and bacillibactin work synergistically to effectively mobilize iron from host ferritin.

Results

lisA is required for ferritin binding in vivo

Earlier studies showed that under iron-restricted conditions lIsA was located on the
surface of B. cereus, and ELISA assays and Surface Plasmon Resonance measurements
indicated a possible interaction between lIsA and ferritin in vitro [13]. To demonstrate the
involvement of lIsA in the binding of ferritin to bacterial cells in vivo, ferritin localization was
followed by immunofluorescence using the polyclonal antibody anti-HoSF (Horse Spleen
Eerritin) (Figure 1). When the wild-type strain was grown in ferritin-enriched LB medium,
condition in which ilsA is not expressed [13,32], ferritin was not immuno-detected on the
bacterial cell surface. In sharp contrast, in iron-depleted medium supplemented with HoSF,
ferritin aggregation was observed on the surface along the chains of bacterial cells.
Moreover, ferritin recruitment was abolished in the AilsA mutant whereas complementation of
this mutation with a wild-type copy of ilsA restored ferritin aggregation on the bacterial
surface (Figure 1). Because B. cereus has its own bacterial ferritins, the antibodies were
tested against the bacteria and no staining was observed in living cells; fluorescence was
only detected in dead cells (data not shown). Collectively, our data are in agreement with the
expression profile and the localization of lIsA during iron starvation [13,32] and suggest that

lIsA acts as a ferritin receptor in vivo.

lisA interacts with each ferritin subunit

To further investigate the interaction of lIsA with the ferritin shell, the binding between the
two proteins was followed by isothermal titration calorimetry (ITC). This highly sensitive
thermodynamic technique measures heat variations during molecular interactions. In a single
experiment, a complete thermodynamic profile of the interaction is obtained with the
concomitant determination of the binding constant (K), the binding stoichiometry (n), the
enthalpy (AH°), the entropy (AS°) and the free energy (AG°) changes of binding. The ITC
technique has been proven very successful in obtaining accurate thermodynamic data for a
number of molecular interactions involving ferritin [33,34] or lIsA (Abi Khalil et al,

unpublished data).
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Figure 2 shows the injection heats for lIsA binding to recombinant human H-chain ferritin
(HuHF) at pH 7.0 and 25°C (A) and the integrated heats (uJ) for each injection against the
molar ratio of llsA to HuHF after subtraction of the control heats (B). The other ferritins tested
(recombinant human homopolymer L-chain, recombinant human heteropolymer ferritin
composed of ~ 20H-chains and 4L-chains, recombinant mouse homopolymer H-chain and
Sigma horse spleen ferritin) gave similar ITC isotherms (data not shown). All of the
experimental thermodynamic parameters obtained from curve fittings of the integrated heats
to a model of one set of independent binding sites are compiled in Table 1. As the
concentration of lIsA increases following successive injections into the ITC reaction cell
containing ferritin, saturation is reached and subsequently less heat is absorbed on further
addition of lIsA. The positive upward peaks seen in Figure 2A correspond to an exothermic
reaction with a binding stoichiometry of ~ 24 IlIsA per ferritin shell and an apparent
dissociation constant (Ky) of ~ 540 nM. The binding of one llsA molecule to one ferritin
subunit did not alter binding of additional lIsA to the remaining subunits suggesting similar
affinities and direct interactions between lIsA molecules and the 24-mer protein. The
negative enthalpy change (~ - 4 to - 10 kJ/mol) and the large and positive entropy of binding
(~ 85 to 110 J/mol.K) observed with all llsA-ferritin interactions indicate that the interaction is
both enthalpically and entropically driven. The most likely contributions to the large positive
AS° values are probably due to changes in the hydration of the two proteins upon binding
leading to an overall increase of the disorder of the system. To determine whether llsA NEAT
or LRR domains are involved in ferritin binding, dot blot experiments were performed
separately on either domain following their individual expression and purification. No
significant binding was found between HoSF and the NEAT domain and HoSF bound weakly
to the LRR domains while a strong binding appeared with full-length lIsA (Figure S1). These
results suggest that the presence of both the NEAT and LRR domains may be crucial for
optimal binding of ferritin to lISA.

lisA enhances iron release from ferritin

To examine whether IlIsA plays any role in iron mobilization from ferritin,
spectrophotometric kinetic experiments using HuHF in the presence of llsA were performed
under aerobic non-reducing conditions. Figure 3 shows that the bacterial siderophore DFO
(Deferoxamine B) was able to release only a small amount of iron from HuHF loaded with ~
500 Fe/protein at a very slow rate (less than 5% after 90 minutes), a result in accord with
earlier data obtained with other ferritins [35,36,37]. However, in the presence of llsA and the
Fe(lll)-chelator DFO, a faster rate and a significant amount of iron was released from the
protein (~ 25% of total iron present within the protein) during the same amount of time

(Figure 3) suggesting a role of lIsA in iron mobilization from ferritin. It is conceivable that lIsA
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might alter the ferritin structural integrity rendering the iron core more accessible to iron
chelators such as microbial siderophores.

Production of siderophores in B. cereus

In iron-depleted medium, B. cereus and B. anthracis synthesize two catechol-based
siderophores, bacillibactin and petrobactin [38,39]. The organization of the biosynthetic gene
clusters for both siderophores is highly conserved in the two species. Petrobactin and
bacillibactin productions rely on the asbABCDEF and entA-dhbBCF clusters, respectively. To
evaluate the relative contribution of the two siderophores in catechol production, the total
siderophore production in wild-type and isogenic mutant strains Aasb and AentA and double
mutant AentAAasb were compared using the Arnow assay [40] (Figure 5). The mutant strains
were obtained from deletions of the asbABCDEF cluster and entA gene in the wild-type
strain (Figure 4). The expression of the asbA and entA genes was activated in the wild type
strain grown under iron-depleted conditions (data not shown) and catechol production was
detected in the wild type. The production of catechols was almost four times lower in the
bacillibactin AentA mutant and the wild-type production was restored following
complementation of AentA mutant with entA gene. In contrast, catechol production was not
impaired in Aasb strain, suggesting a possible overproduction of bacillibactin to compensate
for the absence of petrobactin. The strongest reduction in catechol production was observed
in the AentAAasb double mutant (Figure 5). These data indicate that bacillibactin represents

the primary siderophore produced by B. cereus in low iron environment.

Bacillibactin is essential for iron acquisition from ferritin

The ability of siderophores to remove iron from ferritin in vitro has been documented [41].
To investigate the ability of B. cereus siderophores to extract iron from ferritin in vivo, the
growth of the wild type and mutant strains in different media was followed. No difference in
growth was noticed in LB (Figure 6A). In iron-depleted medium, bacterial growth was strongly
reduced for any strain (OD max after 16h ~ 0.1), the AentA and AentAAasb mutants being
the most affected strains (Figure 6B). Supplementation with ferritin as sole iron source
restored the growth of the wild type and the Aasb strains whereas the mutants disrupted in
bacillibactin production were still unable to grow under these conditions (Figure 6C). The
importance of entA (and therefore of bacillibactin) in iron acquisition from ferritin was further
confirmed with the AentQentA complemented strain since its ability to grow with ferritin was
fully rescued (Figure 6C). Zawadzka et al. showed that the B. cereus FeuA transporter could
bind both bacillibactin and the exogenous E. coli siderophore enterobactin [42]. Our data
showed that the growth defect with ferritin due to the entA mutation was recovered when E.
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coli enterobactin was added to the culture medium (Figure 6D) suggesting that the FeuA
transporter is involved in this process. The results of our study emphasize an important role
of bacillibactin in iron acquisition from ferritin in B. cereus in contrast to previous work with B.
anthracis pointing out a major role of the siderophore petrobactin in bacterial growth under
iron starvation [43,44,45,46].

Bacillibactin is important for bacterial virulence in an insect model

In addition to iron storage, ferritin serves as iron transporter in insects. High amounts of
ferritin are found in the insect hemocoel (mg/L quantity) compared to the low level of
vertebrate plasma ferritin (ug/L quantity) [3,47]. Thus, insect ferritins represent an easily
accessible iron-concentrated source for extracellular pathogens such as B. cereus and have
been purified from the tissues and the hemolymph of the greater wax moth Galleria
mellonella [48,49], a very useful model to study bacterial pathogenesis [50]. While earlier
studies have reported on the importance of lIsA in growth and survival of B. cereus in G.
mellonella [13,32], our current data suggest that bacillibactin acts in unison with lIsA in ferritin
utilization. To investigate whether B. cereus siderophores are also involved in bacterial
pathogenicity, virulence of the siderophore mutants was assayed in G. mellonella by direct
injection into the hemocoel of various doses of mid-log phase bacteria (1x10° to 3x10%). The
number of living larvae was recorded for three days (Figure 7) and the 50% lethal doses
(LDso) 24 hours after infection were evaluated by Probit analysis (Table 2). AentA and
AentAAasb mutants were significantly less virulent than the wild-type strain with a 5.6-fold
and 6.7-fold decrease, respectively. At the highest dose, only the double mutant was
affected. The virulence of the AentA strain complemented with wild-type entA (AentAQentA)
was partially restored and no difference was observed between the Aasb mutant and the
wild-type strain. While most of the larvae died 24 hours after the injection of the wild type or
the Aasb mutant, survival with the AentA mutant continued to decrease after the first 24
hours (Figure 7). Since petrobactin is the first siderophore produced upon bacterial outgrowth
from spores in B. anthracis [46], the role of petrobactin in B. cereus virulence following
inoculation with spores was then investigated. The infection tests with wild type and mutant
spores yielded the same conclusions as the previous assays with vegetative cells (data not
shown). These results confirm that bacillibactin plays a more important role than petrobactin
in B. cereus virulence. Our data indicate that the strains impaired in bacillibactin production
are still able to kill their host but slower than the wild type suggesting that bacillibactin is an
important adaptation factor that allows B. cereus to disseminate into the low iron environment

encountered in the insect hemocoel.
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Discussion

For pathogens, the ability to cope with the low iron environment encountered in the host is
essential for tissue colonization. Thus, the production of efficient iron acquisition systems
represents key factors. Because ferritin is the major iron storage protein found in living
organisms, pathogens have developed efficient mechanisms to use this iron source and gain
rapid access to important quantities of iron. However, studies of the microbial determinants
involved in host ferritin iron theft remain scarce. The present study showed that the bacterial
surface protein lIsA interacts directly with the ferritin shell and alters its structural integrity
leading to an amplification of the siderophores-mediated iron release from the nanocage.

In an earlier work [13], an in vitro interaction between recombinant lIsA and horse spleen
ferritin was reported. Here, a more detailed in vivo characterization of this interaction
demonstrates that lIsA is required for ferritin recognition and recruitment at the bacterial
surface. The observed binding stoichiometry argues in favor of a direct binding of lIsA on the
surface of each ferritin subunit, irrespective of the ferritin source or type (Table 1) suggesting
a role for lIsA as ferritin receptor. This novel finding advances our understanding of iron
acquisition by pathogens since to our knowledge no host-ferritin receptor has been identified
thus far in microorganisms. The only existing clue was described in the pathogenic fungus C.
albicans, where Als3, which has no structural homology with lIsA, was required for ferritin
binding to hypha. However, the authors did not shown any direct interaction between Als3
and ferritin [12]. To further understand how IlISA interacts with ferritin and which domain(s) is
involved in the binding, we searched for ferritin-binding receptors that share some degree of
homology with IlIsA. In mammals, several receptors associated with serum ferritin
internalization have been described. Tim-2, a T cell immunoglobulin-domain and a mucin-
domain protein expressed in various mouse tissues and TfR-1, the human transferrin
receptor-1 are both able to recognize H-chain ferritin [51,52] whereas Scarab, a class A
scavenger receptor binds L-chain ferritin and is used to deliver iron to mouse kidney cells
[53]. However, no homology or conserved domains exist or is evident between llsA and
these ferritin receptors.

lIsA has an original structure consisting of LRR and NEAT domains. LRR motifs are found
in a broad range of proteins and are frequently involved in protein-protein interactions [54].
The NEAT domains are known to interact with heme and hemoproteins. However, the NEAT
protein IsdA from S. aureus was shown to bind several non-heme host proteins [55]. A recent
investigation from our laboratory showed that B. cereus lIsA NEAT domain alone exhibited
affinity for heme binding (Abi Khalil et al., unpublished data). Here, we tested separately the
LRR and NEAT domains of B cereus lIsA for their ability to bind ferritin. Although a weak
interaction was observed with the LRR domains alone but not with the NEAT domain, only
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the lIsA protein bound ferritin efficiently. However, we cannot exclude structural modifications
in the LRR domains during purification, which would explain the weak binding affinity
observed with these domains. Therefore, further in-depth structural and mutagenesis studies
are needed to pinpoint the exact location of the binding site between lIsA and ferritin.

Among the NEAT proteins, a few carry also LRR domains. They are found only in the
Firmicutes phylum. Besides lIsA, two other members of this composite NEAT protein family
have been described in S. pyogenes (Shr) and in B. anthracis (Hal). Similarly to llsA, both
NEAT proteins are involved in heme acquisition and bacterial virulence but no role in ferritin
acquisition has been reported yet [56,57,58,59]. Interestingly, B. anthracis possesses an
ORF encoding a protein termed BsIL (Ba1346) [60] that is nearly identical to the last three
fourths of lIsA with LRR domains followed by three SLH domains. bsiL is preceded by
another gene encoding a protein that contains a NEAT domain. Except for an in frame
mutation, Ba1345-1346 is nearly identical to ilsA. BslK (Ba1093), another B. anthracis
protein, shares some similarities with both llsA NEAT and SLH domains [60]. BsIK binds and
directionally transfers heme to the Isd system [61]. However, the involvement of these
proteins in ferritin acquisition has not been studied. Further experiments are needed to
determine whether the ability of lIsA to bind ferritin is a conserved feature of the composite
NEAT-LRR proteins found in other pathogenic bacteria.

lIsA-ferritin interaction is also shown to enhance the rate of iron release from ferritin. This
result constitutes a major finding since no direct effect of a microbial protein on iron
mobilization from host ferritin has ever been reported. As the supramolecular structure of the
ferritin shell is extremely robust, it is possible that IllsA induces small conformational
modifications upon binding leading to local destabilization of the ferritin subunits. This
observation is supported by the large positive AS°® values obtained by ITC reflecting an
increase in the system’s disorder.

Several models for iron mobilization from the protein nanocage have been proposed but
the exact in vivo mechanism of iron release remains poorly understood [62]. It has been
suggested that iron ions exit through the eight gated-pores located at the 3-fold symmetry
axis of ferritin [63]. Mutations of specific residues near the ferritin pore provoke an increase in
iron release and are associated with localized unfolding without changes in the overall
protein assembly [64]. Moreover, the 3-fold channels can be opened and closed by
chaotropic agents [65] and specific ferritin binding peptides [66]. By interfering with the
protein intramolecular forces, these small molecules can significantly alter the rate of iron
mobilization from ferritin, underlying the importance of pore flexibility in the transfer of iron in
or out of the nanocage cavity. In addition to the several ferritin receptors described above, a

number of studies have reported the existence of other proteins that bind ferritin (for review,
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see [20]). In the absence of a clear mechanism of iron release from ferritin, it has been
suggested that ferritin-binding proteins may cause opening or closing of the 3-fold channels
and regulate iron storage or release. Hence, it is tempting to speculate that lIsA might act as
a chaperone protein that dock around the 3-fold channels causing pore opening and rapid
iron mobilization from ferritin. In contrast, the slow iron release rate by DFO alone (less than
5% of the total iron present in ferritin) is probably a consequence of the chelator size, which
is too large to pass trough the narrow ferritin pores. Direct chelation at the surface of the iron
core has been reported with small bidentate Fe(lll)-chelator [67,68] and is unlikely to be
relevant in our case. However, our proposed model of iron release involving lIsA contrasts
with previous models for microbial iron acquisition from host ferritin. For instance, B.
cenocepacia and N. meningitidis adopt direct or indirect proteolytic degradation strategy,
respectively [16,18]. Preliminary tests using protease inhibitors suggest that ferritin utilization
in B. cereus does not rely on proteolysis in vivo (data not shown). This is further supported
by the in vitro assays performed in this study showing that the interplay between lIsA and B.
cereus bacillibactin siderophore is sufficient to enhance iron mobilization. Another strategy
used by microbes is based on a reductase activity as proposed for L. monocytogenes and C.
albicans [12,21]. However, DFO can remove iron from ferritin in a non-reductive process [37]
and our in vitro experiments were carried out under non-reducing conditions. Thus, it is likely
that the reductive pathway is not relevant in B. cereus although enhancement of iron
mobilization through redox processes is not excluded by the present study.

The effect of microbial siderophores on iron mobilization from ferritin has been
emphasized thirty years ago [41]. Although two B. cereus siderophores are produced in iron-
depleted media, our data show that only bacillibactin enables iron transfer from ferritin.
Compared to earlier studies with the AilsA mutant [13], the AentA strain deficient in
bacillibactin production displayed a more pronounced growth defect on ferritin. This indicates
that bacillibactin is essential for iron uptake from ferritin and that lIsA synergizes this process.
Furthermore, as the ferric iron core of ferritin is highly insoluble in aerobic conditions and
neutral pH (Ks,(Fe(OH)3)=10") [62], the major influence of bacillibactin could be ascribed to
its stronger affinity for ferric ions (K=10%"°) [69] compared to petrobactin (Ki=10%) [70].
Bacillibactin is not only important for growth with ferritin but also for bacterial virulence in an
insect model. These results contrast with the major role played by petrobactin in B. anthracis.
In this closely related species, petrobactin is the primary siderophore synthesized under
conditions of iron starvation [44] and is important for virulence in mice and macrophages [43].
Petrobactin, but not bacillibactin, possesses a unique ability to evade the mammalian
siderophore scavenger protein named siderocalin [71]. It has been proposed that petrobactin

is probably a trait required for pathogenesis in mammals [38]. Considering that no siderocalin
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homolog has been described in insects to date and that ferritin is more abundant in the insect
hemocoel than in the vertebrate blood, the relevance of bacillibactin in G. mellonella is
meaningful. However, depending on the host infected, the type of tissues and the available
iron source, variation in the relative importance of the B. cereus siderophores might be
expected. Further studies in mammal models are needed to elucidate this possibility.

In conclusion, a new model of iron mobilization from host ferritin in bacteria is proposed
(Figure 8). This model is based on ferritin-subunit destabilization by IllsA and iron core
removal and transport by bacillibactin. The results of our current study and additional work
from our laboratory [13] (Abi Khalil et al., unpublished data) provide new insights into iron
uptake by pathogens and ascribe a multifaceted role for llsA in iron acquisition from
structurally different host iron sources. Chelation therapies used to manage hematological
disorders are often limited by the slow rates of iron-DFO formation and require long-term
subcutaneous infusion. Our observation of enhanced iron mobilization from ferrritin by IlIsA in
the presence of DFO might offer exciting alternatives for the treatment of iron-overload
diseases.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacillus cereus strain ATCC14579 (laboratory stock) was used throughout this study. The
mutant B. cereus ATCC14579 AilsA was previously constructed by homologous
recombination [32] and complemented with the pHT304QilsA plasmid [13]. E. coli K12 strain
TG1 was used as a host for cloning experiments. Dam/Dcm™ E. coli strain ET12567
(laboratory stock) was used to generate unmethylated DNA for electro-transformation in B.
cereus. E. coli strains M15 (laboratory stock) and C600 AhemA [72] were used for protein
overproduction. All the strains used in this study are listed in Table 3. E. coli and B. cereus
were cultured in LB (Luria-Bertani) broth, with vigorous shaking (175 rpm) at 37°C and E. coli
C600 AhemA was cultured in BHI (Brain Heart Infusion, Difco) broth, without shaking. For
electro-transformation, B. cereus was grown in BHI. E. coli and B. cereus strains were
transformed by electroporation as previously described [73,74]. The following concentrations
of antibiotic were used for bacterial selection: ampicillin 100 ug mI" and kanamycin 25 ug ml°
" for E. coli; kanamycin 200 pg ml™, tetracycline 10 ug ml™ and erythromycin 10 pg mi™ for B.
cereus. The iron chelator, 2,2’-dipyridyl and the horse spleen ferritin (HoSF) were purchased
from Sigma-Aldrich. 2,2’-dipyridyl was used at final concentrations of 200, 450 and 600 pM
and ferritin at 300 nM.
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Immunofluorescence analysis

B. cereus wild type, AilsA and AilsAQilsA strains were grown overnight in LB medium
supplemented with 200 pM 2,2’-dipyridyl. These cultures were used to inoculate several
media (LB / LB + 0.3 yM HoSF/ LB + 450 yM 2,2’-dipyridyl / LB + 450 yM 2,2’-dipyridyl + 0.3
UM HoSF) at 37°C and a final OD of 0.1. Mid-log phase bacteria were collected, washed
twice in PBS buffer and used immediately. Bacterial cells (~ 108 were fixed with 4%
formaldehyde dissolved in PBS on poly-L-Lysine slides (Labomoderne). After 20 min,
bacteria were washed with PBS, blocked with 1% BSA and incubated for one hour at room
temperature with an anti-HoSF polyclonal antibody (Sigma-Aldrich) Alexa Fluor® 594-
conjugated (Invitrogen) at a dilution of 1:60 in 1% BSA. Then, bacteria were washed with
PBS, fixed a second time with 4% formaldehyde and bacterial DNA was counterstained with
DAPI diluted at 1:300 in 1% BSA. Finally, slides were rinsed with water, cover-slips were
sticked with the antifading Polyvinyl alcohol mounting medium with DABCO® (Fluka) and
dried at 37°C for 30 min. At least two experiments in duplicates were examined by phase
contrast and epifluoresence microscopy using a Zeiss Observer Z1 microscope and the
Axiovision imaging software (Carl Zeiss). A representative picture of each strain was
selected.

Overproduction and purification of lisA and its NEAT and LRR domains

GST-lIsA, GST-NEAT"™* and GST-LRR"" were purified as recombinant proteins from E.
coli using the expression plasmids pGEX6P1-ilsA, pGEX6P1-NEAT"" and pGEX6P1-
LRR™. In order to purify recombinant llsA protein and its NEAT and LRR domains,
sequences corresponding to Ala29-Lys760, Thr24-Gly163 and Lys208-Asn492 respectively
were amplified from B. cereus strain ATCC14579 with paired primers FlIsA/RIISA,
FNEAT/RNEAT and FLRR/RLRR respectively (Table 4) and cloned into the plasmid
pGEX6P1 holding the tag GST (GE Healthcare) after digestion of the PCR products with
EcoRI/Xhol. Recombinant LRR"" were overexpressed in E. coli M15 as previously described
in [13], except that the bacterial culture was incubated for 3 h at 30 °C and overnight at 15
°C. llsA and NEAT"* were produced in apo-form ((without heme bound to the NEAT domain)
by using E. coli strain C600 AhemA impaired in heme biosynthesis [72]. The recombinant
apo-proteins were expressed in BHI (Brain Heart Infusion, Difco) supplemented with
appropriate antibiotics and the cultures were grown into bottles, in static phase, at 37 °C to
an ODgy=0.8-0.9. The same protocol used for LRR™* purification is then followed. The Bulk
GST Purification Module (GE Healthcare) was used as recommended by the manufacturer.
GST tag was removed by eluting the proteins with the PreScission Protease (GE
Healthcare). The purified proteins were concentrated by ultrafiltration and stored at -20°C.
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For apo-lisA and apo-NEAT"™", in order to reconstitute holo-proteins, hemin (Sigma-Aldrich)
was added to protein preparations until saturation of 80%.

Microcalorimetry

Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments were performed at 25°C on a low
volume (185 pl) NanolTC (TA Instruments). Titrant and sample solutions were made from the
same stock buffer solution (50 mM Tris- HCI pH 7, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1 mM
DTT). llsA and its purified domains were obtained as described hereabove. Concerning the
ferritin samples, recombinant mouse H-chain (MoHF), human H-chain (HuHF), human L-
chain (HULF) and human heteropolymer H/L (HuH/LF) were purified as previously described
[75,76]. To test for the interaction between lIsA (or its NEAT and LRR domains) and ferritins,
an automated sequence of 16 injections, each of 3 pl titrant (229 uM holo-lIsA) into the
sample cell containing 1 pM ferritin, was performed at intervals of 5 min to allow complete
equilibration, with the equivalence point coming at the area midpoint of the titration. The
protein solution was stirred at 250 rpm to ensure rapid mixing of the titrant upon injection.
The area under the resulting peak following each injection is proportional to the heat of
interaction, which is normalized by the concentration of the added titrant and corrected for
the dilution heat using the buffer solution alone to give the molar binding enthalpy AH®. The
data were collected automatically and analyzed using NanoAnalyze fitting program (TA
Instruments). The standard enthalpy change (AH°), the binding constant (K), and the
stoichiometry of binding (n) are determined by a single ITC experiment. From these values,
the standard Gibbs free energy change (AG°), and standard entropy change (AS°) are
calculated using the following equations: AG° = - RTInK and TAS° = AH® - AG° where R is
the universal gas constant (1.9872 cal mol™ K"') and T is the temperature in Kelvin degrees.
The dissociation constant is expressed as Ky = 1/K (in mol I'). All experiments were repeated
two to four times and control experiments (lIsA or ferritin alone in the buffer) did not show any

significant heat changes.

Iron release assays

Apoferritin (HUHF) was loaded aerobically with 500 Fe atoms/nanocage. Typically, the
FeSO, solution was prepared in pH 2 DI water and loaded into ferritin via ten additions of 50
Fe(ll) per shell. The iron release experiments were conducted in 50 mM Tris-HCI pH 7 and
150 mM NaCl in presence of 1 pM ferritin, 1 mM deferoxamine B (DFO — Sigma-Aldrich)
chelator and with or without purified lIsA at 5 uM. The kinetics of iron release were performed
in aerobiosis at 25°C and monitored by the increase in the characteristic MLCT absorption
band of the Fe(lll)-DFO complex (425 nm). The percent of iron release from ferritin was

Segond et al., 2013 14



calculated using experimentally determined UV-Vis molar absorptivity coefficient of this
complex at 425 nm (3500 M cm™). Experiments were repeated three times with different
protein preparations.

DNA manipulations and plasmid constructions

Chromosomal DNA was extracted from B. cereus cells with the Puregene Yeast/Bact. Kit
B (QlAgen). Plasmid DNA was extracted from E. coli and B. cereus using QlAprep spin
columns (QlAgen). For B. cereus, 5 mg ml" of lysozyme was added and cells were
incubated at 37°C for 1 h. Restriction enzymes and T4 DNA ligase were used according to
the manufacturer’s instructions (New England Biolabs). Oligonucleotide primers (Table 4)
were synthesized by Sigma-Proligo. PCRs were performed in an Applied Biosystem 2720
Thermak cycler (Applied Biosystem) with Phusion® High-Fidelity or Tag DNA Polymerase
(New England Biolabs). Amplified fragments were purified using the QIAquick PCR
purification Kit (QlAgen). Digested DNA fragments were separated by electrophoresis on
0,8% agarose gels and extracted from gels using the QlAquick gel extraction Kit (QlIAgen).
Nucleotide sequences were determined by Beckman Coulter Genomics.

The thermosensitive plasmids pMAD [77] and pRN5101 [78] were used for homologous
recombination. The low-copy-number plasmid pHT304 [79] was used for complementation
experiments with wild-type entA gene under its own promoter. The vector pGEX6P1 (GE
Healthcare) was used to overproduce Glutathione S-transferase (GST)-tagged protein under
the control of a tac promoter. All the plasmids used in this study are reported in Table 3.

Construction of the B. cereus mutant strains

B. cereus Aasb and AentA were constructed as follows. For asbABCDEF (bc1978-1983)
deletion, a 956 bp EcoRI/BamHI DNA fragment and a 985 bp Pstl/Sall DNA fragment,
corresponding to the chromosomal regions located immediately upstream and downstream
from the asb locus, were generated by PCR, using B. cereus strain ATCC14579
chromosomal DNA as a template and oligonucleotide pairs FpetU-RpetU and FpetD—-RpetD
respectively (Table 4). A Tet® cassette, conferring resistance to tetracycline, was purified
from pHTS1 [80] as a 1.6 kb Pstl/BamHI fragment carrying the tet gene from B. cereus. The
amplified DNA fragments and the Tet" cassette were digested with the appropriate enzymes
and inserted between the EcoRIl and Sall sites of the thermosensitive plasmid pMAD [77] by
ligation using the T4 DNA ligase.

For entA (bc2302) deletion, a 996 bp Hindlll/Xbal and a 957 bp Xhol/BamHI DNA regions
upstream and downstream the entA gene, were respectively amplified by PCR, using
chromosomal DNA of the ATCC14579 strain of B. cereus as template and FbacU/RbacU,
FbacD/RbacD as primers (Table 4). In addition, a 359 bp Pstl/Xhol DNA fragment
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corresponding to the putative regulatory region of entA-dhbBCF was amplified using the
same template and the primer pair FbacP/RbacP (Table 4). A Kan® cassette containing
aphA3 gene, conferring resistance to kanamycin, was purified from pDG783 [81] as a 1.5 kb
Pstl/Xbal. The amplified DNA fragments and the Kan" cassette were digested with the
appropriate enzymes and inserted between the Hindlll and BamHI sites of the
thermosensitive plasmid pRN5101 [82] as illustrated in Figure 4B.

The resulting plasmids pMADQasb::tet and pPRN5101QentA::kan were produced in E. coli,
and then used to transform B. cereus wild type strain by electroporation. Integrants resistant
to tetracycline (for Aasb) or kanamycin (for AentA) and sensitive to erythromycin arose
through a double cross-over event, in which the chromosomal wild-type copies of
asbABCEDF and entA coding sequences were deleted and replaced by the Tet" and Kan"
cassette respectively. The chromosomal allelic exchanges were checked by PCR, using
appropriate primers and by sequencing the insertion sites.

The genetic complementation of the AentA mutant was carried out as follows. A 1142 bp
DNA fragment corresponding to the entA gene and its putative promoter was amplified by
PCR wusing the B. cereus ATCC14579 genomic DNA as a template and
FbacComp/RbacComp as primers (Table 4). The PCR product was digested with Pstl and
Xbal restriction enzymes and inserted into the plasmid pHT304 [79]. The resulting plasmid
(pHT304QentA) was amplified in E. coli and then introduced into the AentA mutant strain of
B. cereus by electroporation.

Measurement of catechol production

Extracellular levels of catechols were measured using the Arnow assay [40]. Bacteria
were grown overnight (20 h) at 37°C in LB medium + 200 pM 2,2’-dipyridyl. Then, samples of
cultures were collected, centrifuged and filtered to remove bacteria. Samples were mixed
sequentially with equal volumes of 0.5 N HCI, nitrite-molybdate reagent (10% sodium nitrite
and 10% sodium molybdate), and 1 N NaOH. Positive reactions produce a red colour and
absorbance was determined at 510 nm. Data were normalized to OD600 of the original
culture and percentages of wild-type catechol level in culture supernatants are presented.
Three independent replicates were statistically analyzed using the Student’s T-test.

Growth assays

B. cereus strains were grown overnight at 37°C under low iron conditions by inoculating
strains in LB medium supplemented with 200 yM 2,2’-dipyridyl. Overnight cultures were
inoculated into a new LB medium + 200 uM 2,2’-dipyridyl at a final OD of 0.01. Bacteria from
mid-log phase culture were washed twice in LB medium containing 600 pM 2,2’-dipyridyl,

then inoculated to a final optical density (OD) of about 0.005 into LB medium or LB + 600 uM
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2,2’-dipyridyl + 0.3 uM HoSF supplemented or not with 5 uM Enterobactin (Sigma-Aldrich).
Stock solution of ferritin was prechelated in 2 mM 2,2’-dipyridyl for two hours in order to
eliminate the free iron. B. cereus cells were grown at 37°C in 96-wells microtiter plate under
continuous shaking. The OD was measured at 600 nm every hour over 16 hours using a
TECAN Infinite M200 Microplate Reader (TECAN Group). The assays were repeated at least
three times.

Virulence assays

Bacterial strains were grown in LB medium and bacterial concentrations were monitored
by optical density measurements and plating dilutions onto LB agar plates. B. cereus wild-
type and mutant strains were injected separately into the hemocoel of G. mellonella. Insect
eggs were incubated at 25°C and the larvae reared on beeswax and pollen (Naturalim). Last-
instar larvae weighing about 200 mg were injected with 10 ul of mid-log phase bacteria (or
spores) suspended in PBS, using the microinjector (Buckard Scientific) as previously
described [83]. Various doses of bacteria (1x10° to 3x10* bacteria/larva) were used, and
each experiment was repeated at least three times with 20 larvae. A control group of larvae
was injected with PBS only and no effect was observed. The survival rate (% of alive/total
number of infected larvae) was recorded during 72 hours after infection. Based on the data
obtained, LDs, were estimated by Probit analysis with StatPlus® software (AnalystSoft).
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Figure 1. lisA is essential for ferritin binding on B. cereus cell surface

B. cereus wild type (WT; A-F), AilsA mutant (G-1) and the complemented AilsAQilsA (J-L)
strains were grown in LB + 0,3 uM HoSF medium (only the wild type; A-C) and in iron-
depleted LB (Dip) + 0,3 pM HoSF medium (D-L). Bacterial cells were washed before
fluorescence microscopy analysis using HoSF Alexa Fluor® 594 labelled polyclonal antibody
(B,E,H,K) or DAPI to stain DNA. The merged images (C,F,l,L) show DAPI in blue and ferritin
in red. Experiments were performed three times. In iron rich LB medium, lIsA is not produced
[13] and no ferritin is detected on the bacterial surface in these conditions (A-C) Ferritin
aggregates only on the surface only in iron-depleted medium supplemented with ferritin (D-
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F). Absence of lIsA in the AilsA mutant compromises ferritin binding on the bacterial surface
(G-1) whereas ilsA complementation restores ferritin aggregation (J-L).
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Figure 2. Calorimetric titration of recombinant human H-chain ferritin with liIsA

(A): ITC raw data. (B): Plot of the integrated heat versus the number of injections of lIsA.
Conditions: 1 uM H/L ferritin titrated with 3pl injections of 229 uM lIsA solution in 50 mM
Tris/HCI buffer, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA and 1 mM DTT, pH = 7.0 and 25°C. ITC binding
experiments were repeated at least two times with similar results and thermodynamic data
are listed in Table 1.
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Figure 3. Role of lIsA in iron mobilization from ferritin

Demineralization of recombinant holoHuHF (1 uM) containing 500 Fe/shell was followed by
the absorption of the Fe(lll)-DFO complexes at 425 nm in the presence (black line) or
absence (dotted line) of lIsA (5 uM). The experiment was repeated in triplicate using different

protein preparations. The curve shown here is from one of the three runs.
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Figure 4. Construction of B. cereus siderophore mutants

Genetic organization of petrobactin (A) and bacillibactin (B) biosynthetic gene clusters in B.
cereus strain ATCC 14579 is represented. The deleted genes (in black) and the orientation
of the antibiotic cassettes (tetracycline, tet” and kanamycin, km”) are depicted. Deletions
were created by integrative recombination in the loci using upstream and downstream region
(~ 1 kb each) amplified with primer pairs (+) and (x) for the asb locus or (*) and (°) for entA
gene. In addition, the promoter region (359 bp) of entA was cloned between the km" cassette
and dhbC (P in gray box) to ensure transcription of downstream genes. For AentA
complementation, (3§ represent the primers used to amplify the fragment cloned in pHT304

plasmid.
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Figure 5. Production of catechol siderophores in Aasb and AentA mutants

Culture supernatants were collected for each strain from overnight (20 h) cultures in low iron
conditions. Measurement of catechol productions was achieved using the Arnow assay. Data
were normalized to the ODgg of cultures and percentages of wild-type (WT) catechol level
are shown. Error bars represent SEM from mean values of three independent experiments. *
Significant difference compared to wild type (P < 0.001). ** Significant difference compared
to AentA strain (P < 0.05).
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Figure 6. Iron acquisition from ferritin relies on bacillibactin production

Growth kinetics of B. cereus wild type (WT; black square), Aasb petrobactin mutant (blue
triangle), AentA bacillibactin mutant (red circle), complemented AentAQentA strains (purple
diamond) and double AentAAasb mutant (grey cross). The strains were grown at 37°C in LB
medium (A) and in LB medium treated with 2,2’-dipyridyl without addition of iron sources (B)
or supplemented with 0,3 uM ferritin only (C) or with 0,3 uM ferritin and 5 uM enterobactin
(D). Bacterial growth was monitored during 16 hours by measuring the optical density (OD)
at 600 nm every hour. Curves are averages of three independent experiments and error bars

are SEM from mean values.
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Figure 7. Effects of siderophore deficiency on B. cereus virulence in G. mellonella are
dose- and time-dependent

Wild type and mutant strains were injected separately into the hemocoel. For each strain,
twenty last-instar larvae were infected with 3x10* (A), 1x10* (B) or 3x10° (C) of mid-log
phase bacteria. The survival rate (% of alive/total number of infected larvae) was monitored
for 72 hours after infection with the wild type (black square), Aasb (blue triangle), AentA (red
circle), AentAQentA (purple diamond) or AentAAasb (grey cross) strains. Results are mean
values of three to seven independent experiments and error bars indicate SEM from mean

values. Based on these data, LDs, were estimated and are reported in Table 2. (D) illustrates
alive and black dead larvae.
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Figure 8. Schematic representation of iron uptake from ferritin in B. cereus.

(1) In low iron environments, lIsA is produced and anchored to the peptidoglycane. lIsA binds
to each ferritin subunit, resulting in ferritin recognition and recruitment on the bacterial cell
surface. (2) Following interaction, lIsA is proposed to alter ferritin pores openings or subunit-
subunit interactions leading to destabilization or an increased accessibility to the ferritin iron
core. (3) The final stage involves iron mobilization from ferritin by bacillibactin whereby the
iron-siderophore complex is transported into the cell probably via the FeuA transporter
leading to iron release into the cytosol.
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Tables

Table 1: Best fit parameters for ITC measurements of lIsA binding to ferritins?

Protein1  Protein 2 n K (M7 AH® (kJ/mol)  AG? (kJ/mol)® i mAj_JK))C
Holo-lisA HuHF 2521+262 (1.86+0.99)x10°  -411+0.11  -3578+1.32  106.24 +4.44
Holo-lisA HuLF 23.88+0.1  (8.36+0.24)x10°  -871+3.15  -33.80+0.07 84.16+10.56
Holo-llsA  HuH/LF  23.79+0.89 (1.08+0.21)x10°  -872+247  -3444+0.48  86.26 +8.44
Holo-lIsA MoHF 2494+173 (2.07+066)x10° -335+032  -36.05+0.79  109.68 +2.85

*The reported thermodynamic quantities are apparent values and include the contributions to the overall
equilibrium from ferritin and buffer species in different states of protonation. Standard errors from replicate
determinations are indicated. °Calculated from AG® = -RTInK. “Calculated from AS® = (AH°-AG®)/T. HuHF,

recombinant human H-chain ferritin;

HuLF,

recombinant human L-chain ferritin; HuH/LF,

recombinant

heteropolymer ferritin of 21H-chains and 4L-chains; MoHF, recombinant mouse H-chain ferritin. All experiments
were repeated two to four times.

Table 2: Virulence of siderophore mutants in G. mellonella

Strain LDso? Confidence Limits
Wild type 1.8x10° 3.1x10% - 3.3x10°
Aasb 3,4x10° 1.2x10° - 5.6x10°
AentA 1.0x10* 8.8x10° — 1.2x10*
AentAQentA 6.4x10° 4.7x10% - 8.2x10°
AentAAasb 1.2x10* 8.5x10° — 1.6x10*

#The 50% lethal doses, in number of colony forming units (cfu), were evaluated by Probit analysis (P < 0,05).
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Table 3: Strains and plasmids used in this work.

Strain or plasmid

Characteristics

Reference

Strain

Bacillus cereus ATCC14579
Bc AilsA

Bc AilsAQilsA

Bc Aasb

Bc AentA

Bc AentAQentA

Bc AentAAasb

Escherichia coli K12 strain TG1
Ec ET12567

Wild type

ATCC14579 mutant; Abc1337; Tet®

AilsA strain carrying pHT304QilsA plasmid; Tet®, Erm"®
ATCC14579 mutant; Abc1978-1983; Tet"

ATCC14579 mutant; Abc2302; Kan"

AentA strain carrying pHT304QentA plasmid; Kan® Erm"
Aasb mutation into AentA strain; Kan", Tet®

Strain used as host for cloning experiments

Strain used for generation of unmethylated DNA

Laboratory stock
[32]

[13]

This study

This study

This study

This study
Laboratory stock
Laboratory stock

Ec C600 AhemA Heme-deficient mutant used for protein overproduction; Kan® [72]

Ec C600 AhemA GST-lIsA Strain C600 AhemA carrying pGEX6P1-ilsA; Kan®, Amp” This study

Ec C600 AhemA GST-NEAT"™* Strain C600 AhemA carrying pGEX6P1-NEAT™*, Kan", Amp" This study
EcM15 Strain carrying pREP4, used for protein overproduction; Km"® Laboratory stock
EcM15 GST-LRR"* Strain M15 carrying pREP4 and pGEX6P1-LRR"™*; Kan", Amp" This study
Plasmid

pHT304 Shuttle vector used for complementation; Amp®, Erm”® [79]

pMAD Shuttle vector, thermosensitive origin of replication; Amp", Erm" [77]

pRN5101 Shuttle vector, thermosensitive origin of replication; Amp", Erm"® [82]

pHTSH Vector carrying the tetracycline resistance cassette (tet) [80]

pDG783 Vector carrying the kanamycin resistance cassette (aphA3) [81]

pGEX6P1 Vector for inducible GST-tagged protein overproduction; Amp" GE Healthcare
pMADQasb::tet pMAD with bc1978-1983 deletion fragment This study
pRN5101QentA::kan pRN5101 with bc2302 deletion fragment This study
pHT304QentA pHT304 with wild-type entA fragment This study
pGEX6P1-ilsA pGEX6P1 with the whole i/sA sequence (without signal peptide) This study
pGEX6P1-NEAT" pGEX6P1 with NEAT domain sequence of ilsA This study
pGEX6P1-LRR"™* pGEX6P1 with LRR domains sequence of ilsA This study

Bc, B. cereus; Ec, E. coli; Tet, tetracycline; Erm, erythromycin; Kan, kanamycin; Amp, ampicillin

Table 4: Primers used in this work.

Name Sequence 5°-3’ Restriction site (underlined)
FlisA CGGAATTCGCATTAAAAGTTGAAGCAAATC EcoRl
RlIsA CCCTCGAGTTATTTCTTTATTGCATTATAC Xhol
FNEAT lisA CCGGAATTCACTCCAGCATTAGCGGCA EcoRl
RNEAT lIsA CCCTCGAGACCTACAGTTGGATCTTTAAT Xhol
FLRR CCGGAATTCAAAGATTTAAATACACC EcoRl
RLRR CCCTCGAGTCAATTTTGGACATTAATATAA Xhol
FpetU GGAATTCGATAGTTGGAAAGCAACG EcoRl
RpetU CGGGATCCATACAAAGTAACGTTCTG BamHI
FpetD AACTGCAGAATGGTTTGGACATAATTC Pstl
RpetD GCGTCGACCTTGAATCGCTCTACCG Sall
FbacU CCAAGCTTGGTATTTACTTCGTATGTGTAG Hindlll
RbacU GCTCTAGAGCCTATGCCTTGTGCTGCA Xbal
FbacD CCCTCGAGGCACAACCTTCAGAAGTTGC Xhol
RbacD CGGGATCCCGCTTCACTATGAATAACTGAT BamHI
FbacP AACTGCAGAAGCATTGTAAATGAACGTATC Pstl
RbacP CCCTCGAGGGTTTCTCTATCCTTTCACATA Xhol
FbacComp AACTGCAGCATTGTAAATGAACGTATC Pstl
RbacComp GCTCTAGATTAAACTCCTAACGTAGC Xbal

Segond et al., 2013
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Supporting Information

LRR domains

lIsA NEAT domain

Figure S1. Relative role of the lisA NEAT and LRR domains in ferritin binding.

Dot blot experiments were carried as follows: 12 pmol of lIsA and the NEAT and LRR

domains of lIsA purified separately were spotted on PVDF membranes and then incubated

for 1 hour with HoSF at 1 pug/ml. The signals were obtained with the HRP system using an
anti-HoSF polyclonal antibody at a dilution of 1:1000 in TBS pH 7.4 buffer with 1% fat free

milkpowder.

Table S1: Iron-related genes characterized so far in B. cereus

Role in virulence

Gene name  Strain Description (Model) Reference

entA Bc ATCC14579 BB biosynthesis Yes (Gm) This study

feuA Bc ATCC14579 BB and Ent transporter nt [42]

asbABCDEF Bc ATCC14579 PB biosynthesis No (Gm) This study

fatB Bc ATCC14579 PB and 3,4-DHB transporter nt [42]

fouA Bc ATCC14579 PB and 3,4-DHB transporter nt [42]

yfiy Bc ATCC14579 Schizokinen transporter nt [42]

yxeB Bc ATCC14579 DFO and Ferrichrome transporter nt [42]

iIsA BcATCC14579  Heme and ferritin receptor Yes (Gm) Hnséﬁﬂ;s(h’gg ggf‘a';'; f;é’;tu &
isd locus Bc ATCC14579 Heme uptake system No (Gm) églt);)KhaIil et al., unpublished
fetC Bc ATCC14579 Ferric citrate complexes transporter nt [25]

fecABC Bc 569 Ferric dicitrate uptake system Yes (Ms) [26]

Fur Bc 569 Regulator Yes (Ms) [84]

Hiyll Bt 407 Cry’ Pore-forming cytotoxin Yes (Mm & Bm) [31,85]

Bc, Bacillus cereus. Bt, Bacillus thuringiensis. Gm, Galleria mellonella. Ms, Manduca sexta. Mm, Mus musculus.

Bm, Bombyx mori. nt, non tested.
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Résultats complémentaires ‘
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Figure 24: Effet de la tétracycline sur la croissance du mutant ilsA en présence de I’héme
comme source unique de fer

Le mutant asb portant aussi une cassette de résistance a la tétracycline a été utilisé comme
témoin. Il montre tout comme AilsA une diminution drastique dans la croissance en milieu

carencé en fer et supplémenté par les sources de fer.



1. Phénotype du mutant ilsA dans ’acquisition de I’héme et I’hémoglobine : effet de la
cassette tétracycline Tn-10 et la tétracycline

Au cours de nos expériences, il s’est avéré que le role d’IIsA dans ’acquisition du fer a
partir de I’héme et 1’hémoglobine n’était pas essentiel comme il avait été démontré dans les
travaux de these de N. Daou publiés dans Plos Pathogens (74). En effet, nous avons constaté que
le défaut de croissance du mutant ilsA en présence d’héme et d’hémoglobine était uniquement lié
a la présence de tétracycline dans le milieu de culture. En absence de I’antibiotique, le mutant
ilsA n’était plus affecté au niveau de sa croissance avec ces sources de fer (Figure 24). Certaines
molécules de la famille des tétracyclines ont été décrites dans la littérature comme des chélateurs
de fer, générant ainsi un effet bactériostatique (118). Dans une autre étude, la protéine codée par
la cassette de résistance a la tétracycline Tn-10 est décrite comme une pompe d’efflux,
permettant d’exporter les complexes tétracycline-cation divalent a 1’extérieur des cellules (298).
La remise en question de I’effet essentiel d’IIsA dans 1’acquisition du fer de I’héme nous a incité
a étudier le rdle du systéme Isd, ainsi que I’existence d’une redondance fonctionnelle entre IIsA

et les protéines de surface de ce systéme dans 1’acquisition du fer de I’héme.

2. Phénotypes des mutants des genes Bc4548, Bc4547 et le double mutant Bc4549 Bc4547
Afin de démontrer si les protéines de surface du systeme Isd chez B. cereus sont
impliquées dans 1’acquisition du fer a partir de I’hémoglobine et de I’heme, des mutations des
trois premiers génes de I’opéron isd (Bc4549, Bc4548 et Bc4547) ainsi que le double mutant
AABc4549Bc4547 ont été réalisées par double recombinaison homologue en utilisant le plasmide
pMAD (11) (la mutation ainsi que le phénotype du mutant du gene Bc4549 (isdC) sont décrits
dans I’article 1 ; données supplémentaires). Des régions d’environ 1000 bp localisées en amont
et en aval de ’ORF du gene en question sont amplifiées respectivement a partir du génome de la
souche sauvage (Bc ATCC14579) avec les amorces représentées dans 1’annexe (Annexe 1). Les
fragments d’ADN résultants sont ensuite fusionnés par "overlapp PCR" avec les amorces ayant
les sites de restrictions des enzymes de clonage, puis insérés dans le vecteur pMAD. Le
phénotype de ces mutants (sans cassette de résistance) a été étudié in vitro en suivant la
croissance bactérienne en milieu riche (LB) ou en milieu carencé en fer (LB + dipyridyl)
supplémenté ou non par les sources de fer suivantes: heme et hémoglobine. Enfin, I’index de

croissance a €té calculé et les courbes de croissance ont ét€ réalisées.
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Figure 25: Index de croissance du mutant Bc4548 en milieu carencé en fer ou bien
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Figure 26: Index de croissance de ABc4547 et du double mutant AABc4547Bc4549 en
présence des sources uniques de fer: I’héme (16.5 pM) et ’hémoglobine (2 pM)



Ces méthodes utilisées pour évaluer I’implication de ces génes dans I’acquisition du fer a
partir des hémoprotéines, n’ont pas montré de phénotypes significatifs pour les différents
mutants testés (Figures 25, 26). Ceci suggere 1’existence d’une redondance fonctionnelle entre
les différents genes du locus isd chez B. cereus. Ainsi, seule la souche dans laquelle tout le locus
isd avait été délété a présenté une diminution de croissance en présence d’héme (cf. article 1,

Figure 4).

3. Approches différentes pour la purification des protéines IIsA et IsdC sous forme apo
(sans heme)

Les protéines IIsA, NsANEAT

et IsdC produites dans E. coli (la souche M15) ont été
purifiées avec ’heme endogene de la bactérie. A I’issu de cette purification, les protéines étaient
un mélange des formes d’apo (sans héme) et de holo (avec héme), ce qui était un obstacle pour
I’avancement du travail. Pour palier a ce probleme, nous avions tenté dans un premier temps
d’extraire I’héme endogene par ['utilisation du solvant Methyl Ethyl Ketone (MEK) a des pH
tres acides (13), ceci n’a pas donn¢ de résultats convainquants, probablement a cause de la
dénaturation des protéines. Nous avons également essayé de séparer les deux formes apo et holo
par chromatographie échangeuse d’ions (S-sépharose et Q-sépharose). Cependant, ces méthodes
ne nous ont pas permis d’obtenir des préparations suffisamment pures.

Nous avons donc mis en place, une nouvelle approche afin d’obtenir les protéines sous
forme apo en produisant les protéines dans une souche E. coli C600 AhemA, délétée dans le gene
de synthése de I’héme (111). Les mesures spectrophotométriques des protéines purifiées dans
cette souche ne montrent pas le pic spécifique du noyau protoporphyrique de ’héme a ~ 400 nm
(Figure 27). Par conséquent, le systeme utilisé peut servir comme un nouvel outil permettant

I’expression des protéines homogenes sans heme.

4. Approches pour la cristallographie de la protéine IIsA

Dans le but de définir le rle de chacun des domaines NEAT et LRR, dans ’acquisition de
I’heme, ’hémoglobine et la ferritine nous avons envisagé une approche d’analyse structurale par
diffraction des cristaux en rayon-X. Cette technique a été envisagée grace a une collaboration
avec Gwenaélle André-Leroux (Institut Pasteur, Paris). Des tentatives de production de cristaux

ont été effectuées en premier avec la protéine IIsA purifiée (construction sans le peptide signal) a
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Figure 27: Mesures spectrophotométriques des protéines IlsA, Ils et IsdC purifiées

dans la souche E. coli C600 AhemA
Les spectres représentent 2 pM d’IlIsA, 17 pM d’IsdC et 10 uM of HsAN**T exprimées
respectivement dans la souche E.coli C600 AhemA : Km 20. Les différentes protéines sont

purifiées sous forme apo-héme.



partir de la souche M15 d’E. coli. Pour effectuer des analyses cristallographiques, la pureté des
protéines est un facteur essentiel. Or dans notre cas, les analyses protéiques par SDS /PAGE
révelent la présence d’une bande principale correspondante a la taille théorique de la protéine
IIsA et d’autres bandes de tailles inférieures diies soit a une dégradation, soit a des contaminants
(Figure 28). Pour augmenter la chance d’obtenir des cristaux, la protéine a été passée sur une
colonne d’exclusion afin de séparer les différentes bandes selon leur taille. Les différentes
fractions correspondantes au pic principal ont été collectées puis déposées dans des plaques de
96 puits contenant des tampons et sels différents favorisant la formation des cristaux. Les
différentes tentatives n’ont pas abouti a la formation de cristaux. Puisque la production d’lIsA
dans la souche M15 conduit & un mélange d’apo et d’holo-protéine, nous avons décidé de
poursuivre 1’analyse structurale avec une préparation de la forme apo produite dans la souche
C600 AhemA pour augmenter la chance d’avoir des cristaux. Dans ce cas, des cristaux se sont
formés mais les analyses de diffraction n’ont été concluantes et jusqu’a présent la structure
d’IIsA reste non résolue.

5. Les tests d’ITC avec la protéine holo-IIsA (chargée par I’héme exogene)

Les résultats d’ITC détaillés dans le deuxiéme article représentent principalement
I’interaction entre IlISA (produite dans la souche MI15) et différents types de ferritines
recombinantes. Les résultats ont montré une interaction entre IISA et toutes les différentes
ferritines avec une steechiométrie de ~ 24 molécules IIsA pour une molécule de ferritine, ce qui
suggere qu’une molécule d’IIsA interagit avec chaque sous-unité de la ferritine.

D’autres tests d’ITC ont été effectués pour analyser les interactions entre IISA sans heme et
des ferritines d’origines variées. Les données d’ITC entre apo-IIsA et la ferritine recombinante
(homopolymere chaine H) révelent la méme stoechiométrie qu’avec IlIsA purifiée d’E. coli M15
(~ 24 TIsA : 1 ferritine). En revanche, la steechiométrie d’interaction entre holo-IIsA (apo-IIsA
chargée avec I’hémine) et la ferritine humaine a chaine H est passée de 24 a ~ 10-14 molécules
(Figure 29). Ce résultat pourrait indiquer que I’héme apporté de facon exogene a aussi un site de
fixation sur le ferritine. En effet, dans la littérature, une interaction entre la ferritine et I’héme a
été raportée, avec une stoechiométrie qui varie entre 14 et 16 molécules d’héme pour une
ferritine (146). La steechiométrie observée dans notre étude suggere qu’une molécule d’héme
s’intercalerait entre deux sous-unités de la ferritine. Cependant, ces résultats sont a confirmer

pour tirer des conclusions solides.
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Figure 28: (A) Gel SDS/ PAGE de la protéine IlIsA.
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Figure 29: ITC entre la ferritine humaine homopolymére H et IIsA chargée par I’héme

exogene

La steechiométrie d’interaction est de 10 IIsA: Ferritine (pour d’autres tests n =14)




Discussion et perspectives ‘
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1. IIsA et hémoprotéines

Le fer est un élément vital pour tous les étres vivants, y compris les bactéries. Afin de
satisfaire leurs besoins en fer, les bactéries pathogenes ont développé des stratégies tres élaborées
par lesquelles elles peuvent acquérir le fer présent dans les sources de fer de I’hote. Jusqu’a
présent, les mécanismes d’acquisition et les machineries du transport de 1’héme chez B. cereus
n’étaient que peu ¢tudiés. Les travaux antérieurs sont pratiquement limités a la caractérisation de
la protéine de surface IlIsA, qui a I’habilité¢ d’interagir avec des sources de fer structurellement
différentes, les hémoprotéines (hémoglobine et heme) et la ferritine. Cependant, la maniere par
laquelle IIsA lie I’héme et le mécanisme par lequel ce dernier est transporté dans le cytosol
bactérien étaient jusqu’alors inconnus. Dans ce projet de theése plusieurs approches ont été
utilisées dans le but d’élargir nos connaissances sur les processus de séquestration et du transport

de I’héme impliquant IIsA.

1.1. IIsA : Roles du domaine NEAT dans la liaison a I’héme et a I’hémoglobine

IIsA possede une structure originale, formée de plusieurs domaines LRR et d’un seul
domaine NEAT. Ce dernier, est connu pour sa capacité a lier les hémoprotéines alors qu’en ce
qui concerne les domaines LRR, ils sont présents dans certaines protéines fréquemment
impliquées dans les interactions protéine-protéine (151). Dans la premiere partie de notre étude,
le réle d’IIsA dans I’interaction avec I’héme et avec I’hémoglobine a été largement étudié.

Des mesures spectrophotométriques effectuées soit sur la protéine IIsA entiere, soit sur les
domaines NEAT et LRR seuls, ont montré que I’héme se lie a IIsA enti¢re de la méme maniére
qu’au domaine NEAT seul. En effet, une stcechiométrie de 1 IIsA ou 1 NEAT pour 1 heme a été
déterminée. Par contre, le domaine LRR seul ne présente pas d’affinit¢ pour I’héme. Ces
résultats suggerent 1’absence ou une faible implication du domaine LRR dans la liaison a I’héme,
du fait que le domaine NEAT seul et IIsA entiere ont les mémes parametres d’interaction
(stoechiométrie et vitesse de réaction). Cependant, ceci n’exclut pas un rdle des LRR dans
I’interaction avec 1’hémoglobine. Des expériences par ITC avaient été entreprises afin de
mesurer cette interaction, mais des problémes techniques nous ont empéché de conclure pour
I’instant. Par conséquent, des nouvelles expériences seront nécessaires pour compléter 1’étude.

L’alignement multiple du domaine NEAT d’IIsA avec ceux de différentes protéines chez

les bactéries a Gram-positif a révélé la présence dans le domaine NEAT d’IIsA de deux tyrosines
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(Y'" et Y™ fortement conservées dans la plupart des domaines NEAT trouvés dans les bases
de données (Annexe 2). Les analyses structurales (3D par diffraction au Rayon-X) de plusieurs
protéines Isd (IsdA-Sa, IsdC-Sa, IsdB-N2-Sa et IsdX1-Ba) ont démontré que la premiere tyrosine
assure la coordination de 1’atome de fer présent dans I’héme. Alors que, la deuxieme tyrosine
forme des liaisons hydrogenes avec la premiere afin de consolider la liaison avec 1’héme (90,
109, 120, 246). De plus, chez S. aureus les tyrosines conservées Y%t Y'7° de IsdA sont décrites
comme étant deux résidus essentiels pour la liaison a I’héme (120). La protéine IIsAyi47ay1514,
obtenue par mutagenese dirigée (substitution des deux Y M7 et Y'! par deux Alanines), ne
montre pas d’affinité pour ’héme endogeéne d’E. coli contrairement a la protéine native. Ceci
suggere, un role essentiel de ces deux résidus dans la liaison a ’héme endogene. Suite a la
mutation des deux tyrosines conservées, la poche de liaison a I’héme est possiblement
désordonnée, ce qui rend [IsAy47ay151a incapable de lier efficacement I’héme endogéne d’E.coli.
Toutefois, malgré I’incapacité d’lIsAyis7ayisia @ acquérir ’héme endogene d’E. coli, sa liaison a
I’héme exogeéne n’a pas été completement altérée. La titration d’apo-IIsSAyis7ayisia avec une
solution d’héme suivie par des mesures spectrophotométriques (UV-Vis) a révélé une
stoechiométrie d’une IIsAyis7ayisia pour une molécule d’héme. Ceci, suggere 1’implication des

166 chez

résidus autres que Y'*” et Y'*!, dans la liaison 4 I’héme exogéne. Ainsi, ’absence de la Y
IsdA est compensée par un autre acide aminé (His*), localisé dans la boucle distale. En outre,
une seule mutation au niveau des résidus de la loupe est insuffisante pour perturber le complexe
établit entre IsdA et ’héme (119). Dans IsAN™*T, I’His® d’IsdA est remplacée par une
Méthionine, ce qui est aussi le cas pour le domaine NEAT d’IsdB-N2 (Annexe 3). La structure
du complexe IsdB-N2+heme résolue par cristallographie a mis en évidence le role de la Met*®
dans la coordination de I’atome du fer de I’héme (109). Par ailleurs, la liaison d’IIsAyi47avi514 @
I’héme est certainement compensée par d’autres résidus situés dans la poche hydrophobe. Les
données structurales d’IsdA et d’IsdB-N2, suggerent que la Met® d’TIsAN**" serait impliquée
dans la coordination de I’héme. Il est donc important d’évaluer le role de ce résidu dans la
formation du complexe IlsA-héme, soit par mutagendse dirigée de la Met™ seule soit en
combinaison avec les deux tyrosines. L’ensemble de ces données indique que la liaison de
I’héme a IIsA se fait par D’intermédiaire du domaine NEAT. Cependant, afin de mieux

caractériser les acides aminés directement associés a I’héme, des expériences de co-cristallisation

entre le domaine NEAT et ’héme pourraient étre envisagées.
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Les domaines NEAT sont impliqués dans plusieurs fonctions : certains sont consacrés a
I’interaction avec I’hémoglobine tandis que d’autres sont strictement conservés a la liaison a
I’héme (84, 85, 186, 191, 216, 272). De plus, une certaine classe de NEAT est décrite pour sa
capacité d’extraire I’héme de I’hémoglobine et de le transférer directement a un autre domaine
NEAT (92, 186, 309). Dans cette étude, nous avons identifié deux nouvelles caractéristiques
d’IlIsA dans I’acquisition de I’héme. Tout d’abord, la protéine entiere aussi bien que le domaine
NEAT lie I’héme exogene avec une steechiométrie 1 : 1. En outre, les cinétiques d’association de

I’héme 2 IIsA entiere et IsANEAT

sont décrites par deux équations exponentielles dont chacune
est définie par une constante de vitesse k. L’association s’effectue ainsi en deux étapes, donnant
lieu a deux constantes de vitesse k; et k, (avec k;>> k) (les constantes de vitesse sont les mémes
pour les deux protéines). Il a été rapporté qu’une solution aqueuse d’héme peut étre constituée de
deux formes : une forme monomérique et une autre dimérique (76). La phase rapide de la
cinétique peut donc étre attribuée a la réaction entre apo-IIsA/NEAT et ’héme qui se trouve sous
sa forme monomérique alors que la réaction la plus lente correspondrait a 1’association avec
I’héme monomérique issu de la dissociation de I’héme dimérique. Des résultats similaires
montrant des réactions en deux phases sont d’ailleurs décrits pour 1’association d’IsdA-Sa a
I’héme (177).

La liaison directe entre IIsA et I’hémoglobine avait été démontrée par les tests d’ELISA et
Biacore (74).Toutefois, aucune donnée précise sur les domaines impliqués et le fonctionnement
d’IIsA en relation avec 1’acquisition de 1’hémoglobine était disponible. Dans notre travail, nous
avons mis en évidence le role d’IIsA dans I’extraction de I’heéme de I’hémoglobine. En effet, les
tests in vitro ont montré qu’en présence de 1’hémoglobine, apo-IlIsA passe a une forme holo
chargée en héme, ceci est accompagné par la perte des molécules d’héme de 1’hémoglobine.
Cette fonction est a priori attribuée au domaine NEAT et, aucun effet avec les domaines LRR
seuls n’a été observé. Par ailleurs, L’alignement entre les séquences du domaine NEAT d’IIsA et
les domaines NEAT des protéines Isd de S. aureus, définies comme récepteurs de I’hémoglobine
(IsdH-N1, IsdH-N2 et IsdB-N1) indique que le motif aromatique nécessaire pour la liaison a
I’hémoglobine est absent (216, 217). A sa place, IIsA possede les résidus de la région lip
identifiés dans la protéine IsdX1 de B. anthracis (Annexe 4). L’association directe d’IsdX1 a
I’hémoglobine a été attribuée a la Ser™, puisque la mutation de ce résidu conduit a la perte de

cette liaison (90). La structure du complexe IsdH(N1)-chaine alpha de I’hémoglobine indique la
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présence d’une liaison hydrogene entre la Ser'* de IsdH-N1 et la Lys'' de ’hémoglobine (156).
Bien que nous ne disposions pas de données structurales pour IIsA, il est tentant de penser que la
liaison entre IIsA et I’hémoglobine s’effectue par I’intermédiaire de la Ser® qui est I’équivalent
de la Ser’? (1a sérine adjacente au premier résidu de 1’hélice 3,0 d’IsdX1). Cependant, un rdle des
domaines LRR dans I’interaction avec I’hémoglobine n’est pas a exclure. Pour évaluer ceci, nous
avons initié des tests d’interaction par ITC entre les domaines LRR d’IIsA et I’hémoglobine.
Cette ¢tude n’a pas été totalement achevée d’ou la nécessité de poursuivre des expériences pour
en tirer des conclusions définitives. De plus, il serait intéressant d’évaluer I’interaction entre
I’hémoglobine et une protéine IIsA mutée au niveau de son résidu Ser®'.

En conclusion, cette étude nous a permis de mieux caractériser les interactions entre [ISA et

I’héme ou I’hémoglobine et de souligner I’'importance du domaine NEAT dans ces interactions.

1.2. Role de I’opéron isd dans I’acquisition de I’héme et de ’hémoglobine et dans la
virulence chez I’insecte modele G. mellonella

Les résultats obtenus avant mes travaux de these avaient montré un role essentiel d’IIsA
dans I’acquisition de I’héme car le mutant AilsA était fortement affecté dans sa croissance en
présence d’heme ou d’hémoglobine comme uniques sources de fer dans le milieu de culture (74).
Au cours de nos expériences, nous avons constaté que le phénotype obtenu avec le mutant AilsA
était dii a la présence de tétracycline, ajoutée dans le milieu de culture pour maintenir une
pression de sélection. Dans la littérature, la tétracycline a été décrite comme un chélateur du fer,
ayant des effets bactériostatiques (118). De plus, le géne de résistance a la tétracycline introduit
chez le mutant AilsA code pour une protéine qui agirait comme une pompe d’efflux pour les
complexes tétracycline-cations divalents (298). IIsA joue donc un rdle moins important,
probablement a cause d’une forte redondance des systemes d’acquisition des hémoprotéines. Le
role du systeme Isd présent dans le génome de B. cereus n’a jamais été étudié auparavant. Nous
avons donc effectué une étude approfondie de son implication dans I’acquisition du fer des
hémoprotéines et dans la virulence chez I’insecte. L’interaction de ce systeéme avec IIsA a
également été étudiée.

Dans des milieux contenant de I’héme et de I’hémoglobine comme uniques sources de fer,
une diminution significative de la croissance du mutant du locus isd par rapport a la souche

sauvage a été observée. Ceci suggere que ces composants sont importants pour 1’acquisition du
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fer a partir de ces sources de fer. En revanche, dans les mémes conditions de culture, aucune
différence n’a été notée pour le mutant AisdC et le double mutant AisdAilsA se comportait
comme le simple mutant Aisd. Ces données confirment I’existence d’une redondance des
systemes impliqués dans 1’acquisition du fer des hémoprotéines chez B. cereus. Cependant, en ce
qui concerne les composants de 1’opéron isd, nous ne pouvons pas tirer des conclusions puisque
les analyses sur chacun des mutants Bc4548, Bc4547 et le double mutant IsdCBc4547 ont été
effectuées par une méthode différente de celle utilisée avec les mutants Aisd et AisdC. Chez
B.anthracis, le mutant AisdC présente une légere diminution de croissance dans des milieux
carencés en fer, supplémentés avec de I’héme (185). De plus, le mutant Ahal (la protéine Hal
possede des domaines NEAT et LRR et partage 43 % d’identité avec IlsA) présente une
réduction de croissance dans 1’acquisition de I’héme et I’hémoglobine nettement plus forte que le
mutant Aisd (15). Par conséquent, malgré 1’homologie existante entre les différents systemes
d’acquisition du fer chez B. cereus et B. anthracis, leur role et leur importance divergent d’une
espece a I’autre.

Récemment, une nouvelle étude menée par Hurd ef al. a montré que le triple mutant
AisdAAisdBAisdH chez S. aureus n’a pas de défaut de croissance en présence de 1’hémoglobine,
de I’héme et de la lactoferrine comme uniques sources de fer (139). Ces observations
contredisent des résultats antérieurs qui indiquaient une implication d’IsdA dans I’acquisition de
I’heme (120) et le role essentiel d’IsdB dans 1’acquisition de I’hémoglobine (272). Ces données
contradictoires pourraient s’expliquer par des variations des conditions expérimentales. Le suivi
du phénotype des mutants des génes impliqués dans I’acquisition du fer en condition in vitro est
souvent associé a des biais résultants de plusieurs facteurs : contamination des verreries, du
matériel ou bien des sources de fer par du fer libre, composition du milieu qui peut différer d’une
étude a ’autre, etc.

Le role du locus isd dans la virulence chez I’insecte étudié par injection dans I’hémocoele
de larves de G. mellonella avec différentes doses bactériennes a été évalué. La DLsy a indiqué
que les mutants Aisd et AisdAilsA sont moins virulents que la souche sauvage, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus avec le mutant AilsA (74). Par ailleurs, chez G. mellonella ni
I’hémoglobine, ni I’héme ne sont présents dans 1I’hémocoele de I’insecte. Cependant, des
molécules contenant de I’héme tels que les catalases et les cytochromes sont retrouvées dans

I’hémocoele (147). De plus, chez I’insecte la source de fer la plus abondante est la ferritine or,
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aucune interaction entre cette derniere et les protéines Isd n’a été montrée. Le role du locus isd
dans la pathogénicité peut alors €tre expliquée par ’affinité de ses composants aux molécules
renfermant 1’héme alors que pour IIsA il a été déja suggéré que son rdle dans la virulence est
principalement li€e a son interaction avec la ferritine (74).

Des résultats contradictoires sur le role des genes isd dans la virulence chez B. anthracis et
S.aureus ont été obtenus chez le cochon d’Inde (pour B. anthracis) et la souris (pour S. aureus)
(55, 57, 108, 139, 272). Chez B. cereus, un modele d’infection chez la souris par instilation
nasale est déja établi pour la détection des genes impliqués dans la virulence (273). Il serait
intéressant d’effectuer des tests d’infection dans un modele murin afin de tester chacun des
mutants AilsA et Aisd et le double mutant. Des tests préliminaires ont été entrepris pour le mutant
AilsA, mais aucune conclusion n’a pu étre tirée. Par ailleurs, des expériences décrites dans les
travaux de these de Nadine Daou ont montré que la croissance du mutant AilsA dans le sang et

dans le sérum du porc était affectée (138).

1.3. IIsA et IsdC : deux partenaires pour le transport de I’héme

Le transport de I’héme déja bien détaillé chez plusieurs bactéries a Gram-positif, n’avait
jusqu’a présent pas été étudié chez B. cereus. La découverte d’IIsA a permis d’initier les travaux
sur le transport de I’héme chez cette bactérie. Nous avons focalisé notre attention sur le transfert
de ’héme de la protéine IIsA a la premiere protéine du locus isd, IsdC. Les deux protéines
purifiées a partir d’E. coli renferment de ’heme endogene de la souche M15. Une nouvelle
méthode d’expression en utilisant une souche d’E. coli (C600 AhemA) défectueuse dans la
synthése de ’héme nous a permis de produire les protéines sous leur forme apo-heme. Un
transfert direct entre ces deux protéines de surface structurellement différentes : IIsSA (NEAT +
LRR) et IsdC (NEAT seulement) a été démontré. Tout d’abord, les études spectrophotométriques
ont montré que le mélange holo-IIsA/ apo-IsdC donne lieu apres la séparation des protéines a une
protéine holo-IsdC et une protéine IIsA moins chargée en heme, ce qui indique que I’héme perdu
par holo-IIsA a été capté par apo-IsdC. Par ailleurs, les cinétiques de transfert de I’héme
déterminées par stopped-flow (nous avons testé le transfert de holo-IIsA (M15), holo-IIsA
(C600) ou holo-TIsAN**T vers apo-IsdC) ont révélé un transfert qui se fait d’une fagon rapide et
directe de holo-IIsA a apo-IsdC. 1l est a signaler que le domaine NEAT tout seul est plus efficace

au niveau du transfert que la protéine enticre, ce qui est peut étre dii a un contact plus facile entre
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NsANEAT et IsdC. Finalement, les données d’ITC ont montré une interaction entre holo-IIsA et
apo-IsdC avec une steechiométrie de 1:1. Ce résultat indique la formation d’un complexe entre
holo-IIsA et apo-IsdC, favorisant le mécanisme du transfert qui s’effectue potentiellement via le
domaine NEAT. En plus des propriétés d’IlIsA dans 1’acquisition de 1’héme, I’hémoglobine et
I’extraction de I’héme de I’hémoglobine, une quatrieme propriété concernant sa potentielle
participation a la machinerie du transport/transfert de I’héme a ét€ démontrée. Par comparaison
aux protéines Isd décrites dans la littérature, IIsA possede les mémes fonctions qu’IsdX1 (92,
186) et IsdX2-N1 (135, 186) (tableau 4). IIsA et IsdX1 sont deux protéines a un seul domaine
NEAT exercant plusieurs activités. Suite a notre étude, une premiere partie du modele de
transport de I’héme chez B. cereus peut étre proposée, il s’agit du transport de ’héme de holo-
IIsA a apo-IsdC. Cependant, I’implication des autres protéines Isd dans le processus du transport
de I’héme reste pour 1’instant inconnue. Est-ce que Bc4548, comme IsdX1, permet le transfert de
I’héme a IsdC? Est-ce qu’une interaction existe entre Bc4548 et IIsA? Quel est le role de la
protéine a cinq domaines NEAT "Bc4547" dans I’acquisition et le transport de I’héme?

Pour compléter le schéma (Figure 23) du passage de 1’héme jusqu’au cytosol, il faudra
purifier les différentes protéines Isd (Bc4548, Bc4547 et chacun des domaines NEAT de
Bc4547) et réaliser des analyses d’interactions et de transfert d’héme. Par ailleurs, des
expériences de co-immunolocalisation de ces protéines pourraient aussi €tre envisagées afin de
préciser leurs roles in vivo. Enfin dans nos études, nous avons uniquement travaillé avec deux
sources d’héme différentes. Il serait alors intéressant d’analyser I’affinité d’IIsA avec d’autres

molécules riches en héme.

2. IIsA et la ferritine

L’interaction entre une protéine bactérienne et les ferritines de 1’hdte n’a que tres peu été
évoquée dans la littérature. IIsA fut la premiere a étre décrite comme une protéine de surface
présentant une affinité pour cette source de fer. Les études précédentes ont montré une
interaction directe dans les conditions in vitro entre la ferritine commerciale (Horse spleen
ferritin, Sigma) et IIsA. Dans ce travail, plusieurs approches ont été utilisées afin d’approfondir
nos connaissances sur le mécanisme par lequel IIsA interagit avec ce grand réservoir de fer et
d’éclaircir les mécanismes permettant d’acquérir le fer contenu dans la ferritine suite a la liaison

avec IIsA.
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2.1. IlIsA : Interaction avec les ferritines recombinantes et libération du fer de la
ferritine

Dans cette étude, l’interaction entre IISA et la ferritine a ét€ caractérisée en détail,
démontrant qu’llsA est nécessaire pour I’agrégation de la ferritine a la surface bactérienne. En
outre, les études d’interaction avec différents types de ferritines recombinantes révelent une
steechiométrie de ~ 24 IIsA pour une molécule de ferritine indiquant une liaison directe entre
IIsA et chacune des sous-unités de la ferritine. Ces données montrent qu’llsA est un récepteur de
la ferritine. Seule, la protéine Als3 a été décrite comme étant essentielle pour I’acquisition de la
ferritine chez Candida albicans. Néanmoins, aucune interaction directe entre Als3 et la ferritine
n’a ¢ét¢ démontrée (4). Pour mieux comprendre comment IIsA interagit avec la ferritine et par
quel(s) domaine(s) cette interaction peut avoir lieu, nous avons analysé les séquences des
protéines qui présentent une affinité pour la ferritine. Chez les mammiferes, plusieurs récepteurs
associés a l’internalisation de la ferritine ont été caractérisés. Tim-2 (T cell immunoglobulin -
domain), exprimé dans plusieurs tissus chez la souris et le TfR (récepteur de la transferrine
humaine) peuvent tous les deux se lier a la chaine H de la ferritine (54, 173) alors que Scaras5
appartient a une classe de récepteurs qui lie la chaine L de la ferritine permettant de fournir le fer
aux cellules rénales (172). Cependant, aucune homologie entre IISA et ces récepteurs de la
ferritine n’a été détectée.

Les tests d’interaction entre chacun des domaines NEAT et LRR séparémment et la
ferritine humaine recombinante n’ont pas montré des résultats significatifs, ceci suggere que
seule la protéine entiere peut interagir avec les sous-unités de la ferritine. Par conséquent, des
analyses structurales approfondies et des études de mutagenese dirigée sont indispensables pour
déterminer le site de liaison de la ferritine a IIsA. Chez B. anthracis, deux protéines homologues
a IIsA ont été identifiées : BslL (LRR+SLH) et BsIK (NEAT+SLH) (148). Des études
préliminaires sur AbsIL et AbslK n’ont pas montré un rdle essentiel de ces mutants dans
I’acquisition de la ferritine (A. Fouet, communication personnelle). Ce résultat renforce les
données des interactions obtenues avec les domaines purifiés d’IIsA et la ferritine.

Dans notre étude, nous avons démontré que la liaison d’IIsA a la ferritine induit une plus
forte libération du fer. Etant donné que la structure de la ferritine est extrémement stable, il se
peut qu’llsA induise des changements conformationels de la coque protéique. Dans la

bibliographie, il existe plusieurs modeles qui illustrent la libération du fer de la ferritine, par
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exemple : les canaux de type 3 de la ferritine pourraient s’ouvrir et se fermer suite a la liaison de
certains peptides (179). Ces petites molécules altereraient la mobilisation du fer en augmentant la
flexibilité des pores par lesquels le fer s’échappe. Ces données suggerent qu’in vivo, il pourrait
exister des protéines qui se fixent a la ferritine autour des pores, participant ainsi a la régulation
du stockage et de la libération du fer (289). Etant donné I’implication d’IIsA dans la mobilisation
du fer lors de sa liaison avec la ferritine recombinante humaine, il est tentant de penser qu’llsA
se fixe au niveau des canaux de type 3, induisant I’ouverture des pores et la libération du fer. Des
expériences de mutagenese dirigée de certains résidus présents autour des pores de la ferritine

pourraient permettre de confirmer cette hypothese.

2.2. IIsA et ses partenaires dans I’acquisition du fer de la ferritine

Dans nos conditions in vitro, la DFO (désferrioxamine) qui est un agent chélateur du fer a
été utilisée comme un indicateur pour la libération du fer de la coque de la ferritine. Nos résultats
ont montré qu’en présence d’llIsA et de DFO, le taux du fer libéré est significativement
augmenté. Ceci suggere que chez B. cereus, une synergie entre IIsA et les sidérophores pourrait
exister dans le but de transférer le fer jusqu’au cytosol bactérien.

Le role des sidérophores bactériens dans la mobilisation du fer de la ferritine a déja été
décrit. Dans notre étude, le role de la bacillibactine et de la pétrobactine dans ’acquisition du fer
de la ferritine a été évalué. Seule la souche mutante AentA incapable de produire la bacillibactine
a présenté un phénotype vis-a-vis de I’acquisition de la ferritine. Ceci souligne 1’intervention de
la bacillibactine dans le mécanisme du transport du fer dont la libération de la ferritine est
facilitée par IlsA. Le fer ferrique du noyau de la ferritine est extrémement insoluble dans les
conditions aréobiques et a pH neutre (291); le role essentiel de la bacillibactine dans 1’acquisition
du fer de la ferritine pourrait ainsi étre attribué a sa tres forte affinité pour le fer ferrique (K=
1047‘6) (78) beaucoup plus élevée que celle la pétrobactine (K= 1023) (295).

En plus de son rdle essentiel dans ’acquisition du fer de la ferritine, la bacillibactine est
aussi impliquée dans la virulence chez 1’insecte G. mellonella. Ces résultats contrastent avec le
role majeur de la pétrobactine dans la virulence de B. anthracis chez la souris (50).
Contrairement a la bacillibactine, la pétrobactine n’est pas reconnue par la sidérocaline produite
chez les mammiferes, elle est ainsi un facteur essentiel pour la virulence de B. anthracis chez ces

hotes (295). L’absence de la sidérocaline chez les insectes et I’abondance de la ferritine dans
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I’hémocoele sont des ¢léments qui nous permettent d’expliquer I’implication de la bacillibactine
dans la virulence de B. cereus chez I’insecte. Il reste a déterminer si la pétrobactine de B. cereus
a un role plus important dans la virulence chez la souris.

En conclusion, dans cette partie du travail nous avons montré qu’llsA interagit avec
plusieurs types de ferritine avec une stoechiometrie de 24 : 1. Cette interaction est accompagnée
par la libération du fer détectée en présence de DFO. Ces résultats suggerent que suite au contact
avec la ferritine, IIsA déstabilise I’assemblage de ses sous-unités. En parallele, un rdle essentiel
de la bacillibactine de B. cereus dans ’acquisition de la ferritine et dans la virulence chez
I’insecte G. mellonella a été mis en évidence. Ensemble, ces données suggerent qu’llsA et la
bacillibactine agissent de concert afin de transporter le fer stocké dans la ferritine jusqu’au
cytosol bactérien.

Nos travaux montrent pour la premiere fois le role d’une protéine bactérienne dans la
libération du fer de la coque de la ferritine. Cependant, le processus par lequel IIsA mobilise le
fer n’est pas completement élucidé. Des études supplémentaires des cinétiques de la libération du
fer de la ferritine seront indispensables pour mieux comprendre ce mécanisme. Nous pouvons
par exemple substituer la DFO par la bacillibactine d’E. coli ou bien pour imiter les conditions in
vivo, une purification de la bacillibactine de B. cereus pourra €tre envisageable. De plus, le role
de certaines protéines qui renferment des domaines LRR (Shr de S. pyogenes, InlA de
L.monocytogenes) dans 1’adhésion aux cellules hotes a été décrit (97, 195), ce qui suggere

qu’llsA pourrait €également avoir un role dans 1’adhésion aux cellules.
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Annexel : Tableau des amorces utilisées dans la partie résultat complémentaire

Nom Séquences des nucleotides (3°-5) Site de restriction
F- Aisd4548 CGGAATTCTTCCGGTTTTTCTACTTCTG EcoRI
R-Aisd4548 CGTAAAGTGAAATTGAGTAAAGTCGTTCCATTGAACAGG
. CCTGTTCAATGGAACGACTTTACTCAATTTCACTTTACG
F-Bisd4548
CGCGGATCCGGGAAGAGGTGAAAGAAGAG
R-Bisd4548 BamHI
CGGAATTCTACAACTTCATCAGGCATACC EcoRI
F- Aisd4547
R-A isd4547 ATCAACATTACAACCACGATACAGCACAACTTGG
F-B isd4547 CCAAGTTGTGCTGTATCGTGGTTGTAATGTTGAT
R-B isd4547 CGCGGATCCGATAATGGCGTAGCTGCTAC BamHI

a : les sites de restrictions sont soulignés

Annexe 2 : Alignement du domaine NEAT d’lIIsA avec la plupart des domaines NEAT

trouvés chez les bactéries a Gram-positif

I1sA-NEAT Bc TPALAALKVEANQSVAAASDRTYDTEIKIYKDQKDEPSMVSQYIKDP-

KVTIAAG--KKI

HaL-NEAT Ba = —=======————- AVQSPKKHVFDAVIKAYKDNSDEESYATVYIKDP-

KLTIENG--KRI
BC4549-NEAT Bc =~ ————=————————————-
LADGTYDINYVIQKAENDSASMANDYFEKPAKLIVKNG--EMR
IsdC-NEAT Ba =~ ——=———————————————
LADGTYDINYVIQKAENDSASMANDYFEKPAKLIVKNG--EMR
BC4548-NEAT Bc =~ ————————————————-
LADGKYNIAFTVWKGDKDESSRMNSYFESPATLTVKNG—--KQY
IsdX1-NEAT Ba =~ ——=———————————————
LADGKYNIAFTVWKGDKDESSRMNRYFESPATLTVKNG--KQY
BC4547-N1 Bc_ - =-——————————————
LADGEYSIGFKVLKDTSDEESMMNQYSVSPGTLKVKDG--KKK
IsdX2-N1 Ba = ——-—-———-————————
LADGEYSIGFKVLKDTSDEESMMNQYSVSPGTLKVKDG--KKK
BC4547-N3 Bc_ =~ —--——————————————
IKDGEYSINFKALKDQTDEISMMNTYTKSPGVLKVKDG--KKY
IsdX2-N3 Ba = —--——————————————
IKDGEYSINFKALKDQTDEISMMNTYTKSPGLLKVKDG--KKY
BC4547-N4 Bc_~~ —--——————————————
LKDGEYRIGFKVLKDQTDEISMMNTYTKSPGVLKVKDG--KKY
IsdX2-N4 Ba = —-------

DNKTIDPNALKDGEYSIGFKVLKDKTEEISMMNTYTKNPGVLKVKDG--KKY

BC4547-N5 Bc = —=---—-——————————-
LVDGQYDITFKVLKDKTDEISKMNDYVVNPAKLIVKDG--KKY
IsdX2-N5 Ba = —-—----—m———————-
LKDGQYDIAFKVLKDKTEEISMMNQYVVSPARLTVKDG--KKY
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BC4547-N2 Bc_ =~ —---—-——————————-
ITDGAYSIPFKVLKDQTDEESKMNSYMVNPGVLKVENG--KKK
IsdX2-N2 Ba = —-—-—-m-—--—————-
IKDGEYSIPFKVLKNQTDEESKMNTYMVNPGVLKIENG--KKK

IsdB-N2Sa = —---—-m—————————-
KMTDLQDTKYVVYESVENNESMMDTFVKHPIKTGMLNG—--KKY
IsdH-N3Sa = —----—————————-
QLTDLQEAHFVVFESEENSESVMDGEVEHPFYTATLNG--QKY
IsdB-N1Sa = ——m—mmmm———————
SAPNSRPIDFEMKKENGEQQFYHYASSVKPARVIFTDS--KPE
IsdH-N2Sa = —--—mm—————————-
TADNWRPIDFQMKNDKGERQFYHYASTVEPATVIFTKT--GPV
IsdH-N1Sa = ——mmmmmm——————
DIGPREQVNFQLLDKNNETQYYHFFSIKDPADVYYTKK--KAE
IsdC-NSa = —ommmmm——m——————
NAADSGTLNYEVYKYNTNDTSIANDYFNKPAKYIKKNG--KLY
IsdA-NSa —ommm——————————

SQATSQPINFQVQKDGSSEKSHMDDYMQHPGKVIKQNN--KYY
Spy49-1405cN1 ~  —-—--——-———————
LTEGTYTLNFKANKENSEESSMLOGAFDKRAKLVVKADGTMET
SpyN2  mmmmmmm =
LRDGIYYLNASMLKTDLASESMSNKAINHRVTLVVKKGVSYLE

I1sA-NEAT Bc_
VTVTMQDSDYFQYLRIEDKNQPGVFHDVKVLSEDKRKNGTKVVQFEIGEFEKKHN-—--—

HaL-NEAT Ba_
ITATLKDSDFFDYLKVEDSKEPGVFHDVKVLSEDKRKHGTKVIQFEVGELGKRYN-—--—

BC4549-NEAT Bc VOVPMNHSAWITEFKAPEN---GNFVDAKVVNKDESAD-
KRTVEFKVDDLSKPAA-—-——-

IsdC-NEAT Ba VOVPMNHSAWITEFKAPEN---GNEVDAKVVSKDESAD-
KRTVEFKVDDLSKPAA-—-—-—-—

BC4548-NEAT Bc VSEFKVKDSASIKSFQVEKD---GQFVETTVLSENKKDN-
TRVVEFEVADLSKKLN-----

IsdX1-NEAT Ba VSFKVKDSTSIKSFQVEKD---GQFVETTVLSENKKDN-
TRVVEFEVADLSKKLN-----

BC4547-N1_Bc VSFTLTNSSWITKFETEKA---GKLVATNVISEDKEKD-
TRVVEFDVEDVEKVLN--—---

IsdX2-N1 Ba VSEFTLTNSSWITKFETEKA---GKLVATNVISEDKEKD-
TRVVEFDVEDVEKVLN-—-—-—-—

BC4547-N3_Bc VSFTLTNSSWITKFEFEKN---GSEVDAHVISEDKKAD-
TRVVEVEVSDLSKKLN-----

IsdX2-N3 Ba VSEFTLTNSSWITKFEFEKN---GSFVDANVISEDKKAD-
TRVVEVAVDDLSKKLN--—---

BC4547-N4 Bc VSFTLTNSTWITKFEFEKN---GSEVNAKVLSENKEQN-
TRVVEVEVNDLSKKLN-—-—-—-—

IsdX2-N4 Ba VSFTLTNSSWITKFEFEKN---GAFVDAKVLGTNKEQD-
TRVVEVEVADLSKKLN-----

BC4547-N5_ Bc IEMTLKNSAWITKFQTENN---ELFADAKVVSEDKNVN-
TRVVQFEVEDLFKKLN-—-—-—-—

IsdX2-N5 Ba IAMTLKNSEWITKFQTEKN---GGFADAKVVSEDKAAN-
TRVVEFEANDLFAKLN-—-—-—-—

BC4547-N2 Bc AIVTLKSSSLIKNFQTEKD---GAFVDAKVVSEDKEKD-
TRVVEFEVNDLSKKLN-----

IsdX2-N2 Ba AIVTLKSSSLIKNFQTEKD---GAFVDAKVVSENKEKD-

TRVVEFEVADLSKKLN-—-—-—-—



IsdB-N2Sa MVMETTNDDYWKDFMVEGQ---—-——— RVRTISKDAKNN-
TRTIIFPYVEGKTLYD-----

IsdH-N3Sa VVMKTKDDSYWKDLIVEGK------- RVTTVSKDPKNN-
SRTLIFPYIPDKAVYN-—----

IsdB-N1Sa IELGLOSGQFWRKFEVYEG---DKKLPIKLVSYDTV-
KDYAYIRFSVSNGTKAVK-—-——--

IsdH-N2Sa IELGLKTASTWKKFEVYEG---DKKLPVELVSYDSD-
KDYAYIRFPVSNGTRDVK--—--—

IsdH-N1Sa VELDINTASTWKKEFEVYEN---
NOKLPVRLVSYSPVPEDHAYIRFPVSDGTQELK-----

IsdC-NSa VOITVNHSHWITGMSIEGH---—-—-—-— KENIISKNTAKD-
ERTSEFEVSKLNGKIDGKI--

IsdA-NSa FOTVLNNASEWKEYKEFYNAN--NQELATTVVNDNKKAD-
TRTINVAVEPGYKSLT-----

Spy49-1405cN1
SMLNTALGQFLIDFSIESKGTYPAAVRKQVGQKDINGSYIRSEFTMPIDDLDKLHKG---

SpyN2
VEFRGIKVGKMLGYLGELSYFVDGYQRDLAGKPVGRTKKAEVVSYFTDVTGLPLADRYGK

I1sA-NEAT Bc_
HaL-NEAT Ba_

----MOMHILIPAIGHDHKEOVOFETKDPTVG
----MQMHILIPTLGYDKEFKIQFEVNMRT

BC4549-NEAT Bc -—-—--VKIHVVVPSANMDHHMT IRFAFDANVKAVG-—-—---
IsdC-NEAT Ba —-—-—--VKIHVVVPNANMDHHMT IRFAFDANVKAVGGDNGV
BC4548-NEAT Bc -———-GKVKINIPIINMNASEMDIREFVEFDGNSIK--—-—-———
IsdX1-NEAT Ba -———-GKVKINIPIINMNASEMDIREFVEFDGNSIK--—-—-———
BC4547-N1_Bc -—-——-AKVKVDIDFLNMHHEMDVRIAFDONSI---—-—-———
IsdX2-N1 Ba —-—-—--AKVKVDIDFLNMHHEMDVRIAFDONSITPI-----
BC4547-N3 Bc —-——--AKVKVDIDSMNMHHFE@DIQFAFDKGSIKPL-----
IsdX2-N3 Ba —-———-AKVKVDIDSMNMHHFMDIQFAFDKGSIKPL-—-—-—
BC4547-N4 Bc ————AKVKVDIDSMNMHHFMDVOFVFDODSIKAL-————
IsdX2-N4 Ba —-———AKVKVDIDSMNMHHFEMDIQFAFDKGSIKSL-————
BC4547-N5_ Bc —-——--AKVKVDIDEMNMHHFE@DVOIQFDTNNIGAL-----
IsdX2-N5 Ba ———-—-AKVKVDIDSMNMHHFE@DVOIQFDPTKIGAV-—-—-—

BC4547-N2_Bc
IsdX2-N2 Ba

-———-TKVFIEMASRNYKQMHDVQLLFEQDKLEQTI
-———-TKVFIEMASRNYKQTHDVQLLFEQDKLEQTI

IsdB-N2Sa —-—-AIVKVHVKTIDMDGOMHVRIVDKEAFTKAN--—-—-—
IsdH-N3Sa —-—-AIVKVVVANIGMEGOMHVRIINQDINTKDD----—
IsdB-N1Sa —-—IVSSTHFNN-KEEKYDYTLMEFAQPIYNSADKFKT
IsdH-N2Sa --NVSSIEYGENIHEDYDYTLMVFAQPITNNPDDYVD
IsdH-N1Sa -—-IVSSTQIDDGEETNYDYTKLVFAKPIYNDPSLVKS
IsdC-NSa DVYIDEKVNGKPFKMDHHENITYKFNGPTDVAG-—-——-—
IsdA-NSa —-—-TKVHIVVPOINMNHRMTTHLEFEKAIPTLA---—--
Spy49-1405cN1 —AVLVSAMGGQESDLNHYDKYTKLDMTEFSKTVTK-—-—
SpyN2 NYPKVLRMKLIEQAKKDGLVPLQVEVPIMDAISKGSGLQ

TVFMRLDWASLTT

En rouge : les deux tyrosines conservées, présentes dans la plupart des domaines NEAT

Annexe 2’ : tableau représentant le pourcentage d’identité entre le domaine
et ceux des protéines Isd et Shr (S. Pyogenes)

I1sA-N (%)
IsdX1-NEAT (Ba) 25
IsdC-NEAT (Ba) 19.685
IsdX2-N1 (Ba) 23.7705

NEAT d’lIlIsA
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IsdX2-N2 (Ba) 25.4098
IsdX2-N3 (Ba) 26.2295
IsdX2-N4 (Ba) 23.6641
IsdX2-N5 (Ba) 27.8689
HaL-NEAT (Ba) 58.4
BC4549-NEAT (Bc) 20.4918
BC4548-NEAT (Bc) 25
BC4547-N1 (Bc) 24.3697

BC4547-N2 (B 26.2295

c)

BC4547-N3 (Bc) 27.8689

BC4547-N4 (Bc) 28.6885

BC4547-N5 (Bc) 27.8689

Spy49-1405c-N1 12.0301
(S.pyogenes)

Spy49-1405¢c-N2 13.5714
(S.pyogenes)

IsdA-N (Sa) 17.8862

IsdC-N (Sa) 13.7097

IsdB-N1 (Sa) 11.9048

IsdB-N2 (Sa) 16.9492

IsdH-N1 (Sa) 10.9375

IsdH-N2 (Sa) 12.5984

IsdH-N3 (Sa) 16.9492
Annexe 3

I1sA-NEAT Bc 41 ASDRTYDTEIKIYKDQKDEPSMVSQYIKDP—
KVTIAAG--KKI

IsdB-N2_ Sa 341 —————-——-————~
KMTDLODTKYVVYESVENNESMMDTEFVKHPIKTGMLNG—--KKY

IsdA-N_Sa 02 ——————————————

SOQATSQPINFQVQKDGSSEKSHMDDYMOQHPGKVIKQONN--KYY

I1sA-NEAT Bc
VIVITMQODSDYFQYLRIEDKNQPGVEFHDVKVLSEDKRKNGTKVVQFEIGEFEKKHN-—-—-—-—

IsdB-N2_Sa MVMETTNDDYWKDFMVEGQ-—---—--- RVRTISKDAKNN-
TRTITFPYVEGKTLYD-----

IsdA-N_Sa FOQTVLNNASFWKEYKFYNAN--NQELATTVVNDNKKAD-
TRTINVAVEPGYKSLT-----

I1sA-NEAT Bc —-——-MQOMHILIPAIGMDHKMOVQFEIKDPTVG-—--——-———————

IsdB-N2_Sa —ATVKVHVKTIDMDGOMHVRIVDKEAFTKAN--—-—-—-——-———

IsdA-N_Sa —TKVHIVVPQINMNHRMTTHLEFEKATPTLA-—-——-——————

En vert sont respectivement les M®, M*® et L’H* d’IIsA, IsdB-N2 et IsdA
En rouge : les deux tyrosines conservées
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Annexe 4 : Alignement de la région Lip et son entourage de IsdB-N2, IsdB-N1, IsdH-N1,
IsdH-N2 and IsdH-N3 (Sa), IIsA-N (Bc) et IsdX1-N(Ba)

IsdB-N2Sa = —mmmmm————————
KMTDLQDTKYVVYESVENNESMMBT FVKHP TKTGMLNGKKYMV

IsdH-N3Sa = —om—m————————-
QLTDLQEAHFVVFESEENSEENMBGFVEHPFYTATLNGOKYVV

IsdB-N1Sa = ——————————-—--=
SAPNSRPIDFEMKKENGEQONNMMMASSVKPARVIFTDSKPEIE

IsdH-N2Sa = —o—mmmmm———————
TADNWRPIDFQMKNDKGEROMMNASTVEPATVIFTKTGPVIE

IsdH-N1Sa = —-——mmm—mm—————o—
DIGPREQVNFQLLDKNNE TONMMEES IKDPADVYYTKKKAEVE Sérine 131

IsdX1l-N Ba —-———————————-—-—----
LADGKYNIAFTVWKGDKDESSRMNRYFESPATLTVKNGKQYVS Sérine53

I1sA-N Bc TPALAALKVEANQSVAAASDRTYDTEIKIYKDQKDEPSHEY IKDPK-

VTIAAGKKIVT Sérine6l
*

En rouge : le motif aromatique trouvé dans le domaine NEAT des protéines IsdH-N1,
IsdH-N2 et IsdB-N1 de S. aureus qui sont des récepteurs de I’hémoglobine. La S'*° soulignée est
la sérine d’IsdH-N1 qui est en liaison avec la Lys'' de la chaine alpha de I’hémoglobine.

En jaune : Ce sont les résidus de la lip d’IsdX1 (B. anthracis) avec la Sérine S adjacente
soulignée

En vert : C’est la région Lip( ?) chez IIsA, avec la Sérine 61 conservée chez IsdX1, IsdB-

N2 et IsdH-N3 (en mauve)

Annexe 5 : Homology modeling of IlsA and Heme Docking in IIsA

The fasta sequence of Bacillus cereus llsA (IlsA_Bc) was retrieved from the UniProtKB server

at (http://www.uniprot.org/uniprot/) with the entry code Q81G77_BACCR. Using ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) and (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa), the fasta
sequence of IIsA_Bc was 2D aligned with IsdA_Sa, IsdB-N2_Sa, and IsdX2_Ba, the

homologous Isd proteins in Staphylococcus aureus (Sa) and Bacillus anthracis (Ba),
respectively, whose fasta sequences were retrieved from their solved structures at

(http://www.rcsb.org/pdb). These sequences were then 3D aligned using the advanced method in

Espript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/) to include the secondary features of IsdA_Sa,
IsdB-N2_Sa and IsdX2_Ba from their pdb codes: 2ITF, 3RTL and 4H8P, respectively. Hundreds

of structures of IIsA_Bc were homology modeled with the three solved X-ray structures cited
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above as 3D templates and using the model-building software Modeller (mod9v10) to satisfy the
spatial restraints issued from the alignment with the target proteins. The model with the lowest
score function value and best stereochemistry was selected and superimposed to the three
templates that harbored the heme molecule in the binding pocket. The structures, templates, and
homology model were then subjected to further refinement by energy minimization using
CHARMM implemented in Discovery Studio 2.5 ©, 5000 iterations using Smart algorithm,
constraints on the protein backbone and 0.01 RMS gradient as stop criterion. After optimization,
the binding energy between the protein and the heme was calculated using the Calculate Energy

Interaction module, implemented in Discovery Studio 2.5 ©.

Results

Structural analysis of Isd proteins of S. aureus (Sa) and B. anthracis (Ba), namely IsdA-Sa,
IsdC-Sa, IsdB-N2-Sa and IsdX2-N5-Ba, clearly suggest that the YxxxY motif is involved in
heme binding, with one of the tyrosine providing the fifth axial ligand for the iron-heme
coordination and the other forming a hydrogen bond that strengthens heme coordination.
Additionally, the structures showed that other conserved residues that belong to the 39-helix and
face the critical tyrosines directly interact with the heme. To examine whether Tyr-147 and Tyr-
151 (which align with Tyr-166 and Tyr-170 in IsdA-Sa, Tyr-440 and Tyr-444 in IsdB-N2-Sa and
Tyr-108 and Tyr-112 in IsdX2-Ba, Fig. 1A) are also part of the heme binding pocket, a
homology model for the wild-type NEAT domain of IIsA-Bc is computed (Fig. 1B) and
superimposed with IsdX2-N5-Ba used here as a template. Interestingly, the binding pocket of
IIsA-Bc is located at the interface between strand 310 and 3;¢-helix with Tyr-147 and Tyr-151 of
strand 10 and Met-62, GIn-65 and Tyr-66 of 3o-helix strictly aligning with Tyr-108 and Tyr-
112 and Met-26, GIn-29 and Tyr-30 of IsdX2-Ba, respectively. Our docking experiments
confirm heme coordination to those five residues with binding energy similar to the crystallized
complexes (Fig. 1C). In accordance with our experimental data showing almost a complete loss
of endogenously bound heme in IIsAyj47ay1514, in silico results suggest that mutation of tyrosine
residues Tyr-147 and Tyr-151 into alanine significantly weakens heme binding but does not
totally abolish it, presumably because residues Met-62, GIn-65 and Tyr-66 also participate in

heme binding.
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Figure 1. Structural comparison of NEAT domains

(A) Two- dimensional alignment of IISA NEAT domain from B. cereus (Bc) with the Neat 5
domain of IsdX2 from B. anthracis (reference 4HPS8 fasta and pdb) and the neat domains from
IsdC, IsdB_N2 and IsdA from S. aureus (the numbering arbitrarily starts at Metl for
IsdX2_N5_Ba) (B) Structural overlay of the homology model of NEAT domain of IIsA-Bc (with
the B-sheets colored in purple and the 3, helix in cyan) onto the domain Neat 5 of IsdX?2 solved
for B. anthracis (with the B-sheets colored in orange and the 3 helix in pink). The docking of
the heme (sticked in red) is highlighted with the residues involved in the binding shown as sticks.
The residue numbering using Ba and Bc as indices refer to B. antracis and B. cereus,

respectively. The structural picture was generated using PyMol (www.pymol.org). (C) Table
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with binding energy computed for holostructures of Neat domains available in the pdb and for

IIsA-Bc NEAT in complex with heme as defined by homology modeling.
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