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Introduction  

Chapitre I : Le cuivre chez les bactéries 
 

1. La biologie du cuivre et ses propriétés chimiques 
 

Aux premiers stades de l’évolution de la biosphère terrestre, l’atmosphère était 

caractérisée par une faible teneur en oxygène moléculaire (O2). Dans ces conditions, le fer se 

trouvait sous sa forme ferreuse Fe(II) soluble. Dès cette époque Fe(II) a joué un rôle central 

dans les processus métaboliques de nombreux microorganismes en tant que cofacteur 

enzymatique et transporteur d’électrons. Après l’apparition des cyanobactéries, et grâce à 

leur capacité à réaliser la photosynthèse, le pourcentage d’O2 a progressivement 

augmenté, ce qui a conduit à l’oxydation du Fe(II) en Fe(III) insoluble. Le fer est devenu peu 

disponible pour les microorganismes, qui ont dû développer des stratégies spécifiques pour 

l’obtenir. A l’opposé, suite à l’oxydation du Cu(I) en Cu(II), le cuivre est devenu très soluble et 

été recruté comme un nouveau cofacteur métallique par le monde vivant. L’augmentation de 

la biodisponibilité du cuivre a conduit à l’évolution de plusieurs enzymes utilisant le cuivre 

(Solioz, 2018). Le cuivre peut en effet exister sous deux états d’oxydation, Cu(I), la forme 

réduite, et Cu(II), la forme oxydée. Le potentiel rédox de ce couple lui permet de participer 

efficacement à des transferts d’électrons et d’agir comme cofacteur catalytique dans diverses 

enzymes.  

De plus, le cuivre présente une très forte affinité pour les molécules organiques, avec 

lesquelles il forme des complexes très stables (Irving & Williams, 1953). Ces derniers auteurs 

ont classé les métaux de transition divalents selon la stabilité thermodynamique des 

complexes formés, et le cuivre est tout en haut de cette liste. Dans les cuproprotéines, le 

cuivre établit des interactions avec des acides aminés particuliers tel que la cystéine, la 

méthionine et l’histidine (Pearson, 1968; Rubino & Franz, 2012). Cependant, le nombre de 

résidus impliqués dans la coordination change en fonction de la forme du cuivre et du type de 

cuproprotéine. Dans les protéines qui utilisent le cuivre comme cofacteur, le site de liaison a 

une affinité forte pour le cuivre avec un nombre de coordination élevé, afin d’éviter la perte 

du cuivre lors des réactions d’oxydoréduction. En revanche, le site de liaison au cuivre des 

protéines chaperons ou transporteurs se caractérise par une affinité et un nombre de 
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coordination plus faibles (Rubino & Franz, 2012). Le tableau I (Zuily et al., 2023) résume les 

propriétés chimiques des deux formes de cuivre, Cu(I) et Cu(II).  

Tableau I Propriétés clés de Cu (I) et Cu (II). 

 Cu(I) Cu(II) 

Stabilité en milieu 

oxygéné 

 

Instable, s’oxyde facilement Stable 

Stabilité dans l’eau  Insoluble et Instable, 

(disproportionation) 

Stabilisé par des ligands 

Soluble et Stable 

Nature acides et bases 

durs et mous (Pearson, 

1968) 

Acide mou (liaison avec bases 

molles) 

Acide intermédiaire (liaison 

avec bases intermédiaires) 

Ligands préférés Thiolates (Cystéine) > 

Thioéthers (Methionine) > 

Amines > Oxygène 

Imidazole (Histidine), Amine 

> Oxygène 

Géométrie préférée Linéaire, trigonal, tétraédrique  Plan carré + ligands axiaux 

faibles 

Nombre de coordination 

(Fu et al., 2014) 

Faible nombre de 

coordination (2−4) 

Nombre de coordination 

élevé (4−6) 

Interaction avec thiols Stabilisation par l’interaction 

avec les thiols 

Réduction possible en Cu(I) 

par l’interaction avec les 

thiols 

 

2. Le cuivre dans l’interaction hôte-pathogène  
 

Dans le corps humain, le cuivre provient principalement de la nutrition. Il est absorbé au 

niveau du tractus intestinal mais ne reste jamais sous forme libre. Après son exportation des 

entérocytes vers le sang, il est immédiatement complexé par l’albumine et la transcupréine 

(alpha-2-macroglobulin), qui vont le transporter au foie pour qu’il soit complexé à la 

céruloplasmine. Le complexe cuivre-céruloplasmine est remis par la suite en circulation dans 
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le sang pour la distribution du cuivre aux tissus après reconnaissance du complexe par des 

récepteurs spécifiques (Linder, 2013).  

La céruloplasmine représente le plus grand réservoir du cuivre dans le plasma (95%). C’est 

une ferroxydase  qui permet d’oxyder le Fe(II) en Fe(III) grâce à la présence de six à huit atomes 

de cuivre, dont la moitié sont sous forme Cu(II) et l'autre moitié sous forme Cu(I) (Sharonov & 

Govorova, 1990). Elle est souvent utilisée comme biomarqueur pour évaluer le niveau du 

cuivre dans le corps et diagnostiquer des maladies liées à des troubles de métabolisme du 

cuivre (Reilly, 2008). En cas d’excès, le cuivre sera complexé également par la métallothionine, 

une protéine intracellulaire de faible poids moléculaire riche en cystéine, capable de 

complexer plusieurs métaux et présente dans presque tous les organes (Yang et al., 2024). 

Dans le sérum, il existe également une fraction du cuivre complexé à des acides aminés, 

principalement l’histidine, suivie de la glutamine, la thréonine, la cystéine et autres. Des 

complexes mixtes sont aussi retrouvés avec un ion de cuivre complexé par une histidine et un 

deuxième acide aminé. Il a été suggéré que ces complexes jouent un rôle dans le transport de 

cuivre (Mlakar et al., 2017; Neumann & Sass-Kortsak, 1967).  

Le corps humain est un environnement très pauvre en métaux disponibles.  Il s’agit d’une 

stratégie de défense de l’hôte pour empêcher l’infection par des pathogènes, qu’on appelle 

immunité nutritionnelle. Le fer par exemple est majoritairement lié à l’hème qui est à son tour 

complexé à l’hémoglobine dans les érythrocytes. En cas de lyse des érythrocytes, l’hème est 

rapidement complexé par des hémoprotéines, comme l’hémopexine. Le Fe(III) est aussi 

complexé par des protéines de l’hôte comme la transferrine et la lactoferrine.  

De façon similaire, certaines protéines secrétées par les cellules immunitaires ou d’autres 

cellules sont capables de complexer les métaux pour limiter leur disponibilité, notamment, la 

calgranuline C pour Zn(II) et Cu(II), la calprotectine pour Zn(II), Mn(II), Ni(II) et Fe(III), et la 

psoriasine pour Zn(II) (Hood & Skaar, 2012; Murdoch & Skaar, 2022). Un grand nombre de 

bactéries produisent des sidérophores pour acquérir le fer complexé par les protéines de 

l’hôte. En réponse à cela, l’hôte produit la lipocaline-2, qui séquestre certains complexes 

sidérophore-fer et limite ainsi leur accessibilité pour les pathogènes (Borregaard & Cowland, 

2006).  
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Les bactéries intracellulaires subissent également une pression de carence en métaux. Le 

fer est complexé par une protéine de stockage appelée ferritine ou lié à des métalloprotéines, 

comme pour d’autres métaux. Pour les bactéries internalisées dans les phagosomes des 

macrophages, un transporteur appelé NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage 

protein 1) situé à la membrane du phagosome réduit la disponibilité en Fe(III), Mn(II) et Mg(II) 

en les exportant vers le cytoplasme (Wessling-Resnick, 2015).  

Les propriétés toxiques des métaux peuvent être également utilisées contre les microbes 

comme stratégie de défense par les cellules immunitaires. Le Cu et le Zn sont les exemples les 

plus connus. Ces deux métaux vont être pompés en excès dans le phagosome par des 

transporteurs spécifiques, ce qui cause des dégâts aux pathogènes phagocytés (Murdoch & 

Skaar, 2022; Sheldon & Skaar, 2019).  

3. Essentialité et toxicité du cuivre chez les procaryotes 
 

3.1. Essentialité : Cuproprotéome des procaryotes 

 

Le cuproprotéome regroupe toutes les protéines dont l’activité biologique dépend du 

cuivre. Les transporteurs, les chaperons et les protéines de stockage du cuivre ne font pas 

partie du cuproprotéome. Comme l’oxygénation de l’atmosphère a augmenté la 

biodisponibilité du cuivre, la majorité du cuproprotéome des procaryotes est associée au 

métabolisme de l’O2 (Ridge et al., 2008). Dans cette partie nous nous focaliserons sur certaines 

cuproprotéines, avec leur importance et le rôle du cuivre pour leur activité. 

3.1.1. La superfamille des oxydases à hème-cuivre (HCO) 

 

La chaîne respiratoire aérobie des bactéries se compose de plusieurs complexes 

numérotés de I à V. Le complexe I (NADH déshydrogénase) et le complexe II (succinate 

déshydrogénase) catalysent respectivement l’oxydation du NADH et du succinate en réduisant 

des quinones en quinols. Le complexe III (cytochrome bc1) oxyde ensuite le quinol pour réduire 

un cytochrome c, tandis que le complexe IV (oxydase terminale) oxyde le cytochrome c réduit 

pour réduire l’O2 en H2O. Enfin, le complexe V (ATP synthase) produit de l’ATP en exploitant 

le gradient électrochimique généré entre le périplasme et le cytoplasme lors du transfert des 

électrons (Kaila & Wikström, 2021). 
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 Chez les procaryotes, la chaîne respiratoire est dite "branchée" car elle peut utiliser 

différentes oxydases terminales selon les conditions de croissance. La majorité de ces 

oxydases appartiennent à la superfamille des oxydases à hème-cuivre (HCO). Cette 

superfamille se caractérise par la présence dans la sous-unité I (SU-I) d’un hème à bas spin et 

d’un site actif binucléaire constitué d’un hème à haut spin et d’un ion de cuivre, le centre CuB, 

au niveau duquel se fait la réduction de l’O2 en H2O.  

Dans la superfamille des HCOs, les oxydases diffèrent selon le donneur d’électron, le 

nombre de sous-unités et les types d’hèmes. Les deux principaux donneurs d’électrons sont 

les quinols et les cytochromes c (Pereira et al., 2001). Les cytochrome c oxydases représentent 

les cuproprotéines les plus fréquemment utilisées par les procaryotes (Ridge et al., 2008). Elles 

ont la particularité d’avoir un deuxième site rédox actif au niveau de la sous-unité II (SU-II), le 

centre CuA, constitué de deux ions de cuivre. Le centre CuA permet de transférer les électrons 

du cytochrome c vers le CuB. Les quinol-oxydases possèdent seulement le site de la SU-I avec 

CuB (Iwata et al., 1995; Pereira et al., 2001). 

3.1.2. Les oxydases à multi-cuivres  
 

Les oxydases à multi-cuivres sont des cuproprotéines qui partagent avec les HCOs la 

capacité de réduire l’O2 en H2O en oxydant une variété de substrats. Elles se caractérisent par 

un centre actif constitué de quatre cuivres organisés en trois sites. Le site cuivre de type 1 (T1) 

est impliqué dans le transfert d’électrons après l’oxydation du substrat. Les sites T2 et T3 sont 

associés et forment un cluster trinucléaire au niveau duquel se fait la réduction de l’O2 en H2O 

(Banci et al., 2002; Quintanar et al., 2007). En fonction du type de substrat donneur d’électron, 

on distingue trois sous-familles : les laccases, les métallo-oxydases et les ascorbate-oxydases. 

La dernière sous-famille est uniquement présente chez les champignons et les plantes 

(Hoegger et al., 2006). 

Les laccases se trouvent chez les champignons et les plantes, mais aussi chez les 

bactéries. Elles ont beaucoup d’applications environnementales et industrielles car elles 

catalysent l’oxydation de différents composés dans une large gamme de pHs et de 

températures (Guan et al., 2018). En ce qui concerne les métallo-oxydases, elles utilisent un 

métal divalent comme donneur d’électron, un exemple très connu chez les mammifères est  
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la céruloplasmine, une ferroxydase (Zaitseva et al., 1996). Chez les bactéries Gram-négatives, 

l’oxydase à multi-cuivres périplasmique CueO se caractérise par la présence d’une région riche 

en méthionines qui assure la spécificité pour le Cu(I) et facilite son accès au site T1. Elle est 

connue pour être impliquée dans la défense contre l’excès du cuivre en catalysant l’oxydation 

directe du Cu(I) en Cu(II) moins toxique (Grass & Rensing, 2001). 

3.1.3. Les amine-oxydases à cuivre  

 

Les amine-oxydases à cuivre sont des enzymes retrouvées chez plusieurs organismes 

aérobies incluant les procaryotes. Chez ces derniers, elles sont localisées dans le périplasme, 

sous forme d’homodimères avec un site actif très conservé. Dans chaque sous-unité on trouve 

un atome de Cu(II) et une tyrosine conservée, qui en présence d’O2 subit des modifications 

post-traductionnelles pour former le topaquinone (TPQ), un cofacteur organique. Ce sont des 

enzymes qui catalysent la désamination oxydative de diverses amines aliphatiques primaires. 

Le mécanisme se déroule en deux phases : une phase réductive où l’amine est convertie en 

aldéhyde en réduisant le cofacteur TPQ, et une phase oxydative où le Cu(II) médie le transfert 

d’électrons du TPQ réduit vers l’O2, conduisant à la production d’H2O2, d’ammoniac et à la 

régénération du TPQ oxydé (Gaule et al., 2018; Halcrow et al., 2000; Wilmot, 2003).  

3.1.4. Les superoxydes dismutases à cuivre-zinc  

 

Les superoxydes dismutases à cuivre-zinc (Cu,Zn-SODs) sont des métalloenzymes 

largement répandues chez les procaryotes, solubles dans le périplasme ou associées à la 

membrane. Elles jouent un rôle essentiel dans la défense contre le stress oxydant causé par 

des anions superoxyde (O2⁻), générés au niveau périplasmique par la chaine respiratoire ou 

provenant de l’environnement extracellulaire après diffusion à travers les porines (S. 

Korshunov & Imlay, 2006). Les anions superoxyde ne peuvent pas traverser la membrane 

cytoplasmique (Korshunov & Imlay, 2002), et c’est pour cette raison que les Cu,Zn-SODs 

périplasmiques ne protègent pas contre le stress oxydant généré dans le cytoplasme. Ainsi, la 

plupart des bactéries possèdent, en complément, une superoxyde dismutase à manganèse ou 

à fer localisée dans le cytoplasme, sans redondance fonctionnelle entre ces deux types de 

SODs (Battistoni, 2003; Gort et al., 1999). Les Cu,Zn-SODs sont des homodimères, dont chaque 

sous-unité possède un site actif conservé composé d’un atome de cuivre et d’un atome de 

zinc.  
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L’enzyme catalyse la dismutation de l’O2⁻ en oxygène et en peroxyde d’hydrogène. D’abord, 

le Cu(II) est réduit par l’O2⁻, générant une molécule d’oxygène, et ensuite un autre anion 

superoxyde réagit avec le Cu(I) en présence de protons pour former du peroxyde d’hydrogène, 

tout en régénérant l’état oxydé du cuivre. Le zinc joue un rôle crucial dans la stabilisation 

structurale du site actif et l’orientation correcte du substrat (Bannister et al., 1987; Desideri & 

Falconi, 2003). 

3.2. Toxicité du cuivre 

 

Le cuivre est un élément clé dans différents processus biologiques, cependant ses 

propriétés chimiques le rendent très toxique en excès. De ce fait, il a été utilisé depuis 

longtemps comme agent antimicrobien dans différents domaines (Ramos-Zúñiga et al., 2023). 

Cette toxicité n’est pas corrélée à la quantité du cuivre, mais à sa biodisponibilité pour les 

organismes vivants, ainsi qu’à sa forme.  En effet, la réactivité chimique du cuivre est modulée 

par son environnement de coordination dans un complexe avec un ligand (Zuily et al., 2023). 

Dans cette partie, les principaux mécanismes de toxicité du cuivre seront abordés. Ces 

mécanismes sont résumés dans la Figure 1. 

 

 

Figure 1. Mécanismes de toxicité du cuivre intracellulaire. Le cuivre en conditions aérobies est présent 

sous forme Cu(I) ou Cu(II) dans le périplasme, mais le Cu(II) est rapidement réduit en Cu(I) dans le 

cytoplasme. Le Cu(I) peut générer des radicaux hydroxyles toxiques, altérer directement les protéines 

ou perturber les sites des métaux dans les métalloprotéines. Le cuivre lié au glutathion peut aussi 

perturber l’assemblage des métalloprotéines (Zuily et al., 2023). 
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3.2.1. Toxicité liée au stress oxydant 

 

En conditions aérobies, le cuivre peut se retrouver dans le périplasme sous forme de 

Cu(I) ou Cu(II), et dans l’environnement réducteur du cytoplasme sous forme de Cu(I).  Dans 

les deux compartiments, le Cu(I) peut catalyser la réaction de Fenton conduisant à la 

formation des radicaux hydroxyles réactifs à partir du peroxyde d’hydrogène (Halliwell & 

Gutteridge, 1984). Les radicaux hydroxyles peuvent ensuite participer à la réaction d’Haber-

Weiss, conduisant à la production d’autres espèces réactives de l’oxygène (ROS), 

notamment l’O2⁻ (anion superoxyde) (Solioz, 2019).  

Le cuivre peut contribuer indirectement au stress oxydant. En oxydant le glutathion 

(GSH),  il épuise le pool de GSH réduit, ce qui cause une diminution de la régénération des 

protéines impliquées dans la résistance au stress oxydant comme la glutarédoxine (Cabiscol 

et al., 2000). Cela conduit également à une stabilisation de la forme Cu(I) sous forme de 

complexes GS - Cu(I) - SG (Solioz, 2018). Le Cu(I) peut détruire les clusters Fer-soufre (Fe-S), 

causant la libération du fer dans le milieu, ce qui va générer davantage de ROS par la réaction 

de Fenton. Les ROS générés vont causer des dégâts irréversibles sur différents constituants 

cellulaires, ADN, protéines et lipides (Dupont et al., 2011; Zuily et al., 2023).  

3.2.2. Toxicité indépendante du stress oxydant 

 

Pendant longtemps, la toxicité du cuivre était considérée comme principalement liée à la 

production des ROS. Cependant, la sensibilité des bactéries au cuivre en conditions anaérobies 

et l’absence de réponse cellulaire antioxydante ont suggéré qu’il existe d’autres mécanismes 

de toxicité qui sont indépendants du stress oxydant.  

Il a été montré que la cause primaire de la toxicité du cuivre in vivo est sa capacité à causer 

la mismétallation d’enzymes essentielles, particulièrement celles à cluster Fe-S. Ce mécanisme 

est indépendant de l’oxygénation du milieu. Le Cu(I) est capable de déplacer les atomes de fer 

dans les clusters Fe-S en coordonnant leurs ligands thiolates grâce à sa forte affinité 

(Macomber & Imlay, 2009). De plus, le cuivre peut se lier à des atomes d’azote, de soufre et 

d’oxygène dans les protéines, ce qui cause différents dégâts. Dans le cytoplasme, lorsqu’il est 

à forte concentration, le Cu(I) peut former des interactions avec les cystéines et les histidines  



22 
 

des protéines, causant leur agrégation et la perte de leur fonction (Zuily et al., 2022). Grâce à 

sa thiophilicité, le Cu(I) peut catalyser la formation de ponts disulfures en se liant à des 

cystéines (Hiniker et al., 2005), ce qui peut affecter la biogénèse de protéines importantes 

pour le métabolisme cellulaire.  

4. Homéostasie du cuivre chez les bactéries Gram-négatives 
 

L’excès de cuivre étant toxique, sa concentration intracellulaire doit être strictement 

contrôlée. Les bactéries ont mis en œuvre différentes stratégies pour prévenir l’accumulation 

du cuivre et contrôler son homéostasie, incluant des protéines de régulation 

transcriptionnelle, des systèmes d’exportation ou encore des métallo-chaperons et des 

petites molécules de stockage. Dans cette partie, nous détaillerons quelques systèmes décrits 

chez Escherichia coli et qui sont résumés dans la Figure 2. 

L’augmentation de la concentration de cuivre dans le périplasme active un système de 

régulation à deux composants, CusSR, où le senseur kinase CusS détecte le cuivre 

périplasmique et active le régulateur transcriptionnel CusR par phosphorylation (Rademacher 

& Masepohl, 2012). CusR phosphorylé va activer l’expression de CusABC, membre de la famille 

RND (Resistance Nodulation cell Division), qui exporte le cuivre vers l’extérieur. Ce cuivre est 

récupéré directement du périplasme ou délivré par CusF, une protéine chaperon 

périplasmique. Le système CusABC permettrait également d’exporter le Cu(I) directement du 

cytoplasme vers l’environnement extracellulaire. Il fonctionne en utilisant l’énergie proton-

motrice provenant de la membrane interne (Kim et al., 2011; Solioz, 2019).  

En présence d’un excès de cuivre cytoplasmique, un deuxième régulateur transcriptionnel 

s’active, le régulateur CueR (Rademacher & Masepohl, 2012). Une fois lié au cuivre, CueR va 

activer l’expression de CopA, une ATPase du type P1B-1 de la membrane interne. CopA reçoit 

le Cu(I) délivré par CopZ, une protéine chaperon cytosolique, et l’exporte vers le périplasme. 

L’expression du CueO va également être activée.  En présence d’oxygène cette oxydase à 

multi-cuivre périplasmique catalyse l’oxydation du Cu(I) en Cu(II) moins toxique (Grass & 

Rensing, 2001; Solioz, 2019). 

Un autre moyen de prévenir la toxicité causée par un excès de cuivre est d’utiliser des 

protéines de stockage, rôle qui peut aussi être rempli par certains chaperons (Rivera-Millot et 
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al., 2021). Certaines bactéries Gram-négatives, notamment les méthanotrophes, expriment 

des protéines Csp (Copper storage protein) localisées dans le périplasme ou dans le cytosol. 

Ces protéines tétramériques présentent un grand nombre de résidus cystéine orientés vers le 

centre de leurs monomères et peuvent lier jusqu’à 80 atomes de cuivre (Vita et al., 2015, 

2016).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.  Schéma des systèmes participant à l'homéostasie du cuivre chez E. coli. Le cuivre entre 

dans périplasme par un transporteur inconnu. CusS détecte le cuivre périplasmique, active CusR, 

qui induit l’expression de cusABC. CueR détecte le cuivre cytoplasmique et régule l’expression de 
copA et cueO (Kim et al., 2011).  
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Chapitre II : Importation des métaux chez les bactéries Gram-

négatives 
 

1. Transport non spécifique par les porines à travers la membrane externe 

 

La membrane externe contient diverses protéines impliquées dans le transport de 

nutriments, parmi lesquelles les porines représentent une fraction significative. Les porines 

classiques facilitent la diffusion non spécifique de divers substrats de petite taille, 

généralement inférieure à 600 Da (Nikaido, 2003). Elles sont structurées en tonneau β et 

souvent organisées en trimères pour une stabilité supplémentaire. Elles ont une forme en 

sablier avec une région de constriction d’environ 5,5 à 6 Å de diamètre, formée par une boucle 

extracellulaire repliée vers l’intérieur (Fig. 3). Cette région de constriction est caractérisée par 

un champ électrique résultant de la proximité de résidus chargés positivement et 

négativement. Ce champ oriente les molécules d’eau à l’intérieur du canal, défavorise la 

pénétration des composés hydrophobes, et contribue à une certaine sélectivité en facilitant 

l’entrée des petites molécules polaires. Les porines donc sont en partie sélectives et 

permettent le passage de certains composés beaucoup plus facilement que d'autres, selon 

leur forme, leur charge  et leur taille (Vergalli et al., 2020). 

Figure 3. Aspects structurels d'OmpC, une porine d'E. coli (PDB ID 2J1N). A : Vue extracellulaire du 

trimère OmpC. B : vue latérale d'un monomère, avec les résidus de la région de constriction. C, coupe 

transversale à travers OmpC montrant la forme interne en forme de sablier coloré par le potentiel 

électrostatique (rouge : résidus chargés négativement, bleu : résidus chargés positivement). (adapté 

de (Vergalli et al., 2020)) 

A B C 
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Les porines participent à l’importation de faible affinité des métaux chez les bactéries Gram- 

négatives, surtout dans des conditions de forte concentration en métaux où les systèmes de 

transport spécifiques sont réprimés. Cela a été décrit chez E. coli où les porines OmpA et OmpC 

jouent un rôle dans l’acquisition du fer à partir de la transferrine (Sandrini et al., 2013).  OmpF 

chez E. coli serait aussi impliquée dans l’acquisition du cuivre puisque sa délétion confère une 

certaine résistance au cuivre (Lutkenhaus, 1977). 

Chez Mycobacterium smegmatis également, il a été montré qu’en présence d’un excès de 

citrate ferrique, les besoins en fer des cellules sont satisfaits par diffusion à travers les porines, 

notamment MspA, MspC et MspD. En effet, des mutants dépourvus des porines MspA ou 

MspC présentent un fort défaut de croissance en carence en cuivre et une tolérance 

significative au cuivre lorsqu'ils sont cultivés avec des concentrations élevées. L’expression 

hétérologue de MspA chez M. tuberculosis a donné des résultats similaires (Haeili et al., 2015; 

Speer et al., 2013). Cependant chez M. smegmatis la quantité de citrate intracellulaire ne 

change pas, suggérant que le fer se dissocie du citrate au niveau de la membrane externe 

(Jones & Niederweis, 2010).   

 

2. Transport spécifique à travers la membrane externe par les transporteurs TonB-

dépendants  

 

2.1. Structure des transporteurs TonB-dépendants et mode de fonctionnement 

 

Les nutriments de plus grande taille présents en faible concentration dans 

l’environnement bactérien sont incapables de passer par diffusion passive à travers les 

porines. Leur importation requiert des transporteurs spécifiques qui utilisent de l’énergie. 

Dans la membrane externe, les transporteurs TonB-dépendants (TBDTs) assurent cette 

fonction. Ces transporteurs ont une structure assez conservée (Fig. 4), avec un tonneau β 

transmembranaire à 22 brins et un domaine globulaire appelé “plug” du côté N-terminal de la 

protéine et qui bouche le tonneau (Noinaj et al., 2010). Le site de liaison du ligand dans les 

TBDTs définit leur spécificité. Il est généralement situé à côté du domaine plug et peut être 

formé par des résidus de la paroi du tonneau, des boucles extracellulaires et du domaine plug 

(Noinaj et al., 2010).  
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Une séquence appelée “TonB-Box” précède le domaine plug. Cette séquence est souvent 

séquestrée à l’intérieur du TBDT du côté périplasmique, mais la fixation du ligand dans le 

tonneau induit un changement de conformation qui l’expose vers le périplasme. Ce 

changement de conformation est léger, puisque les différences de structure entre un TBDT 

sous forme apo et un TBDT lié à son ligand sont généralement minimes (Silale & van den Berg, 

2023). Dans le TBDT FhuA, lors de la liaison du complexe ferrichrome-fer, une hélice située 

entre la TonB-Box et le plug se déplie, ce qui expose la TonB-box (Ferguson et al., 1998). Dans 

le TBDT BtuB, un pont salin reliant l'extrémité N-terminale du domaine plug à la surface 

interne du tonneau β est rompu lors de la liaison à la vitamine B12, ce qui entraîne l’exposition 

de la TonB-Box (Zmyslowski et al., 2022).  

Cette étape est très importante pour le transport, car une fois libérée, la TonB-Box peut entrer 

en contact physique avec la protéine TonB. TonB est une protéine d’environ 26 kDa, située 

dans la membrane cytoplasmique, avec un seul domaine transmembranaire hélicoïdal et un 

domaine C-terminal soluble situé dans le périplasme. Par son domaine transmembranaire, elle 

interagit avec le complexe ExbBD situé dans la membrane interne. ExbB est une protéine de 

Figure 4. Structure cristalline de la protéine FhuA d'E. coli (PDB ID 1FCP). A  : non ligandée, B : 

ligandée avec du ferrichrome (jaune avec l'ion ferrique en rouge) (Braun, 2024). 

A B 
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26 kDa qui possède 3 domaines transmembranaires et un domaine soluble cytoplasmique. 

ExbD est une protéine de 17 kDa avec un domaine transmembranaire N-terminal hélicoïdal 

ancré dans la membrane cytoplasmique et un domaine C-terminal soluble situé dans le 

périplasme (Krewulak & Vogel, 2011). TonB, ExbB et ExbD s'assemblent pour former un large 

oligomère dans la membrane plasmique composé d'une à deux copies de TonB, cinq copies 

d'ExbB et deux d'ExbD (Celia et al., 2020). Ce complexe utilise le gradient de protons à travers 

la membrane interne pour générer de l’énergie (Fig. 5). Cette énergie est ensuite transmise 

grâce à TonB au TBDT de la membrane externe, permettant l'entrée du ligand dans le 

périplasme (Celia et al., 2020; Noinaj et al., 2010). 

  

 

Le mécanisme exact de la transduction d’énergie et d’interaction avec le TBDT n’est pas 

encore bien compris. Un modèle propose un mouvement de rotation du complexe ExbBD qui 

entraîne également la rotation de TonB. Par force de traction, TonB va tirer la TonB-box 

Figure 5. Représentation structurelle d’un TBDT en interaction avec le complexe TonB-ExbB-ExbD 

(Braun et al., 2023). 
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causant un changement de conformation du domaine plug, ce qui ouvre un canal dans le TBDT 

et favorise l’importation du ligand (Ratliff et al., 2022).  

Il a été suggéré que lors du transport de l'entérobactine ferrique via FepA, le domaine plug 

sort complètement du tonneau β (Ma et al., 2007). Cependant, d’autres études privilégient un 

modèle où une partie du plug subit des changements conformationnels, notamment en se 

dépliant partiellement pour ouvrir un canal de translocation du substrat, tandis que le reste 

du plug reste à l'intérieur du tonneau (Hickman et al., 2017; Udho et al., 2012).  

Les TBDTs n’ont jamais été isolés à l’état ouvert, cela suggère que cet état est de courte durée. 

Il est probable qu’une fois le substrat dans le périplasme, le plug reprenne assez rapidement 

sa forme initiale dans le centre du tonneau pour empêcher le transport non spécifique 

d’autres molécules (Flores Jiménez & Cafiso, 2012; Silale & van den Berg, 2023). Pourtant, il a 

été suggéré que le transport par les TBDTs est lent: pour FhuA il est estimé à 4 molécules de 

ferrichrome par minute, 5-6 molécules d'entérobactine ferrique par minute pour FepA, et 0.2-

0.9 molécules de vitamine B12 par minute pour BtuB (Silale & van den Berg, 2023). 

 

2.2. Diversité fonctionnelle des transporteurs TonB-dépendants 

 

Les TBDTs présentent une structure tridimensionnelle globalement conservée, mais les 

membres de cette famille ont une faible homologie de séquence qui témoigne de leur grande 

diversité (Tang et al., 2012).   

Initialement, les TBDTs étaient principalement associés au transport de fer complexé à des 

sidérophores. Cependant il devient de plus en plus clair qu’ils sont capables de reconnaître et 

de transporter une large gamme de substrats chimiquement variés, allant des ions métalliques 

libres comme Cu(II) et Zn(II) aux vitamines, sucres, et autres substrats (Schauer et al., 2008).  

Le tableau II illustre cette diversité en présentant des exemples de TBDTs avec le substrat 

correspondant. 
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     Tableau II Diversité fonctionnelle des TBDTs chez les bactéries à Gram négatif 

 Nom du 

TBDT 

Ligand(s) Espèce bactérienne Référence 

 

 

 

 

 

Transporteurs de 

composés 

organiques (Sucres, 

vitamines, peptides) 

 

 

MalA Maltodextrines / 

Maltose 

Caulobacter crescentus (Neugebauer et al., 

2005) 

NagA Oligosaccharides 

de chitine 

Caulobacter crescentus (Eisenbeis et al., 

2008) 

SuxA Sucrose Xanthomonas 

campestris pv. 

campestris 

(Blanvillain et al., 

2007) 

RagA Produits de 

dégradation des 

protéines 

Porphyromonas 

gingivalis 

 

(Hall et al., 2005) 

SusC Glucides complexes Bacteroides 

thetaiotaomicron 

(Cho & Salyers, 2001) 

BF0615 Thiamine (Vitamine 

B1) 

Bacteroides fragilis (Rodionov et al., 

2002) 

BtuB 

 

Vitamine B12 Escherichia coli (Kadner, 1990) 

 

 

 

 

Transporteurs de 

métaux non ferreux 

NosA Cuivre Pseudomonas stutzeri (Lee et al., 1991) 

OprC Cuivre Pseudomonas 

aeruginosa 

(Bhamidimarri et al., 

2021) 

FrpB4 Nickel Helicobacter pylori (Schauer et al., 2007) 

Daro_1684 Cobalt Dechloromonas 

aromaticaRCB 

(Rodionov et al., 

2006) 

ZnuD Zinc Pseudomonas 

aeruginosa 

(Pederick et al., 2015) 

CntO Zinc - 

pseudopaline) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(Lhospice et al., 2017) 

 

 

 

Transporteurs de 

fer/hème à partir de 

produits de l’hôte 

 

 

HasR Hème -hémophore 

(HasA) 

Serratia marcescens (Cescau et al., 2007) 

ShuA Hème-

Hémoglobine 

Shigella dysenteriae (Cobessi et al., 2010) 

TbpA Fe-Transferrine Neisseria gonorrhoeae (Kenney & 

Cornelissen, 2002) 

LbpA Fe-Lactoferrine Neisseria meningitidis (Beddek & Schryvers, 

2010) 

 

 

Transporteurs de 

Fe(III) complexé à 

des sidérophores 

 

FhuA Fe-Ferrichrome Escherichia coli (Pawelek et al., 2006) 

FepA Fe-Enterobactin Escherichia coli (Devanathan & 

Postle, 2007) 

FauA Fe-Alcaligine Bordetella pertussis (Brickman & 

Armstrong, 1999) 

FecA Fe-Dicitrate Escherichia coli (Yue et al., 2003) 
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2.3. Régulation de synthèse des transporteurs TonB-dépendants  

 

Les bactéries régulent finement l’expression des TBDTs, pour qu’ils ne soient produits que 

lorsque c’est nécessaire et que leur ligand spécifique est présent, car ces transporteurs 

peuvent aussi servir de porte d’entrée à des toxines (Cascales et al., 2007; Premsuriya et al., 

2023).  

Pour les TBDTs à fer, le principal système est le régulateur Fur. Ce régulateur transcriptionnel 

agit comme un répresseur en présence de son cofacteur, le Fe(II). Sous forme apo dans le 

cytoplasme, Fur peut se présenter en tétramère (chez Pseudomonas aeruginosa, Legionella 

pneumophila, etc.) ou en dimère (chez E. coli, Yersinia pestis, etc.) (Pérard et al., 2016). Le 

Fe(II) en excès se lie à Fur, et ce complexe se fixe à des séquences d’ADN appelées Fur boxes, 

réprimant alors l’expression des gènes impliqués dans l’acquisition ou le stockage du fer. En 

cas de carence, apo Fur se détache de ses promoteurs cibles, ce qui permet la transcription 

des gènes correspondants (Hassan & Troxell, 2013). Des homologues de Fur régulent 

également l’acquisition d’autres métaux, comme Zur pour le zinc et Mur pour le manganèse 

(Bellini & Hemmings, 2006; Gaballa & Helmann, 1998).  

 

Un autre système bien décrit est le système des facteurs sigma de fonction 

extracytoplasmique, ECF (Extracytoplasmic Function). Un facteur sigma ECF est activé 

spécifiquement lorsque le complexe sidérophore-métal interagit avec le TBDT qu’il régule à la 

surface bactérienne. Ce signal est transmis à la protéine anti-sigma localisée dans la 

membrane interne via un domaine de signalisation du côté N-terminal du TBDT, provoquant 

la libération du facteur sigma séquestré et déclenchant la transcription des gènes 

d’acquisition. C’est le cas, par exemple, des TBDTs FecA (transporteur du Fe-dicitrate chez E. 

coli), FpvA (transporteur de Fe-pyoverdine chez P. aeruginosa) et BhuR (transporteur d’hème 

chez Bordetella pertussis) (Braun et al., 2022; Brickman et al., 2007; Visca et al., 2002). 

Certains TBDTs comme FepA (transporteur du Fe-entérobactine) ou PirA (transporteur du fer 

complexé à des catéchols) sont régulés par des systèmes à deux composants. Une kinase 

membranaire reconnaît le complexe métal-sidérophore dans le périplasme après son 

importation, s’autophosphoryle, puis active un régulateur cytoplasmique par 

phosphorylation, déclenchant ainsi l’expression des gènes d’acquisition (Dean & Poole, 1993; 

Luscher et al., 2022; Schalk & Perraud, 2023).  
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D’autres régulations se font via des régulateurs transcriptionnels cytoplasmiques comme ceux 

de la famille AraC. Ici, après son transport jusqu’au cytoplasme le sidérophore interagit avec 

le régulateur, qui active la transcription des gènes d’acquisition. C’est le cas de FauA, 

transporteur du complexe fer-alcaligine chez B. pertussis (Brickman et al., 2001, 2007).  

La traduction peut aussi être contrôlée par des riboswitches, comme pour BtuB, TBDT de la 

vitamine B12. En présence d’adénosylcobalamine (un métabolite de la B12), ce composé 

interagit avec la région 5’ de l’ARNm de btuB, provoquant un changement de structure qui 

empêche la liaison du ribosome et bloque l’initiation de la traduction (Nahvi et al., 2002; Nou 

& Kadner, 2000).  

Enfin, des régulations post-transcriptionnelles peuvent impliquer des petits ARN (sRNA), qui 

s’apparient à l’ARNm ciblé pour en moduler la traduction. Par exemple, OmrA et OmrB 

régulent négativement la production des TBDTs CirA (impliqué dans le transport de Zn(II)), 

FecA et FepA (Fröhlich & Gottesman, 2018; Guillier & Gottesman, 2008).  

Un système de régulation post-transcriptionnelle a récemment été caractérisé chez B. 

pertussis. Il s'agit d'un mécanisme impliquant cruR, une petite phase de lecture ouverte, 

également appelée uORF (upstream Open Reading Frame). La protéine CruR appartient à la 

famille DUF2946 et est codée par le premier gène d’un opéron comprenant également deux 

autres gènes : bfrG, codant un transporteur TonB-dépendant (TBDT) encore non caractérisé, 

et bp2921, codant une protéine de la membrane interne appartenant à la famille PepSY-TM. 

Ces deux dernières protéines font l’objet de ma thèse. CruR régule spécifiquement 

l’expression de bfrG et bp2921 en réponse à la disponibilité du cuivre. La protéine CruR se 

distingue par la présence de deux motifs conservés : CXXC, un site de fixation du cuivre, et 

RAPP, un site d’arrêt induisant une pause du ribosome.  

Le modèle de ce système est le suivant. En condition de carence en cuivre, après transcription 

de cruR, l’ARN polymérase ferait une pause dans la région intergénique entre cruR et bfrG. Le 

ribosome traduisant CruR serait arrêté temporairement au motif RAPP. Cette pause 

empêcherait l’exposition d’un site de fixation (rut) du facteur de terminaison Rho sur l’ARNm. 

L'absence de fixation de Rho permettrait ainsi la poursuite de la transcription des gènes bfrG 

et bp2921. 

À l’inverse, en condition d’excès de cuivre, ce dernier se fixerait au motif CXXC de CruR en 

cours de traduction, provoquant un changement de conformation qui empêcherait l’arrêt du 
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ribosome sur le motif RAPP, exposant le site rut. Rho pourrait alors s’y fixer, entraînant la 

terminaison de la transcription de bfrG et bp2921 (Fig. 6) ( Roy et al., 2022). 

Une régulation post-transcriptionnelle par le cuivre impliquant des uORFs de la famille 

DUF2946 semble conservée chez de nombreuses protéobactéries (Öztürk et al., 2023). Un 

homologue de CruR a notamment été identifié chez P. aeruginosa, dans un opéron codant 

pour OprC, un TBDT spécifique du cuivre (Bhamidimarri et al., 2021; Roy et al., 2022). 

 

 

 

Figure 6. Modèle de régulation de bfrG par l’uORF cruR. CruR module la transcription en réponse au 

cuivre via un mécanisme dépendant de Rho (Roy et al., 2022). 

 

2.4. Transport des métaux sous forme libre 

 

Les métaux de transition sont rarement trouvés sous forme libre chez l’hôte. Cette 

stratégie de défense est connue sous le nom d’immunité nutritionnelle. Cependant, certains 

TBDTs transportent des métaux non liés.  

ZnuD est le premier TBDT à zinc, caractérisé chez Neisseria meningitidis. Sa structure 

cristallographique montre un ion de zinc dans un site de haute affinité constitué de quatre 

résidus conservés provenant d’une boucle du domaine plug et d’une boucle extracellulaire. 

Aucun métallophore n’a été retrouvé dans le site de liaison, ce qui suggère que le transporteur 
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transporte le zinc libre, cela n’exclut pas la possibilité qu’il récupère le zinc qui était lié à un 

métallophore (Calmettes et al., 2015). Deux sites de liaison périphériques de faible affinité au 

niveau des boucles extracellulaires ont été identifiés par co-cristallisation avec du cadmium. 

Ces sites dirigent le zinc vers le site de haute affinité enfoui dans la cavité puis vers un site du 

côté périplasmique du transporteur (Fig. 7A,B) (Calmettes et al., 2015).  

Chez P. aeruginosa, le transporteur OprC permet l’acquisition directe de cuivre ionique libre, 

à la fois sous forme Cu(I) et Cu(II). OprC est le premier exemple connu de TBDT capable 

d'importer du cuivre libre. Ce transporteur sera présenté plus en détails dans la partie 

transporteurs de cuivre (Bhamidimarri et al., 2021).  

 

Figure 7. Exemples de TBDTs transportant des métaux sous forme libre. (A, C) structure des TBDTs 

ZnuD (PDB ID 4RDR) et FrpB (PDB ID 4AIQ) et mode de reconnaissance du Zn(II) et du Fe(III) 

respectivement. (B, D) détails des sites de fixation du Zn(II) et du Fe(III) (Calmettes et al., 2015 ; Saleem 

et al., 2013 ; Yadav et al., 2019). 
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Chez Neisseria meningitidis, le TBDT FrpB (ou FetA) lie avec une forte affinité et importe le 

Fe(III) libre. La structure cristalline a révélé un ion Fe(III) lié à un site de fixation spécifique 

formé de deux résidus du plug et deux résidus des boucles extracellulaires (Fig. 7C, D). Des 

analyses EPR ont confirmé la liaison du Fe(III) à FrpB au niveau d’un site avec les mêmes 

caractéristiques (Saleem et al., 2013). Cependant il a été montré que l’orthologue de FrpB chez 

N. gonorrhoeae peut transporter le Fe(III) lié à différents sidérophores de la famille des 

catécholates : l’entérobactine, la salmochelin et la dihydroxybenzolysérine. Cela suggère que 

ce transporteur présente une large spécificité et peut prendre en charge une gamme variée 

de substrats (Hollander et al., 2011). 

 

2.5. Transport des métaux après extraction à partir de protéines de l’hôte 

 

Les métaux sont également transportés sous forme libre par les TBDTs après leur 

extraction de protéines de l’hôte. Comme décrit auparavant, chez l’hôte les métaux sont très 

peu disponibles car ils sont complexés à des protéines, comme la transferrine (Tf) ou la 

lactoferrine dans le cas du Fe(III).  

Chez des bactéries des familles Neisseriaceae, Pasteurellaceae et Moraxellaceae, on 

trouve le système TbpA/TbpB, pour « Tf binding protein » (Fig. 8). Le TBDT TbpA se caractérise 

par la présence d’une hélice dans une boucle extracellulaire qui interagit avec le lobe C-

terminal de la Tf et permet l’extraction du Fe(III). TbpA travaille avec TbpB, une lipoprotéine 

ancrée à la membrane. TbpB s'étend du coté extracellulaire et capture avec son lobe N-

terminal la Tf chargée en Fe(III), ce qui favorise son interaction avec TbpA. Cela facilite 

l’extraction du Fe(III) qui est ensuite transféré à un motif du domaine plug, appelé « EIEYE 

motif ». Dans le périplasme la protéine de liaison périplasmique FbpA lie Fe(III) et le délivre à 

un ABC transporteur, FbpBC dans la membrane interne, qui le transporte vers le cytoplasme 

en hydrolysant l’ATP (C. Chan et al., 2023; Noinaj et al., 2012; Yadav et al., 2019).  

Un mécanisme comparable est présent chez ces mêmes bactéries pour capter le fer à partir 

de la lactoferrine. Il fait intervenir deux protéines, LbpA et LbpB qui sont respectivement  un 

TBDT et une lipoprotéine (Pettersson et al., 1998).  
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La majorité du fer chez l’hôte existe sous forme d’hème lié à l’hémoglobine. Neisseria et 

d’autres bactéries pathogènes possèdent des systèmes pour exploiter cette source de fer. Le 

système HpuB/HpuA est retrouvé chez N. gonorrhoeae et N. meningitidis. Ce système montre 

des similarités avec les systèmes de transport de la transferrine et de la lactoferrine. HpuA est 

une lipoprotéine qui adopte une conformation étendue vers le milieu extracellulaire. Elle 

interagit avec l’hémoglobine et permet son contact avec le TBDT HpuB, qui effectue 

l’importation de l’hème après son extraction (Yadav et al., 2019). L'hème est ensuite 

transporté vers le cytoplasme où il va être dégradé par l'hème oxygénase HemO pour libérer 

le fer (Zhu et al., 2000). 

 

Un autre système de transport des métaux à partir des protéines de l’hôte connu chez N. 

gonorrhoeae et N. meningitidis est TdfH (ou CbpA) qui permet d’extraire le zinc à partir de la 

calprotectine. Produite par les neutrophiles, la calprotectine est connue pour séquestrer des 

Figure 8. Mécanisme d’acquisition du fer à partir de la transferrine. TbpB capte la transferrine ferrique 

et la transmet à TbpA, qui utilise l’énergie du complexe TonB pour faire passer le fer dans le 
périplasme. Le fer est ensuite transféré par FbpA au complexe FbpB-FbpC, qui l’importe dans le 
cytoplasme (Chan et al., 2023). 
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ions Zn(II) et Mn(II). Elle est composée des protéines S100A8 et S100A9 qui s’organisent en 

hétérodimère ou en hétérotétramère.  

À la différence des TBDTs cités précédemment, TdfH ne travaille pas avec une lipoprotéine 

(Yadav et al., 2019) mais interagit directement avec les sites de fixation du zinc dans la 

calprotectine grâce à ses boucles, ce qui permet l’extraction du métal (Fig. 9). Il a été montré 

que TdfH de N. gonorrhoeae peut aussi lier les calprotectines chargées en Cu(II), ce qui suggère 

un rôle possible dans l'importation de ce métal, et peut-être d'autres (Bera et al., 2022). 

 

 

 

2.6. Importation des métaux grâce à des effecteurs de systèmes de sécrétion 

 

Le système de sécrétion de type VI (T6SS) est présent chez de nombreuses bactéries à 

Gram-négatif. Il est connu pour injecter des effecteurs dans des cellules eucaryotes ou des 

bactéries concurrentes afin de favoriser la virulence ou la compétition inter-bactérienne 

(Silverman et al., 2012). Toutefois, des études récentes ont montré une fonction du T6SS dans 

l’acquisition de nutriments essentiels, en particulier les métaux. 

 

Figure 9. Structure cryo-EM du complexe TdfH-calprotectine (PDB ID 4XJK). (A) Vue orthogonale du 

complexe TdfH (vert) lié à la calprotectine (S100A8 et S100A9 en violet). (B) Vue rapprochée montrant 

l’interaction entre les boucles de TdfH et les deux sites de liaison au zinc de la calprotectine (zinc en 
bleu) (Bera et al., 2022). 
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Chez Burkholderia thailandensis, le système T6SS-4 est activé en réponse au stress oxydatif 

par le régulateur OxyR. Il permet la sécrétion d’un effecteur, TseM, capable de lier le Mn(II) 

dans l’environnement. Ce complexe TseM-Mn(II) est ensuite reconnu et transporté par un 

TBDT appelé MnoT (Si, Zhao, et al., 2017). Un mécanisme similaire a été mis en évidence pour 

l’importation du zinc dans la même espèce, impliquant un effecteur T6SS appelé TseZ et le 

transporteur HmuR. Ce TBDT est associé normalement au transport de l’hème, mais en 

situation de stress oxydatif, HmuR bascule vers une autre fonction, le transport de Zn(II), via 

une interaction avec TseZ (Si, Wang, et al., 2017). 

Chez P. aeruginosa, le cuivre est acquis via un système impliquant le T6SS de type H2, qui 

sécrète l’effecteur azurine (Azu) en réponse à des conditions de faible concentration en Cu(II). 

Azu capture le cuivre extracellulaire et le transfère directement au TBDT OprC, dont 

l’expression, comme celle de H2-T6SS et d’Azu, est réprimée par le régulateur transcriptionnel 

sensible au Cu(I), CueR, et induite par de faibles concentrations de cuivre (Han et al., 2019). 

 

2.7. Importation des métaux grâce à des métallophores  

 

2.7.1. Les voies de biosynthèse des métallophores 

 

La biodisponibilité des métaux peut être très limitée dans certaines conditions (faible 

solubilité, complexation ou forte compétition). Pour surmonter ces contraintes, certaines 

bactéries produisent des métallophores. Les métallophores les plus connus sont les 

sidérophores. Ces petites molécules de 500 à 1500 Da sont capables de chélater le Fe(III) avec 

une forte affinité et de le délivrer à des transporteurs spécifiques, souvent absents chez les 

espèces concurrentes (Hider & Kong, 2010). Certains métallophores participent aussi à la 

passivation des métaux en excès (Leprevost et al., 2024). Leur biosynthèse est souvent régulée 

par la concentration intracellulaire en métal, et ils présentent une grande diversité, allant de 

petits métabolites comme le citrate à des protéines sécrétées (Maret, 2024).   

Plusieurs voies de biosynthèse permettent leur production. Certaines impliquent des 

enzymes multifonctionnelles codées par des clusters de gènes, comme les polycétides 

synthases (PKS) et les synthétases de peptide non-ribosomique (NRPS), qui génèrent une 

grande variété de métabolites secondaires (Brakhage, 2013). Les PKS possèdent des domaines 
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organisés de façon modulaire : l’acyltransférase (AT) sélectionne des substrats (malonyl-CoA 

ou methylmalnoyl-Co) et les active par acylation, l’ACP (acyl carrier protein) les transporte, et 

le domaine KS (kétosynthase) catalyse l’élongation pour former des polycétides. Les NRPS 

fonctionnent selon une logique similaire et permettent de synthétiser des sidérophores 

composés essentiellement d’acides aminés. Un domaine d’adénylation (A) sélectionne et 

active l’acide aminé, qui est ensuite transporté par un domaine PCP (peptidyl carrier protein), 

ensuite un domaine de condensation (C) catalyse la formation de la liaison peptidique, et un 

domaine thioestérase (T) libère le peptide une fois la chaîne terminée. D'autres domaines 

facultatifs permettent des modifications supplémentaires (oxydation, méthylation, 

cyclisation…), augmentant la diversité structurelle  (Timofeeva et al., 2022). 

Il existe également des sidérophores produits par des synthétases indépendantes des 

NRPS (NIS). Ces enzymes utilisent des substrats carboxylés (citrate, α-cétoglutarate...) et 

consomment de l’ATP pour former des liaisons amide avec des amines ou alcools, générant 

des sidérophores de type hydroxamate ou carboxylate (Xie et al., 2024).  

Enfin, certains métallophores, comme les méthanobactines (chalcophore : métallophore 

pour le cuivre) (Reyes & Rosenzweig, 2024), sont produits via la voie des RiPPs (Ribosomally 

synthesized and Post-translationally modified Peptides). Ces peptides naturels sont 

synthétisés sous forme de précurseurs par le ribosome, puis modifiés post-

traductionnellement. Le précurseur comprend généralement une séquence leader N-

terminale conservée, qui guide les enzymes de modification vers la région core (C-terminale), 

cible des modifications. Le produit final est ensuite libéré par clivage protéolytique (Arnison 

et al., 2012). 

 

2.7.2. Exemple des sidérophores 

 

Il existe une grande variété de sidérophores de structures chimiques différentes. 

Généralement, ils coordonnent le Fe(III) avec des atomes d’oxygène, selon une géométrie 

octaédrique. L’implication d’autres atomes comme l’azote et le soufre diminue l’affinité du 

sidérophore pour le Fe(III) (Hider & Kong, 2010). On les classe en quatre grandes familles, 

selon les groupes chimiques qui assurent la coordination du fer : les hydroxamates, les 

catécholates, les carboxylates et les sidérophores mixtes. Des exemples représentatifs de 

chaque classe sont montrés dans la Fig. 10. 
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2.8. Facteurs contrôlant la complexation des métaux par des métallophores 

 

La sélectivité d’un métallophore vis-à-vis d’un métal dépend de plusieurs facteurs liés à la 

nature du métal et du métallophore. La composition chimique du métallophore représente 

un critère important. Selon la règle des acides et bases durs et mous (HSAB), chaque métal a 

des préférences de liaison à des groupements donneurs. Les métaux dits durs (Fe(III), Ga(III)…) 

préfèrent les ligands riches en oxygène, les métaux mous (Cu(I), Cd(II)…) préfèrent les ligands 

riches en soufre ou azote et les métaux intermédiaires (Fe(II), Zn(II), Cu(II)) se lient souvent à 

des donneurs azotés (Pearson, 1968).  

La structure du métallophore joue également un rôle clé dans la complexation, car le 

nombre d’atomes donneurs et leur arrangement spatial va conférer une géométrie de 

coordination et ainsi une sélectivité vis-à-vis du métal. Une analyse des sites de liaison des 

métaux dans environ 100 métalloprotéines et 3 000 petits complexes avec des métaux de 

transition divalents a révélé que la disposition octaédrique est privilégiée par Co(II) et Ni(II), 

tétraédrique par Zn(II), plan carré par Cu(II) et linéaire par Hg(II) (Fig. 11) (Rulísek & Vondrásek, 

Figure 10. Exemples représentatifs des classes de sidérophores. Les groupements catécholates, 

carboxylates, phénolates et hydroxamates sont indiqués respectivement en bleu, rouge, violet et vert. 

Dans le cas de la yersiniabactine, le groupement carboxylate est surligné en vert (Albelda-Berenguer 

et al., 2019). 
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1998). Certains métallophores sont très flexibles et permettent une adaptation à différentes 

géométries de coordination, alors que d’autres sont plus rigides. La longueur des cycles formés 

entre les groupements donneurs et le métal lors de la chélation influence aussi la compatibilité 

métal-métallophore (Irving & Williams, 1953; Kraemer et al., 2015). 

 

La stabilité de la liaison métal-métallophore dépend du nombre de points de contact entre le 

ligand et le métal. Un ligand multidenté stabilise davantage le complexe qu’un ligand avec une 

faible denticité. Enfin, les ligands qui ont une structure adaptée, c’est-à-dire dont les 

groupements donneurs coordonnent le métal de façon optimale sans avoir besoin de se 

réorganiser, confèrent plus de stabilité au complexe qu’un ligand qui doit modifier sa 

structure.  

Malgré tous ces facteurs qui contrôlent la formation des complexes, avoir une spécificité 

stricte d'un métallophore pour un seul métal cible est difficile (Kraemer et al., 2015). Il a été 

montré que certains métallophores sont capables de lier plusieurs métaux, comme la 

yersiniabactine qui lie le fer, le cuivre et le zinc (Koh et al., 2015; Price et al., 2021). 

Figure 11. Les géométries de coordination préférées de quelques ions métalliques divalents. 

Co(II) et Ni(II) : octaédrique , Zn(II) : tétraédrique, Cu(II) : plan carré  et Hg(II) : linéaire 

(Rulísek & Vondrásek, 1998). 



41 
 

3. Transport des métaux à travers la membrane interne : cas du fer 

Après leur importation à travers la membrane externe sous forme de complexes métal-

métallophore, les métaux doivent traverser la membrane interne pour atteindre le 

cytoplasme. Ce processus est bien décrit dans le cas du fer, et c’est pour cette raison cette 

partie va être consacrée au transport des complexes ferrisidérophores. 

Le transport à travers la membrane interne implique principalement des transporteurs de type 

ABC (ATP-binding cassette). Une fois dans le périplasme, les complexes sont capturés par des 

protéines de liaison périplasmiques (PBP, periplasmic binding proteins), qui présentent une 

structure bilobée caractéristique. Ces protéines fixent leur substrat entre les deux lobes et le 

transmettent ensuite au transporteur ABC (Delepelaire, 2019). Ces transporteurs ABC 

présentent une organisation conservée. Ils sont composés d'une PBP, de deux domaines 

transmembranaires formant un canal de passage, et de deux sous-unités cytoplasmiques 

capables d’hydrolyser l’ATP (Delepelaire, 2019; Schalk & Guillon, 2013).  

Certains ferrisidérophores sont également transportés par des perméases spécifiques, comme 

RhtX, FptX et FiuB, impliquées respectivement dans le transport de la ferrirhizobactine chez 

Sinorhizobium meliloti, et de la ferripyochelin et du ferrichrome chez P. aeruginosa (Cuív et 

al., 2004; Hannauer et al., 2010; Schalk & Guillon, 2013). Ces perméases fonctionnent sous 

forme d’une seule sous-unité transmembranaire non associée à une protéine périplasmique. 

Le transfert du complexe ferrisidérophore peut ainsi se faire directement des TBDTs vers la 

perméase, ou bien par diffusion libre dans le périplasme avant d'être captés par le site de 

liaison de la perméase (Schalk & Guillon, 2013). Il a été démontré que l’activité de FptX dépend 

de la force proton-motrice (Zhang et al., 2024). 

3.1. Mécanismes de dissociation du fer de son sidérophore 

Les sidérophores présentent une très forte affinité pour le fer, ce qui rend les complexes 

formés très stables. Un cas extrême est celui de l’entérobactine avec une constante d'affinité 

pour Fe(III) supérieure à 1052 M-1 (Carrano & Raymond, 1979). Les bactéries ont donc 

développé des mécanismes spécifiques permettant la dissociation du fer de son sidérophore. 

Trois stratégies principales ont été décrites dans la littérature : (1) l’hydrolyse du sidérophore, 

(2) la modification chimique de celui-ci, et/ou (3) la réduction du fer, qui diminue l’affinité du 
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sidérophore et permet la libération de Fe(II). Ces mécanismes peuvent avoir lieu dans le 

périplasme ou le cytoplasme, selon la nature du complexe et l’espèce bactérienne (Schalk & 

Guillon, 2013). 

Après le transport du complexe à travers la membrane interne, le Fe (III) est réduit en Fe (II), 

parfois suivi d’une étape d’hydrolyse du sidérophore, comme pour la ferrientérobactine chez 

E. coli (Brickman & McIntosh, 1992). Dans certains cas, la dissociation du complexe est 

associée à une modification du sidérophore, comme le ferrichrome chez P. aeruginosa qui 

subit une acétylation dans le cytoplasme. Une fois le métal libéré, le sidérophore modifié est 

réexporté vers le milieu extracellulaire, permettant ainsi son recyclage. Pour le ferrichrome 

cela est possible après interaction avec le chlorure ferrique qui va hydrolyser le groupement 

acétyl (Hannauer et al., 2010; Hartmann & Braun, 1980) 

La dissociation du fer peut également avoir lieu dans le périplasme, par réduction directe sans 

modification ni dégradation du sidérophore. C’est le cas du complexe fer-pyoverdine chez        

P. aeruginosa. Après son importation par le TBDT FpvA, l’ion Fe(III) chélaté par la pyoverdine 

est réduit par l’action de la protéine FpvG, une réductase de la membrane interne appartenant 

à la famille PepSY-TM, avec l’aide de FpvH et de FpvC, ce dernier jouant le rôle de chélateur 

du Fe(II) (Ganne et al., 2017). La pyoverdine dépourvue de fer est ensuite recyclée vers 

l’extérieur de la cellule par une pompe à efflux, ce qui constitue un avantage énergétique en 

évitant la synthèse de nouveaux sidérophores (Imperi et al., 2009). Un mécanisme similaire a 

été décrit pour la ferrioxamine B, où la dissociation du fer est également assurée par une 

réduction catalysée par FoxB, une protéine de la membrane interne de la même famille PepSY-

TM (Josts et al., 2021). La famille PepSY-TM sera décrite plus en détails par la suite. 

 

 

 

 

 



43 
 

Chapitre III : Acquisition du cuivre chez les bactéries Gram-négatives  
 

Contrairement aux systèmes d'importation du fer, largement étudiés, les mécanismes 

d'acquisition du cuivre chez les bactéries à Gram négatif restent encore peu caractérisés. 

Dans cette partie, nous nous concentrerons sur les transporteurs de cuivre identifiés à ce 

jour chez ces bactéries. 

 

1. NosA : un transporteur TonB-dépendant de cuivre identifié chez Pseudomonas 

stutzeri 

 

NosA est une protéine de la membrane externe d’environ 70 kDa identifiée chez P. stutzeri. 

Le gène nosA a été séquencé et présente une forte homologie de séquence avec BtuB, le 

transporteur de vitamine B12 chez E. coli, ainsi qu’avec d’autres TBDTs tels que FepA et FhuA 

(Lee et al., 1991). Une analyse phylogénétique a permis de placer NosA dans un sous-cluster 

de TBDTs aux côtés de HasR et FhuA (Lee et al., 1991; Yoneyama & Nakae, 1996).  

Bien que la structure de NosA n’ait pas encore été caractérisée, la protéine a été purifiée et 

du cuivre y a été détecté (Lee et al., 1989), suggérant sa capacité de liaison au cuivre. NosA 

est exprimée en conditions anaérobies, et son expression est régulée spécifiquement par le 

cuivre. Elle est réprimée à des concentrations micromolaires de cuivre, tandis que d’autres 

métaux tels que Mn, Co, Ni, Zn ou Fe n’ont aucun effet (Lee et al., 1989). 

Des mutants de nosA produisent une forme inactive de l’enzyme N₂O réductase (NosZ), en 

raison de l’absence de cuivre (Lee et al., 1989). NosZ est une cuproprotéine homodimérique 

localisée dans la membrane cytoplasmique, qui catalyse la dernière étape de la dénitrification 

en réduisant le N2O en N2. Chaque monomère contient six atomes de cuivre répartis entre 

deux centres : le centre tétranucléaire CuZ (Cu4S2), responsable de la liaison et de la réduction 

du N2O, et un centre binucléaire CuA à valence mixte, impliqué dans le transfert d’électrons 

(Stewart et al., 2019; Zumft, 2005). Chez les mutants nosA, NosZ est produite sous forme apo, 

dépourvue de cuivre, ce qui a conduit à l’hypothèse que NosA jouerait un rôle dans 

l’importation du cuivre pour l’assemblage fonctionnel de NosZ. Toutefois, son mécanisme 

précis reste inconnu (Lee et al., 1989).  
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Cependant, des études ultérieures ont montré que chez certaines souches de P. stutzeri, 

l’inactivation de nosA n’affecte pas la synthèse fonctionnelle de NosZ, suggérant l’existence 

de voies alternatives d’importation du cuivre (Wunsch et al., 2003). Par ailleurs, des 

homologues de NosA ont été identifiés chez des protéobactéries non dénitrifiantes, telles que 

Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii, ce qui laisse penser 

que NosA pourrait jouer un rôle plus général dans l’importation du cuivre (Bhamidimarri et 

al., 2021). 

2. Les bactéries méthanotrophes et le cuivre : la méthane monooxygénase (pMMO) 
 

Les bactéries méthanotrophes utilisent le méthane (CH4) comme unique source de carbone et 

d’énergie. La première étape de leur métabolisme du méthane consiste en son oxydation en 

méthanol, catalysée par une métalloenzyme appelée méthane monooxygénase (MMO). Il 

existe deux types de MMO : une forme soluble cytoplasmique (sMMO), qui nécessite du fer 

pour son activité, et une forme membranaire particulaire (pMMO), dépendante du cuivre 

(Sirajuddin & Rosenzweig, 2015).  

La sMMO présente un large spectre de substrats, mais une faible affinité pour le méthane. En 

revanche, la pMMO se distingue par une forte spécificité (Gu et al., 2016; Sirajuddin & 

Rosenzweig, 2015). Elle est constituée de trois sous-unités : PmoA, PmoB et PmoC et contient 

trois centres métalliques distincts. Un site di-cuivre situé à l'extrémité N-terminale de PmoB 

constitue le site actif de l’oxydation du méthane. Un site mono-cuivre est également localisé 

dans PmoB et un troisième site capable de lier du cuivre ou du zinc est présent dans PmoC 

(Fig. 12) (Sirajuddin & Rosenzweig, 2015).  

Certaines bactéries méthanotrophes possèdent les gènes codant pour les deux types de 

MMO. L’expression de ces enzymes est régulée par la disponibilité du cuivre selon un 

mécanisme connu sous le nom de « copper switch ». En condition de faible disponibilité en 

cuivre, l’expression et l’activité de la sMMO augmentent. À l’inverse, lorsque la concentration 

en cuivre s’élève, l’expression de la pMMO est favorisée tandis que celle de la sMMO diminue 

(Semrau et al., 2010). Ainsi, les méthanotrophes exprimant majoritairement la pMMO ont un 

besoin accru en cuivre, qu’elles doivent importer de leur environnement. 
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2.1. La méthanobactine chez les méthanotrophes  

 

En 1990, un mutant de Methylosinus trichosporium OB3b exprimant constitutivement la 

sMMO a été identifié. Le milieu de culture de ce mutant contenait une concentration en cuivre 

supérieure à celle observée chez la souche sauvage, suggérant un défaut dans l'acquisition du 

cuivre. Des analyses ont permis d'isoler et d'identifier un composé présent dans le milieu, 

capable de lier spécifiquement le cuivre avec une très forte affinité. Ce composé a été nommé 

méthanobactine (Mbn), et sa structure a été cristallisée en complexe avec le cuivre (Fig. 13) 

(El Ghazouani et al., 2011; Phelps et al., 1992; Téllez et al., 1998). 

Chez les méthanotrophes, la Mbn joue un rôle central dans l'acquisition du cuivre nécessaire 

à l'assemblage de la pMMO. Il s'agit d’un chalcophore sécrété sous la forme d’un petit peptide 

ribosomique modifié post-traductionnellement, appartenant à la famille des RiPPs, avec une 

masse d’environ 1200 Da. Les clusters de gènes impliqués dans la biosynthèse des Mbns 

comprennent systématiquement un gène codant pour le peptide précurseur (mbnA), et deux 

gènes codant pour les enzymes de modifications post-traductionnelles (mbnB et mbnC).  

Figure 12. Structure cristalline du monomère de la pMMO de Methylococcus capsulatus Bath et de 
Methylosinus trichosporium OB3b. Sous-unités : PmoA (vert clair), PmoB (rouge foncé), PmoC (vert 
foncé) (Semrau et al., 2010). 



46 
 

D’autres gènes comme mbnN, mbnF, mbnS et mbnD peuvent également être présents et sont 

associés à des modifications supplémentaires, en plus des gènes de transport et de régulation 

(Dassama et al., 2017; Reyes & Rosenzweig, 2024). Des homologues de ces clusters ont 

également été identifiés chez des bactéries Gram-négatives et Gram-positives non 

méthanotrophes (G. E. Kenney & Rosenzweig, 2013).  

Il existe plusieurs Mbns avec différentes modifications. En se basant sur les structures 

disponibles, les Mbns complexées avec le cuivre présentent toutes une structure pyramidale 

caractéristique. Elles se caractérisent par la présence de deux cystéines formant un pont 

disulfure, et parfois d’une méthionine C-terminale dans la forme mature. Les Mbns 

coordonnent le Cu(I) selon une géométrie tétraédrique déformée via des ligands provenant 

de deux cycles oxazolone avec des groupes thioamide voisins (El Ghazouani et al., 2011 ; Kim 

et al., 2004). 

 

Figure 13. Structures cristallisées de Cu(I)-Mbn (sans méthionine) (A) et de Cu(I)-Mbn (avec 

méthionine) (B) de M. trichosporium OB3b (PDB ID 2xjh et 2xji respectivement), avec le cuivre 

représenté par une sphère argentée. Dans les deux peptides, le cuivre est coordonné par les atomes 

d’azote de deux cycles oxazolone et les atomes de soufre de deux groupes thioamide, formant une 

géométrie tétraédrique déformée (El Ghazouani et al., 2011). 

 

 La Mbn lie le Cu(I) avec une forte affinité (Ka = 1019-21 M-1) et le Cu(II) avec moins d’affinité (Ka 

= 1011-14 M-1). Dans la Mbn, ce dernier est rapidement réduit en Cu(I) (Choi et al., 2006; El 
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Ghazouani et al., 2012). Le mécanisme exact de cette réduction reste inconnu, mais il a été 

suggéré qu’elle est couplée à une génération d’O2 à partir d’H2O (Dershwitz et al., 2021).  

En absence de cuivre, la Mbn peut également lier d’autres métaux, bien que de manière moins 

spécifique, tels que Ag(I), Au(III), Hg(II), Pb(II), U(VI), Cd(II), Co(II), Fe(III), Mn(II), Ni(II) et Zn(II) 

(Reyes & Rosenzweig, 2024). 

2.2. Transport du complexe Cu-méthanobactine chez les méthanotrophes  

 

Dans les clusters de gènes responsables de la biosynthèse de la Mbn, on retrouve le gène 

mbnT, codant pour un TBDT. Ce transporteur contient une extension N-terminale impliquée 

dans une transduction de signal via une régulation exercée par les facteurs sigma et anti-sigma 

MbnI/MbnR (G. E. Kenney et al., 2016). 

Chez Methylosinus trichosporium OB3b, il a été démontré qu’un mutant déficient en mbnT est 

incapable d’importer le complexe Cu-Mbn. De plus, un niveau plus élevé d’expression de 

sMMO dans ce mutant suggère un défaut d’acquisition du cuivre pour assembler la pMMO. 

Cependant, en présence de cuivre libre, le cuivre est importé au même niveau par ce mutant 

et par la souche sauvage, indiquant l’existence d'une voie d’acquisition alternative, 

probablement via des porines (Gu et al., 2016). 

L'expression de mbnT de M. trichosporium OB3b chez E. coli confère à cette dernière la 

capacité d’importer le complexe Cu-Mbn, montrant le rôle de MbnT dans le transport de ce 

complexe (Dassama et al., 2016). Des expériences de résonance plasmonique de surface ont 

confirmé l’interaction entre le complexe Cu-Mbn et MbnT purifié, avec une constante de 

dissociation de 6.22 µM. Par ailleurs, il a été observé que MbnT de Methylocystis rosea SV97 

est également capable d’interagir avec la Mbn de M. trichosporium OB3b, suggérant que 

certains TBDTs peuvent reconnaître et potentiellement transporter des méthanobactines 

produites par d’autres espèces. Aucune interaction n’a été détectée entre MbnT et d’autres 

ligands typiques de TBDTs, tels que la cobalamine, le complexe fer-pyoverdine ou le fer-

citrate, ce qui souligne la spécificité de MbnT pour la méthanobactine (Dassama et al., 2016). 

Toutes ces données montrent que le MbnT est le transporteur du complexe Cu-Mbn chez les 

méthanotrophes, mais sa structure n’a jamais été caractérisée. 
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La protéine MbnE, codée aussi par les opérons de Mbn, a été identifiée comme une protéine 

de liaison périplasmique capable d’interagir avec le complexe Cu-Mbn, suggérant un rôle dans 

le transport du cuivre dans l’espace périplasmique (Dassama et al., 2016). 

Des hypothèses sur le mécanisme de dissociation du complexe Cu(I)-Mbn impliquent soit 

l’oxydation de Cu(I) en Cu(II) ce qui réduirait l’affinité de la Mbn, facilitant la libération de 

Cu(II),  soit un changement conformationnel de la Mbn qui favoriserait la libération du cuivre. 

MbnH et MbnP sont des protéines périplasmiques codées dans certains opérons mbn.  Il a été 

montré que MbnP peut lier le Cu(I) avec une forte affinité (Ka=1018 M-1), cette liaison se fait 

uniquement après modification post-traductionnelle de MbnP par la protéine MbnH, une 

protéine apparentée aux cytochrome c peroxidases. Ces observations suggèrent un rôle de 

MbnH et MbnP dans la libération du cuivre de la Mbn (Kenney et al., 2019; Reyes & 

Rosenzweig, 2024). La figure 14 résume le mécanisme proposé pour l’importation du cuivre 

par la Mbn chez M. trichosporium OB3b. 

 

Figure 14. Vue d’ensemble de l’homéostasie du cuivre chez M. trichosporium OB3b. Les protéines en 

gris n’ont pas été identifiées. Les flèches pleines indiquent des processus confirmés expérimentalement, 
les flèches en pointillés représentent des interactions supposées, et les lignes en pointillés fins indiquent 

des voies de signalisation ou de régulation hypothétiques (Reyes & Rosenzweig, 2024). 
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3. PcuB : un TBDT induit par la carence en cuivre chez Bradyrhizobium japonicum  
 

Bradyrhizobium japonicum est une bactérie Gram-négative du sol, appartenant à la famille 

des alpha-protéobactéries. Elle établit une symbiose avec les racines des légumineuses et se 

distingue par sa forte capacité d’adaptation à l’environnement (Kamicker & Brill, 1986). 

En condition anaérobie, B. japonicum réalise la dénitrification, en utilisant le nitrate (NO3⁻) 

comme accepteur final d’électrons. Ce processus implique notamment deux cuproenzymes : 

la nitrite réductase, qui réduit NO2⁻ en NO à l’aide de deux centres à cuivre (types 1 et 2), et 

la N2O réductase, qui catalyse la conversion du N2O en N2 via des centres CuA et CuZ (Bedmar 

et al., 2005). 

En conditions aérobies, B. japonicum respire sur O2 avec huit cytochromes oxydases 

terminales possibles, dont six sont dépendantes du cuivre. Ces dernières appartiennent à la 

famille des HCOs (heme-copper oxidases), et sont divisées en deux groupes : quatre 

cytochromes c oxydases, avec deux cytochromes c oxydases de type aa3, possédant deux 

centres à cuivre : CuA (sur la sous-unité II, côté périplasmique) et CuB (enfoui dans la sous-

unité I, site de réduction de l’O2 en H2O), et deux cytochromes c oxydases de type cbb3, avec 

un seul centre CuB. Le second groupe inclut deux quinol-oxydases (avec un centre CuB). En plus 

des HCOs, B. japonicum possède aussi deux oxydases indépendantes du cuivre, de type 

cytochrome bd ubiquinol oxydase (Bühler et al., 2010). 

La présence de nombreuses cuproprotéines suggère l’existence de systèmes spécialisés pour 

l’acquisition du cuivre. Une analyse transcriptomique par biopuce, réalisée sur des cultures de 

B. japonicum soumises à différentes conditions de cuivre, a permis d’identifier un opéron de 

cinq gènes, pcuABCDE, dont l’expression augmente en carence en cuivre (Serventi et al., 

2012). 

Le gène pcuB code un TBDT, suggérant un rôle potentiel dans l’importation du cuivre. PcuA, 

PcuC et PcuD sont des protéines périplasmiques solubles, parmi lesquelles PcuC est 

homologue à PCuAC, un chaperon à Cu impliqué dans l’assemblage des HCOs. PcuE, quant à 

elle, est une protéine de la membrane interne, apparentée aux transporteurs CopCD/YncJ 

connus pour leur implication dans l’acquisition du cuivre à travers la membrane interne. 
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La délétion de l’opéron complet entraîne un défaut de croissance en conditions aérobie et 

anaérobie (avec nitrate) et en absence de cuivre. Ce mutant a perdu la capacité de produire 

la cytochrome c oxydase de type aa3. Il a été ensuite montré que ces effets sont liés 

principalement à la perte de pcuC, alors que la délétion de pcuB seul n’affecte pas la croissance 

dans les conditions testées. La fonction et la structure de PcuB restent donc à caractériser, 

mais son induction spécifique en situation de carence en cuivre suggère un rôle dans le 

transport de ce métal chez B. japonicum (Serventi et al., 2012).  

4. Transport du cuivre chez Pseudomonas aeruginosa 

 

4.1. OprC 

 

La protéine C (OprC) a été identifié chez P. aeruginosa et décrite initialement comme une 

porine (Yoshihara & Nakae, 1989). Quelques années plus tard, il a été montré que sa séquence 

nucléotidique présente une forte homologie (65 %) avec celle de NosA, le transporteur de 

cuivre identifié chez P. stutzeri (Lee et al., 1989), et également avec d’autres TBDTs, tels que 

PfeA, FepA, Cir, FhuE et BtuB. 

Comme décrit pour NosA, l’expression d’OprC est spécifiquement réprimée par la présence 

de cuivre dans le milieu et induite en condition de croissance anaérobie. Toutefois, un mutant 

déficient en oprC reste capable de croître, malgré l’importance des cuproenzymes impliquées 

dans la dénitrification en anaérobiose. Sans OprC, le cuivre semble capable d’entrer dans le 

périplasme et d’assurer le fonctionnement de ces cuproenzymes, suggérant qu’OprC n’est pas 

essentielle pour l’entrée du cuivre dans les conditions testées (Yoneyama & Nakae, 1996). 

L’analyse du sécrétome dépendant du système de sécrétion T6SS du type H2 chez P. 

aeruginosa a révélé que la fonction et l’assemblage du T6SS-H2 sont induites par la carence 

en cuivre via le régulateur transcriptionnel CueR. Il a été montré que ce système est impliqué 

dans la sécrétion de la cuproprotéine Azurine. L’azurine est une petite protéine (14 kDa), 

présente chez plusieurs bactéries telles que Pseudomonas, Bordetella et Alcaligenes, qui se 

caractérise par sa forte affinité pour le Cu(II), et est décrite comme participant au transfert 

d’électrons notamment vers la nitrate réductase lors de la respiration anaérobie chez P. 

aeruginosa (Cahyono et al., 2020). 
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La sécrétion d’azurine par la souche sauvage de P. aeruginosa confère un avantage compétitif 

face à E. coli, un avantage absent chez le mutant ΔoprC, suggérant une interdépendance entre 

OprC et l’azurine. Des expériences in vitro ont mis en évidence une interaction directe entre 

ces deux protéines. De plus, un mutant dépourvu d’azurine accumule moins de cuivre, 

suggérant que l’azurine sécrétée via le système H2-T6SS capte le cuivre extracellulaire et le 

transmet à OprC pour favoriser son importation dans la cellule (Han et al., 2019). Un modèle 

illustrant ce mécanisme a été proposé (Fig. 15). 

 

 

Figure 15.  Modèle proposé du transport de Cu(II) médié par le système T6SS-H2 chez P. aeruginosa. 

En condition de carence en cuivre, la répression du T6SS-H2 par CueR est levée, permettant la sécrétion 

de l’azurine qui capte le Cu(II) extracellulaire et le transmet à OprC via une interaction directe (Cahyono 

et al., 2020). 

 

La structure d’OprC a été résolue par cristallographie, faisant de lui le premier TBDT de cuivre 

cristallisé (Bhamidimarri et al., 2021). OprC présente une architecture typique des TBDTs et 

possède un site de haute affinité de type CxxxM-HxM, où le cuivre est lié sous une 

coordination tétraédrique. Ce site est formé par deux résidus du domaine plug (Cys143, 

Met148) et deux autres de la paroi du tonneau β (His323, Met325). 
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Une caractéristique remarquable d’OprC est la présence de 11 résidus méthionine alignées 

pour former un chemin, appelé « methionine track », qui guide le cuivre de la surface 

extracellulaire vers le site principal de fixation (Fig. 16). La liaison du cuivre à ce site entraîne 

un changement conformationnel, en particulier au niveau des boucles extracellulaires, qui se 

réorganisent pour restreindre l’accès au site de fixation. 

Il a été montré que le site principal peut lier à la fois Cu(I) et Cu(II), tandis que les sites de faible 

affinité situés le long du « methionine track » lient préférentiellement le Cu(I). Ainsi, en cas de 

délivrance de Cu(II) par l’azurine, le cuivre pourrait se fixer directement au site CxxxM-HxM, 

sans passer nécessairement par les résidus méthionine (Bhamidimarri et al., 2021). 

 

4.2. CrtA :  Copper-responsive transporter A 

 

P. aeruginosa possède un large répertoire de TBDTs. Une étude récente a identifié l’un de ces 

transporteurs non encore caractérisé, PA0434, comme voie d’entrée pour les pyocines SX1 et 

SX2 ciblant P. aeruginosa (Premsuriya et al., 2023). L’expression de PA0434 est spécifiquement 

régulée par le cuivre : elle est induite en condition de carence et réprimée en présence d’un 

excès de cuivre et a donc été nommé CrtA (pour Copper-responsive transporter A). Ces 

Figure 16. Caractéristiques structurales d’OprC, le TBDT de cuivre chez P. aeruginosa : A. Modèle 

tridimensionnel d’OprC liant le cuivre, coloré de l’extrémité N-terminale (bleu) à C-terminale (rouge). 

L’atome de cuivre est représenté par une sphère magenta. B. Visualisation des résidus impliqués dans 
la coordination du cuivre (Cys143, Met147, His323 et Met325). C. Vue extracellulaire montrant les 

atomes de soufre des résidus méthionine formant le « methionine track » (Bhamidimarri et al., 2021). 
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résultats suggèrent que ce TBDT joue un rôle dans l’acquisition du cuivre. Il a également été 

démontré que CrtA obtient l’énergie nécessaire à son fonctionnement via une protéine TonB 

spécifique (Premsuriya et al., 2023). Le lien entre CrtA et l’homéostasie des métaux a été 

confirmé dans une autre étude (Perraud et al., 2020), qui a observé une augmentation de son 

expression dans des conditions de limitation en métaux. Dans ces mêmes conditions, 

l’expression d’autres TBDTs, notamment OprC était également induite, comme attendu en cas 

de restriction en cuivre. 

P. aeruginosa est connue pour sa capacité à détourner les sidérophores produits par d’autres 

microorganismes (xénosidérophores). En fonction de la disponibilité et du type de ces 

composés présents dans son environnement, la bactérie adapte son phénotype en activant 

l’expression des systèmes de transport correspondants, en particulier grâce à systèmes 

spécifiques sigma ECF-anti sigma. L’expression de CrtA est induite après incubation de la 

bactérie avec la yersiniabactine, et encore davantage en présence d’un mélange contenant la 

yersiniabactine, la vibriobactine, le ferrichrome et l’entérobactine (Perraud et al., 2020). 

Cependant, comme il n’y a pas de Sigma ECF-antisigma codés dans l’opéron de crtA chez P. 

aeruginosa, cette induction reflèterait plutôt une carence en cuivre suite à sa complexation 

par ces métallophores que la détection du ligand spécifique de CrtA.  

Une autre étude portant sur l’importation de sidérophores couplés à des antibiotiques via les 

TBDTs a montré que la surexpression de crtA augmente la sensibilité de P. aeruginosa à divers 

antibiotiques conjugués à des sidérophores, notamment BAL030072, MC-1 et le cefiderocol. 

Ceci suggère que ces composés peuvent emprunter CrtA comme voie d’entrée (Luscher et al., 

2018). 

L’expression de l’opéron contenant crtA est fortement réprimée en présence de cyanure 

(HCN) dans le milieu, ainsi que par le quorum sensing, qui régule la production d’HCN chez P. 

aeruginosa (Frangipani et al., 2014; Schuster et al., 2003). Dans ces conditions, l’expression 

d’oprC ne varie pas, suggérant que CrtA et OprC sont régulés différemment et n’ont 

probablement pas des fonctions redondantes dans le métabolisme du cuivre chez P. 

aeruginosa.  
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Collectivement, toutes ces données convergent vers l’hypothèse selon laquelle CrtA est un 

transporteur de cuivre qui n’aurait pas de ligand spécifique produit par P. aeruginosa, mais 

qui pourrait transporter un ou plusieurs xénosidérophores (Luscher et al., 2018).  

5. Transport du cuivre par FyuA, un TBDT du complexe Fer-Yersiniabactine  

 

Chez Yersinia pestis, des mutants avirulents chez la souris ont été identifiés, dont la virulence 

est restauré après ajout de fer (S. Jackson & Burrows, 1956).  Ces mutants présentent une 

délétion d’un îlot de haute pathogénicité (HPI). Les souches porteuses de cet HPI produisent 

un sidérophore, initialement appelé sidérochrome. Ce composé est importé via un 

transporteur de la membrane externe nommé Psn, impliqué dans l’import de la bactériocine 

pesticin (Wake et al., 1975).  

Le HPI a été identifié également chez Y. enterocolitica, où le sidérophore a pu être purifié et 

caractérisé. Il a alors été renommé yersiniabactine (Ybt). Ce composé permet le transport du 

Fe(III) via le transporteur FyuA (anciennement Psn)  (Chambers et al., 1996; Haag et al., 1993). 

La Ybt est un peptide non ribosomique produit par un système NRPS/PKS. Elle se distingue par 

la présence de trois hétérocycles azotés-soufrés permettant la fixation du Fe(III) (Miller et al., 

2006). 

Des souches d’E. coli uropathogènes possèdent le HPI de Yersinia, composé de plusieurs 

opérons codant pour la biosynthèse de YbT ainsi que des gènes de régulation, de transport et 

de métabolisme. Les gènes du HPI figurent parmi les plus fortement surexprimés dans un 

modèle murin d’infection urinaire par E. coli uropathogène  (Reigstad et al., 2007). La Ybt a 

été directement détectée par spectrométrie de masse dans des échantillons d’urine de souris 

et d’humains infectés, et 97% des échantillons présentaient un rapport Cu(II)-Ybt/Fe(III)-Ybt 

supérieur à 1. Cela a révélé que le Ybt lie le Cu(II) et que ce complexe est stable et peut se 

former en présence de fer dans les infection urinaires. 

Les isolats exprimant la Ybt sont plus résistants au cuivre. La Ybt forme un complexe stable 

avec le Cu(II), empêchant sa réduction et limitant ainsi la toxicité du cuivre pour la bactérie. 

Cette fonction révèle un rôle additionnel de la yersiniabactine dans la virulence, indépendant 

de son rôle classique dans l’acquisition du fer (Chaturvedi et al., 2012).  
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Il a également été démontré que la Ybt est un métallophore à large spectre, capable de lier 

plusieurs métaux di- et trivalents (Fe(III), Cu(II), Ni(II), Co(III), Cr(III)). De plus, la Ybt ne lie pas 

seulement le cuivre à forte concentration mais aussi en condition de limitation, ce qui pourrait 

avoir une fonction nutritionnelle. L'importation du complexe Cu(II)-Ybt, sa dissociation 

intracellulaire et le recyclage de la Ybt nécessitent FyuA et le complexe YbtPQ de la membrane 

interne. Comme pour Fe(III)-Ybt, la dissociation du complexe Cu(II)-Ybt passe par une étape 

de réduction (Koh et al., 2017) 

Cependant, Cu(II)-Ybt n’est pas en compétition avec Fe(III)-Ybt pour l’importation via FyuA, 

même à des concentrations élevées. FyuA transporte préférentiellement Fe(III)-Ybt, suggérant 

une reconnaissance spécifique. Des modélisations indiquent que le complexe Cu(II)-Ybt a une 

structure distincte de celle du complexe Fe(III)-Ybt. Dans le premier, les trois atomes d’azote 

hétérocycliques et l’atome d’oxygène d’un groupement phénolate participent à la formation 

d’une configuration plane carrée typique autour de l’ion Cu(II), qui diffère de la configuration 

hexacoordonnée octaédrique du complexe Fe(III)-Ybt (Fig. 17) (Koh et al., 2017). 

Figure 17. Modélisation des complexes métalliques de la yersiniabactine avec Fe(III) et Cu(II). (A) 

Complexe hexacoordonné Fe(III)-Ybt présentant une géométrie octaédrique classique. 

(B) Deux isomères prédits du complexe Cu(II)-Ybt : formes penta/hexa-coordonnées interconvertibles, 

typiques d’une géométrie carrée plane. Les liaisons axiales Cu-O indiquées par des pointillés sont plus 

longues, ce qui reflète une coordination plus faible à ces positions (Koh et al., 2015). 
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6. Transport du cuivre à travers la membrane interne des bactéries à Gram négatif 
 

Le cytoplasme bactérien est un environnement réducteur, où le cuivre se trouve 

principalement sous forme Cu(I), la forme la plus toxique. Or, les cuproprotéines sont 

essentiellement localisées dans le périplasme ou la membrane interne. Cependant, au moins 

pour certaines cuproprotéines, le Cu doit passer par le cytoplasme avant d’être inséré dans 

leurs sites actifs. De plus, certains régulateurs transcriptionnels impliqués dans l'homéostasie 

intracellulaire du cuivre comme CueR sont cytoplasmiques (Rademacher & Masepohl, 2012). 

Bien que les transporteurs de cuivre de la membrane interne soient encore peu étudiés 

comparés à ceux d'autres métaux, plusieurs systèmes ont été identifiés. 

 

Chez Rhodobacter capsulatus, une mutation dans le gène ccoA, codant un transporteur de la 

famille des MFS (major facilitator superfamily), rend la bactérie dépendante d’un apport en 

cuivre pour l’assemblage et l'activité de la cytochrome c oxydase cbb3 (Ekici et al., 2012b). 

CcoA permet l’assemblage du CuB de cbb3 en travaillant en coordination avec un système codé 

par l’opéron ccoGHIS. Dans ce système, le Cu(II) périplasmique est importé par CcoA vers le 

cytoplasme, où il est réduit en Cu(I) par une réductase nommée CcoG, puis il est réexporté 

vers le périplasme par l’ATPase CcoI (Andrei et al., 2021). Une fois dans le périplasme, il est 

pris en charge par les chaperons à cuivre ScoI et pCuAC pour assembler le centre CuB. CcoA 

constitue le premier exemple de transporteur MFS impliqué dans l’acquisition de cuivre chez 

les bactéries. 

 

Chez P. aeruginosa, l’ATPase de type P HmtA (Heavy metal transporter A) serait impliquée 

dans le transport du cuivre. Sa surexpression entraîne une hypersensibilité au cuivre, tandis 

que son absence confère un avantage de croissance à haute concentration de cuivre. 

L’augmentation du niveau intracellulaire de cuivre en présence de HmtA, même à faibles 

concentrations, suggère un transport de haute affinité. Ce processus est inhibé par des thiols 

comme la cystéine (capables de complexer le cuivre), indiquant que HmtA transporterait le 

cuivre non complexé (Lewinson et al., 2009). Quoique ces données semblent convaincantes, 

il ne semble pas y avoir d’autres articles qui attribuent une fonction d’importation de métaux 

à des ATPases de cette famille. 

 



57 
 

Chez E. coli, l’opéron AZY code pour YobA et YebY, deux protéines de liaison périplasmique, et 

YebZ, une protéine de la membrane interne avec huit hélices transmembranaires (Fig. 18A). 

La surexpression de YebZ augmente le niveau de cuivre intracellulaire de manière spécifique, 

dépendante de l’énergie (glucose) et de deux histidines périplasmiques conservées. YobA 

faciliterait le transfert du cuivre à YebZ, tandis que YebY agirait comme une valve de sécurité 

en cas d’excès de cuivre, bloquant son importation. Ce système est essentiel à l’activation de 

l’opéron mar, qui confère une résistance aux antibiotiques et est inductible par le cuivre.  Le 

cuivre transporté par YobA peut être livré également  à des enzymes de la membrane interne 

comme NDH-2 (Fig. 18B) (Palmer et al., 2025). Des homologues de YobA et YebZ tels que CopC 

et CopD sont présents chez Pseudomonas syringae (Cha & Cooksey, 1993).  

Enfin, une étude récente révèle un rôle inattendu pour les canaux mécanosensibles de type 

MscS dans l'importation du cuivre chez E. coli. La suppression du gène mscS diminue 

significativement l’entrée de cuivre, tandis que sa surexpression l’augmente, entraînant une 

accumulation intracellulaire et une hypersensibilité au cuivre. Ces canaux semblent également 

permettre l'importation d’autres métaux, comme le zinc (Ghnamah et al., 2025) 

 

 

 
 

Figure 18.  Transport du Cu(II) à travers la membrane interne d’E. coli par le transporteur YebZ. A. 

Modélisation AlphaFold de l’interaction entre YobA (rose) et YebZ (violet), impliqués dans 
l’importation du cuivre chez E. coli. Le site de coordination du cuivre Cu(II) dans YobA et le résidu 

conservé H135 de YebZ sont mis en évidence. B. Schéma illustrant le rôle de ce complexe dans le 

transport du cuivre depuis le périplasme vers le cytoplasme, contribuant à l’activation de la voie mar 

(Palmer et al., 2025).   
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Chapitre IV : Bordetella pertussis 
 

1. Bordetella pertussis : Modèle d’étude  
 

Le genre Bordetella, appartenant à la classe des β-protéobactéries et la famille des 

Alcaligenaceae, est classé en deux grandes catégories : les Bordetelles dites « classiques », qui 

comprennent Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis et Bordetella parapertussis, et 

les espèces « non classiques », telles que Bordetella holmesii, Bordetella hinzii, Bordetella 

pseudohinzii, Bordetella trematum, Bordetella avium et Bordetella petrii. 

B. pertussis aurait évolué à partir d’un ancêtre proche de B. bronchiseptica. Cette évolution 

s’est notamment traduite par une prolifération marquée des séquences d’insertion (IS) dans 

le génome. Le génome de B. pertussis comporte environ 250 éléments IS481, responsables de 

divers remaniements génomiques, notamment des délétions. Ces altérations ont contribué à 

une réduction significative de la taille du génome, avec 3,9 Mbp et 3 576 gènes pour B. 

pertussis, contre 5,34 Mbp et 4 579 gènes chez B. bronchiseptica. Cette perte de plus de 1 000 

gènes est liée à l’adaptation de B. pertussis à un mode de vie exclusivement humain, en tant 

que pathogène strict (Caulfield & Harvill, 2024). 

 

B. pertussis est un petit coccobacille à Gram négatif, mobile et strictement aérobie. Elle se 

développe de manière optimale entre 35 et 37 °C et utilise principalement l’oxydation des 

acides aminés comme source d’énergie. C’est une bactérie particulièrement exigeante sur le 

plan nutritionnel : elle est difficile à cultiver en laboratoire, très sensible aux détergents ainsi 

qu’aux acides gras insaturés. Des colonies hémolytiques isolées peuvent être obtenues après 

4 à 5 jours d’incubation sur un milieu solide Bordet-Gengou (BG), enrichi avec 10 % de sang 

de mouton défibriné. Elle peut également être cultivée en milieu liquide Stainer-Scholte (SS), 

un milieu riche et complexe  (MacArthur et al., 2019).     

 

B. pertussis infecte les voies respiratoires supérieures et se transmet par voie aérienne, 

provoquant la coqueluche. Après inhalation, la bactérie colonise l’épithélium cilié des voies 

respiratoires supérieures grâce à un ensemble d’adhésines spécifiques (Fig. 19). Elle se 

multiplie localement, induisant une production accrue de mucus. Certaines de ses toxines 

provoquent la destruction des cellules épithéliales, ce qui empêche l’élimination efficace du  
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mucus, entraînant ainsi des quintes de toux sévères conduisant au blocage de la respiration 

et l’étouffement du malade (Melvin et al., 2014). En plus des symptômes respiratoires, 

l’infection peut provoquer des complications systémiques telles qu’une hyperleucocytose 

marquée, avec des taux de leucocytes dépassant parfois les 100 000 cellules/ml (Locht, 2016).  

 

 

2. Traitement et vaccination contre B. pertussis 
 

Au début de l’infection, les symptômes de la coqueluche peuvent difficilement être distingués 

de ceux d'autres affections respiratoires, ce qui rend le diagnostic précoce particulièrement 

difficile. De ce fait, la maladie est souvent identifiée à des stades avancés, caractérisés par des 

manifestations cliniques plus graves. Il existe un traitement antibiotique qui peut réduire le 

risque de transmission, constitué principalement de l’érythromycine, l’azithromycine ou la 

clarithromycine, mais quelques isolats résistants à ces antibiotiques ont été identifiés 

récemment en Chine et en France (Feng et al., 2021; Ivaska et al., 2022; Rodrigues et al., 2024; 

Tiwari et al., 2005). 

Les premiers vaccins contre la coqueluche étaient des vaccins cellulaires (wPV, whole-cell 

pertussis vaccines), contenant la bactérie entière inactivée au formaldéhyde. Ces vaccins ont 

entraîné une chute de l’incidence de la maladie. Toutefois, en raison de leur forte 

Figure 19. Infection de l'épithélium bronchique humain par B. pertussis. Vue en microscopie 

électronique montrant un épithélium bronchique humain infecté depuis 3 jours. B. pertussis forme des 

micro-colonies sur les cellules ciliées et libère de nombreuses vésicules de membrane externe, indiquées 

par des flèches (Gasperini et al., 2017). 
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réactogénicité et des effets secondaires, y compris certains décès, leur usage a été suspendu 

dans plusieurs pays. Cette interruption a été suivie d’une recrudescence rapide de la maladie. 

Le vaccin acellulaire (aPV, acellular pertussis vaccine) a ensuite été introduit en 1981 dans les 

pays industrialisés. Ce vaccin contient entre un et cinq antigènes purifiés de B. pertussis (la 

toxine pertussique, l’hémagglutinine filamenteuse, la pertactine et les fimbriae) associés aux 

anatoxines diphtérique et tétanique. Néanmoins, l'immunité induite par ce type de vaccin 

semble décliner rapidement (Szwejser-Zawislak et al., 2023). Cela a été accompagné par 

l’émergence de souches de B. pertussis présentant des adaptations évolutives, notamment, 

des souches ne produisant plus de pertactine. D'autres ont augmenté la production de la 

toxine pertussique, nécessitant une réponse immunitaire plus forte pour être neutralisée 

(Belcher et al., 2021; Caulfield & Harvill, 2024). Il est également important de noter que les 

vaccins acellulaires, bien qu’ils préviennent les symptômes de la maladie, n’empêchent pas la 

colonisation du nasopharynx. Ainsi, même les individus vaccinés peuvent continuer à 

transmettre la bactérie par voie aérienne (Warfel et al., 2014).  

Malgré une couverture vaccinale globalement élevée, une résurgence de la coqueluche a été 

observée dans plusieurs pays ces dernières années, surtout après la pandémie de COVID-19 

(Bricks et al., 2024; Tan et al., 2015). 

D’autres formulations vaccinales alternatives sont en cours de développement. Notamment 

BPZE1, issu de notre laboratoire, est un vaccin cellulaire constitué d’une souche vivante 

atténuée de B. pertussis conçue pour imiter une infection naturelle sans provoquer de 

maladie. Cette souche a été génétiquement modifiée pour inactiver plusieurs toxines. 

Administrée par voie intranasale, elle est capable de coloniser le nasopharynx et de 

déclencher une réponse immunitaire robuste, incluant la production d’anticorps spécifiques. 

Chez le babouin, la vaccination avec BPZE1 s’est révélée efficace pour prévenir la colonisation 

après un challenge avec une souche virulente (Locht, 2016; Locht et al., 2017). Parallèlement, 

d’autres recherches visent à renforcer l’efficacité des vaccins acellulaires actuels en y ajoutant 

de nouveaux antigènes pour stimuler davantage la réponse immunitaire ou en modifiant 

l’adjuvant utilisé. 
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3. Pouvoir pathogène de B. pertussis 
 

3.1. Facteurs de virulence 

 

La pathogenèse de B. pertussis repose sur l’action de multiples facteurs de virulence, localisés 

soit à la surface bactérienne, soit sécrétés dans le milieu extracellulaire. Parmi les facteurs de 

virulence, les adhésines jouent un rôle clé en facilitant l’attachement aux tissus, notamment 

aux cellules épithéliales ciliées des voies respiratoires de l’hôte. Les principales adhésines 

étudiées comprennent l’hémagglutinine filamenteuse, la pertactine et les fimbriae. Pour les 

toxines, on trouve des toxines non protéiques telles que l’endotoxine (lipooligosaccharides) 

et la toxine cytotrachéale, un glycopeptide issu de la dégradation du peptidoglycane qui inhibe 

la synthèse d’ADN dans les cellules épithéliales ciliées et induit leur destruction via la 

production d’oxyde nitrique. Parmi les toxines protéiques, la toxine de pertussis catalyse 

l’ADP-ribosylation des protéines Giα membranaires, perturbant ainsi diverses voies de 

signalisation cellulaire. L’adénylate cyclase/hémolysine forme des pores dans les membranes 

des cellules cibles, provoquant un déséquilibre ionique. De plus, elle dérégule la production 

d’AMP cyclique et ainsi la signalisation cellulaire. Enfin, la toxine dermonécrotique a 

également une activité enzymatique, agissant principalement sur les GTPases, et les 

effecteurs du système de sécrétion de type III affectent également la signalisation du 

cytosquelette d’actine (Kuwae et al., 2016). L’expression de l’ensemble de ces facteurs de 

virulence est finement régulée par plusieurs systèmes de régulation génétique (Belcher et al., 

2021; Locht, 2001). 

 

3.2. Régulation de la virulence 

 

B. pertussis régule l’expression de ses facteurs de virulence à travers un système à deux 

composants appelé BvgAS. Ce système comprend BvgS, une protéine senseur-kinase, et BvgA, 

un régulateur transcriptionnel. BvgS s’autophosphoryle, puis transfère ce groupement 

phosphate à BvgA. L’activation de BvgA entraîne alors l’induction des gènes dits vags 

(virulence-activated genes), qui codent notamment pour les adhésines et les toxines 

protéiques mentionnées précédemment.  
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Sous ces conditions, B. pertussis est dans une phase appelée phase Bvg⁺, et adopte un 

phénotype virulent responsable du développement de l’infection respiratoire. Durant cette 

phase, le gène bvgR, codant pour un répresseur transcriptionnel, est également exprimé. Ce 

dernier inhibe partiellement l'expression des vrgs (virulence-repressed genes) (Chen & Stibitz, 

2019; Melvin et al., 2014).  

En réponse à certains signaux environnementaux, comme une température inférieure à 25 °C, 

B. pertussis peut entrer dans une phase d’avirulence, dite Bvg⁻, où le système BvgAS devient 

inactif. Dans cet état, les vags ne sont plus exprimés, tandis que les vrgs sont fortement induits. 

Cette phase est associée à la survie dans des environnements pauvres en nutriments. Les 

signaux qui assurent cette transition in vivo restent mal caractérisés. Toutefois, en laboratoire, 

des composés tels que le sulfate de magnésium ou l’acide nicotinique permettent d’induire 

cette transition. 

 Il existe une phase intermédiaire Bvgi, qui correspond à une activité partielle de BvgAS. Chez 

B. bronchiseptica, cette phase favorise la formation de biofilms, suggérant un rôle potentiel 

dans la persistance bactérienne au cours de l’infection (Irie et al., 2004). Il faut noter que le 

système BvgAS n’est pas le seul impliqué dans la régulation des gènes de virulence, d’autres 

systèmes sont impliqués, notamment un second système à deux composants, RisAS, 

participant à la modulation de certains vags et vrgs (Coutte et al., 2016). 

 

3.3. Le cuivre chez B. pertussis 

 

B. pertussis est une bactérie aérobie stricte. En tant que pathogène humain strict, son 

protéome est réduit par rapport à celui des bactéries environnementales. Son cuproprotéome 

comprend deux cytochrome oxydases à hème-cuivre : une ubiquinol oxydase de type bo (bo-

Qox) et une cytochrome c oxydase de type aa3 (aa3-Cox), cette dernière étant la 

cuproprotéine la plus répandue chez les bactéries. La bactérie possède également une 

superoxyde dismutase périplasmique à cuivre, impliquée dans la protection contre le stress 

oxydant. B. pertussis produit aussi une azurine, petite cuproprotéine périplasmique très 

abondante, de fonction non caractérisée. 

En lien avec l’homéostasie du cuivre, B. pertussis encode plusieurs protéines, dont une ATPase 

de type P1B CopA, une oxydase à multi-cuivre (MCO) périplasmique ainsi que des chaperons 
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à cuivre, telles que CopZ et CusF. À cela s’ajoutent des régulateurs transcriptionnels sensibles 

au cuivre : CueR et le système CusRS (Antoine et al., 2019). 

Au cours de son évolution vers un mode de vie strictement pathogène, B. pertussis a subi une 

réduction génomique marquée. Elle a perdu plusieurs systèmes de gestion du cuivre, 

notamment le système d’exportation CusABC. Bien que le gène codant la MCO soit encore 

présent dans le génome, il n’est plus exprimé à cause de la présence d’IS dans son promoteur 

(Rivera-Millot et al., 2021). Le gène de CopA reste exprimé et régulé par le cuivre, mais la 

protéine ne semble pas impliquée dans la protection contre l’excès de cuivre (Rivera-Millot et 

al., 2021). Quant au système CusRS il n’est pas exprimé du tout en conditions de laboratoire. 

Ces pertes reflètent vraisemblablement l’adaptation de B. pertussis à sa niche, les muqueuses 

respiratoires humaines, où le cuivre est rarement présent en excès, sauf localement dans les 

cellules phagocytaires. 

Un système de défense spécifique a récemment été mis en évidence grâce à une analyse 

transcriptomique menée en condition d’excès de cuivre. Cette étude a révélé la surexpression 

de l’opéron bp1727-bp1728-bp1729, codant respectivement CopZ, PrxGrx (une peroxydase 

glutathion-dépendante) et GorB (une glutathion réductase). CopZ joue un rôle central en liant 

le Cu(I) cytoplasmique, ce qui prévient sa toxicité et pourrait aussi servir à stocker le Cu en 

excès. PrxGrx et GorB, quant à elles, protègent la cellule contre le stress oxydatif, notamment 

induit par le cuivre. L’expression de cet opéron est co-régulée par CueR (sensible au cuivre) et 

OxyR (sensible aux peroxydes)  (Rivera-Millot et al., 2021). 

Par ailleurs, cette analyse a montré que l’expression de l’opéron bp2923-bfrG-bp2921 est 

fortement réprimée en condition d’excès de cuivre et activée en situation de carence. BfrG 

est un transporteur TBDT de fonction non caractérisée. Ces résultats suggèrent que cet opéron 

code un système d’acquisition du cuivre chez B. pertussis. 

 

4. Transport des métaux chez B. pertussis 

 

4.1. Transport de fer 

La colonisation de l’épithélium respiratoire par B. pertussis induit un environnement 

complexe, marqué par l’activation de la réponse inflammatoire et la stimulation du système 

immunitaire. Dans ce contexte, B. pertussis doit acquérir les nutriments essentiels à sa survie, 



64 
 

notamment les métaux de transition. Or, en raison de l’immunité nutritionnelle, la 

disponibilité de ces métaux est fortement limitée.   

B. pertussis produit un unique sidérophore, l’alcaligine, appartenant à la famille des 

hydroxamates (Fig. 20). Ce sidérophore forme un complexe stable avec le Fe(III) dans un ratio 

3:2, avec une constante de stabilité de 1037 M-1 à pH 6 (Nishio et al., 1988). L’alcaligine est 

synthétisé par une voie indépendante des NRPS. Le complexe Fe2Alc3 est internalisé via le 

TBDT FauA (Brickman & Armstrong, 1999). L’expression de fauA, ainsi que la biosynthèse de 

l’alcaligine, sont induites en condition de carence en fer, via le régulateur Fur. Un second 

niveau de régulation est assuré par AlcR, un régulateur transcriptionnel de la famille AraC. En 

réponse à la déplétion en fer, l’alcaligine exportée par la protéine AlcS est réimportée (vide) 

via des porines. Une fois internalisée, l’alcaligine agit comme un inducteur en se liant à AlcR, 

ce qui active alors fortement l’expression de fauA pour optimiser l’importation du complexe 

fer-alcaligine (Fig. 21) (Brickman et al., 2007). 

 

Figure 20. Structure moléculaire de l'alcaligine (Brickman et al.,2007). 

 

Bien que B. pertussis soit incapable de synthétiser l'entérobactine, un sidérophore de type 

catécholate, elle peut néanmoins l’acquérir lorsqu’il est produit par d’autres bactéries, via le 

TBDT BfeA (Fig. 21) (Beall & Sanden, 1995). L’expression de bfeA est également sous le 

contrôle du régulateur Fur, mais aussi de BfeR, un régulateur de la famille AraC qui comme 

AlcR interagit avec l’entérobactine libre pour activer l’expression de BfeA. Il a été démontré 

que BfeA peut aussi reconnaître et importer d’autres sidérophores de type catécholate, des 

analogues synthétiques tels que le TRENCAM et le MECAM, ainsi que certains composés 

endogènes de l’hôte, notamment des catécholamines (épinéphrine, noradrénaline, 

dopamine) (Brickman et al., 2007).   
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B. pertussis peut aussi utiliser l’hème comme source de fer via le TBDT BhuR (Fig. 21). Ce 

dernier est régulé par Fur et aussi par le système sigma/anti-sigma HurIR, qui s’active après 

fixation extracellulaire de l’hème sur le récepteur BhuR et permet d’induire l’expression de 

bhuR (Vanderpool & Armstrong, 2001). 

L’ensemble de ces systèmes d’acquisition du fer sont finement régulés et sont utilisés à des 

stades spécifiques de l’infection.  En situation de carence, la répression médiée par Fur des 

gènes alcR, bfeR et hurIR est levée, permettant à ces régulateurs spécifiques de détecter la 

forme de fer disponible et d’activer l’expression du système de transport correspondant 

(Brickman et al., 2008). Il est important de noter que tous les TBDTs de B. pertussis utilisent le 

même système TonB, car il existe un seul locus codant pour le complexe TonB-ExbBD (Pradel 

et al., 2000). 

 

Figure 21. Systèmes connus d'importation de fer chez B. pertussis. La réponse de B. pertussis à la 

carence en fer est régulée par Fur et trois régulateurs spécifiques : AlcR, BfeR et HurIR. Fur réprime 

leur expression en présence de fer, tandis que leur activation dépend de la présence de chaque ligand 

(alcaligine, entérobactine ou hème). AlcR et BfeR détectent ces ligands dans le cytoplasme 

indépendamment des récepteurs FauA et BfeA. HurIR est activé par la fixation de l’hème sur le 
récepteur BhuR (Brickman et al., 2007). 

 

4.2. Répertoire des transporteurs TonB-dépendants de B. pertussis 

 

En plus de FauA, BfeA et BhuR, B. pertussis possède d’autres TBDTs non encore caractérisés. 

Plusieurs études ont montré que l’expression de certains est réprimée par le fer, suggérant 

qu’ils sont impliqués dans l’importation du fer, mais leur spécificité n’est pas encore connue. 
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D’autres TBDTs sont codés dans le génome de B. pertussis, mais leur régulation et leur 

spécificité restent à étudier. Il est possible qu’ils soient destinés à d’autres substrats autre que 

le fer (Tableau IV). 

 

Tableau III. Liste des TBDTs présents chez B. pertussis. Adapté de (Armstrong et al.,2019). 

TBDT Ligand Régulation Référence 

FauA Fer-alcaligine Fur-dépendant, AlcR (Brickman and Armstrong, 

1999) 

BfeA Fer- Enterobactine Fur-dépendant, BfeR (Beall and Sanden, 1995) 

BhuR Hème Fur-dépendant, HurIR (Vanderpool and Armstrong, 

2001) 

BfrB*  Fur-dépendant (Beall, 1998) 

BfrC*  Fur-dépendant (Beall, 1998) 

BfrD Fer-Catecholamines/ 

Catéchols 

 

Fur-dépendant (Armstrong et al., 2012) 

BfrE Fer-Catecholamines/ 

Catéchols 

Fur-dépendant (Armstrong et al., 2012) 

BfrF*    

BfrG*  Réprimé par le cuivre (Rivera-Millot et al., 2021) 

BfrH*  Fur-dépendant (Burgos et al., 2010) 

BfrI*  Fur-dépendant (Alvarez Hayes et al., 2015; 

Vidakovics et al., 2007) 

HemC*   (Armstrong et al., 2012) 

Bp3101*   (Armstrong et al., 2012) 

Bp3595*   (Armstrong et al., 2012) 

Bp3077*   (Armstrong et al., 2012) 

Bp1760*   (Armstrong et al., 2012) 

*, TBDT de spécificité inconnue 
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4.3. Autres métallophores produits par B. pertussis 

 

Le seul métallophore actuellement identifié chez B. pertussis est l’alcaligine, qui permet 

l’importation du Fe(III) via le transporteur FauA (Brickman & Armstrong, 1999). Toutefois, 

comme le montre le tableau IV, le génome de B. pertussis contient plusieurs gènes codant 

pour des TBDTs, ce qui suggère que d'autres métallophores pourraient être produits par cette 

bactérie, mais restent à ce jour non caractérisés. 

Un opéron de quatre gènes (bp2924-bp2927) a récemment été identifié chez B. pertussis. Son 

expression est régulée par le système à deux composants BvgAS, impliqué dans le contrôle de 

la virulence. Le gène bp2924, codant pour un peptide de type RiPP, figure parmi les plus 

fortement exprimés en phase de virulence (Bvg+), tandis que son expression est 

complètement réprimée en phase intermédiaire (Bvgi) ou en phase d’avirulence (Bvg-) (Coutte 

et al., 2020). 

Cet opéron est situé juste à côté de l’opéron divergent cruR-bfrG-bp2921, dont l’expression 

est réprimée en présence de cuivre et induite en cas de carence. Contrairement à ce dernier, 

bp2924-bp2927 ne semble pas être régulé par le cuivre chez B. pertussis. Toutefois, un opéron 

homologue chez Caulobacter vibrioides est régulé positivement par le cuivre. Une étude 

récente a montré que le RiPP correspondant, nommé bufferine, est capable de lier le cuivre 

et joue un rôle dans la protection contre le stress cuivrique (Leprevost et al., 2024). La fonction 

de la bufferine codée par bp2924 chez B. pertussis reste à élucider, mais il est possible qu’elle 

agisse comme métallophore, potentiellement impliquée dans le métabolisme du cuivre. 

Par ailleurs, B. pertussis pourrait exploiter des xénométallophores produits par d’autres 

microorganismes présents dans le mucus respiratoire. Ce mucus contient également de 

nombreux métabolites, dont la concentration peut augmenter à la suite de l’inflammation ou 

de la lyse des cellules hôtes induite par les toxines de B. pertussis. Des analyses de lavages 

bronchoalvéolaires par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou par spectrométrie de 

masse couplée à la chromatographie liquide (LC-MS) ont permis d’identifier une grande 

variété de métabolites (Tableau V), qui peuvent être utilisés comme nutriments par les 

microorganismes colonisant les voies respiratoires (Armstrong, 2015; Evans et al., 2014; Rai 

et al., 2012). Certains de ces métabolites peuvent lier des métaux de transition. 



68 
 

Enfin, des composés comme le glutathion ou l’acide ascorbique sont également présents dans 

cet environnement et pourraient jouer un rôle dans la chimie des métaux ou dans la réponse 

au stress oxydant (Armstrong, 2015). 

 

Tableau IV. Métabolites présents dans les fluides des voies respiratoires humaines. Adapté 

de (Armstrong, 2015). 

Échantillon Donneur Métabolites identifiés 

Lavages 

bronchoalvéolaires 

Humains : 

 

 -   Témoins sains 

 

 -   Patients atteints du 

syndrome de   

détresse respiratoire 

aiguë ou d'une lésion 

pulmonaire aiguë (les 

concentrations des 

métabolites ci-contre 

sont plus élevées chez 

ces patients) 

Acides aminés :  

L-glutamate, L-leucine, méthionine, L-

phénylalanine, L-proline, L-tyrosine, L-

tryptophane, alanine, arginine, aspartate, 

glycine, leucine, isoleucine, lysine, 

thréonine, valine, taurine 

Acides organiques :  

α-cétoglutarate, cis-aconitate, citrate, 

succinate, acétate, L-lactate, L-thréonate 

Sucres : D-glucose 

Composés azotés :  

Créatinine, créatine, O-acétylcarnitine, 

bétaïne 

Nucléosides / Bases :  

Guanosine, hypoxanthine, uridine, inosine, 

adénine 

Acides gras :  

Acide palmitoléique, acide arachidonique, 

acide linoléique 

Alcools : éthanol 

Autres : choline, hippurate, bis(2-

éthylhexyl) phtalate 
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Chapitre V : Assemblage du cuivre dans les cytochromes oxydases à 

hème-cuivre 
 

1. Respiration chez B. pertussis 
 

B. pertussis est une bactérie aérobie stricte qui colonise exclusivement le tractus respiratoire 

humain et utilise l’oxygène comme unique accepteur final d’électrons. Lors du passage du site 

d’infection initial vers le site de colonisation, elle est exposée à des variations du niveau 

d’oxygénation, particulièrement lorsque les bactéries sont recouvertes de mucus produit par 

certaines cellules de l’épithélium respiratoire, ce qui limite la diffusion de l’oxygène. Cela 

nécessite une adaptation de la bactérie pour respirer efficacement (McKay et al., 2024). 

L’adaptation des bactéries se traduit par la présence d’une chaine respiratoire branchée, où 

différentes cytochromes oxydases terminales peuvent être utilisées selon les conditions 

environnementales (Fig. 22). Le génome de B. pertussis contient six opérons codant pour des 

cytochromes oxydases terminales appartenant à trois familles distinctes : deux cytochromes 

bd ubiquinol oxydases (CydAB1 et CydAB2), deux cytochromes bo ubiquinol oxydases 

(CyoABCD1 et CyoABCD2), et deux cytochromes c oxydases (CtaCDFGE, de type aa3, et 

CcoNOQP, de type cbb3). Les deux dernières familles appartiennent au groupe des HCOs 

(heme-copper oxidases) (Kranz et al., 2002).  

Figure 22. Représentation schématique d’une chaîne respiratoire bactérienne branchée. L’espèce choisie 
comme exemple est Rhodobacter sphaeroides. Le NADH et le succinate sont oxydés par les complexes 

NADH déshydrogénase et succinate déshydrogénase, transférant leurs électrons vers le pool de quinones 

(Q) pour former des quinols réduits (QH2). Ces QH2 alimentent soit directement les quinol oxydases 

terminales (ex. cytochrome bd oxydase, et bo chez B. pertussis), soit le complexe bc1, qui transfère les 

électrons aux cytochromes c périplasmiques solubles (cyt. c2) ou membranaires (MA-cyt. cy). Les électrons 

sont ensuite dirigés vers la cytochrome c oxydase terminale (aa3 ou cbb3), qui réduit l’O2 en H2O 

(Fedotovskaya et al., 2021). 
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Au cours de son évolution, marquée par une réduction génomique, B. pertussis aurait perdu 

l’expression ou la fonction d’une oxydase dans chacune de ces familles et n’a conservé que 

CydAB (bd-Qox, codée par bp0259-0260), CyoABCD (bo-Qox, codée par bp2930-2933) et 

CtaCDFGE (aa3-Cox, codée par bp3740-3744). Cette organisation est observée chez tous les 

isolats de B. pertussis, suggérant que ces trois oxydases constituent une composition minimale 

suffisante pour permettre l’adaptation de la bactérie aux variations environnementales au 

cours de l’infection et lors de la transmission (McKay et al., 2024). 

À l’inverse, B. bronchiseptica, qui occupe différentes niches environnementales, possède huit 

cytochromes oxydases terminales (McKay et al., 2024). Chez cette espèce, l’inactivation 

simultanée des trois oxydases conservées de B. pertussis est impossible, et leur seule présence 

suffit à assurer une croissance in vitro équivalente à celle de la souche sauvage. L’expression 

individuelle de chacune de ces oxydases permet d’obtenir des niveaux de croissance, de 

production d’ATP et de force proton-motrice comparables à ceux de la souche parentale. 

Cependant, dans des conditions pauvres en oxygène (5 % et 2 % O2), le mutant de CydAB 

présente un léger défaut de croissance par rapport à la souche sauvage, et son expression 

augmente en faible oxygénation par rapport à l’air ambient. Selon cette étude, cette oxydase 

est prédite comme ayant une haute affinité pour l’oxygène, contrairement à CyoABCD et 

CtaCDFGE, considérées comme ayant une faible affinité (McKay et al., 2024). 

Chez B. bronchiseptica, un mutant exprimant uniquement les oxydases conservées de B. 

pertussis survit et colonise le tractus respiratoire de la souris aussi efficacement que la souche 

sauvage, tout comme un mutant exprimant uniquement la cytochrome bo ubiquinol oxydase 

CyoABCD (McKay et al., 2024). Par ailleurs, il a été démontré que CyoABCD et CtaCDFGE sont 

conditionnellement essentielles à la survie in vivo de B. pertussis (Gonyar et al., 2019). De 

façon similaire, l’inactivation de cyoABCDE (Cyt oxydase bo3) chez P. aeruginosa  diminue la 

capacité de la souche à se multiplier dans un modèle animal d’infection systémique, cela était 

le cas également pour les autres oxydases impliquées dans la respiration aérobie (Skurnik et 

al., 2013). Le rôle central de CyoABCD dans la respiration in vivo pourrait être lié à sa capacité 

d’adaptation à une faible oxygénation et plus largement à une gamme de concentrations en 

oxygène, comme décrit chez Rhizobium etli (Lunak & Noel, 2015). 
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2. Les HCOs de B. pertussis 
 

2.1. La cytochrome c oxydase de type aa3  
 

La cytochrome c oxydase de type aa3 (aa3-Cox) est largement répandue chez les bactéries, en 

particulier au sein des α-protéobactéries, et se retrouve également dans les mitochondries 

des eucaryotes. Sa structure a été résolue par cristallographie et révèle un complexe formé 

de quatre sous-unités (SU). La SU-I contient le centre CuB associé à l’hème a₃, formant 

ensemble le centre hème-cuivre, tandis que la SU-II renferme le site binucléaire CuA, constitué 

de deux atomes de cuivre présentant une valence mixte (Cu(II)-Cu(I)) (Fig. 23) (Kaila & 

Wikström, 2021). 

Dans cette famille d’oxydases, les électrons produits par l’oxydation des cytochrome c 

périplasmique sont transférés successivement vers le site binucléaire CuA, puis vers l’hème a, 

et enfin vers le centre hème a₃-CuB, où s’effectue la réduction de l’oxygène en H2O (Fig. 23). 

Cette réduction nécessite quatre électrons, mais un seul est transféré à la fois. Ce transfert 

d’électrons est accompagné d’un transfert de quatre protons à travers la membrane, 

contribuant ainsi à l’établissement de la force proton-motrice, et de quatre protons pour 

produire deux molécules d’eau (Belevich et al., 2006).  

2.2. La cytochrome bo ubiquinol oxydase  
 

La cytochrome bo ubiquinol oxydase (bo-Qox) est composée de quatre SU qui s’assemblent 

pour former un complexe fonctionnel. Parmi elles, seule la SU-I contient des cofacteurs et 

constitue l’élément central de l’oxydase. Cette SU ressemble à la SU-I de la aa3-Cox, elle se 

caractérise par la présence d’un hème b et d’un centre hème o-CuB, où se fixe l’O2 avant d’être 

réduit en H2O. Les électrons nécessaires à cette réaction proviennent de l’oxydation de 

l’ubiquinol, qui se lie directement à l’oxydase via deux sites distincts : un site à faible affinité 

et un site à haute affinité, situé à proximité de l’hème b. Au cours de l’oxydation de l’ubiquinol, 

des protons sont transférés à travers la membrane, contribuant ainsi à l’établissement de la 

force proton-motrice (Fig. 23). 
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Figure 23. Structures des oxydases hème-cuivre aa3-Cox (PDB ID 3HB3) et bo3-Qox (PDB ID 1FFT) 

impliquées dans la respiration aérobie. Ces enzymes catalysent chacune une réduction complète de 

l’oxygène en H2O en utilisant quatre électrons par cycle catalytique. Flèches rouges = transfert 

d’électrons, flèches bleues = translocation de protons, flèches noires = réactions chimiques. 

Abréviations : Q = quinone ; QH2 = quinol (Kaila & Wikström, 2021). 

 

3. Assemblage des cofacteurs à cuivre dans les HCOs  

3.1. Assemblage du CuB 

 

Le centre CuB est ubiquitaire et conservé dans toute la famille des HCOs. Il est constitué d’un 

seul atome de Cu(I), coordonné par trois histidines très conservées et situé à proximité d’un 

atome de fer lié à un hème (o, a3…) (Fig. 24). Ce site est profondément enfoui dans la 

membrane et isolé du solvant, assurant ainsi un environnement contrôlé pour la réduction de 

l’O2 en H2O (Nyvltova et al., 2017).  

Chez plusieurs bactéries Gram négatives, l’assemblage du CuB dépend de l’activité de la 

protéine CoxG/CtaG, homologue de la protéine mitochondriale Cox11. CtaG est une protéine 

de 34 kDa composée d’un domaine C-terminal périplasmique de type β-immunoglobuline et 

d’un domaine N-terminal formé d’une hélice α ancrée dans la membrane interne. Le domaine 

périplasmique porte un motif Cys-X-Cys très conservé, impliqué dans la liaison du Cu(I). Les 

deux domaines sont reliés par un linker flexible de 15 acides aminés. CtaG forme un 

homodimère (Banci et al., 2004).   
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Chez R. sphaeroides, l’expression de la aa3-Cox en absence de CtaG (Cox11) conduit à la 

production d’une oxydase contenant le CuA mais dépourvue de CuB (Hiser et al., 2000). Chez 

B. japonicum, un mutant délété de CtaG est défectif pour l’activité de la aa3-Cox, un défaut 

qui n’est pas compensé par la supplémentation en cuivre, suggérant que le CuB ne peut pas 

s’autoassembler et qu’aucune autre protéine ne peut remplacer CtaG. Toutefois, CtaG n’est 

pas essentielle pour la biogenèse de la cbb3-Cox qui contient également un CuB, ce qui suggère 

l’existence d’un mécanisme d’assemblage distinct pour cette oxydase (Bühler et al., 2010).  

La manière dont CtaG assemble le CuB constitue une question majeure dans les recherches 

sur la biogenèse des oxydases. Le CuB étant enfoui profondément dans la SU-I de l’oxydase, 

son insertion au moment de la traduction présenterait un risque, car le cuivre exposé 

transitoirement dans le cytoplasme pourrait catalyser la formation des ROS. Un scénario 

d’insertion post-traductionnelle a été proposé après la découverte d’un canal dans la SU-I 

donnant accès directement au CuB (Fig. 25). Ce canal n’est plus accessible après l’assemblage 

Figure 24. Centres métalliques rédox CuA et CuB de aa3-Cox de Rhodobacter sphaeroides. La structure 

de la protéine a été cachée pour ne montrer que les centres métalliques. Le CuB, un ion cuivre 

coordonné par trois histidines (His-333, His-334, His-284), est situé à 4,5 Å du fer de l’hème actif et 
couplé magnétiquement à celui-ci. Le CuA est un cluster binucléaire relié par deux cystéines et 

coordonné par une histidine et une méthionine en plus d’un groupement carbonyle de la protéine 

(Nyvltova et al., 2017). 
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avec la SU-II, ce qui suggère que CtaG insérerait le CuB après l’insertion de la SU-I dans la 

membrane mais avant son association avec la SU-II (Greiner et al., 2008). 

 

 

L’analyse de la séquence de CtaG a révélé la présence d’une cystéine conservée (Cys-35) située 

directement à la surface de la membrane interne. Chez R. sphaeroides, la substitution de la 

Cys-35 n’affecte pas la liaison du Cu(I) à CtaG mais réduit l’activité de la aa3-Cox, indiquant que 

cette Cys intervient dans le transfert du Cu(I) vers les histidines du centre CuB. Un modèle 

d’insertion du cuivre dans le CuB a été proposé (Fig. 26). L’homodimère de CtaG, portant un 

cluster [Cu(I)-2 Cys], flotterait au-dessus de la membrane, orienté vers la SU-I grâce à la 

flexibilité conférée par le linker de 15 acides aminés. Les clusters s’approcheraient des deux 

Cys-35, ce qui assurerait le transfert du Cu(I) vers les groupements imidazoles des histidines 

conservées du CuB, via le canal de la SU-I, avant l’association avec la SU-II (Nyvltova et al., 

2017). 

 

Figure 25. Canal d’accès au centre CuB de la cytochrome c oxydase de Paracoccus denitrificans. 

Les SU-I (bleu) et II (rouge) s’assemblent dans l’enzyme native. En absence de la SU-II, un canal 
menant au centre binucléaire hème a3: CuB (hème a3 en orange) (Greiner et al., 2008) . 
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E. coli ne possède ni cytochrome c oxydase ni CtaG, mais possède une cytochrome oxydase de 

type bo3 contenant un CuB. L’expression hétérologue de aa3-Cox chez E. coli produit une SU-I 

dépourvue de CuB, ce qui suggère que la machinerie d’assemblage du CuB de la cytochrome 

oxydase bo3 ne peut pas assembler celui de la aa3-Cox. La coexpression de aa3-Cox et CtaG 

chez E. coli ne rétablit pas l’assemblage du CuB, suggérant l’intervention d’autres chaperons 

dans ce processus (Greiner et al., 2008).  

Une étude sur l’assemblage des cofacteurs cuivre dans aa3-Cox chez R.  sphaeroides a montré 

que deux chaperons à cuivre, PCuAc et ScoI, peuvent également contribuer à l’assemblage du 

CuB. L’absence de ScoI, et dans une moindre mesure de PCuAc affecte l’assemblage du CuB, 

surtout lorsque la concentration en cuivre est faible. L’ajout de cuivre compense partiellement 

ce défaut, mais en absence de CtaG, la présence de PCuAc et ScoI ne suffit pas à assembler le 

CuB. Une explication possible est que ces deux chaperons livrent le cuivre à CtaG, qui assurerait 

ensuite la métallation efficace du centre CuB (Thompson et al., 2012). 

L’assemblage du CuB dans la cbb3-Cox chez Rhodobacter capsulatus est assuré par un système 

codé par l’opéron ccoGHIS. Le Cu(II) dans le périplasme est importé par le transporteur MFS 

CcoA, vers le cytoplasme, où il est réduit en Cu(I) par une réductase appelé CcoG, puis Cu(I) 

est réexporté vers le périplasme par l’ATPase de type P1B CcoI (Andrei et al., 2021). Une fois 

dans le périplasme, il est pris en charge par les chaperons ScoI et PCuAc pour assembler le 

centre CuB. CcoH et CcoS seraient des protéines accessoires d’assemblage de cbb3-Cox. 

 

Figure 26. Modèle de transfert du cuivre 
vers la SU-I (Cox1) de la Cox-aa3 par CtaG 
(Cox11). L’homodimère de CtaG est 
positionné au-dessus de la SU-I, avec son 
cluster [2Cu(I)-4S] (Cu en rouge, Cys en 
bleu) orienté vers la surface membranaire 
via des linkers flexibles de 15 acides 
aminés. Le centre CuB de la SU-I (magenta) 
et ses ligands His-333/His-334 (jaune) (non 
représentés) se trouvent à proximité des 
Cys-35 de CtaG, facilitant un transfert 
direct du Cu(I) (Nyvltova et al., 2017). 
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3.2. Assemblage du centre CuA  

 

La SU-II de aa3-Cox possède un domaine globulaire formé de dix brins β, exposé au périplasme 

et servant de site de liaison au cytochrome c (Fig. 23). Ce domaine est ancré dans la membrane 

par deux hélices transmembranaires. 

À la base de ce domaine, près de la surface de la SU-I se trouve le centre CuA, constitué de 

deux ions cuivre (Cu(I) et Cu(II)) très proches (2,5 Å), formant un état à valence mixte. Ils sont 

coordonnés par deux cystéines, CuA1 étant aussi lié par une histidine et une méthionine, et 

CuA2 par une histidine et un glutamate (Fig. 24) (Canonica et al., 2019a; Nyvltova et al., 2017). 

Le centre CuA est proche de la surface de la SU-I et devient peu accessible après l’association 

des deux sous-unités, suggérant que son assemblage se fait avant l’association des deux sous-

unités (Nyvltova et al., 2017) mais après insertion de la SU-II dans la membrane (Fiumera et 

al., 2007). Dans l’environnement oxydant du périplasme, les deux cystéines forment un pont 

disulfure, ce qui nécessite une étape de réduction avant la métallation. 

Chez plusieurs bactéries, l’assemblage du CuA implique trois protéines, ScoI, PCuAC et TlpA. La 

protéine ScoI (aussi SenC/PrrC), est une protéine avec un domaine périplasmique de type 

thiorédoxine ancré par une hélice transmembranaire, liant un Cu(I) ou Cu(II) via deux cystéines 

et une histidine (Siluvai et al., 2011). La protéine PCuAC est une protéine périplasmique soluble 

liant un Cu(I) avec forte affinité sur un site central, et un Cu(II) avec faible affinité sur une 

extension C-terminale. Enfin, TlpA est une protéine membranaire à domaine thiorédoxine 

périplasmique, dotée d’une activité dithiol-disulfure oxydoréductase, capable de réduire le 

pont disulfure du site CuA et de recycler ScoI après libération de son cuivre (Abicht et al., 2014; 

Canonica et al., 2019a; Canonica et al., 2019b).  

Chez Bacillus subtilis, la délétion de ScoI perturbe la cytochrome oxidase caa3 (qui possède un 

CuA) mais pas la quinol oxydase (qui possède un CuB sans CuA) (Hill & Andrews, 2012). Chez R. 

sphaeroides, il a été montré que l’absence de ScoI ou PCuAC affecte à la fois l’assemblage du 

centre CuA et du centre CuB, surtout en carence en cuivre. Leurs fonctions ne sont pas 

redondantes et l’excès de PCuAC ne compense pas l’absence de ScoI. L’ajout de cuivre permet 

de restaurer partiellement l’assemblage du CuA chez ces mutants, suggérant que ce centre 

pourrait s’autoassembler en présence d’excès de cuivre (Thompson et al., 2012). Cependant, 
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l’ajout du cuivre ne permet de restaurer l’activité cytochrome c oxydase chez un mutant de 

TlpA chez B. japonicum (Abicht et al., 2014). Pour les bactéries dépourvues de TlpA, il a été 

suggéré que ScoI puisse réduire le site de fixation de CuA grâce à son domaine thiorédoxine 

(Abriata et al., 2008). 

Un modèle d’assemblage du centre CuA a été proposé chez Bradyrhizobium diazoefficiens (Fig. 

27), où ScoI-Cu(II) forme un complexe avec la SU-II apo de aa3-Cox,  puis la protéine PCuAC-

Cu(I)/Cu(II), transfère le Cu(II) de son extension C-terminale à ScoI. Ceci permettrait la 

dissociation du complexe, avec Cu(II) passé à aa3-Cox, et le ‘’recyclage’’ de ScoI-Cu(II). Le Cu(I) 

du centre CuA serait livré par une deuxième protéine PCuAC. Seul le cuivre lié à l'extension C-

terminale de PCuAC est transférable, nécessitant le transfert d’un électron intramoléculaire 

entre les deux cuivres. Il faut noter que selon ce modèle PCuAC se retrouve après assemblage 

de CuA avec un Cu(II) non-transférable dans son site central, alors qu’au départ il portait un 

Cu(I).  

Bien qu’un excès de cuivre puisse compenser partiellement l’activité de ScoI et de PCuAC, in 

vivo la concentration en cuivre libre est strictement contrôlée, rendant ces chaperons 

importantes à la biogenèse de la cytochrome c oxydase (Canonica et al., 2019b). 

 

 
Figure 27. Schéma de la biosynthèse du centre CuA et de son insertion dans la sous-unité II 
(CoxB) de la cytochrome c oxydase de B. diazoefficiens (Canonica et al., 2019a). 
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L’ensemble de ces exemples d’assemblage des centres à cuivre des cytochromes oxydases 

illustre la grande diversité des mécanismes impliqués, faisant intervenir différentes protéines 

selon la nature des cytochromes oxydases et les espèces bactériennes concernées, 

témoignant ainsi d’une remarquable plasticité. 

4. Mécanismes de réduction du cuivre  
 

En conditions aérobies, le cuivre est majoritairement présent sous forme oxydée Cu(II), la 

forme soluble. Toutefois, dans le site actif des cuproenzymes comme les HCOs, il doit être 

partiellement sous forme réduite Cu(I), ce qui rend sa réduction essentielle. Les données sur 

ce processus chez les procaryotes restent limitées. Chez Lactococcus lactis, la réduction du 

Cu(II) peut se produire de manière non enzymatique grâce aux ménaquinones de la chaîne 

respiratoire (Abicht et al., 2013). Chez E. coli, une NADH-déshydrogénase de la chaîne 

respiratoire catalyse le transfert d’électrons du NADH, du FAD ou des quinols vers le Cu(II), 

entraînant sa réduction (Rapisarda et al., 1999). Il s’agit d’exemples de réduction ’accidentelle’ 

non spécifiquement dédiée à l’insertion de Cu(I) dans les sites actifs des HCOs.  

Dans le système d’assemblage du centre CuB de cbb3-Cox chez R. capsulatus, la réductase 

CcoG possède un site actif cytoplasmique avec des cystéines conservées liant deux clusters 

[4Fe-4S] ainsi que deux atomes de cuivre. Elle catalyse spécifiquement la réduction du Cu(II) 

en Cu(I) dans le cytoplasme, possiblement avec un électron provenant du pool 

quinone/quinol. Bien que le gène ccoG soit souvent associé aux gènes codant cbb3-Cox, la 

présence d’homologues dans des bactéries dépourvues de ce type d’oxydase suggère qu’il 

joue un rôle plus large que la biogenèse du centre CuB (Marckmann et al., 2019).  

Chez B. pertussis, l’opéron cruR-bfrG-bp2921, régulé par le cuivre, contient le gène bp2921 qui 

code pour une protéine de membrane interne appartenant à la famille PepSY-TM. Certains 

membres de cette famille ont été caractérisés comme réductases du Fe(III) en Fe(II) dans le 

périplasme. Il est donc possible que Bp2921 agisse comme réductase du Cu(II) en Cu(I). 

5. Réductases de la famille PePSY-TM  
 

La famille PepSY-TM est une grande famille de protéines, dont les quelques membres 

caractérisés sont des réductases associées à l’importation de complexes métal-sidérophore. 

Récemment chez P. aeruginosa, la structure cristalline et la fonction d’un membre de la famille 
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PepSY-TM ont été caractérisés (Josts et al., 2021). Il s’agit de FoxB, codée dans le même 

opéron que FoxA, un TBDT des complexes Fe(III)-ferrioxamine B et Fe(III)-nocardamine. Cet 

opéron est sous la régulation de Fur et du système sigma/anti-sigma FoxI/FoxR.  

Après importation des complexes Fe(III)-sidérophore, le fer doit être libéré pour être assimilé, 

ce qui peut passer par la réduction de Fe(III) en Fe(II) afin de diminuer l’affinité pour le 

sidérophore (voir ci haut, paragraphe 3.1, chapitre II). Cette étude a montré que FoxB est une 

réductase de Fe(III) en complexe avec la ferrioxamine B dans le périplasme. Elle est capable 

de réduire aussi le Fe(III) en complexe avec la nocardamine. 

FoxB est une protéine de la membrane interne avec quatre segments transmembranaires 

(TM), deux grands domaines périplasmiques et une boucle cytoplasmique entre le TM2 et le 

TM3 (Fig. 28). Elle coordonne deux hèmes via quatre histidines conservées et contient deux 

tryptophanes conservés au niveau de ces hélices transmembranaires, nécessaires pour le 

transfert d’électron et l’activité réductase. Les deux domaines PepSY forment une large cavité 

périplasmique, à l’intérieur de laquelle se produit la réduction du Fe(III) en complexe avec le 

sidérophore (Josts et al., 2021). 

Figure 28. Structure de FoxB, une réductase du Fe(III) lié à la ferrioxamine B chez P. aeruginosa. (A) 

Organisation en quatre hélices transmembranaires avec deux domaines périplasmiques PepSY. La 

localisation des deux hèmes est montrée. (B) Coordination des hèmes par les hélices 

transmembranaires. Les hèmes sont situés en périphérie de la bicouche lipidique. Les histidines 

coordonnant le fer sont indiquées. 
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Quelques autres réductases de Fe homologues à des protéines de la famille PepSY-TM ont été 

étudiées. VciB chez Vibrio cholerae (famille PEPSY_TM-like2) est codée par un opéron qui code 

également pour un TBDT, VciA. VciB est une protéine à trois segments transmembranaires et 

une large boucle périplasmique, contenant deux histidines conservées indispensables à son 

activité. Elle forme un homodimère très stable qui résiste à la purification par détergent (Peng 

& Payne, 2017).  

VciB a été identifié grâce à son rôle dans la stimulation de la croissance en condition de 

carence en fer. La présence de VciB augmente la proportion de Fe(II) périplasmique, 

disponible pour le transport à travers la membrane interne, indépendamment d’un système 

de transport de Fe(II) spécifique (Mey et al., 2008). Il a été ensuite montré que VciB agit en 

tant que réductase de Fe(III) en Fe(II). Cette fonction ne dépend pas de la présence de VciA, 

bien qu’une analyse in silico ait montré que les gènes homologues à vciB sont souvent à côté 

de gènes codant des TBDTs ou des protéines TonB. La complémentation de VciB par des 

orthologues a permis de restaurer la fonction de réductase de Fe(III), bien que certains 

orthologues n’aient pas de TBDT associé, suggérant que la fonction de la réductase peut être 

séparée de celle du TBDT. Chez B. japonicum, FrcB une protéine membranaire de la famille 

cytochrome b561 caractérisée par la présence de quatre hélices transmembranaires 

comportant quatre résidus histidine hautement conservés impliqués dans la coordination de 

deux groupes hème, un modèle structurel proche de FoxB. Il a été montré que FrcB est capable 

de réduire un large éventail de complexes Fe(III), incluant des sidérophores de type 

hydroxamate, catécholate et des chélateurs synthétiques (Small & O’Brian, 2011). Une autre 

protéine homologue de la famille cytochrome b561 a été identifié chez P. aeruginosa est FpvG, 

une protéine de la membrane interne qui joue un rôle essentiel dans la dissociation du 

complexe Fe(III)-pyoverdine. FpvG est une réductase qui réduit le Fe(III) complexé à la 

pyoverdine. Cette activité s’effectue en association avec d’autres protéines, notamment FpvH, 

FpvJ et FpvK. Le Fe(II) ainsi libéré est ensuite complexé par FpvC, une protéine périplasmique 

qui agit comme chélateur du Fe(II) après sa dissociation de la pyoverdine. FpvC participe 

probablement ensuite au transfert du métal vers le transporteur ABC FpvDE, assurant son 

importation vers le cytoplasme (Ganne et al., 2017).  

Ces travaux montrent que la fonction réductase de Fe(III) semble être conservée dans ce type 

de protéines de la membrane interne. 
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6. Objectifs de la thèse  
 

Dans cette analyse bibliographique, nous nous sommes intéressés au cuivre et à son 

interaction avec les bactéries à Gram négatif. En raison de sa solubilité et de sa disponibilité 

en milieu oxygéné, le cuivre constitue un cofacteur essentiel pour plusieurs enzymes 

bactériennes. Il est indispensable à la survie de ces microorganismes, mais devient rapidement 

toxique lorsqu’il est présent en excès. Le cuivre représente donc une ressource nutritionnelle 

critique que les bactéries doivent acquérir et utiliser avec une régulation particulièrement 

fine. 

Les mécanismes de résistance à la toxicité du cuivre ont été largement étudiés chez les 

bactéries à Gram négatif. En revanche, les mécanismes d’importation restent très peu connus, 

bien que la présence de cuproprotéines dans ces organismes implique l’existence de systèmes 

d’acquisition du cuivre.  

Nous avons choisi Bordetella pertussis comme organisme modèle pour nos recherches. Il s’agit 

d’un pathogène strictement humain, aérobie obligatoire, dont la respiration repose en grande 

partie sur des oxydases terminales à cuivre (HCOs). Or, dans sa niche écologique, le tractus 

respiratoire humain, la disponibilité en cuivre est extrêmement restreinte, en raison des 

mécanismes de l’immunité nutritionnelle. Ceci suggère que B. pertussis possède un système 

spécifique d’importation de cuivre pour répondre à ses besoins métaboliques. Cependant, 

aucun système de transport de cuivre n’a été caractérisé à ce jour chez cette bactérie. 

L’opéron cruR-bfrG-bp2921 a retenu notre attention en raison de sa régulation dépendante 

du cuivre (Rivera-Millot et al., 2021 ; Roy et al., 2022). CruR réprime l’expression de BfrG et de 

Bp2921 en condition de présence de cuivre, et l’active en condition de carence, ce qui suggère 

que ce système est impliqué dans l’acquisition du cuivre. BfrG fait partie de la superfamille 

des transporteurs TonB-dépendants. Quant à Bp2921, elle est prédite comme une protéine 

de membrane interne de la famille PepSY-TM, dont certains membres sont connus comme 

réductases de Fe(III) en Fe(II), facilitant ainsi la dissociation du fer de son sidérophore après 

importation. 

Dans ce contexte, le premier objectif de cette thèse est d’étudier la fonction de BfrG et son 

rôle potentiel dans le transport du cuivre, ainsi que sa structure, son ligand et son mécanisme 
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d’action. Le deuxième objectif est de déterminer le rôle de Bp2921 au sein de ce système et 

son lien avec l’acquisition du cuivre. Cette thèse vise aussi à définir les cuproprotéines clientes 

de ce système d’acquisition du cuivre.  
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Résultats 

I. Caractérisation de CrtABp (BfrG) chez B. pertussis, le prototype 

d’une nouvelle famille de TBDT à cuivre 
 

1. Identification de la famille de BfrG par analyse de similarité de séquence 
 

Une analyse de similarité de séquence (Sequence Similarity Network, SSN) a été réalisée par 

le Dr Rudy Antoine, co-encadrant de ma thèse, afin de déterminer la famille à laquelle 

appartient BfrG. Plus d’un million de séquences de TBDTs sont actuellement répertoriées dans 

les bases de données protéiques.  À partir de l’ensemble de ces séquences, un sous-ensemble 

de 297 770 protéines a été extrait en réduisant la redondance à 70 % et en se concentrant sur 

les protéines de 500 à 1 200 acides aminés. Ces séquences ont été organisées en clusters en 

fonction de leur similarité, déterminée à l’aide de BLAST. Les protéines partageant une forte 

similarité de séquence, et donc potentiellement la même fonction biologique, sont ainsi 

regroupées en clusters. 

Le SSN ainsi obtenu révèle la présence de centaines de clusters distincts de TBDTs (Fig. 29). 

Les 14 TBDTs connus ou prédits chez B. pertussis ont ensuite été positionnés sur le réseau. 

BfrG se retrouve dans un cluster distinct de tous les autres TBDTs de B. pertussis, indiquant 

qu’il appartient à une famille non encore caractérisée. Ce cluster comprend 88 orthologues 

présentant 35 à 40 % d’identité de séquence et des tailles comprises entre 707 et 911 acides 

aminés. Ces orthologues sont retrouvés majoritairement chez les β- et γ-protéobactéries. 

L’expression de bfrG étant régulée par la concentration du cuivre dans le milieu, nous avons 

émis l’hypothèse que cette protéine participe à l’acquisition du cuivre. À ce jour, un seul TBDT 

impliqué dans le transport du cuivre a été bien caractérisé. Il s’agit d’OprC chez P. aeruginosa 

qui transporte le Cu(I) ou le Cu(II) sous forme libre (Bhamidimarri et al., 2021). Nos analyses 

montrent qu’OprC n’appartient pas au même cluster que BfrG, suggérant que ces deux 

transporteurs ont des spécificités distinctes. En revanche, le TBDT PA0434, récemment 

identifié chez P. aeruginosa et nommé CrtA (Cu-responsive transporter A) en raison de sa 

régulation par le cuivre (Premsuriya et al., 2023), est un orthologue de BfrG. Le gène crtA est 

situé dans un opéron similaire à celui de bfrG, précédé d’un gène codant une protéine 
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homologue à CruR (famille DUF2946) et suivi d’un gène codant une protéine PepSY-TM. Cette 

organisation génétique est conservée pour 32 % environ des membres de la famille CrtA. 

Sur la base de ces observations, la protéine BfrG a été renommée CrtABp, pour Cu-responsive 

transporter A of B. pertussis. 

 

 

 

 

Figure 29. Analyse de similarité de séquence de la superfamille TBDT. Le réseau de nœuds illustre 
toute la diversité de la superfamille. L’ensemble des TBDTs de B. pertussis sont entourés en rouge, 

avec le cluster de la famille CrtA/BfrG coloré et entouré en rouge. 



85 
 

2. Transport du cuivre par CrtABp 

 

2.1. Etude de phénotype de croissance du mutant Bp-∆crtA  

 

B. pertussis est une bactérie aérobie stricte qui se cultive sous forte agitation en milieu liquide 

Stainer Scholte (SS), un milieu riche et complexe qui ne contient pas de cuivre ajouté. Une 

quantification par spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif (ICP-MS) effectué 

précédemment par le Dr. Alex Rivera-Millot au laboratoire, a montré que le milieu SS contient 

environ 0.5 µM de cuivre. 

La croissance du mutant de délétion de crtA (Bp-∆crtA) a été comparée à celle de la souche 

sauvage (WT), BPSM, en condition standard (~ 0.5 µM), en présence d’excès de cuivre (50 µM) 

ou bien en limitation en cuivre par le chélateur de Cu(I), le bathocuproine disulfonate (BCS) 

(Fig. 30). Le Cu (I) est la forme principalement trouvée dans le milieu SS à cause de la présence 

de plus de 2 mM d’acide ascorbique, un agent réducteur, dans ce milieu.  

Le mutant Bp-∆crtA n’a montré aucun défaut de croissance par rapport au WT. Les deux 

souches ont poussé de façon similaire quelle que soit la concentration de cuivre dans le milieu. 

 

L’absence de phénotype observée pour le mutant Bp-∆crtA ne peut vraisemblablement pas 

être attribuée à un transport non spécifique du cuivre via les porines puisque cette voie serait 

Figure 30. Croissance de BPSM (WT) et Bp-∆crtA en milieu SS en conditions de culture agitée. A. 

croissance en milieu SS standard. B.  Croissance en présence d’excès de cuivre (50 µM). C. Croissance 
en limitation en cuivre par 50 µM de BCS. Résultat représentatif d’au moins trois réplicats biologiques. 

Les données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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utilisée surtout à de fortes concentrations en métal. Ici, on observe le même profil de 

croissance pour les deux souches même en conditions de limitation en cuivre induite par le 

BCS (Fig. 30C). Par ailleurs, aucun autre TBDT régulé par le cuivre n’a été identifié chez B. 

pertussis pouvant compenser l’absence de CrtA. 

En comparant les niveaux de croissance en limitation en cuivre par rapport à la condition de 

supplémentation (Fig. 29 B et C), il apparait que la limitation en cuivre n’impacte pas beaucoup 

la croissance. Ceci suggère que le cuivre n’est pas primordial pour la croissance de B. pertussis 

dans ces conditions de culture, ce qui pourrait expliquer l’absence de phénotype de Bp-∆crtA.  

La croissance de Bp-∆crtA et de BPSM a été également étudiée en condition de culture 

statique en absence d’agitation dans des plaques de 96 puits, en limitation ou en excès de 

cuivre. Même dans ces conditions, Bp-∆crtA n’a pas montré de défaut de croissance significatif 

(Fig. 31). Cependant l’amélioration de la croissance des deux souches par l’ajout du cuivre 

était remarquable, indiquant que le cuivre est plus important pour B. pertussis en culture 

statique. Le niveau d’oxygénation du milieu est vraisemblablement affecté par le manque 

d’agitation, suggérant un lien entre le métabolisme de cuivre et la respiration chez B. pertussis. 
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Figure 31. Croissance de BPSM et Bp-∆crtA en culture statique en excès (50 µM CuSO4) ou en 
limitation en cuivre (50 µM BCS). Ces résultats sont représentatifs de trois réplicats biologiques. Les 
données correspondent à la moyenne et l’écart type de quatre réplicats techniques. Les valeurs de 
DO600 ont été mesurées à l’aide d’un spectromètre à cuvette ce qui explique les différences de valeur 
par rapport à celles obtenues avec lecteur de plaques ‘’EnSight’’ dans la Fig. 30. 
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Dans le génome de B. pertussis, l’opéron cruR-crtA-bp2921 est situé à proximité de l’opéron 

bp2930-2933 (cyoABCD) codant pour bo-Qox, la cytochrome bo ubiquinol oxydase, qui 

appartient à la famille des HCOs avec un cuivre dans son site actif. Dans les 88 espèces avec 

un orthologue de CrtA, l’analyse de l’environnement génétique de crtA a montré que chez 

quelques organismes, crtA est situé dans le même opéron que les gènes codant PCuAC et ScoI, 

deux chaperons impliqués dans l’assemblage du cuivre dans les HCOs.  

Dans cette famille, nous avons analysé les bactéries qui ont un génome complet (60 sur 88 

bactéries), pour identifier les cytochromes oxydases terminales présentes. Cette analyse a 

montré que toutes ces bactéries seraient capables de respirer sur l’O2 et utiliseraient au moins 

une HCO pour respirer (Fig.32). Toutes ces observations ont orienté notre recherche de 

fonction vers un lien de CrtA avec la respiration.  

 

2.2. Lien entre CrtABp et les HCOs chez B. pertussis 

 

B. pertussis possède trois cytochromes oxydases terminales fonctionnelles. 

Deux appartiennent à la famille des HCOs : la cytochrome bo ubiquinol oxydase (bo-Qox) 

codée par cyoABCD, contenant un centre cuivre (CuB), et la cytochrome c oxydase de type aa3 

(aa3-Cox) codée par ctaCDFGE, comportant trois atomes de cuivre (centre CuA bimétallique et 

centre CuB). B. pertussis possède aussi une oxydase indépendante du cuivre, la cytochrome bd 
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Figure 32.  Nature des cytochromes oxydases terminales présentes chez les bactéries ayant un 
orthologue de CrtA. L’analyse a été faites avec les bactéries dont le génome est complètement 
séquencé et assemblé. Les combinaisons d’oxydases identifiées sont représentées en fonction du 
nombre de génomes correspondants. bd-Qox est une oxydase indépendante du cuivre, alors que bo-
Qox, aa3-Cox et cbb3-Cox sont des oxydases à cuivre de la famille des HCOs. 
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ubiquinol oxydase (bd-Qox) codée par cydAB. Des mutants de délétion de chacune de ces 

oxydases ont été construits, et leur croissance a été analysée dans des conditions de limitation 

ou de supplémentation en cuivre en culture agitée (Fig. 33). 

En limitation en cuivre (Fig. 33A), Bp-∆cyoABCD et Bp-∆ctaCDFGE présentent des profils de 

croissance comparables à celui de BPSM, tandis que Bp-ΔcydAB montre un défaut de 

croissance marqué. L’ajout de 50 µM de CuSO4 a permis de restaurer sa croissance (Fig. 33B).  

La souche Bp-ΔcydAB, ne possédant que les HCOs, dépend directement de la disponibilité du 

cuivre nécessaire à leur assemblage pour croître. Inversement, Bp-ΔcyoABCD et Bp-

ΔctaCDFGE peuvent croître en condition de limitation en cuivre grâce à l’activité de CydAB. 

Ces résultats montrent que CydAB est essentielle à la croissance en condition de limitation en 

cuivre. En son absence, le cuivre devient indispensable pour la respiration.  

La présence de CydAB chez B. pertussis expliquerait l’absence de phénotype de croissance de 

Bp-ΔcrtA dans les expériences décrites précédemment (Fig. 30). Même si l’importation de 

cuivre est probablement affectée par la délétion de crtA, cela impacterait peu la croissance en 

culture agitée tant que CydAB est fonctionnelle. 
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Figure 33. Croissance de B. pertussis sauvage et des mutants de délétion des cytochromes oxydases. 

Les cultures ont été faites en SS supplémenté de 50 µM de BCS (A), ou 50 µM de CuSO4 (B) en condition 

agitée. Résultat représentatif d’au moins trois réplicats biologiques. Les données présentées 

correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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Afin d’étudier le rôle de CrtA dans l’acquisition du cuivre chez B. pertussis, l’opéron cydAB a 

été délété chez Bp-∆crtA. La croissance du mutant Bp-∆crtA∆cydAB a ensuite été comparée à 

celle de Bp-∆cydAB en limitation en cuivre ou après supplémentation. 

A 50 µM de BCS, Bp-∆cydAB était incapable de croitre (Fig. 33). De ce fait la concentration de 

BCS a été réduite à 15 µM. A cette concentration, Bp-∆cydAB a démarré la croissance après 

une longue phase de latence de 24 h, contrairement au double mutant Bp-∆crtA∆cydAB qui 

n’a presque pas poussé (Fig. 34A). 

Nous avons montré précédemment qu’en absence de CydAB, la croissance devient 

dépendante du cuivre. Par conséquent, l’absence de croissance de Bp-∆crtA∆cydAB 

contrairement à Bp-∆cydAB indique que la délétion de crtA limite l’accès de la bactérie au 

cuivre. Cela montre l’implication de CrtA dans l’importation du cuivre chez B. pertussis.  

L’ajout de 2 µM de CuSO4 a permis de restaurer la croissance de Bp-∆crtA∆cydAB (Fig. 34B), 

suggérant que dans ces conditions le cuivre pourrait entrer dans la bactérie par une voie 

alternative, probablement les porines. Le phénotype de croissance du mutant de CrtA observé 

après délétion de CydAB montre indirectement que le cuivre importé est utilisé pour 

l’assemblage des HCOs de B. pertussis.  
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Figure 34. Etude du rôle de CrtA dans l’importation du cuivre par suivi de croissance de Bp-∆cydAB et 

Bp-∆crtA∆cydAB. La croissance des deux souches a été déterminée en milieu SS avec 15 µM de BCS (A) 

ou 15 µM BCS + 2 µM CuSO4 (B). Résultat représentatif d’au moins trois réplicats biologiques. Les 

données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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2.3. CrtABp transporte le cuivre oxydé 

 

Le milieu SS contient 2,2 mM d’acide ascorbique, qui réduit le Cu(II) en Cu(I). Ainsi, le Cu(I) 

constitue la forme majoritaire de cuivre disponible en début de culture. Bien que faiblement 

soluble, le Cu(I) peut être complexé dans le milieu SS par des molécules thiolées telles que la 

cystéine ou le glutathion. Le BCS, ajouté pour induire la limitation en cuivre, forme un 

complexe stable 2:1 avec le Cu(I), qui ne peut pas traverser la membrane externe. En 

revanche, en absence d’ascorbate, le BCS ne complexe pas (ou peu) le Cu(II) à cause de son 

faible affinité. L’ajout de BCS dans un milieu dépourvu d’ascorbate n’affecte pas la croissance 

des mutants Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB, indiquant qu’aucune limitation en cuivre n’est 

induite par le BCS en présence de Cu(II) (Fig. 35). 

 

Figure 35. Croissance de Bp-∆cydAB et Bp-
∆crtA∆cydAB en absence d’ascorbate. Le 
milieu SS a été supplémenté par 15 µM de 
BCS et déplété en ascorbate. Les données 
présentées correspondent à la moyenne et 
l’écart-type de trois réplicats techniques.  

 

 

 

En milieu SS standard (avec ascorbate), nous avons montré que Bp-∆cydAB présente une 

phase de latence prolongée avant de démarrer sa croissance (Fig. 34A). En étudiant la 

croissance de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB en présence de concentrations croissantes 

d’ascorbate (Fig. 36A et B) ou de BCS (Fig. 36C et D), nous avons observé que cette durée de 

la phase de latence dépend à la fois de la concentration d’ascorbate et de celle du BCS. 

Ce phénotype peut être expliqué ainsi : en présence de fortes concentrations d’ascorbate le 

cuivre est initialement présent sous forme de Cu(I), complexé par le BCS. Le complexe Cu(I)-

BCS est en équilibre avec une faible quantité de cuivre libre. Au cours de la culture agitée, la 

forte oxygénation du milieu causerait l’oxydation progressive de l’ascorbate, qui serait 

également consommé par les bactéries. En conséquence la diminution de la concentration de 

Cu(I) et l’apparition progressive du Cu(II) dans le milieu permettrait le démarrage de 
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croissance de Bp-∆cydAB. Celle de Bp-∆crtA∆cydAB commence à des temps plus tardifs 

pendant la culture, probablement parce que la quantité de Cu(II) qui permet d’initier la 

croissance de Bp-∆cydAB grâce à son importation par CrtA n’est pas suffisante pour assurer 

une cinétique suffisante d’entrée via des voies non spécifiques (ex. porines) chez Bp-

∆crtA∆cydAB . Il faut donc plus de temps pour l’accumulation d’une quantité de Cu(II) plus 

importante permettant le démarrage de la croissance du double mutant. En diminuant 

fortement la concentration d’ascorbate (500 µM) ou celle de BCS (5 µM), la croissance de Bp-

∆crtA∆cydAB devient possible, car le cuivre devient moins efficacement complexé par BCS. 

Ces observations suggèrent que CrtA est impliqué dans l’importation du cuivre oxydé. 
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Figure 36. Effet des concentrations d’ascorbate et de BCS sur la phase de latence de la courbe de 

croissance des mutants de délétion de cydAB. (A, B). Croissance avec des concentrations croissantes 

d’ascorbate de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB, respectivement. (C, D). Croissance avec des 

concentrations croissantes de BCS de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB, respectivement. Les données 

présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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2.4. Spécificité du phénotype de croissance de Bp-∆crtA∆cydAB  
 

Dans le but de vérifier que le phénotype de croissance de Bp-∆crtA∆cydAB n’est pas lié à un 

défaut d’expression de bp2921 causée par la délétion de crtA, une RT-qPCR a été réalisée sur 

le dernier gène de l’opéron (Fig. 37). Le niveau d’expression de bp2921 était très similaire 

entre la souche sauvage et le mutant Bp-∆crtA confirmant l’absence d’effet polaire de la 

délétion de crtA. 

 

 

 

 

 

Les gènes crtA et bp2921 sont soumis à une régulation stricte par le cuivre via CruR, un 

régulateur post-transcriptionnel codé par le premier gène de l’opéron. La position de crtA et 

bp2921 en aval de cruR est essentielle pour assurer une régulation efficace. L’expression non 

régulée de cet opéron ralentit la croissance de la bactérie en conditions d’excès de cuivre (Roy 

et al., 2022). Cela pourrait être lié à une importation non contrôlée du cuivre par CrtA ou bien 

à la fonction de la protéine Bp2921, qui sera étudiée ultérieurement.  

La complémentation du mutant Bp-∆crtA∆cydAB par crtA sur plasmide va générer une 

expression non régulée qui ne sera pas au même niveau de CrtABp de la souche sauvage. Afin 

d’éviter une importation excessive de cuivre, nous avons inséré le gène crtA sous contrôle du 

promoteur Plac dans le vecteur pBBR-MCS5 à faible nombre de copie, pour limiter le niveau 

d’expression de crtA. 

 La croissance de Bp-∆crtA∆cydAB ainsi complémenté a été comparée à celles de Bp-∆cydAB 

et Bp-∆crtA∆cydAB en limitation en cuivre par 15 µM de BCS (Fig. 38A) ou après 

Figure 37. Analyse par RT-qPCR de l’expression de 
bp2921. Les gènes cruR, crtA et bp2921 forment un 
opéron. Les données ont été normalisées avec un 
gène de ménage bp3416. Résultat représentatif de 
trois réplicats biologiques. 
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supplémentation de 2 µM de cuivre (Fig. 38B). En limitation en cuivre, la croissance de la 

souche complémentée débute plus tard que celle de la souche sauvage, mais plus tôt que celle 

du mutant Bp-∆crtA∆cydAB. En présence de cuivre, les trois courbes de croissance sont 

similaires. La phase de latence de la souche complémentée par rapport à la souche exprimant 

CrtA (Bp-∆cydAB) correspond vraisemblablement au temps nécessaire pour accumuler une 

quantité suffisante de CrtA, l’expression basale étant faible en début de culture. Cela a été 

confirmé par analyse d’expression de CrtA par western blot après 48 h de culture (Fig. 38C). 

Après 60 h, la souche complémentée atteint une densité optique supérieure à celle de la 

souche sauvage. Cela pourrait résulter d’une expression continue de crtA à partir du plasmide, 

alors que dans Bp-∆cydAB, l’expression serait réprimée une fois que la quantité de cuivre 

intracellulaire est suffisante. En fin de culture, le mutant Bp-∆crtA∆cydAB commence à croître, 

probablement parce que Cu(II) redevient disponible dans le milieu dû à la perte des effets de 

l’ascorbate et du BCS.  
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Figure 38. Complémentation du phénotype de croissance de Bp-∆crtA∆cydAB.  Le gène crtA a été cloné 
sur un plasmide sous contrôle d’un promoteur lac. Les croissances des trois souches ont été 
déterminées en milieu SS avec 15 µM de BCS (A) ou 15 µM BCS + 2 µM CuSO4 (B). Les données 
présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques, représentatifs de 
trois réplicats biologique. (C) Niveau d’expression de CrtABp chez Bp-cydAB, Bp-∆crtA∆cydAB et Bp-
∆crtA∆cydAB+pBBR-crtA après 48h de culture agitée déterminé par immunoblotting. 
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2.5. Rôle de CrtA in vivo 

 

Le rôle de CrtABp in vivo avait été précédemment testé dans notre laboratoire par le Dr. A 

Rivera-Millot, mais le mutant Bp-∆crtA n’avait montré aucune différence significative de 

colonisation des souris comparé à la souche sauvage, à la fois au niveau du nez et des 

poumons. Ce résultat suggère qu’en absence de CrtABp, B. pertussis est capable de 

s’approvisionner en cuivre via une voie alternative telle que les porines ou un autre 

transporteur. Par ailleurs, la bactérie possédant l’oxydase CydAB, elle serait en mesure de 

maintenir sa respiration même en conditions de carence en cuivre, ce qui favoriserait sa 

survie. Enfin, cette expérience ayant été réalisée avec des bactéries cultivées sur gélose au 

sang, il est possible que celles-ci aient accumulé du cuivre avant l’infection des animaux, ce 

qui pourrait masquer l’effet de la délétion de crtA. 

Afin d’investiguer le pouvoir compétitif du mutant de délétion in vivo par rapport à la souche 

sauvage, nous avons effectué une co-infection des souris par un mélange de WT (BPSM) et 

Bp-∆crtA à la même concentration. La charge bactérienne a été déterminée au niveau du nez 

et des poumons, 3 heures, 4, 7 et 14 jours après l’infection (Fig. 39). Dans cette nouvelle 

expérience, réalisée avec l’aide d’Anne-Sophie Debrie, les bactéries ont été pré-carencées en 

cuivre en les cultivant en milieu liquide contenant une faible concentration de BCS (20 µM). 

 Lors de la co-infection nous avons remarqué que la souche sauvage présente un léger 

avantage de colonisation et de persistance au niveau du nez et des poumons par rapport au 

mutant. En tenant compte du rôle de CrtABp dans le transport du cuivre, ce résultat suggère 

que face à des ressources nutritives communes limitées, les bactéries qui produisent CrtA 

accèdent plus facilement au cuivre que Bp-∆crtA ce qui favoriserait leur adaptation chez 

l’hôte. Ce résultat indique que CrtABp n’est pas essentiel in vivo mais il contribue à l’adaptation 

et au ‘fitness’ de la bactérie. 
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Figure 39. Etude de l’importance de CrtABp dans un modèle d’infection murin. La charge bactérienne a 
été quantifiée au niveau des poumons (A) et de la cavité nasale (B) après une co-infection par B. 

pertussis sauvage (BPSM) ou par le mutant Bp-ΔcrtA. Chaque point représente une souris individuelle, 
et la ligne en pointillé indique la limite de détection. La significativité statistique a été évaluée à l’aide 
du test ANOVA par permutation (p < 0,05 ; *), (p < 0,0001 ; ***).  

 

3. Caractérisation structurale de CrtABp 

3.1. Identification d’un site conservé par radiocristallographie 

 

CrtABp a été produite sous forme recombinante chez E. coli et purifiée par chromatographie 

d’affinité à l’aide d’une étiquette polyhistidine. Sa structure a ensuite été résolue par 

cristallisation en collaboration avec le Dr Pascal Arnoux (CEA Cadarache). CrtABp présente une 

structure typique d’un TBDT sous forme d’un tonneau avec 22 brins β et un domaine plug du 

côté N-terminal qui bouche le tonneau (Fig. 40). Une molécule de citrate provenant du 

tampon de cristallisation a été retrouvée dans la protéine dans un site situé dans une cavité 

ouverte vers le côté extracellulaire, rappelant les sites de fixation de ligand chez d’autres 

TBDTs (Fig. 40). L’analyse des séquences des orthologues de CrtA a révélé que six résidus 

retrouvés autour du citrate sont hautement conservés dans la famille définie par notre analyse 

SSN, surtout His358 et Glu337 (Tableau V). La conservation de ce site suggère qu’il pourrait 

être le site de fixation du cuivre dans CrtABp. En plus de l’histidine et du glutamate qui peuvent 

lier le cuivre, ce site est constitué également de résidus tryptophane, arginine, glutamine et 
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tyrosine, moins connus pour coordonner le cuivre. Ces données suggèrent que ce site lierait 

le cuivre en complexe avec un ligand.  

 

Tableau V. Conservation dans la famille CrtA des six résidus du site de liaison identifié. 

 

 

 

 

 

 

Pour étudier le rôle de ce site, les six résidus conservés ont été mutés en alanines (mutant 

CrtAMM). Ces mutations n’ont pas affecté la stabilité de CrtABp. La production de la protéine 

mutante a été vérifiée par Western blot (Fig. 41A).  

Un mutant Bp-crtAMM∆cydAB a été construit, et il a présenté un défaut de croissance en 

condition de limitation en cuivre semblable à celui de Bp-∆crtA∆cydAB (Fig. 41B, C). La 

substitution de l’histidine 358 en sérine (mutant Bp-crtAH358S∆cydAB) suffit pour phénocopier 

le mutant de délétion, indiquant l’importance de ce résidu dans la fonction de CrtABp (Fig. 41B, 

C). Ces résultats montrent que ce site conservé est important pour la fonction de CrtABp et que 

Résidu Conservation Localisation 

Y130 85/88 Plug 

W265 86/88 Boucle β5- β6 

E337 88/88 Brin   β7 

Q356 79/88 Brin   β8 

H358  88/88 Brin   β8 

R395 71/88 Brin   β9 

Figure 40. Structure aux rayons X de CrtABp avec une molécule de citrate dans la cavité. Les résidus 
entourant le citrate sont montrés.  
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cette histidine joue un rôle crucial. Elle pourrait intervenir dans l’interaction directe avec le 

cuivre. 

 

Au sein du site putatif de liaison, un second résidu, Glu337, est strictement conservé dans la 

famille CrtA. Afin d’évaluer son rôle potentiel, ce résidu a été substitué par une alanine (Bp-

CrtAE337A∆cydAB). Un second mutant a également été construit, dans lequel l’His358 est 

conservé mais les résidus environnants, incluant Glu337, ont été remplacés par des alanines 

(Bp-CrtA5Ala∆cydAB). La production de CrtA chez ces mutants a été vérifié par immunoblot et 

leur croissance a été analysée dans les mêmes conditions que précédemment (Fig. 42). 

Le mutant Bp-CrtAE337A∆cydAB présente un défaut de croissance comparable à celui observé 

pour le mutant de délétion de crtA, suggérant que Glu337 contribue de manière importante 

au transport. À l’inverse, le mutant Bp-CrtA5Ala∆cydAB montre une croissance améliorée, 

proche de celle de la souche sauvage. Ce résultat est surprenant, puisque ce second mutant 

comporte également la substitution E337A, qui dans le premier mutant, induit un fort défaut 

de croissance. La mutation E337A a été confirmée par séquençage dans les deux souches. 

0 12 24 36 48 60 72
0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

Temps (h)

D
O

6
0

0

Bp-ΔcydAB

Bp-ΔcrtABpΔcydAB

Bp-crtAMMΔcydAB

Bp-crtAH358SΔcydAB

0 12 24 36 48 60 72
0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

Temps (h)

D
O

6
0

0

Bp-ΔcydAB

Bp-ΔcrtABpΔcydAB

Bp-crtAMMΔcydAB

Bp-crtAH358SΔcydAB

A

CrtABp

Témoin de charge

BPSM
Bp-∆cr

tA
Bp

Bp-C
rtA

H358S

Bp-C
rtA

MM

75 kD

60

B C

Figure 41. Importance du site conservé pour l'importation du cuivre. (A) Vérification 
d’expression de CrtAMM et CrtAH358S par immunoblot. (B, C) Croissance de Bp-∆cydAB, Bp-
∆crtA∆cydAB, Bp-CrtAMM∆cydAB et Bp-CrtAH358S∆cydAB en limitation en cuivre (B) ou après 
supplémentation en cuivre (C). Les données sont représentatives de trois réplicats biologiques. 
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Cette incohérence expérimentale ne permet donc pas de conclure clairement sur le rôle du 

Glu337. Néanmoins, l’ensemble des données obtenues soutient l’hypothèse que ce site 

conservé correspond bien au site de liaison du complexe cuivre-ligand au sein de CrtA. 
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Figure 42. Importance du résidu Glu337 dans l'importation du cuivre par CrtA. (A) Vérification 
d’expression de CrtA chez les mutants par immunoblot. (B, C) Croissance de Bp-∆cydAB, Bp-

∆crtA∆cydAB, Bp-CrtA5Ala∆cydAB et Bp-CrtAE337A∆cydAB en limitation en cuivre (B) ou après 
supplémentation en cuivre (C) Les données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de 
trois réplicats techniques, représentatifs de trois réplicats biologique. 

 

3.2. Interaction de CrtABp avec le cuivre par l’intermédiaire d’une histidine 

 

Afin d’identifier les résidus impliqués dans la coordination du Cu(II) par CrtABp, nous avons 

analysé son interaction avec la protéine CrtABp purifiée à l’aide d’une étiquette TwinStrep par 

résonance paramagnétique électronique (EPR) en collaboration avec le Dr. Giuseppe Sicoli 

(Université de Lille). La technique EPR repose sur la détection des transitions de spin de 

l’électron non apparié du Cu(II) lorsqu’il est soumis à un champ de radiation 

électromagnétique externe. Les variations d’énergie observées dépendent de 

l’environnement chimique du cuivre et se traduisent par un spectre révélant la nature des 

atomes coordonnant le métal. Le spectre obtenu pour le complexe CrtABp- Cu(II) (1:1) est 
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présenté en Fig. 43A. Le profil spectral observé est typique d’une interaction du Cu(II) avec 

l’azote d’un seul noyau imidazole (Fig. 43B) (Silva et al., 2014). Ces résultats suggèrent que le 

Cu(II) est coordonné par au moins une histidine au sein de CrtABp. L’histidine représente un 

des plus forts coordinateurs du cuivre.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Le complexe a aussi été analysé par la technique HYSCORE (EPR 2D) (Fig. 43C). Ce spectre, 

présentant deux axes v1 et v2 correspondant aux fréquences de transition des noyaux voisins 

du Cu(II) (azote, hydrogène, etc). Ces transitions, caractéristiques de la nature des noyaux, 

génèrent des signaux bidimensionnels symétriques par rapport à la diagonale (v1 = v2).  Des 
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Figure 43. Confirmation de l’interaction de CrtABp avec Cu(II) par spectroscopie EPR. (A) Spectre EPR 

de CrtABp en présence de Cu(II). (B) Spectres EPR de complexes modèles de Cu(II) coordonné par 1, 2 

ou 4 imidazoles (Silva et al., 2014). Ces spectres servent de référence pour le spectre montré en A. (C) 

Analyse HYSCORE de CrtABp- Cu(II), révélant des corrélations hyperfines correspondant au noyau 14N. 

14N 

A 

C 

B 



100 
 

signaux caractéristiques de l’azote 14N (1-5 MHz) ont été détectés, confirmant l’interaction du 

Cu(II) avec un ou plusieurs atomes d’azote. 

Dans le site identifié par cristallographie, il existe une histidine invariante (His358) dans la 

famille CrtA. Pour déterminer si cette histidine participe à la coordination du Cu(II), CrtABp 

mutée pour les six résidus ou pour l’His358 seule, ont été produites et analysées par EPR (Fig. 

44).   

 

 

Les signaux 14N restent visibles chez CrtAMM et CrtAH358S, indiquant que le Cu(II) demeure 

coordonné à au moins un atome d’azote, indépendamment de l’His358. Ces observations 

suggèrent l’existence d’un second site de liaison du cuivre. 

L’analyse structurale de CrtABp a en effet mis en évidence un second site potentiel de 

coordination du cuivre, composé d’une méthionine et de trois histidines non conservées (Fig. 

Figure 44. Spectres HYSCORE montrant les signaux d’interaction de CrtAMM et CrtAH358 
avec Cu(II). 
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45). Ce site, formé par les résidus His231, His257, His261 et Met259, est situé sur la face 

externe de la protéine. Bien que ce site soit probablement non accessible in vivo en raison de 

la présence des lipides membranaires, il deviendrait accessible dans la protéine purifiée. Il est 

donc plausible que les signaux d’interaction avec le 14N détectés par EPR représentent un 

artefact lié à une liaison à ce site de surface grâce aux trois histidines. Rétrospectivement ces 

résultats pourraient s’expliquer par le fait que la cavité de CrtA lie du Cu chélaté et non nu, 

alors que dans ces expériences d’EPR nous avons fourni du CuSO4 en quantité 

stoechiométrique à la protéine purifiée. Aucun ligand du Cu(II) n’était donc disponible. 

  

 

4. Recherche du ligand de CrtABp  
 

4.1. Métallophores produits par B. pertussis 
 

B. pertussis produit un seul sidérophore connu. Il s’agit de l’alcaligine, un hydroxamate 

impliqué dans le transport du Fe(III) via le transporteur FauA. Sa biosynthèse est strictement 

régulée par le répresseur Fur et n’a lieu qu’en condition de carence en fer. Le milieu SS 

contient environ 35 µM de fer.  Nous avons réalisé une analyse RNAseq de B. pertussis sauvage 

issue d’une culture en milieu SS en condition standard, l’expression de l’opéron de 

biosynthèse de l’alcaligine (alcABCDE) ainsi que celle du gène du régulateur AlcR étaient très 

faibles par rapport à celle de crtA (Tableau VI) et n’a pas été affectée par l’addition du 

Figure 45. Présence d’un site constitué d’une méthionine et de trois histidines à la surface externe 
de CrtABp, formant un site non pertinent de coordination. 
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chélateur BCS. Ce dernier est spécifique au Cu(I) et n’interfère pas avec le fer. Cela a été 

confirmé par des analyses transcriptomiques réalisés par A. Rivera-Millot (Rivera-Millot, 

2020). 

Un second cluster de biosynthèse est présent dans le génome de B. pertussis, en aval de 

l’opéron codant CrtA (bp2922). Il s’agit de l’opéron bp2924-bp2925-bp2926-bp2927, qui code 

un peptide de synthèse ribosomale modifié de façon post-traductionnelle (RiPP). La fonction 

de ce RiPP n’a pas encore été caractérisée chez B. pertussis. Toutefois, des travaux menés dans 

notre laboratoire par la Dr. Laura Leprévost sur un homologue de ce RiPP chez Caulobacter 

vibrioides ont montré que ce RiPP est capable de lier le Cu(I) et le Cu(II), et qu’il contribue à la 

passivation du cuivre afin de protéger la bactérie de sa toxicité. Ce RiPP a été nommé 

« bufferine ». Par analogie, le RiPP de B. pertussis a également été désigné bufferine, son 

opéron sera appelé bufABCD ci-dessous, avec bufA codant le précurseur de la bufferine.  

La proximité génétique entre bufABCD et crtA, ainsi que son lien potentiel avec le cuivre 

suggèrent que la bufferine pourrait constituer le ligand reconnu par CrtA. Cette hypothèse est 

d’autant plus plausible que l’un des premiers chalkophores identifiés, la méthanobactine, est 

un RiPP transporté par le TBDT MbnT (H. J. Kim et al., 2004). 

Contrairement à CrtABp, l’expression de la bufferine n’est pas régulée par le cuivre mais 

dépend du système de régulation de la virulence, BvgAS. Le gène bufA est fortement exprimé 

dans la phase de virulence (Bvg+), mais son expression est totalement réprimée dans les 

phases intermédiaire (Bvgi) et avirulente (Bvg-). En conditions de laboratoire, ces phases sont 

induites respectivement par l’addition de 20 mM ou 40 mM de MgSO4. À l’inverse, crtA est 

principalement exprimé en phase Bvgi et Bvg-, avec une expression basale en phase Bvg+. Ainsi, 

CrtA et la bufferine ne sont pas exprimés de façon maximale simultanément (Tableau VI). 
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Tableau VI Expression des gènes chez B. pertussis cultivée avec 20 mM MgSO4. Les résultats 

sont représentatifs de trois réplicats biologiques. 

 

Gène Nom Expression (RPKM) 

bp2921 - 215 

bp2922 crtA 428 

Bp2923 cruR 94 

bp2456 alcA 8 

bp2457 alcB 6 

bp2458 alcC 6 

bp2459 alcD 2 

bp2460 alcE 6 

bp2461 alcR 13 

bp2924 bufA 4 

bp2925 bufB 1 

bp2926 bufC 0 

bp2927 bufD 0 

 

Dans les expériences d’étude de phénotype de Bp-∆crtA∆cydAB, les cultures ont été réalisées 

en présence de 20 mM de MgSO₄ (ce qui induit la phase Bvgi). Dans ces conditions qui 

maximisent l’expression de crtA, celle de l’opéron buf est totalement réprimée (Tableau VI), 

ce qui remet en question l’hypothèse selon laquelle la bufferine constituerait le ligand de CrtA. 

Afin d’examiner le rôle potentiel de ces deux métallophores, des mutants ont été construits : 

l’un inactivé pour le cluster de biosynthèse de l’alcaligine, et l’autre portant un codon STOP 

en début du gène buf. Cette stratégie de mutagénèse avait comme objectif d’arrêter 

l’expression de la bufferine sans impacter la séquence nucléotidique. En effet, des travaux 

antérieurs effectués au laboratoire par Elodie Lesne avaient montré que la délétion complète 

de l’opéron buf-bp2925-bp2926-bp2927 affectait l’expression de crtA et de bp2921, suggérant 

la présence d’un mécanisme de régulation encore inconnu entre ces deux opérons divergents. 
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Dans les deux mutants, l’opéron cydAB a également été délété afin de rendre les souches 

dépendantes du cuivre pour leur croissance. Leur phénotype a été comparé à ceux de Bp-

∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB en condition de limitation en cuivre (15 µM BCS). Pour le mutant 

de la bufferine, les cultures ont été conduites en phase Bvg+ (sans MgSO4) afin d’assurer sa 

production dans les souches contrôles Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB (Fig. 46 A,B). 
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L’étude de la croissance en limitation en cuivre a montré que ni la souche déficiente en 

alcaligine ni la souche déficiente en bufferine ne reproduisent le phénotype observé pour Bp-

∆crtA∆cydAB, ce qui indique que ces métallophores ne sont pas impliqués dans l’importation 

du cuivre par CrtA. La croissance intermédiaire de Bp-∆cydABKOalcA s’explique très 

probablement par la moins bonne acquisition du fer chez cette souche, en raison de l’absence 

du seul sidérophore produit par B. pertussis. 

4.2. CruR : une lipoprotéine codée par l’opéron de crtA 

 

CruR est une lipoprotéine codée par le premier gène de l’opéron codant crtA. Elle agit comme 

un régulateur post-transcriptionnel contrôlant l’expression de crtA et de bp2921. Certains 

TBDTs impliqués dans l’acquisition du fer, tels que TbpA et LbpA, fonctionnent en association 

avec des lipoprotéines membranaires (TbpB et LbpB) qui reconnaissent spécifiquement leurs 

Figure 46. L’alcaligine et la bufferine ne sont pas nécessaires à l’acquisition du cuivre par CrtA chez B. 

pertussis. A, croissance de Bp-∆cydAB, Bp-∆crtA∆cydAB et Bp-∆cydABKOalcA en présence de 15 µM 

BCS. B, croissance de Bp-∆cydAB, Bp-∆crtA∆cydAB et Bp-∆cydABKObuf dans un milieu SS supplémenté 

avec 15 µM BCS. Les données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats 

techniques, représentatifs de trois réplicats biologique. 
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ligands (transferrine ou lactoferrine) et le transmettent au transporteur. Dans ce contexte, 

nous avons envisagé que CruR puisse exercer une fonction similaire. 

La fonction régulatrice de CruR s’exerce au niveau cytoplasmique. Bien que la protéine 

possède un peptide signal, celui-ci n’est pas nécessaire à son rôle de régulation (Roy et al., 

2022). La présence de ce peptide signal reste donc inexpliquée. Afin de tester l’hypothèse 

selon laquelle CruR pourrait également intervenir dans l’importation du cuivre, nous avons 

introduit deux mutations frameshift, situées respectivement au début et à la fin de la 

séquence codant le peptide signal, dans le but d’empêcher l’exportation de la protéine en 

affectant au minimum la séquence nucléotidique, qui intervient dans la régulation (Roy et al., 

2022). L’opéron cydAB a également été délété pour obtenir une souche dépendante du cuivre 

(Bp-CruRFS∆cydAB) et comparer sa croissance à celle de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB 

(Fig.47). 

 

La croissance du mutant Bp-CruRFS∆cydAB était très impactée en milieu liquide. Dès la 

préculture, sa croissance était plus faible que celle de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB. Ce 

mutant était incapable de croître quelle que soit la concentration en cuivre disponible dans le 

milieu (Fig. 43). Cette limitation sévère de croissance n’a pas permis de poursuivre l’analyse 

de son rôle potentiel dans l’importation du cuivre. 

Figure 47 Effet du blocage d’exportation de CruR sur la croissance de la souche deletée pour cydAB. 

Suivi de croissance de Bp-∆cydAB, Bp-∆crtA∆cydAB et Bp-CruRFS∆cydAB dans le milieu SS en limitation 

en cuivre par BCS (A), en condition standard (B) ou après ajout de 2 µM de CuSO4 en présence de BCS 

(C). Les données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques, 

représentatifs de trois réplicats biologique. 
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Une hypothèse pour expliquer ce phénotype est que la rétention de CruR dans le cytoplasme 

pourrait entraîner une forte carence intracellulaire en cuivre. CruR est capable de détecter de 

très faibles concentrations de cuivre et de le lier grâce à son motif CysXXCys. Il est donc 

envisageable que le peptide signal soit nécessaire pour éviter que CruR reste cytoplasmique 

et chélate le cuivre disponible dans ce compartiment. Une observation qui plaide contre le 

rôle de CruR comme partenaire de CrtA est la faible co-occurrence des gènes crtA et cruR dans 

les génomes bactériens.  

4.3. Recherche in silico de métallophores associé à la famille CrtA 

 

B. pertussis possède quelques TBDTs encore non caractérisés, ce qui laisse supposer 

l’existence de métallophores codés par le génome mais non encore identifiés. Afin d’explorer 

cette possibilité, nous avons réalisé une analyse des génomes des bactéries possédant un 

homologue de crtA à l’aide du logiciel AntiSMASH qui détecte les clusters biosynthétiques de 

gènes de type NRPS, RiPP etc. L’objectif était d’identifier d’éventuels clusters de gènes de 

biosynthèse associés à cette famille de transporteurs. Cependant, aucun cluster commun n’a 

été détecté. Ceci suggère que cette famille de TBDT ne possède pas un ligand spécifique. 

Alternativement ce ligand pourrait être un xénometallophore que les bactéries qui possèdent 

des orthologues de CrtA trouvent dans leurs niches naturelles parce qu’il est produit par une 

ou des espèces qui partagent ces niches. 

4.4. Recherche de composés organiques capable d’interagir avec CrtABp 

 

Le phénotype de croissance observé chez le mutant Bp-∆crtA apparaît dans des conditions de 

culture en laboratoire, ce qui montre que le ligand reconnu par CrtA dans ces conditions n’est 

pas une protéine ou un métabolite de l’hôte ni un xénométallophore. Le ligand pourrait être 

une petite molécule organique présente dans le milieu de culture ou sécrétée par la bactérie 

au cours de sa croissance. 

Pour explorer cette hypothèse, une liste de composés organiques potentiellement sécrétés 

ou présents dans le milieu et capables d’interagir avec le Cu a été établie (acides organiques, 

acides aminés, vitamines, nucléosides, etc.). L’interaction de ces composés avec CrtABp 

purifiée a été testée par analyse de la dénaturation thermique, en suivant la fluorescence 
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intrinsèque du tryptophane aux longueurs d’onde 330 et 350 nm grâce à l’instrument 

Promotheus Panta (Nano temper). Ce travail a été effectué avec l’aide du Dr P. Arnoux. 

CrtABp a une température de dénaturation (Tm) de 71.55 ± 0.04 °C. L’ajout de 50 µM CuSO4 

semble déstabiliser la protéine, puisque son Tm passe à 70.48 ± 0.16 °C. Chacun des composés 

sélectionnés a ensuite été testé pour évaluer son effet stabilisant sur le Tm de CrtABp en 

présence de cuivre (Tableau VII). CrtABp est une protéine très stable et nous nous attendons à 

ce que son interaction avec ces petites molécules n’impacte que légèrement son Tm. L’analyse 

de ces petits changements est possible grâce au Prometheus Panta qui est très sensible aux 

variations de Tm, avec un niveau de précision de 0.1°C. 

Le citrate a montré l’effet stabilisant le plus marqué avec une augmentation de Tm de 0.75°C 

avec 50 µM de citrate et de 0.95 ± 0.16 °C avec 100 µM. D’autres composés connus pour avoir 

une affinité plus élevée pour le cuivre (l’histidine ou l’ascorbate) n’ont pas eu d’effet notable. 

À noter que l’isocitrate, malgré une structure très proche du citrate, n’a exercé aucun effet 

stabilisant. De plus, une molécule de citrate a été retrouvée dans la cavité de CrtABp après 

cristallisation, renforçant l’idée d’une interaction entre le citrate et la protéine. 
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Tableau VII Stabilité thermique de CrtABp purifié : forme apo, avec Cu(II), et avec Cu(II) + ligand. 
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4.5. Recherche du ligand de CrtABp par suivi de croissance en carence en cuivre 

 

Le rôle du citrate comme ligand potentiel de CrtABp a été évalué par étude de croissance en 

conditions de limitation en cuivre. Si le citrate est le ligand, son ajout au milieu de culture 

devrait favoriser la croissance de la souche Bp-∆cydAB exprimant crtA. Cependant, aucun effet 

positif n’a été observé (Fig. 48B), indiquant que le citrate n’aide pas à importer le cuivre par 

CrtA même s’il est capable d’interagir avec la protéine. 

L’acide nitrilotriacétique (NTA), un chélateur synthétique structurellement proche du citrate 

mais présentant une affinité plus élevée pour le cuivre (logK(Cu-NTA) = 13,1 ; Fig. 48A), a 

ensuite été testé. L’ajout de NTA a amélioré de façon reproductible la croissance de Bp-

∆cydAB en condition de limitation en cuivre, mais n’a eu aucun effet sur la souche Bp-

∆crtA∆cydAB. Ces résultats suggèrent que NTA facilite l’accès au cuivre par Bp-∆cydAB, de 

façon plus efficace qu’un éventuel ligand présent dans le milieu de culture. CrtABp semble être 

capable de transporter le complexe Cu-NTA. Cela suggère que le NTA mime le ligand de CrtABp, 

et c’est pour cette raison nous avons considéré NTA comme un pseudoligand (Fig. 48C). 

Pour tester la spécificité de cet effet, d’autres chélateurs du cuivre ont été évalués. 

L’éthylènediamine disuccinate (EDDS) partage avec le NTA la présence de groupements 

carboxylates et d’atomes d’azote (Fig. 48A) et il a une forte affinité pour le cuivre (logK(Cu-

EDDS) = 18.4). L’ajout d’EDDS a complètement inhibé la croissance des deux souches. Cela 

indique que l’EDDS a complexé le Cu(II) disponible dans le milieu, empêchant ainsi l’accès de 

la bactérie à ce métal, et renforce l’idée d’un effet spécifique du NTA (Fig. 48D). 

Le triéthylènetétramine (Trien), un chélateur spécifique du Cu(II), a également été testé. 

Contrairement au NTA, il ne possède pas de groupements carboxylates mais quatre atomes 

d’azote, formant un complexe Cu(II)-Trien très stable (logK(Trien-Cu)= 20.4). L’ajout de Trien 

a reproduit l’effet du NTA : en condition de limitation en cuivre, Bp-∆cydAB a démarré sa 

croissance plus tôt, tandis qu’aucun effet n’était observé pour le mutant Bp-∆crtA∆cydAB (Fig. 

48E). Ces résultats suggèrent que CrtA pourrait également utiliser le complexe Cu-Trien 

comme ligand. Toutefois, compte tenu de la différence structurelle marquée entre NTA et 

Trien, ce résultat met en question la spécificité de CrtABp. 
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En collaboration avec la Dr. Manon Mirgaux (Université Libre de Bruxelles), des simulations 

d’interaction entre CrtABp et le complexe Cu-Trien ont été réalisées (25 modèles générés avec 

Alphafold3). Dans seulement un cas sur 25, le complexe a été retrouvé dans la cavité de CrtA. 

Dans tous les autres modèles, le complexe reste à l’extérieur du transporteur (Fig. 49A). La 

structure fermée du complexe Cu-Trien, dans laquelle seuls des groupements CH2 sont 
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Figure 48. Effet de chélateurs de Cu(II) sur la croissance de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB 
en limitation en cuivre. (A) Structure des chélateurs de Cu(II) utilisés : Citrate, NTA, Trien et 
EDDS. (B-E) phénotype de croissance de Bp-∆cydAB et Bp-∆crtA∆cydAB avec BCS à 20 µM 
ou BCS plus le chélateur de Cu(II) à 500 µM. Ces résultats sont représentatifs de trois 
réplicats biologiques. 
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exposés, limite ses interactions possibles avec les résidus du site de fixation du ligand (Fig. 

49B). Ces données suggèrent que le complexe Cu-Trien n’est pas directement importé par 

CrtABp. 

 

Figure 49. Modèle Alphafold3 représentatif de l’interaction de CrtABp avec le complexe Cu-Trien. (A) 

Vue membranaire et extracellulaire de CrtABp avec le complexe Cu-Trien situé à la surface externe du 

transporteur. (B) modèle du complexe Cu-Trien généré par Alphafold3. 

 

Afin d’expliquer l’effet positif du Trien sur la croissance de Bp-∆cydAB en limitation en cuivre, 

nous avons étudié plus en détail la croissance de cette souche en présence de Trien seul. 

Comme le Trien est spécifique au Cu(II), nous avons enlevé l’ascorbate du milieu de culture 

pour éviter la réduction du cuivre. Dans ces conditions, Bp-∆cydAB était incapable de croître 

(Fig. 50A). Ce défaut de croissance n’était pas lié à l’absence d’ascorbate lui-même, puisque 

nous avons montré précédemment que l’absence d’ascorbate n’affecte pas la croissance (Fig. 

36). Cela suggère que dans ces conditions le complexe Cu-Trien n’est pas internalisé et que le 

cuivre devient inaccessible à la bactérie en présence de Trien.  

Pour approfondir ces observations, l’ascorbate a été remplacé par d’autres réducteurs : le 

glutathion réduit (GSH) et le TCEP (tris(2-carboxyéthyl) phosphine) (Fig. 50 C et D). En présence 

de ces réducteurs Bp-∆cydAB a démarré sa croissance plus tôt qu’en présence d’ascorbate 

(Fig. 50 B), probablement parce que les pouvoirs réducteurs de GSH et de TCEP sont plus 

faibles que celui de l’ascorbate. Cependant, l’ajout de Trien a bloqué la croissance dans ces 
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conditions. Ces résultats indiquent que l’importation du cuivre en présence de Trien n’est 

possible que lorsque l’ascorbate est présent dans le milieu. 
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Figure 50. Effet du Trien sur la croissance du mutant Bp-∆cydAB en condition de limitation en cuivre. 

La limitation en cuivre a été induite par l’ajout de 20 µM de BCS. (A) En absence d’ascorbate, l’ajout de 
500 µM de Trien seul inhibe la croissance de Bp-∆cydAB. (B)  En présence de 2 mM d’ascorbate comme 
réducteur, l’ajout de 500 µM de Trien favorise la croissance de Bp-∆cydAB, suggérant une meilleure 

acquisition du cuivre. (C, D) Lorsque l’ascorbate est remplacé par 2 mM de glutathion réduit (C) ou 1 
mM de TCEP (D), le Trien empêche totalement la croissance. Résultats représentatifs de trois réplicats 

biologiques.  

 

Ces données conduisent à l’hypothèse de la formation d’un complexe ternaire Cu-Trien-

ascorbate, qui pourrait être reconnu et importé par CrtABp. 

Nos résultats suggèrent donc que dans des conditions de culture in vitro, le transporteur 

CrtABp n’est pas strictement spécifique et peut transporter différents complexes de Cu(II), y 



113 
 

compris avec des composés non physiologiques. Il présente néanmoins une certaine 

sélectivité puisque les complexes EDDS-Cu et Trien-Cu sans ascorbate ne sont pas importés.  

4.5.1. Effet direct de NTA sur l’importation de cuivre par CrtABp 

 

L’ICP-MS/AES est une méthode couramment utilisée pour étudier le transport des métaux en 

mesurant la concentration intracellulaire en métal. Nous n’avons pas pu réaliser ce test dans 

les conditions où le phénotype de croissance lié à la délétion de crtA est observé, c’est-à-dire 

chez les souches délétées pour cydAB. En effet, le mutant Bp-∆crtA∆cydAB nécessite l’ajout 

de cuivre pour assurer sa croissance. Dans ces conditions, le cuivre peut pénétrer de manière 

non spécifique via les porines, ce qui empêche une interprétation précise des résultats. De 

plus l’expression de l’opéron contenant crtA est inhibée par la présence de Cu.  

Des essais antérieurs effectués dans le laboratoire comparant les concentrations 

intracellulaires en cuivre de la souche sauvage et Bp-∆crtA n’ont révélé aucune différence 

significative entre les deux souches. Une explication probable est la forte concentration de 

cuivre utilisée (100 µM), à laquelle le cuivre entre probablement par des voies non spécifiques, 

masquant ainsi l’effet du transporteur CrtA. 

Nos résultats précédents ont suggéré que dans les conditions de culture in vitro CrtA peut 

utiliser le NTA comme ligand pour importer le cuivre. Nous avons donc effectué le test ICP-MS 

de la façon suivante : nous avons comparé la concentration intracellulaire en cuivre dans 

BPSM et Bp-∆crtA à T0 (avant addition de cuivre) et après 5 minutes d’incubation avec 10 µM 

de cuivre en présence de 500 µM de NTA (Fig. 51). À T0, les deux souches présentaient des 

concentrations intracellulaires similaires en cuivre. Après 5 min d’incubation avec les deux 

composés, la concentration intracellulaire en cuivre a augmenté dans les deux souches, mais 

la souche parentale BPSM présentait une accumulation significativement plus importante que 

Bp-∆crtABp, montrant le rôle positif du NTA sur l’importation du Cu par CrtA. 
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Figure 51. Dosage de la concentration du cuivre intracellulaire chez B. pertussis sauvage et Bp-∆crtA 
par ICP-AES. Mesure à T0 avant ajout de cuivre ou après 5 min d’incubation avec 10 µM CuSO4 en plus 
de 500 µM de NTA. Les données correspondent à la moyenne ± écart type de quatre réplicats 
biologiques. Résultat analysé par le test de Mann-Whitney (P<0.05). 

 

Cependant, la quantité de cuivre a augmenté également chez le mutant Bp-∆crtABp entre les 

temps T0 et T5. Cela peut être lié à plusieurs raisons : (i) une concentration de cuivre 

relativement élevée favorisant l’entrée non spécifique via les porines, (ii) une formation 

incomplète du complexe Cu-NTA (le cuivre se fait réduire par l’ascorbate dans le milieu avant 

de se lier au NTA qui lie le cuivre oxydé), (iii) une expression sous-optimale de crtA, puisque 

bactéries avaient été précultivées dans un milieu standard (0,5 µM de cuivre), alors que  

l’induction maximale d’expression de crtA est causée par la carence en cuivre. 

Afin d’optimiser les conditions expérimentales, nous avons répété l’expérience avec des 

bactéries pré-carencées en cuivre par l’ajout de BCS (20 µM). Avant le test, le BCS a été éliminé 

par lavage avec du milieu SS frais. La concentration de cuivre ajoutée a été réduite à 2 µM, et 

le complexe Cu-NTA a été préformé préalablement en mélangeant 500 µM de NTA à 2 µM de 

CuSO4 avec agitation pendant 2 h à température ambiante. 

Le dosage ICP-MS a ensuite été réalisé à T0 et après 5 minutes d’incubation avec Cu seul ou 

Cu-NTA (Fig. 52). Même après pré-carence, une faible quantité de cuivre intracellulaire 

persistait à T0, suggérant un certain stock de cuivre dans les bactéries. L’ajout de 2 µM de 

cuivre libre (CuSO4) a entraîné une augmentation similaire du cuivre intracellulaire dans les 
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deux souches. En revanche, en présence du complexe Cu-NTA, une augmentation légère mais 

significative de la teneur intracellulaire en cuivre a été observée uniquement chez BPSM, mais 

pas chez Bp-∆crtABp. Cette différence très légère reste cohérente avec les essais précédents, 

et indique que CrtA permet l’import du complexe Cu-NTA, confirmant ainsi que le NTA agit 

comme un pseudo-ligand de CrtA. 

 

Figure 52. Dosage de la concentration du cuivre intracellulaire par ICP-AES chez B. pertussis sauvage 
et Bp-∆crtA précarencées en cuivre. Mesure à T0 avant ajout de cuivre ou après 5 min d’incubation 
avec 2 µM de cuivre ou bien avec le complexe Cu-NTA (2 µM Cu/500 µM de NTA). Les données 
correspondent à la moyenne ± écart type de quatre réplicats biologiques. Résultat analysé par le test 
de Kruskal-Wallis (P<0.05). 

 

4.6. Criblage in silico de ligands de CrtABp 

 

Les résultats présentés précédemment suggèrent que CrtA peut reconnaître et transporter 

des complexes de Cu(II) avec des ligands non physiologiques tels que NTA ou Trien-Ascorbate. 

Cela indique que CrtA n’est probablement pas strictement spécifique à un seul ligand. Afin 

d’évaluer sa capacité à reconnaître d’autres composés, nous avons établi une liste de 44 

molécules comprenant des sidérophores appartenant à différentes familles, des 

chalcophores, divers métabolites (acides organiques, acides aminés et vitamines), ainsi que 

des sidérophores conjugués à des antibiotiques. En collaboration avec les Drs Manon Mirgaux 
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et René Wintjens (Université Libre de Bruxelles), un criblage in silico a été réalisé avec 

AlphaFold3 pour simuler l’interaction entre CrtA et ces molécules en présence de cuivre. 

Les composés ont été classés selon la fiabilité des prédictions obtenues à partir de 25 modèles 

générés pour chaque molécule, ainsi que selon la position du complexe par rapport à celle du 

citrate observé en cristallographie. 

Cette analyse met en évidence une préférence de CrtA pour les molécules comportant des 

groupes carboxylates, souvent associés à des atomes d’azote. Cette tendance ne semble pas 

liée à la charge du site de fixation, qui ne comporte qu’une seule arginine, d’autant plus que 

certaines molécules contenant des carboxylates n’ont pas été bien classées. Les résultats du 

criblage AF3 concordent avec les données expérimentales obtenues. L’analyse détaillée est 

présentée dans l’article n°1 publié dans « Journal of Biological Chemistry ». 

 

5. Article N°1: A new family of TonB-dependent copper transporters linked to 

respiratory oxidase function 
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Copper is an essential metal notably found in respiration 

complexes for its redox properties. It is also toxic hence its 

cellular trafficking is tightly controlled. Bacteria have devel-

oped a number of defense systems against copper excess, but its 

acquisition pathways remain poorly characterized. Ubiquitous 

in Gram-negative bacteria, TonB-dependent transporters 

(TBDTs) are outer membrane β-barrel proteins that mediate 

the proton motive force-dependent import of various nutrients 

to the periplasm. Here, we characterized a TBDT that imports 

copper in the whooping cough agent Bordetella pertussis, 

CrtA Bp (formerly BfrG), which is a prototype of a new sub-

family of TBDTs. Our data indicate that CrtA Bp is dedicated to 

the import of copper for heme-copper respiratory oxidore-

ductases. We revealed that CrtA Bp imports chelated rather 

than free copper, solved the crystal structure of CrtA Bp and 

identified a conserved ligand binding site. By combining bac-

terial growth experiments, biophysical approaches and Alpha-

Fold3 modeling we sketched out the features of copper-ligand 

complexes for CrtA Bp . In contrast with ferrisiderophore-

specific TBDTs, no high-affinity chalkophore ligand of 

CrtA Bp could be identified, implying two nonmutually exclu-

sive models. In the host, CrtA Bp might use a xenometallophore 

produced by another species present in the same niche to 

acquire copper. In vitro however, CrtA appears not to have 

high-affinity ligands but to import copper chelated by small 

molecules notably harboring carboxylate groups, which might 

represent a paradigm of ‘scavenger’ TBDTs with low ligand 

selectivity. We identified an essential, invariant histidine res-

idue that might serve as a selectivity filter for copper-chelate 

complexes.

Copper (Cu) is used by organisms living in oxygen-rich 
environments as an important cofactor for redox centers 
and electron transfer reactions in various processes, including 
energy generation. Heme-copper oxidoreductase (HCO) cy-
tochrome c oxidases are notably the most frequent cupro-
proteins in aerobic bacteria (1). Bacteria also employ Cu in 
superoxide dismutases to neutralize reactive oxygen species 
produced by phagocytic cells (2). However, the use of copper 
is associated with dangers. Cu (I) in excess can inactivate 
essential iron-sulfur cluster enzymes, generate reactive oxy-
gen species and induce protein misfolding and aggregation 
(3, 4). There is hardly any free copper available in cells, and its 
intracellular trafficking relies on metal-mediated protein-
protein interactions (5).
Bacteria strictly regulate their intracellular copper ho-

meostasis. Various defense systems protect Gram-negative 
bacteria against its toxicity including extrusion, periplasmic 
oxidation of Cu(I) into Cu(II) and sequestration in the peri-
plasm or the cytoplasm (3). In the context of infection, host 
nutritional immunity encompasses both metal intoxication of 
microorganisms, well documented for Cu, and their starva-
tion of metals such as Fe, Mn and Zn, a concept that has 
recently emerged for Cu as well (6–8). However, little is 
known about copper acquisition in prokaryotes. Cu influx 
through the cytoplasmic membrane is notably mediated by 
small mechanosensitive channels (9) or specific transporters 
(10, 11). Across the outer membrane, passive diffusion via 
porins is considered the primary Cu(II) import pathway in 
diderm bacteria although this is likely insufficient under 
copper-limiting conditions (12, 13). Few Cu-specific outer 
membrane transporters have been identified. They belong to 
the TonB-dependent transporters (TBDT) superfamily, 
characterized by a conserved scaffold i.e., a C-terminal 
22-stranded β-barrel domain and an N-terminal plug domain 
that obstructs the barrel. TBDTs mediate the transport of 
various nutrients using the proton motive force delivered by 
the inner membrane TonB-ExbBD complex (14). Among 
copper-importing TBDTs, OprC of Pseudomonas aeruginosa
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and MbnT of Methylosinus trichosporium import naked 
copper ions and copper ions in complex with modified pep-
tides called methanobactins, respectively (15, 16). Copper can 
also be imported in complex with the broad-spectrum side-
rophore yersiniabactin through the YbtA/FyuA TBDT (17). 
Bordetella pertussis is a strictly aerobic, Gram-negative 

bacterium responsible for whooping cough. It produces 
virulence factors controlled by the two-component system 
BvgAS to colonize the human upper respiratory epithelium 
(18, 19). With respect to copper homeostasis B. pertussis has 
streamlined its mechanisms of protection compared with 
environmental bacteria, most likely because its exposure is 
low in its restricted niche (20, 21). Transcriptomic analyses 
have revealed a strong repression of the three-gene operon 
cruR-bfrG-bp2921 by copper excess. This regulation is post-
transcriptionally mediated by the first gene of the operon 
coding for the upstream open reading frame CruR (22). CruR 
homologs are encoded in copper-related operons in various 
species (22). The second gene encodes BfrG (renamed CrtA Bp 

in this study), one of the 15 TBDTs of B. pertussis and the 
only one to respond to copper (22). Unlike the genes of FauA, 
BhuR and BfeA, whose products transport Fe(III) in complex 
with alcaligin, heme and enterobactin, respectively, the cruR-
crtA-bp2921 promoter lacks a Fur-binding site (23). The third 
gene of the operon, bp2921, codes for a cytoplasmic mem-
brane protein with two large periplasmic domains, which 
belongs to the PepSY_TM family (Pfam PF03413). The 
function of the bp2921 gene product in B. pertussis is

unknown, but its distant P. aeruginosa FoxB homolog was 
shown to be a reductase of Fe(III) in complex with the side-
rophore ferrioxamine (24). Here we discovered that BfrG/ 
CrtA Bp is a TBDT that plays a role in copper acquisition most 
likely for respiratory HCOs.

Results

BfrG/CrtA Bp is the prototype of a family of TonB-Dependent 
Transporters

To determine the position of BfrG/CrtA in the TBDT 
family tree, we built a sequence similarity network. The 
representative node network showed hundreds of distinct 
sequence clusters, a small one of which includes BfrG/CrtA 
(circled in green in Fig. 1). This sequence cluster is distinct 
from all the clusters of TBDTs of known structure, from those 
of known B. pertussis TBDTs, and from those characterized in 
P. aeruginosa, including OprC (Figs. 1, S1 and Tables S1 and 
S2). However, PA0434 of P. aeruginosa (OptJ/CrtA Pa ), which 
is produced in response to low copper availability (25, 26) 
belongs to the same sequence cluster as BfrG/CrtA (Fig. S1). 
As the expression of these proteins is controlled by copper, we 
propose to name them ‘CrtA’ (copper-responsive transporter 
A), hence that of B. pertussis will be hereafter called CrtA Bp . 
On the premise that transporters of the same cluster are 
isofunctional, CrtA-type TBDTs likely have a distinct 
specificity.

Figure 1. Sequence similarity analysis of the TBDT superfamily. The representative node network (AST value = 180) shows the full diversity of the 
superfamily. To make the analysis possible sequence redundancy was reduced to < 70% (approx. 300,000 proteins left out of > 2 10 6 ). The sequence 
cluster that contains CrtA Bp and its orthologs is circled in green. The numbered clusters (circled in red) are those for which X-ray structures are available 
(see Table S1 for the pdb ID numbers). The list at the right provides all unique crystallized proteins found in the indicated sequence clusters and their co-
crystallized ligands. The asterisks indicate examples of known ligands that were not cocrystallized with their respective TBDTs. The parentheses indicate 
nonnatural or parasitic ligands. The BtuB proteins of Bacteroidota (clusters eight and 13) and Pseudomonadota (cluster 15) form separate clusters ac-
cording to this analysis. See Fig. S1 for the B. pertussis and P. aeruginosa TBDTs and for the known copper-importing TBDTs, and Table S2 for for the 
Genbank ID numbers of all TBDTs found in the labeled clusters.
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CrtA orthologs are 707 to 911 residues long and mostly 
found in β- and γ-Proteobacteria. We built a sequence logo 
which showed no conserved Cys and Met residues and only 
two conserved His residues, known to preferentially bind 
Cu(I) and Cu(II), respectively (Fig. S2). We determined the 
genetic environments of crtA orthologs using a Rodeo-type 
approach (21). In > 75% of the genetic loci, crtA genes are 
followed by genes coding for PepSY_TM-type proteins ho-
mologous to the bp2921 gene product in B. pertussis (Fig. 2 
and Table S3). More than 40% of the operons harbor cruR 
orthologs in first position, indicating that copper regulation of 
these operons is widespread (22). ExbBD- and TonB-coding 
genes were found in some cases, indicating that the corre-
sponding TBDTs may use specific TonB complexes. Genes for 
the copper chaperones PCuAC and ScoI involved in HCO 
assembly (27, 28) were found in a few operons (Fig. 2 and 
Table S3).

Search for a role of CrtA Bp

To investigate the potential involvement of CrtA Bp in 
copper import, we used a mutant strain harboring an in-frame 
deletion of crtA, Bp-ΔcrtA Bp (22). We checked the absence of 
a polar effect of the deletion on the following bp2921 gene by 
RT-qPCR (Fig. S3), and we also verified the absence of 
extraneous mutations by whole genome sequencing. We then 
compared the growth of Bp-ΔcrtA Bp with that of the wt strain 
called BPSM, in standard medium or with a specific Cu(I) 
chelator, bathocuproine disulfonate (BCS), added to the cul-
tures to cause copper limitation (21). No growth difference 
was observed between the mutant strain and its parent (Fig. 3, 
A and B). To assess the possibility that crtA is in decay in the

B. pertussis genome, we inspected this gene in all sequenced 
isolates. It was identical to that of BPSM in 98% cases, 
appeared to be inactivated by a frameshift mutation in three 
cases only and was absent from a single strain (Table S4). This 
strong conservation supports the idea that CrtA Bp plays a role 
in B. pertussis.
We thus tested if CrtA Bp might be required in vivo by 

performing a colonization experiment. Mice were inoculated 
intranasally with BPSM or Bp-ΔcrtA Bp . Over the course of the 
infection, however, similar numbers of WT and mutant bac-
teria were found in the mice nasal cavities and lungs (Fig. S4). 
To test the competitiveness of the Bp-ΔcrtA Bp strain, we co-
infected mice with the mutant strain and its isogenic parent 
in equal numbers. Under these conditions, Bp-ΔcrtA Bp was 
cleared faster than BPSM from both the mice nasal cavities 
and lungs (Fig. 3, C and D). Thus, although CrtA is not 
essential, it appears to contribute to bacterial fitness in vivo.

Link with respiration

The crtA Bp gene is close to the HCO operon cyoABCD 
(bp2930–33). As HCOs are major cuproproteins in 
B. pertussis (20), we asked if CrtA Bp ’s role might be related to 
HCO function. In silico analyses of crtA-harboring genomes 
showed that they all also harbor HCO-coding genes, and most 
also have PCuAC- and ScoI-coding genes, indicating that 
these bacteria assemble HCO complexes (Table S3).
B. pertussis possesses two HCOs, the cytochrome bo oxi-

dase CyoABCD and the cytochrome aa3 oxidase CtaCDFGE, 
as well as a copper-independent cytochrome bd ubiquinol 
oxidase, CydAB (29). We separately deleted the correspond-
ing three operons and tested the growth of the mutant strains 
in copper-limiting or copper-replete conditions. The absence 
of cydAB severely impacted growth in copper limitation, un-
like that of either of the other two operons, and growth was 
rescued by copper supplementation (Fig. 4, A and B). CydAB 
is thus essential for growth in copper-limiting conditions, 
whereas in its absence the HCOs sustain growth provided that 
copper is present.
Taking advantage of the dependence of Bp-ΔcydAB on 

copper, we deleted cydAB in Bp-ΔcrtA and monitored the 
growth of the resulting strain in copper-limiting (+BCS) or 
copper-replete (+CuSO 4 ) conditions. After 24 h Bp-ΔcydAB 
started growing in the presence of BCS, unlike Bp-ΔcrtAΔ 
cydAB, whereas the addition of CuSO 4 supported the growth 
of both strains (Fig. 4, C and D). The growth phenotype of Bp-
ΔcrtAΔcydAB was complemented by the expression of crtA Bp 

from a plasmid, although partially (Fig. S5). The long lag in 
the growth curve of Bp-ΔcydAB under copper-limiting con-
ditions was reduced if ascorbate was removed from the me-
dium (Fig. S6). We interpret these results as follows. At the 
start of the culture ascorbate reduces all available Cu(II), and 
Cu(I) is chelated by BCS. This starves bacteria of copper and 
hampers growth. Progressive oxidation of ascorbate over time 
in the strongly aerated cultures makes Cu(II) gradually 
available, allowing bacterial growth to resume. In copper-
replete conditions (Fig. 4D) Bp-ΔcrtAΔcydAB and Bp-

Figure 2. Genetic organizations of the operons harboring crtA ortho-
logs. The CrtA-coding genes are shown in red, the genes most frequently 
found in genetic association with them are represented in other colors, and 
the types of proteins encoded are provided below. The frequency at which 
each genetic organization is found is indicated as a percentage (relative to 
the number of genomes included in this analysis). See Table S3 for 
genomic analyses of the bacterial strains that harbor crtA genes.
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ΔcydAB grew similarly, most likely thanks to nonspecific 
import of Cu(II). Collectively, these results indicated that 
CrtA Bp imports Cu(II) and appears to be dedicated to HCOs 
in B. pertussis.

Structure of CrtA Bp and role of the conserved binding site

We determined the structure of recombinant CrtA Bp by 
X-ray crystallography in two crystal forms (Table S5). CrtA Bp 

adopts a typical TBDT fold, composed of a 22-strand β barrel 
comprising residues 178 to 732, obstructed by an N-terminal 
plug domain encompassing residues 42 to 171 and containing 
a typical 4-stranded mixed β sheet. The long extracellular 
β5-β6 and β9-β10 loops fold over the top of the short β20 to 
β6 barrel strands (Fig. 5A). Together with the β13-β14 and 
β21-β22 loops, they somewhat restrict access to the channel. 
The structure of the P2 1 crystal form of CrtA Bp solved to 
2.9 Å resolution shows the stabilization of two β-octylgluco-
side (βOG) molecules used to solubilize the protein, which 
delineate the membrane-spanning region (Fig. 5A). A P1 
crystal form obtained using a citrate-containing buffer and 
solved to 2.3 Å resolution shows the stabilization of a citrate 
molecule in a conserved cavity on the extracellular side of 
CrtA Bp (Fig. 5, B–D). Although the presence of citrate in 
CrtA Bp might be a crystallization artefact, its position globally

corresponds to those of Fe(III)-siderophore complexes in 
their respective receptors (30, 31). Furthermore, it was located 
in the vicinity of residues highly conserved in the CrtA family, 
namely E337, Q356, H358, R395, W265 and Y130 (Fig. S2). 
Y130 is part of the plug, W265 belongs to the β5-β6 loop, 
E337 is in β7, H358 and Q356 in β8 and R395 in β9. Their 
conservation suggests that they might form a ligand binding 
site (Fig. 5, C and D). Attempts to soak the crystals with 
copper or to co-crystallize CrtA with a Cu-citrate complex 
were unsuccessful.
To probe the importance of this putative binding site, we 

replaced all six conserved residues with Ala in B. pertussis, 
yielding Bp-CrtA MM (for Multiple Mutant). The sub-
stitutions did not affect the production of the transporter as 
shown by Western blot analysis (Fig. 6A). Comparison of the 
growth phenotype of Bp-CrtA MM ΔcydAB with those of Bp-
ΔcydAB and Bp-ΔcrtAΔcydAB under copper-limiting con-
ditions showed that Bp-CrtA MM ΔcydAB phenocopied the 
deletion mutant (Fig. 6, B and C). To verify that the sub-
stitutions did not affect the folding and/or the stability of the 
protein, we produced recombinant WT and mutant CrtA Bp 

and performed thermal unfolding analyses. Similar melting 
temperatures (Tm) of 71 ◦ C were measured for both pro-
teins, ruling out structural disruptions caused by the 
substitutions.

Figure 3. Role of CrtA in vitro and in vivo. A and B, BPSM and Bp-ΔcrtA were grown in SS medium (A) or under Cu limitation caused by the addition of 
50 μM BCS (B). The use of BCS, a Cu(I) chelator, was justified by the reducing power of the SS medium (which contains 2 mM ascorbic acid), making 
available copper in the Cu(I) form. All growth curves are representative of three biological replicates, with the means and standard deviations (SD) 
calculated on four technical replicates. C and D, following coinfection of mice with WT B. pertussis and Bp-ΔcrtA, bacterial loads were quantified in the 
nasal cavities (C) and lungs (D). The two strains were mixed and co-inoculated in equal numbers, using a BPSM variant harboring a gentamycin resistance 
gene for colony-forming units counts on plates. Each point represents an individual mouse, and the dashed lines indicate the limits of detection. Statistical 
significance was determined using a non-parametric permutation-based ANOVA (*, p < 0.05; ***, p < 0.001).
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Because His residues are prone to coordinate Cu(II) ions, 
we also introduced a single His358 to Ser substitution and 
assessed the growth phenotype of the resulting strain, Bp-C-
rtA H358S ΔcydAB. The single His358-Ser substitution was 
sufficient to phenocopy Bp-ΔcrtAΔcydAB, demonstrating the 
pivotal role of the invariant His residue for CrtA Bp function 
(Fig. 6, B and C).

Search for CrtA 
Bp ligands

The serendipitous presence of citrate in the CrtA Bp cavity 
suggested that the transporter imports Cu(II) in a chelated 
form. Iron-specific TBDTs use endogenous siderophores or 
xeno-siderophores available in the same niche as Fe(III) li-
gands (32) or acquire Fe(III) from host-derived proteins (33). 
As for CrtA Bp , the growth phenotypes shown above suggested 
that in laboratory conditions it imports Cu(II) in complex 
with a molecule present in the medium. B. pertussis synthe-
sizes two metallophores, the siderophore alcaligin (34) and 
the chalkophore bufferin (35). However, inactivation of either 
operon in the Bp-ΔcydAB background did not phenocopy Bp-
ΔcrtAΔcydAB (Fig. S7). In silico searches of crtA-harboring 
genomes failed to identify shared biosynthetic gene clusters 
encoding other known metallophores (Table S3).

The absence of endogenous metallophore candidates sug-
gested that in laboratory conditions CrtA Bp might import Cu 
chelated by a metabolite. To test this hypothesis, we selected a 
number of small organic molecules capable of binding Cu(II) 
and potentially secreted by B. pertussis or present in the 
medium, and we performed thermal unfolding analyses of 
recombinant CrtA Bp with copper-ligand complexes 
(Table S6). The Tm of CrtA Bp , 71.55 ± 0.04 ◦ C, decreased to 
70.48 ± 0.16 ◦ C in the presence of 50 μM CuSO 4 . Copper is 
known to destabilize proteins and to cause their aggregation 
(4). A few compounds increased the Tm of CrtA Bp in the 
presence of Cu, suggesting the formation of ternary com-
plexes (Table S6). Citrate had the largest effect, reproducibly 
increasing the Tm by 0.95 ± 0.16 ◦ C at 100 μM (Fig. 7A). This 
effect was specific as it was not observed for other compounds 
with higher affinities for Cu(II). Of note, citrate serves as a 
metallophore for Fe(III) uptake by the TBDT FecA (36).

Identification of a pseudoligand

We tested the effect of citrate on growth of Bp-ΔcydAB in 
copper-limiting conditions but observed no improvement 
(Fig. 7B). As the synthetic Cu(II) chelator nitrilotriacetic acid 
(NTA) is structurally related to citrate and was reported to act

Figure 4. Growth phenotypes of respiratory mutants. A and B, growth of BPSM, Bp-ΔcydAB, Bp-ΔcyoABCD and Bp-ΔctaCDEFG in SS medium sup-
plemented with either 50 μM BCS (copper-limiting condition) (A) or 50 μM CuSO 4 (copper-replete condition) (B). Unlike the two copper-dependent HCO 
mutants, Bp-ΔcydAB did not grow under copper-limiting conditions, indicating that CydAB function is essential when copper is unavailable. C and D, the 
copper-independent cytochrome bd ubiquinol oxidase deletion mutant Bp-ΔcydAB and the double mutant Bp-ΔcrtAΔcydAB were grown with 15 μM BCS 
(C) or 15 μM BCS + 2 μM CuSO 4 (D). In (C), ascorbate present in the SS medium (2 mM) reduces Cu(II) to Cu(I), which is insoluble and chelated by BCS. The 
long lag phase for Bp-ΔcydAB likely corresponds to the time necessary for Cu(I) to be gradually re-oxidized in aerated cultures, making Cu(II) available for 
growth (see Fig. S6 for the effect of ascorbate and BCS on growth). Representative curves of three biological replicates are shown, with the means and SD 
calculated on three or four technical replicates.
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like a siderophore for iron import in P. aeruginosa (37), it was 
also tested. NTA reproducibly improved Bp-ΔcydAB growth 
and decreased the lag phase, suggesting that CrtA Bp could 
import a Cu(II)-NTA complex (Figs. 7C and S8). A natural 
Cu(II) chelator used as control, ethylenediamine di-succinate 
(EDDS) (38) instead impaired Bp-ΔcydAB growth (Fig. 7D), 
indicating that the effect of NTA is specific.
We compared the affinities of purified CrtA Bp for Cu(II)- 

citrate and Cu(II)-NTA complexes using a ratiometric fluo-
rescence assay. A K d value around 200 μM was determined for 
the interaction of CrtA Bp with NTA-Cu(II), whereas the

affinities for NTA alone and for citrate-Cu(II) were millimolar 
(Fig. 7E). We also tested the CrtA MM mutant protein in the 
same assay. Although an interaction with the NTA-Cu com-
plex was detected, the binding curve reflected a different 
mode of binding than with the wt CrtA protein (Fig. S9). The 
growth phenotype of Bp-CrtA MM ΔcydAB in NTA-
supplemented medium was also tested (Fig. S9). It was 
similar to that of Bp-ΔcrtAΔcydAB, most likely because the 
binding of NTA to the mutant protein is nonproductive i.e., 
unable to induce the conformational changes involved in 
transport.

Figure 5. X-ray structure of CrtA Bp . A, crystal structure of the two molecules present in the asymmetric unit of the P2 1 space group. One molecule is 
colored from blue at the N-terminus to red at the C-terminus while the other is shown in gray. Two βOG molecules used during protein purification are 
visible and help to delineate the membrane-spanning region, along with Trp residues shown as sticks. B, structure of CrtA Bp from crystals obtained in the 
presence of citrate (P1 space group), showing a citrate molecule stabilized on the extracellular side. The electron density around citrate is depicted as of an 
F o -F c omit map contoured at 2σ. Side chains of residues within 4 Å of the citrate are shown as sticks. C, surface representation of CrtA 

Bp as viewed from the 
extracellular side (i.e., from the top if we refer to the position of the colored monomer in panel A), colored according to sequence conservation as defined 
in consurf. The citrate binding site appears to be relatively well conserved. The square indicates the region magnified in panel (D) showing a close-up view 
of the citrate binding site with carbon atoms colored by sequence conservation score. Only residues within 4 Å of the citrate are labeled, several of which 
are conserved.
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Figure 6. Importance of the ligand binding site for Cu uptake. A, expression of CrtA MM and CtrA H358S from the natural locus in B. pertussis. Clarified cell 
lysates of BPSM, Bp-ΔcrtA, Bp-CrtA H358S and Bp-CrtA MM were analyzed by immunoblotting using anti-CrtA 

Bp antibodies. The loading control is a 
nonspecific protein band from the same immunoblot. B and C, Bp-ΔcydAB, Bp-ΔcrtAΔcydAB, Bp-CrtA MM ΔcydAB and Bp-CrtA H358S ΔcydAB were grown with 
15 μM BCS (B) or 15 μM BCS + 2 μM CuSO 4 (C). Representative curves of three biological replicates are shown, with the means and SD calculated on three 
technical replicates.

Figure 7. Nitrilotriacetic acid (NTA) is a pseudoligand of CrtA Bp . A, citrate offsets the destabilizing effect of Cu(II) on CrtA Bp . Thermal unfolding profiles 
of purified CrtA Bp were monitored by measuring its intrinsic Trp fluorescence using a Prometheus Panta apparatus (NanoTemper). The first derivative of 
the fluorescence emission ratio at 350 nm/330 nm (3 biological replicates) was plotted against temperature. The derivatives of the means of three melting 
curves of CrtA Bp alone (teal), CrtA Bp + 50 μM CuSO 4 (pink), and CrtA 

Bp + 50 μM CuSO 4 + 100 μM citrate (black) are shown. B–D, Bp-ΔcydAB and Bp-
ΔcrtAΔcydAB were grown with 20 μM BCS or 20 μM BCS + 500 μM citrate (B), 20 μM BCS + 500 μM nitrilotriacetic acid (NTA) (C), or 20 μM BCS + 500 μM 
ethylenediamine di-succinate (D). The BCS concentration was raised to 20 μM in these experiments to prolong the lag phase for the Bp-ΔcydAB strain and 
thus to enhance the potential effects of the ligands. Representative curves of three biological replicates are shown, with the means and SD calculated on 
three technical replicates. E, CrtA Bp binding to NTA or NTA-Cu. Binding was measured through the relative change of fluorescence at 670 nm and 650 nm 
(spectral shift), with the amplitude of the signal between the apo and liganded proteins indicating the magnitude of the conformational change induced 
by ligand binding. The means and SD were calculated on three biological replicates. F, import of Cu after 5 min incubation of BPSM or Bp-ΔcrtA with 2 μM 
CuSO 4 or 2 μM CuSO 4 + 500 μM NTA. The Bp-cydAB mutants could not be used here, because the bacteria were precultured with BCS to maximize crtA 
expression. In BPSM, copper levels increased significantly after Cu addition (p = 0.0047) and even more with Cu+NTA (p = 0.0003), with a modest but 
significant difference also observed between T5+Cu and T5+Cu-NTA (p = 0.0212), suggesting facilitated uptake in the presence of NTA. No significant 
differences were observed between the three conditions in Bp-ΔcrtA. Four biological replicates were used in this experiment, and statistical analysis was 
performed using Kruskal-Wallis one-way ANOVA followed by Conover’s post hoc test for multiple comparisons of mean rank sums. Significant differences 
are shown: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) 
confirmed that NTA increased the uptake of Cu(II) by the 
parent strain BPSM but not by Bp-ΔcrtA (Fig. 7F). The reason 
for the modest but reproducible increase of the intracellular 
concentration of copper over 5 min might be the low affinity 
of CrtA Bp for the Cu-NTA complex. In the absence of NTA, 
ICP-MS indicated that Cu(II) was likely imported by a 
nonspecific pathway in the two strains. Thus, the growth 
phenotypes, the fluorescence assay and the ICP-MS results 
indicated that NTA could be considered a pseudoligand of 
CrtA Bp . The affinity of CrtA Bp for NTA-Cu(II), although 
lower than those of TBDT-ferrisiderophore complexes (32), 
appears to suffice to scavenge Cu(II) in the NTA-
supplemented medium in laboratory conditions.

Use of AlphaFold3 to identify ligand features
To sketch out the profile of bona fide CrtA Bp ligands, 

AlphaFold (AF3) docking simulations (39) were carried out 
using structurally diverse compounds, including small car-
boxylic acids, polycarboxylic acid-type metallophores, other 
metallophores possibly present in B. pertussis niches, and 
hydroxamate- or catecholate-type siderophores as controls. 
We also included copper-chelating natural products (40), and 
Trojan-horse antibiotics to which P. aeruginosa was

moderately sensitized by CrtA Pa overexpression (25) 
(Table S7). We generated 25 models of CrtA Bp in the presence 
of one Cu ion and one or two molecules of each compound 
(i.e., Cu:ligand ratios of 1:1 or 1:2). The simulation produced 
docking results with iPTM scores > 0.6. The analysis pipeline 
is presented in Fig. S10. Ligands found within 5 Å of the 
experimental citrate binding site can be sorted into those 
binding at a 1:1 ratio and those binding at a 1:2 ratio (23 and 
two compounds in the binding site in > 70% of the models, 
respectively). All other compounds were not consistently 
found in the binding site at either ratio. Citrate, NTA, and 
EDDS were in the binding site at both 1:1 (>70% of the 
models) and 1:2 ratios (40%, 60% and 64% of the models, 
respectively). CYS and d-penicillamine were found there at 
the 1:2 ratio only (>70% of the models).
To refine the selection, we filtered the results according to 

pose convergence i.e., the consistency of ligand positioning 
across the 25 models, and to the distance between the ligand’s 
center of mass and the copper ion. At the 1:1 ratio, pose 
convergence cut-offs of 5 and 2 Å selected 15 and five Cu 
complexes, respectively, notably those with NTA, citrate, 
EDDS, vibrioferrin (VIB) and pseudopalin (PSE), all 
carboxylate-rich molecules (Fig. 8A). Nevertheless, not all 
carboxylate-containing compounds were stably positioned by

Figure 8. Ligand profiling using AF3. A, analysis of docking results on 25 models per ligand (1:1 ratio). Ligands were first filtered according to their 
proximity (<5 Å) to the crystallographic binding site (23 ligands). The addition of the pose convergence criterion - positional consistency across models - 
allows removing six ligands (ACO, CEF, CHA, DFE, SF2 and XAN). The remaining ligands were filtered according to the distance between their center of 
mass and the copper ion. 15 and five ligands met all criteria with pose convergence values < 5 Å and < 2 Å, respectively. B, predicted Cu-ligand binding 
poses for NTA, citrate, vibrioferrin (VIB) and ethylenediamine di-succinate. C, average distances (<4 Å) between ligand donor atoms (N, O or S) and three 
key residues: Y130 (OH atom), E337 (Oε1 atom) and H358 (Nε2 atom). ‘n’ values indicate the number of models in which the interaction occurred at a 
distance shorter than 4 Å. D, analyses of the docking results on the models for CYS and penicillamine (1:2 ratio). In panels (A and D), the pose convergence 
values and the copper-ligand distances were calculated only for the models in which the ligands were in the binding cavity at the given ratio, while the 
average values for the distances between experimental and ligand positions are based on all 25 models. Panels (B and D) show a representative ligand 
positioning among the 25 models, with the insets displaying ligand positioning across the 25 models after protein superimposition.
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AF3 in the ligand-binding cavity (e.g., isocitrate or staph-
yloferrin), indicating some degree of specificity.
To pinpoint specific features of the productive CrtA Bp - 

NTA-Cu complex, we compared it with those formed with 
EDDS, VIB, PSE or citrate (Fig. 8, B and C). In all five cases, 
these ligands were at H-bonding distance from several 
conserved binding-site residues. The copper ion was coordi-
nated by O atoms of the small molecule (VIB and CIT) or 
both O and N atoms (NTA and EDDS), but with unoccupied 
coordination site(s), notably oriented towards H358 in the 
NTA and VIB complexes (Fig. 8C). We probed the CrtA-
NTA-Cu complex by building additional models after 
replacing the carboxylate groups or the N atom of NTA with 
-NH 2 or -CH groups, respectively. These modifications 
decreased the convergence in the binding pocket and 
increased the distances with both Cu and the experimental 
position of citrate (Fig. S10). Finally, AF3 models of the 
ternary CrtA MM -NTA-Cu(II) complex showed a complete 
loss of ligand stabilization (Fig. S10).
At the 1:2 ratio, only CYS and penicillamine passed the 5-Å 

pose convergence cut-off. These small thiol-containing com-
pounds provided four coordinating atoms, 2 S and 2 O, for the 
copper ion and were both positioned at H-bonding distance 
from several conserved binding-site residues (Fig. 8, C and D).

Discussion

We showed here that CrtA Bp is the prototype of a new 
TBDT subfamily involved in copper uptake and appears to be 
dedicated to providing copper for HCO-mediated respiration. 
CrtA contributes to bacterial fitness in vivo. We solved the 
structure of CrtA Bp and identified a conserved ligand binding 
site, with in particular a His residue essential for function. 
Although ligand identification remains challenging for many 
TBDTs, we tried to define the profile of CrtA Bp ligands. In 
laboratory conditions, the transporter seems to be selective 
for small Cu-binding organic molecules that notably harbor 
carboxylate groups. However, the in vivo ligand(s) of CrtA 
remain to be identified.
The strong conservation of CrtA among B. pertussis isolates 

supports its role in Bordetella biology. A growth phenotype of 
the deletion mutant was observed after inactivating the 
copper-independent oxidoreductase that sustains B. pertussis 
growth under copper restriction conditions. Loss of CydAB 
makes copper essential for aerobic respiration, and in these 
conditions the importance of CrtA Bp indicated its role for 
HCO function. Of note, the HCO complexes were reported to 
be conditionally essential for B. pertussis in an animal model 
of infection (41). In P. aeruginosa crtA Pa was strongly 
repressed in response to HCN, an endogenously produced 
poison of the HCOs (42). In contrast, HCN did not affect the 
expression of OprC, another Cu-importing TBDT in 
P. aeruginosa. This is consistent with CrtA Pa having special-
ized in copper provision for HCOs also in that species. The 
presence of ScoI and PCuAC genes in other crtA-containing 
operons further suggests that this role might be shared by 
CrtA orthologs.

Contrary to OprC, reported to transport nonchelated Cu(I) 
(15), CrtA Bp imports chelated Cu(II). The only two metal-
lophores produced by B. pertussis were discarded as possible 
CrtA ligands. Nevertheless, CrtA Bp allowed growth of 
cydAB-deficient bacteria under copper limitation in laboratory 
conditions, in the absence of any xenometallophore. This 
indicated that Cu(II) might be taken up in complex with 
carboxylate-harboring metabolite(s) present in the milieu. The 
B. pertussis culture medium contains millimolar concentrations 
of moderately affine copper binders, including CYS, gluta-
thione, glutamate and other amino acids, which might be used 
by CrtA Bp in the absence of alternatives. In the human airways 
the concentration of such metabolites increases upon 
B. pertussis infection due to the lytic activity of its toxins 
(19, 43).
In laboratory conditions, we identified NTA as a pseudo-

ligand of CrtA Bp . NTA has a good affinity for Cu(II) thanks to 
its carboxylate groups and central N atom (44), and AF3 
modeling suggested that it was among the best ligands among 
the compounds tested. The position of the His358 residue in 
the ligand-binding site could conceivably enable it to 
contribute to Cu chelation. Nevertheless, the affinity of CrtA 
for NTA-Cu is much lower than those between TBDTs and 
their bona fide ligands (45, 46), which most likely explains the 
need for high concentrations of NTA to enhance bacterial 
growth in copper-limiting conditions.
Given the apparent absence of specific endogenous metal-

lophores for CrtA-type TBDTs, two nonmutually exclusive 
models may be proposed. It is possible that these transporters 
use xenometallophores present in the natural environments 
of the CrtA-producing bacteria. In the host, nutritional im-
munity might restrict the availability of copper, as recently 
described for Mycobacterium tuberculosis (7). To counter 
copper starvation, CrtA Bp might import copper in complex 
with a xenometallophore produced by a species of the human 
respiratory tract microbiota. The use of a siderophore for 
copper uptake implies that Cu(II) outcompetes Fe(III) for 
chelation, which is conceivable given the top position of 
Cu(II) in the Irving-Williams series (47). Metallophores such 
as yersiniabactin have a broad metal selectivity (17). However, 
a mixture of siderophores including yersiniabactin induced 
crtA expression in P. aeruginosa, which rather indicates Cu 
starvation (48) and makes this metallophore an unlikely 
CrtA Pa ligand candidate. Some other siderophores such as 
pyochelin can bind a variety of metals in addition to Fe(III), 
but nonferric complexes are taken up at low rates, implying 
that selectivity is mostly exerted at the transport step (45). 
Thus, Cu could be imported by CrtA-type TBDTs in complex 
with a xenometallophore only if productive interactions occur 
between the three partners.
An alternative model posits that ligand recruitment by 

CrtA Bp might differ from the paradigm of TBDTs as highly 
selective transporters, CrtA being instead a ‘scavenger’ TBDT. 
Note that the high-selectivity concept no longer appears to 
hold true for all TBDTs anyway (31). Copper is required in 
much smaller amounts than iron by bacteria (49), except for 
specific, abundant cuproproteins (16). Consistently, few
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copper-importing TBDTs have been identified and in fewer 
species than iron-specific TBDTs. Another major difference is 
that Cu(II), the form available in oxygenated environments is 
soluble and therefore might not require high-affinity 
chelators, unlike insoluble Fe(III). Furthermore, given its 
strong affinity for organic molecules Cu(II) is necessarily 
complexed with ‘proximity ligands’ (47, 49). Together, these 
elements account for the possibility that CrtA Bp has no high-
affinity ligand but scavenges Cu chelated by small molecules 
with specific features, notably carboxylate groups, though not 
necessarily in a 1:1 Cu:ligand stoichiometry. By providing a 
coordination of the metal in the ternary complex, the essential 
His residue of CrtA might serve as a selectivity filter ensuring 
that only Cu(II) complexes are imported. An additional filter 
might be the interactions with plug residues necessary to 
activate TonB-dependent transport.
Studies on Trojan-horse metallophore-antibiotic com-

plexes have suggested that CrtA Pa might transport several of 
those, albeit inefficiently (25), although it remains to be seen if 
these molecules form complexes with copper. Other TBDTs 
of P. aeruginosa also appear to take up these Trojan-Horse 
compounds (25, 50), suggesting that they too might be 
more promiscuous than usually considered.

Experimental procedures

In silico analyses

We collected TBDTs from the nonredundant NCBI data-
base (1/1/2025) using the TonB_dep_Rec_b-barrel.hmm pro-
file (https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF00593/), 
reduced sequence redundancy to 70% using CD-HIT (http:// 
bioinformatics.org/cd-hit/), selected a 500 to 1200 residues 
size range and subjected the remaining 297,770 proteins to 
sequence similarity network analyses using the Enzyme 
Function Initiative Enzyme Similarity Tool (EFI-EST) (https:// 
efi.igb.illinois.edu/efi-est/). Networks were visualized by 
Cytoscape using the yFiles Organic Layout (51). To further 
analyze the CrtA subfamily, all orthologs of CrtA Bp were 
collected, and the corresponding bacterial genomes were 
downloaded on a local server. Rodeo-type analyses were per-
formed to extract the genetic environment of crtA genes (21), 
and the genomes were searched for co-occurrence of other 
genes of interest. An antiSMASH analysis (https://antismash. 
secondarymetabolites.org/) was also performed to identify 
frequent secondary metabolite gene clusters in these genomes.

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

B. pertussis strains were grown on Bordet-Gengou (BG) 
blood-agar (48 h, 37 ◦ C), then precultured for 24 h in Stainer-
Scholte (SS) medium (initial OD 600 = 0.25) at 37 ◦ C. For 
growth assays, SS medium was supplemented with 20 mM 
MgSO 4 unless otherwise indicated, as we found out that this 
condition maximizes expression of the operon. BCS was 
added to 50 μM for BPSM and Bp-ΔcrtA, 15 μM for Bp-
ΔcydAB strains or 20 μM to prolong the lag phase. Cultures 
were inoculated into 96-well plates (initial OD 600 = 0.15) and 
grown at 37 ◦ C under agitation for 60 h using an EnSight

Multimode plate reader (PerkinElmer). CuSO 4 was added at
2 μM where indicated. Streptomycin and gentamicin were 
added at 100 and 10 μg/ml, respectively. In-frame deletions of 
crtA, cydAB, bp2930-bp2933 (cyoABCD), bp3740-bp3744 
(ctaCDFEG), bp2921 and bp2924 (bufA1) were generated by 
cloning their PCR-amplified flanking regions into pSS1129 
(52). Recombinant pSS1129 plasmids were used to transform 
Escherichia coli SM10 to perform allelic exchange by conju-
gation with BPSM or its derivatives. Genome-wide 
sequencing of BPSM-ΔcrtA, BPSM-ΔcydAB and BPSM-
ΔcrtAΔcydAB was performed to rule out extraneous muta-
tions. H358S was introduced by site-directed mutagenesis, 
and for Bp-crtA MM synthetic fragments (GeneCust) were 
used. The bufA1 mutant was generated by cloning a synthetic 
gene with a stop codon at Met8 into pSS1129. The bp3224 to 
3225 operon encoding a second cytochrome bd ubiquinol 
oxidase (not expressed in laboratory conditions) was also 
inactivated in all strains. Knockouts mutants of alcA and 
bp3224-25 were constructed by interrupting the genes with a 
suicide plasmid. The expression plasmid of crtA Bp , pT7K-
BfrG-twstrep, was constructed by inserting the XbaI-HindIII 
fragment of pT7-prnCt-Stag (53) into pET24 d (Invitrogen), 
adding a twin-strep tag sequence in the BamHI site and 
cloning PCR-amplified crtA Bp in BamHI-HindIII. The mutant 
version of crtA Bp was similarly introduced in the expression 
plasmid. For complementation, the natural regulation system 
involves a CruR- and Rho-dependent post-transcriptional 
regulation that could not be reproduced on a plasmid, hence 
we used a Plac promoter in a low-copy plasmid. The 5 ′ moiety 
of crtA Bp was PCR-amplified, restricted with KpnI and XhoI 
and used in a three-way ligation with the XhoI-HindIII frag-
ment of pT7K-BfrG-twstrep and KpnI-HindIII restricted 
pBBR1-MCS5 (54).

Protein expression and purification

E. coli BL21(DE3)-omp5 (55) carrying pT7K-BfrG-twstrep 
(wt or MM version) was grown in LB at 37 ◦ C until 
OD 600 = 0.75 and treated with 1 mM IPTG for 3 h. Cells were 
harvested, resuspended in lysis buffer (50 mM sodium phos-
phate pH 7, 300 mM sodium chloride, 0.01 mg/ml DNase, and 
protease inhibitors (Complete, Roche)) and lysed using a 
French press. The clarified lysate was ultracentrifuged 
(100,000g, 1 h, 10 ◦ C). Membrane proteins were extracted 
sequentially with 0.8% and 1.5% βOG in 50 mM sodium 
phosphate pH 8, 150 mM NaCl, for 1 h at 30 ◦ C. The second 
extract was loaded on a 1-ml StrepTrap HP column in this 
buffer with 1% βOG, and CrtA Bp was eluted with 50 mM 
biotin in the buffer. CrtA Bp -containing fractions were 
concentrated by ultrafiltration (50K, Amicon Ultra) and 
buffer-exchanged to 50 mM Hepes pH 8, 150 mM NaCl, 1% 
βOG.

Crystallization and X-ray structure determination

CrtA Bp (10 mg/ml) was subjected to crystallization screens 
(JCSG+, Stura FootPrint, MEMGold2 ECO) by mixing 0.7 μl 
protein + 0.7 μl reservoir solution in a sitting-drop setting,
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using a TECAN FreedomEVO pipetting robot. Crystals 
appeared within days. Useful crystals were obtained in 20 mM 
NaCl, 50 mM MES (pH 5.5), 14% PEG350 MME (form 1) and 
in 0.1 M Na-Citrate (pH 5.5), 16% PEG4K, 10% isopropanol 
(form 2). Crystals were soaked in their respective mother li-
quor + 15% glycerol, mounted on litholoops and directly 
frozen in liquid nitrogen before evaluation of diffraction 
quality at the ESRF ID30 B beamline (ESRF, Grenoble). 
Structures were solved by molecular replacement (Molrep) 
(56) using an AF3 CrtA Bp model (39) and refined with Buster, 
from Global Phasing Limited, with the TLS refinement 
option.

Ligand screening by thermal unfolding analysis of CrtA Bp

The samples were prepared in a final volume of 10 μl with 
purified CrtA Bp (6 μM) alone or with each of the metabolites 
(50 μM) and CuSO 4 (50 μM) in 50 mM Hepes (pH 8), 
150 mM NaCl, 1% βOG. Mixtures were loaded into micro-
capillaries which were placed in Prometheus Panta instru-
ment (NanoTemper Technologies). Thermal unfolding was 
recorded from 25 ◦ C to 95 ◦ C at a rate of 2 ◦ C/min by 
measuring intrinsic tryptophan fluorescence (excitation 
280 nm, emission 330 and 350 nm). The first derivative of the 
350 nm/330 nm fluorescence ratio was plotted using Graph-
Pad Prism v10.

Affinity measurements by ratiometric fluorescence assay

Purified CrtA Bp (wt and MM) proteins were labeled with 
fluorescent dye RED-NHS (NanoTemper) and incubated in 
50 mM Hepes (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% βOG for 30 min at 
room temperature in the dark. Initial binding between CrtA Bp 

and each ligand was verified prior to affinity measurements 
i.e., 40 nM of protein was mixed with an equal ligand con-
centration. For titration, labeled CrtA Bp (20 nM) was mixed 
with serially diluted ligands. Binding was measured using the 
Monolith X instrument (NanoTemper), and the spectral shift 
between 670 nm and 650 nm was analyzed with MO.Control 
software v2.5.4 (NanoTemper). All experiments were per-
formed in triplicates.

AF3 modeling

The smiles of the compounds in their predicted proton-
ation state (pH 7) were generated by the Marvin-Sketch 
program. Residues 37 to 732 of CrtA Bp were used to build 
the model. Surface His residues were modified to Gln to avoid 
nonrelevant copper binding. For each simulation, a Cu(II) 
atom was independently added to one or two copies of the 
ligand. At the 1:2 ratio model analyses focused on 16 small 
compounds unable to provide full coordination to the metal. 
Calculations were performed on the Hercules2 and the Lyra 
clusters (Consortium des Equipements en Calcul Intensif), for 
the GPU-based model inference using NVidiaA40 or NVidia 
A6000GPU. Five randomly selected seed numbers were used, 
generating at least 25 models per model inference. Docking 
results were filtered by two performance metrics: the pose 
convergence (Å), which represents convergence of docking

results measured by mean pairwise root mean square devia-
tion across generated models with the DockRMSD program 
(57); and the distances (Å) measured between the ligand’s 
center of mass and that of citrate in the reference structure, 
and between the ligand’s center of mass and the position of 
the Cu ion.

Intracellular copper quantification

Four precultures of BPSM and Bp-ΔcrtA were grown in SS 
medium with 50 μM BCS until OD 600 ≈ 2 and used to inoc-
ulate cultures at OD 600 = 0.1 in SS medium with 20 mM 
MgSO 4 and 20 μM BCS. After 20 h, cells were harvested by 
centrifugation, washed in prewarmed SS medium and resus-
pended in Chelex-treated SS medium. For T 0 , 8-ml suspen-
sions were mixed with ice-cold stop solution (PBS, 5 mM 
BCS, 5 mM Trien, a Cu(II) chelator) and placed on ice. For 
T5, 2 μM CuSO 4 or 2 μM CuSO 4 + 500 μM NTA (preformed 
complex) were added to bacteria, and the stop solution was 
added after a 5-min incubation. Bacteria were centrifuged 
(10,000×g, 10 min, 4 ◦ C), washed twice with ice-cold 
PBS + 5 mM Trien, dried (99 ◦ C, 3 h), resuspended in 
700 μl 65% nitric acid and incubated at 80 ◦ C overnight. After 
cooling, 6.3 ml of Chelex-treated water was added and sam-
ples were filtered (0.45 μm). 63 Cu levels were measured using 
a single quadrupole mass ICP-MS 7850 spectrometer (Agi-
lent) with He as collision gas and Kinetic Energy Discrimi-
nation to eliminate spectral interferences. An external 
calibration curve was performed using a 100 mg/L Cu stan-
dard solution in 5% HNO 3 (Analytichem) and 

74 Ge as internal 
standard. All solutions were prepared in ultrapure Milli-Q 
water and acidified at 2% with nitric acid (67–69%, ultra-
pure trace metal grade). Statistical analyses were performed as 
described (58).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed where required. For 
the animal experiments, statistical significance was deter-
mined using a nonparametric permutation-based ANOVA 
(*, p < 0.05; ***, p < 0.001). For the ICP-MS experiment, 
statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis one-
way ANOVA followed by Conover’s post hoc test for mul-
tiple comparisons of mean rank sums (*, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001).

Other experiments

For immunoblot analyses, B. pertussis cultures (10 ml, 
OD 600 ≈ 1.5) grown in SS medium + 50 μM BCS were lysed in 
50 mM Tris-HCl (pH 8) using a Ribolyser (speed 6, 50 s, four 
cycles). The clarified lysates were ultracentrifuged (100,000g,
1 h, 4 ◦ C) to isolate membranes. After SDS-PAGE to separate 
the proteins and transfer to nitrocellulose, CrtA Bp was 
detected using a guinea pig polyclonal antibody raised against 
the recombinant protein (1:2500) and anti–guinea pig–HRP 
(1:5000). Detection was performed with the Amersham ECL 
Prime Western Blotting System using the Amersham Imager 
600 (GE). For RT-qPCR, 8 ml of B. pertussis liquid cultures
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with 50 μM BCS were harvested at OD 600 =1 by centrifugation 
at 4 ◦ C after adding 2 ml of a phenol:ethanol solution (5:95, 
v/v). Total RNA was extracted using Tri-Reagent (Invitrogen), 
followed by a DNAse I treatment (Sigma Aldrich). Reverse 
transcription was performed with the Verso cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Fisher Scientific). qPCR was carried out on a 
Roche LightCycler 480 Instrument II using the Takyon 
Low-ROX SYBR kit (Eurogentec). The experiments were 
conducted with biological replicates and three technical rep-
licates, and bp2921 expression levels were normalized to 
those of the housekeeping gene bp3416. Single-strain exper-
imental infections of mice were performed as described (21). 
For the co-infection experiment BPSM and Bp-DcrtA Bp were 
grown in liquid SS medium supplemented with BCS to pre-
vent intracellular copper accumulation and mixed in equal 
numbers (5 × 10 4 of each strain in 20 ml) for nasal inocula-
tion. The two strains were differentiated by their antibiotic 
resistance markers (59). The study protocol was approved by 
the Ethical Committees of the Region Nord-Pas-de-Calais and 
the Ministry of Research under the agreement number 
APAFIS #51236 to 2024041114331031 v7.
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II. Rôle de CrpH dans l’assemblage des oxydases à hème-cuivre 

chez B. pertussis 

1. Etude du mutant de CrpH (BP2921) chez B. pertussis 
 

Bp2921 est la protéine codée par le dernier gène de l’opéron cruR-crtA-bp2921. Son 

expression est donc également régulée négativement par le cuivre. Bp2921 est une protéine 

de la membrane interne appartenant à la famille PepSY-TM, comportant quatre segments 

transmembranaires et deux larges boucles périplasmiques délimitant une grande cavité (Fig. 

53). Des homologues de Bp2921 ont été décrits chez d’autres bactéries. Ils sont régulés par le 

fer et fonctionnent comme des réductases du Fe(III) complexé à un sidérophore (Ganne et al., 

2017; Josts et al., 2021; Ong & O’Brian, 2023; Peng & Payne, 2017). Notre hypothèse est que 

Bp2921 serait une réductase de Cu(II) en Cu(I) chez B. pertussis. Selon les résultats obtenus 

dans ce travail, Bp2921 a été renommée CrpH (Copper reduction in the periplasm for HCO). 

 

1.1. Phénotype de croissance du mutant Bp-ΔcrpH  

 

Pour étudier le rôle de CrpH chez B. pertussis, un mutant de délétion a été construit (Bp-

∆crpH). La croissance de Bp-∆crpH a été comparée à celle de la souche sauvage en condition 

de culture agitée (forte aération) en milieu SS dépourvu d’ascorbate ou en limitation en cuivre 

par l’ajout de 500 µM de Trien. L’ascorbate a été retiré du milieu afin d’éviter la réduction 

extracellulaire du cuivre qui pourrait suppléer la perte de CrpH. Aucun défaut de croissance 

du mutant n’a été observé par rapport à la souche sauvage, suggérant que la protéine CrpH 

n’est pas importante pour la croissance de B. pertussis dans ces conditions (Fig. 54A). 

Cependant, dans les mêmes conditions mais en culture statique (faible aération), Bp-∆crpH a 

 Figure 53. Modèle tridimensionnel de la protéine 
Bp2921 (CrpH) généré à l’aide d’AlphaFold3. Les 
couleurs indiquent le niveau de confiance reflétant la 
fiabilité de la prédiction. Le bleu foncé est le niveau 
de confiance le plus élevé (Figure crée avec 
BioRender). 
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montré un fort défaut de croissance (Fig. 54B). Comparé à la culture agitée, la croissance de 

B. pertussis est ralentie en culture statique, mais le mutant Bp-∆crpH pousse plus lentement 

et arrive à la phase stationnaire plus vite. Ce résultat suggère que la croissance du mutant est 

limitée suite à l’inactivation de CrpH. Cette limitation se produit uniquement en condition de 

culture statique et n’est pas liée à la quantité du cuivre dans le milieu de culture. En effet, 

l’addition de 2 µM ou de 100 µM de CuSO4 améliore légèrement mais ne permet pas de 

restaurer la croissance de Bp-∆crpH (Fig. 54C et D). L’observation de ce défaut de croissance 

uniquement en absence d’agitation suggère que la fonction de CrpH est liée à l’aération du 

milieu.  Nous avons montré dans la première partie de la thèse que le cuivre importé par CrtABp 

est dédié aux HCOs. Il est donc possible que CrpH soit importante pour la fonction d’une ou 

plusieurs cytochromes oxydases à cuivre utilisées principalement en faible aération.   

 

Figure 54. Phénotype de croissance du mutant Bp-ΔcrpH. La croissance du mutant a été comparée à 
celle de la souche sauvage en conditions de culture agitée (A) ou statique (B, C et D). Les deux souches 
ont été cultivées en plaques 96 puits soit en condition de limitation en cuivre (500 µM de Trien ; A et 
B), soit dans un milieu SS supplémenté en CuSO4 à 2 µM ou 100 µM (C et D). Les données présentées 
correspondent à un résultat représentatif d’au moins trois réplicats biologiques. Les courbes montrent 
la moyenne ± l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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Le fort défaut de croissance du mutant de délétion de crpH en culture statique ne peut pas 

être lié à un effet polaire car crpH est le dernier gène de l’opéron, et il a été également observé 

dans une souche portant un plasmide suicide dans crpH. De plus, en forte aération, le mutant 

pousse quasi normalement, montrant qu’il s’agit d’un défaut conditionnel. Nous avons essayé 

de complémenter le mutant en exprimant crpH sur plasmide sous le contrôle de Plac dans 

pBBR-MCS5 ou Ptac dans pBBi-tac, deux vecteurs à faible nombre de copies. Le plasmide pBBi-

Tac permet une expression inductible à l’IPTG. La croissance des souches complémentées a 

été étudié en culture statique en limitation en cuivre avec ou sans IPTG (Fig. 55A et B). 

Cependant aucun effet positif sur la croissance de Bp-∆crpH n’a été observé, bien que la 

construction génétique dans les deux vecteurs ait été vérifié par séquençage. Il est 

vraisemblable que le niveau d’expression et la régulation de crpH dans les souches 

complémentées soient inadaptés pour rétablir la croissance. 
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Figure 55. Essais de complémentation du phénotype de croissance de Bp-∆crpH. Le gène crpH a été 
introduit dans la souche Bp-∆crpH sous contrôle des promoteurs lac ou tac, sur deux plasmides 
différents. La croissance de la souche WT et des deux souches Bp-∆crpH avec un ou l’autre plasmide a 
été déterminée en culture statique avec 500 µM de Trien sans (A) ou avec 250 µM d’IPTG (B). Les 
données présentées correspondent à la moyenne et l’écart-type de trois réplicats techniques, 
représentatifs de deux réplicats biologique. 

 

Une autre approche pour complémenter serait d’introduire tout l’opéron en un autre endroit 

du chromosome. Cependant la taille de l’opéron et surtout la forte teneur en G+C de certaines 

régions rendent cette approche très difficile.  
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1.2. Étude du transcriptome de B. pertussis en culture statique  

 

Pour comprendre la différence de phénotype de croissance de Bp-∆crpH en culture statique 

et en culture agitée, nous nous sommes intéressés à la variation du transcriptome entre ces 

deux conditions. La souche sauvage a été également étudiée comme référence. Une analyse 

transcriptomique par RNA-seq a été réalisée en triplicat sur des cultures agitées de 24 h et des 

cultures statiques de 48 h, en milieu SS supplémenté de 20 mM de MgSO4. 

L’expression de plusieurs gènes varie entre ces deux conditions de culture. Cependant, nous 

avons remarqué que davantage de gènes sont affectés chez le mutant Bp-∆crpH que dans la 

souche sauvage. En culture statique, 210 gènes étaient significativement (p ≤ 0.01) sous-

exprimés chez Bp-∆crpH contre 90 gènes chez WT, et 321 gènes étaient sur-exprimés chez Bp-

∆crpH contre 187 chez WT. Cela indique que l’inactivation de CrpH impacte davantage le 

transcriptome de B. pertussis. 

Pour étudier les effets spécifiques de la délétion de crpH, seuls les gènes dont le statut de 

régulation est différent entre Bp-∆crpH et WT ont été sélectionnés. Nous avons considéré que 

les gènes régulés de la même façon dans les deux souches sont indépendants de l’inactivation 

de CrpH. Cette analyse a permis d’isoler un groupe de 425 gènes, ces gènes ont été classé 

selon leur Log2FC en fonction de la significativité (FDR) (Fig. 56). 

164 gènes étaient sous-exprimés et 176 gènes étaient sur-exprimés, dont seulement 8 % et 9 

% respectivement sont de fonction inconnue. Plusieurs catégories fonctionnelles sont 

particulièrement touchées. Beaucoup de gènes impliqués dans la structure du ribosome, la 

traduction (des gènes des sous-unités 30S et 50S, des facteurs d’initiation/élongation de la 

traduction…) et la transcription sont moins exprimés. De façon intéressante, une réduction 

d’expression de 13 gènes impliqués dans la respiration a été également observée (Tableau. 

VIII et Fig. 56), dont notamment l’opéron codant pour bo-Qox (cyoABCD) dont l’opéron 

(bp2930-33) est proche de l’opéron cruR-crtA-crpH dans le génome de B. pertussis. Cette 

région semble représenter un ‘locus cuivre’ qui comprend aussi l’opéron de la bufferine. On 

observe aussi une baisse d‘expression des gènes codant pour les sous-unités de l’ATP synthase 

(atpA, atpB, atpC, atpD et atpG). En parallèle, nous avons remarqué une augmentation 

d’expression de gènes de chaperons de réponse au stress (dnaJ, dnaK, htpG, grpE, mucD) et 

de protéases (lon, clpB) (Fig.56).  
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Figure 56. Volcano plot montrant les gènes différentiellement exprimés spécifiquement chez Bp-ΔcrpH 
en culture statique par rapport à la culture agitée. Chaque point correspond à un gène, le log2(fold 
change) est représenté en abscisse et la significativité statistique (-log10 FDR) en ordonnée. Les gènes 
sur- et sous-exprimés sont colorés respectivement en jaune et bleu. Les données représentent la 
moyenne de trois réplicats biologiques. 

 

Tableau VIII. Gènes de la respiration sous-exprimés en condition statique chez Bp-ΔcrpH. 

ID Gène Nom Fonction Catégorie Log2FC 

bp3282 atpB SU a de l’ATP synthase (pompe à protons)  

 

ATP synthase 

 

-1,08 

bp3286 atpA SU alpha de l’ATP synthase (catalytique) -1,12 

bp3287 atpG SU gamma de l’ATP synthase (axe / tige centrale) -1,47 

bp3288 atpD SU delta de l’ATP synthase -1,70 

bp3289 atpC SU epsilon de l’ATP synthase -1,78 

bp3281 - Facteur d’assemblage de l’ATP synthase -1,58 

bp3812 - Protéine accessoire de l’ATP synthase -1,12 

bp2930 cyoD SU-IV de la cytochrome o ubiquinol oxydase  

Chaîne de 

transport 

d’électrons 

 

-1,31 

bp2931 cyoC SU-III de la cytochrome o ubiquinol oxydase -1,45 

bp2932 cyoB SU-I de la cytochrome o ubiquinol oxydase -1,61 

bp2933 cyoA SU-II de la cytochrome o ubiquinol oxydase -2,25 

bp0277 petA SU-fer-soufre de l’ubiquinol-cytochrome c réductase -1,05 

bp2170 - SU-II de la cytochrome c oxydase cbb3 -1,40 
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Une analyse ORA (Over-Representation Analysis) a été réalisée afin d’identifier les catégories 

fonctionnelles (selon Gene Ontology, KEGG ou autres) enrichies parmi les gènes 

différentiellement exprimés. Parmi les autres gènes sous-exprimés figurent des gènes 

impliqués dans la biosynthèse et le transport de polysaccharides, et la biosynthèse d’acides 

aminés et nucléotides. Parmi les gènes dont l’expression est augmentée, on trouve en plus 

des gènes de réponse au stress, des gènes codant pour le transport et le catabolisme d’acides 

aminés (source de carbone de B. pertussis) et des gènes de régulation (Fig. 57).  

 

Ces résultats montrent qu’en culture statique, le ralentissement de croissance du mutant Bp-

∆crpH est lié à la réduction de l’expression de gènes codant des voies majeures de biosynthèse 

(ADN, ARN, protéines, polysaccharides...), et de gènes liés au métabolisme respiratoire 

énergétique.  Le ralentissement de biosynthèse pourrait être une réponse adaptative suite à 

la réduction de la production d’ATP via la respiration. En parallèle, Bp-∆crpH augmente 

l’expression d’ABC transporteurs dédiés à l’importation des acides aminés suggérant qu’il 

essaye de compenser le défaut énergétique en important plus de nutriments. De plus, 

l’augmentation des facteurs de réponse au stress suggère que Bp-∆crpH est confronté à une 

perturbation de l’équilibre entre les processus de synthèse et de dégradation de protéines. 

 

A B

Figure 57. Analyse d’enrichissement fonctionnel (ORA) des gènes sous- ou sur-exprimés 

spécifiquement chez Bp-∆crpH. Les gènes enrichis ont été classé sous forme de catégories 
fonctionnelles. Les cercles aux extrémités représentent le nombre de gènes associés à chaque 
catégorie et le niveau d’enrichissement correspondant. La couleur des cercles correspond à un 
gradient du moins au plus significatif selon la p-value ajustée. 
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L’effet de la délétion de crpH sur cyoABCD et atpABCD confirme le lien de CrpH avec la 

respiration chez B. pertussis et suggère que sa délétion peut affecter des voies de régulation 

liées au métabolisme respiratoire. L’ensemble de ces observations suggère que le phénotype 

de croissance de Bp-∆crpH en culture statique peut être lié à un déficit énergétique causé par 

un défaut de fonctionnement d’une ou plusieurs chaines respiratoires spécifiques à la faible 

aération. 

2. Impact de la délétion de crpH sur la respiration en culture statique 

2.1. Évaluation du niveau d’ATP dans les souches WT et Bp-ΔcrpH  

 

Dans le but d’évaluer l’effet de la sous-expression des gènes de l’ATP synthase chez Bp-∆crpH 

en culture statique, les niveaux d’ATP intracellulaire des souches WT et Bp-∆crpH ont été 

mesurés à l’aide du kit BacTiter-Glo. Ce test luminescent repose sur l’activité de la luciférase, 

qui après lyse des bactéries et en présence d’ATP catalyse l’oxydation de la luciférine générant 

un signal de luminescence proportionnel à la concentration d’ATP. Le test a été réalisé sur des 

cultures agitées ou statiques en présence de 2 µM de CuSO4 et le niveau de luminescence a 

été normalisé à la DO600 (Fig. 58).  
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Figure 58. Niveaux d’ATP de B. pertussis WT et Bp-∆crpH. Les mesures sont faites par le test Bactiter-
Glo en culture agitée (A) et en culture statique (B, C). La luminescence est exprimée en RLU (Relative 
light unit) et normalisée à la DO600. B. pertussis WT et Bp-∆crpH ont été cultivées en milieu SS 
supplémenté de 2 µM de CuSO4. Les données représentent la moyenne ± l’écart-type de quatre 
réplicats biologiques. La significativité statistique a été évaluée à l’aide du test ANOVA par permutation 
(*, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p<0.001). 
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En conditions de culture agitée, les deux souches présentent des niveaux d’ATP similaires avec 

une légère différence. En revanche, pour les bactéries issues de cultures statiques après 24 h 

ou 48 h, Bp-∆crpH contient un niveau intracellulaire d’ATP inférieur à celui de la souche 

sauvage. Ces résultats confirment les données de l’analyse transcriptomique et sont 

également cohérents avec l’analyse du phénotype de croissance de Bp-∆crpH, où un défaut 

de croissance est observé uniquement en culture statique. Ces observations suggèrent que le 

défaut de croissance est causé par un déficit énergétique, lié probablement à une respiration 

moins efficace suite à l’inactivation de CrpH.  

2.2. Lien entre CrpH et la respiration via les oxydases à hème-cuivre  

 

Afin d’étudier le rôle de CrpH dans la respiration par les HCOs, l’opéron cydAB codant pour 

bd-Qox qui est indépendante du cuivre a été inactivé chez la souche sauvage (Bp-KOcydAB) et 

chez le mutant de délétion de crpH (Bp-∆crpHKOcydAB), et la croissance de ces souches a été 

étudié en culture statique. En condition de limitation en cuivre par le trien, la croissance des 

deux mutants était très fortement impactée (Fig. 59). Ce phénotype s’expliquerait par la 

dépendance de ces mutants au cuivre, car il est essentiel pour l’assemblage des deux HCOs 

restantes, aa3-Cox et bo-Qox. L’addition de 10 µM de cuivre au milieu a amélioré la croissance 

des deux souches, suggérant que l’une ou les deux HCOs ont été assemblées au moins en 

partie. En revanche, l’effet positif du cuivre était moins important chez le mutant de CrpH. Ce 

résultat indique que CrpH interviendrait dans l’assemblage des HCOs, ce qui est en accord 

avec l’hypothèse de son implication dans la respiration de B. pertussis en culture statique. 

Toutefois, la croissance résiduelle observée de Bp-∆crpHKOcydAB en présence de cuivre, 

indique une certaine activité respiratoire par une ou les deux HCOs. Deux hypothèses sont 

envisageables : Il y a une HCO qui ne dépend pas de CrpH ou bien il existe un autre système 

qui peut partiellement compenser son absence. 
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Figure 59. Croissance de Bp-KOcydAB et Bp-∆crpHKOcydAB en culture statique. Les cultures ont été 

faites en milieu SS supplémenté de 500 µM de Trien ou en présence de 10 µM de CuSO4. Les données 

sont représentatives d’au moins trois réplicats biologiques et correspondent à la moyenne ± l’écart-

type de trois réplicats techniques.  

 

Pour identifier quelle(s) HCO(s) est/sont dépendante(s) de CrpH nous avons inactivé cyoABCD 

(codant pour bo-Qox) ou ctaCDFGE (codant pour aa3-Cox) dans le mutant Bp-∆crpH. L’objectif 

était de ne laisser qu’une seule HCO chez la bactérie et d’évaluer son activité en absence de 

CrpH. Il faut noter que ces doubles mutants (Bp-∆crpHKOcyoABCD et Bp-∆crpHKOctaCDFGE) 

contiennent toujours CydAB qui est indépendante du cuivre.  

La croissance de Bp-∆crpHKOcyoABCD et de Bp-∆crpHKOctaCDFGE a été étudié en culture 

statique ou agitée en présence de 2 µM de CuSO4 et a été comparée à celles de la souche 

sauvage et des simples mutants : Bp-∆crpH, Bp-KOcyoABCD et Bp-KOctaCDFGE (Fig. 60A, B).  

En culture statique, les mutants simples des HCOs, Bp-KOcyoABCD et Bp-KOctaCDFGE 

poussent moins bien que la souche sauvage, avec un défaut de croissance comparable à celui 

de Bp-∆crpH. Cela suggère qu’une croissance optimale en condition de culture statique 

requiert la présence des deux HCOs.   
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En absence de CrpH, la croissance de Bp-∆crpHKOcyoABCD et Bp-∆crpHKOctaCDFG s’est 

montrée nettement plus impactée en culture statique. Ce résultat suggère que dans les deux 

cas, l’absence de CrpH diminue l’activité de la HCO restante (bo-Qox ou aa3-Cox). Ces doubles 

mutants contiennent toujours CydAB, mais l’absence de croissance suggère que cette oxydase 

n’assure pas une respiration efficace en culture statique. Cependant, en condition de culture 

agitée, ces doubles mutants restaient capables de croître, ce qui confirme une meilleure 

efficacité de CydAB dans cette condition (Fig. 60B). La capacité de CydAB à assurer la 

respiration en condition de culture agitée expliquerait l’absence de phénotype de Bp-∆crpH 

dans cette condition (Fig. 54A). 

2.3. Analyse quantitative de l’activité aa3-Cox chez B. pertussis par le test TMPD 

 

L’activité de la cytochrome c oxydase a été évaluée à l’aide du test N, N, N’, N’-tétraméthyl-

1,4-phénylènediamine (TMPD), un substrat artificiel de cette famille d’oxydases. Une fois 

oxydé, le TMPD génère une coloration bleue dont l’intensité peut être quantifiée par mesure 

d’absorbance à 562 nm. 

Nous avons appliqué ce test au mutant Bp-∆crpH, cultivé en milieu SS agité et supplémenté 

en cuivre (2 µM), puis récolté en milieu de phase exponentielle (DO600 ≈ 2), en parallèle de la 

souche sauvage (Fig.  61A). Les résultats montrent que dans ces conditions de culture 
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 Figure 60. Croissance de BPSM (WT) et de souches mutantes dérivées de BPSM en culture statique et 
en culture agitée. Les souches mutantes sont Bp-∆crpH, Bp-KOcyoABCD, Bp-KOctaCDFGE, Bp-
∆crpHKOcyoABCD et Bp-∆crpHKOctaCDFGE. Les six souches ont été cultivées en conditions statique (A) 
et agitée (B) en milieu SS supplémenté 2 µM de CuSO4. Les données sont représentatives de trois 
réplicats biologiques et correspondent à la moyenne ± l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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l’oxydase aa3-Cox demeure fonctionnelle chez le mutant, à un niveau comparable à celui de 

la souche sauvage.  

Afin de vérifier que le rôle de CrpH n’est pas compensé par le cuivre ajouté ou par une 

accumulation progressive de l’oxydase au cours de la croissance, nous avons répété l’analyse 

sur une culture non supplémentée en cuivre, arrêtée en début de phase exponentielle (DO600 

≈ 0,3) (Fig. 61B). L’activité aa3-Cox mesurée était plus faible comme attendu dans ces 

conditions, mais restait similaire dans les deux souches. Un résultat similaire a été également 

observé dans des conditions de culture statique sans cuivre ajouté (Fig. 61C). 

Ces observations indiquent que CrpH n’est pas essentielle à l’activité de l’oxydase aa3-Cox 

chez B. pertussis. Ce résultat est néanmoins surprenant au regard du fort défaut de croissance 

du double mutant Bp-∆crpHKOcyoABCD qui suggérait une altération de l’activité aa3-Cox en 

absence de CrpH. Il est possible que l’inactivation de cette protéine entraîne une diminution 

modérée de l’activité de l’oxydase aa3-Cox, non détectable lorsque cette HCO fonctionne 

seulement en supplément de bd-Qox en conditions agitées. En revanche, une diminution 

d’activité deviendrait fortement délétère en conditions de culture statique lorsque la 

croissance dépend beaucoup plus de cette HCO.  
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Figure 61. Activité aa3-Cox dans la souche sauvage et le mutant Bp-ΔcrpH. L’activité a été déterminée 
par spectrophotométrie mesurant l’oxydation du TMPD. (A) Cultures agitées en milieu SS supplémenté 
avec 2 µM de cuivre, récoltées en phase exponentielle. (B) Cultures agitées non supplémentées en 
cuivre, récoltées en début de phase exponentielle. (C) Cultures statiques non supplémentées en cuivre, 
récoltées en phase exponentielle. L’activité enzymatique, normalisée à la DO600, est présentée comme 
la moyenne ± SD de quatre réplicats biologiques. La significativité statistique a été évaluée par ANOVA 
par permutation (ns, p > 0,05 ; *, p < 0,05). 
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2.4. Effet de l’absence de CrpH sur la composition de la chaîne respiratoire  

 

La composition en oxydases terminales de la chaîne respiratoire de la souche sauvage de B. 

pertussis et du mutant Bp-∆crpH, cultivées en conditions agitées, a été déterminée à partir 

des spectres de différence des membranes réduites au dithionite et oxydées au peroxyde 

d’hydrogène (Fig. 62). Les pics correspondants aux hèmes de type b, o et a ainsi que les 

cytochromes c ont été identifiés sur la base d’une ancienne étude (Ezzell et al.,1981). 

 

Chez la souche sauvage, des pics caractéristiques des cytochromes c (~522 et 550 nm), de 

l’hème b (~560 nm), de l’hème o (~527 nm) et de l’hème a (~603 nm) sont clairement visibles, 

indiquant la présence des deux HCOs dans les membranes (Fig. 62A). Comme contrôle, nous 

avons également analysé les mutants des HCOs. Comme attendu, le mutant Bp-KOctaCDFGE, 

dépourvu de aa3-Cox, présente une forte atténuation des pics à 603 nm (hème a) et à 522/550 

nm (cytochromes c), confirmant l’absence de cette oxydase. À l’inverse, chez le mutant Bp-

KOcyoABCD, inactivé pour bo-Qox, les signaux à ~527 nm (hème o) et ~560 nm (hème b) sont 

modestement réduits, tandis qu’une augmentation notable du pic à 550 nm est observée, 

suggérant une possible compensation par aa3-Cox (Fig. 62A). 

 

Pour le mutant Bp-∆crpH (Fig. 62B), nous avons remarqué l’absence du pic à 603 nm avec la 

présence d’un nouveau pic autour de 617 nm, suggérant que l’assemblage de aa3-Cox est 

affecté par l’inactivation de CrpH. Ce profil est à la fois différent de ceux de la souche sauvage 

et du mutant de aa3-Cox (Bp-KOctaCDFGE). Cette observation semble en contradiction avec 

le test TMPD, qui indiquait une activité aa3-Cox détectable dans ce mutant. Il est possible que 

l’inactivation de CrpH perturbe l’assemblage de aa3-Cox mais n’abolisse pas totalement son 

activité. L’effet de l’absence de CrpH sur les pics correspondant à bo-Qox est moins marqué, 

bien qu’une légère réduction du signal à 560 nm soit détectée (Fig. 62B). 
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Figure 62. Identification des cytochromes oxydases terminales dans les membranes de B. pertussis. La 
souche sauvage et les mutants Bp-ΔcrpH, Bp-KOcyoABCD et Bp-KOctaCDFGE, ont été comparées par 
analyse spectroscopique des membranes. Les cultures ont été réalisées en conditions agitées, et les 
spectres de différence entre les états réduit et oxydé ont permis de déterminer la nature des 
cytochromes oxydases présentes. Les analyses des membranes de B. pertussis WT et Bp-ΔcrpH sont 
représentatives de deux réplicats biologiques. 

 

Les différences spectrales observées entre la souche sauvage et Bp-∆crpH confirme que CrpH 

joue un rôle dans l’assemblage des HCOs.  L’analyse spectrale des membranes n’a pas pu être 

réalisée de manière satisfaisante sur des cultures statiques, en raison de la biomasse 

insuffisante obtenue dans ces conditions, surtout pour le mutant Bp-∆crpH à cause de son 

défaut de croissance. 

 

3. Contribution de CrpH à la colonisation du tractus respiratoire murin 

 

Afin d’évaluer le rôle in vivo de CrpH, des souris C57BL ont été infectées par le mutant Bp-

∆crpH seul ou par un mélange des souches sauvage et mutante. Les charges bactériennes dans 

chaque condition ont été déterminées dans les homogénats pulmonaires et nasaux à quatre 

temps post-infection : 3 heures, 4 jours, 7 jours et 14 jours (Fig. 63). Cette expérience a été 

réalisée avec l’aide d’Anne-Sophie Debrie au laboratoire. 

Au premier point de mesure (3 h), nous avons vérifié que la charge bactérienne administrée 

était similaire entre les deux souches dans toutes les conditions testées. Dans le cas de mono-

infection par Bp-∆crpH, aucune différence de colonisation par rapport à la souche sauvage n’a 
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été observée, que ce soit dans la cavité nasale ou dans les poumons. En revanche, lors de la 

co-infection, entre le 4éme et le 14éme jour, Bp-ΔcrpH a montré une capacité réduite de 

persistance et de réplication par rapport à la souche sauvage. Dans la cavité nasale, bien 

qu’une tendance soit observée au jour 7, celle-ci n’a pas atteint le seuil de significativité 

statistique. 

Dans l’ensemble, cette diminution du fitness relatif du mutant Bp-ΔcrpH en cas de co-infection 

indique que l’expression du gène crpH confère un avantage compétitif in vivo. 

Compte tenu de son rôle dans la respiration via les HCOs, CrpH pourrait contribuer à une 

meilleure efficacité respiratoire et à une meilleure production énergétique, favorisant ainsi la 

survie et la prolifération de B. pertussis dans le tractus respiratoire de l’hôte. 
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Figure 63. Rôle de CrpH dans un modèle d’infection murin. La charge bactérienne a été quantifiée au 
niveau de la cavité nasale (A) et des poumons (B) après une mono-infection par B. pertussis sauvage 
ou par le mutant Bp-ΔcrpH. La charge bactérienne a également été mesurée dans la cavité nasale et 
les poumons (C et D) lors d’une co-infection par les deux souches. Chaque point représente une souris 
individuelle, et la ligne en pointillé indique la limite de détection. La significativité statistique a été 
évaluée par ANOVA par permutation (*, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p<0.001). 
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L’importance de CrpH in vivo dans le cadre d’une co-infection a été confirmé lors d’une 

deuxième expérience (Fig. 64). Les différences de colonisation et de persistance du mutant 

par rapport à la souche sauvage restent modérées mais elles sont reproductibles.  
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Figure 64. Confirmation de l’importance de CrpH in vivo. L’expérience de co-infection par la souche 
sauvage et le mutant Bp-∆crpH a été dupliquée en utilisant le même protocole et la même charge 
bactérienne. Le mutant Bp-∆crpH a montré une compétitivité réduite par rapport à la souche sauvage 
à la fois au niveau de la cavité nasale (A) et également au niveau des poumons (B).  La significativité 
statistique a été évaluée par ANOVA par permutation (*, p< 0.05; ***, p<0.001). 

 

4. Fonction moléculaire de CrpH en lien avec le cuivre  

4.1. Production de CrpH recombinante chez E. coli 

 

Dans le but de caractériser la protéine CrpH, nous avons tenté sa production sous forme 

recombinante chez E. coli. Plusieurs stratégies de clonage ont été explorées en utilisant 

différents vecteurs d’expression et diverses souches d’E. coli dans plusieurs milieux de culture  

et sous différentes conditions d’induction. Malgré ces approches, aucune production 

satisfaisante de la protéine n’a pu être obtenue. Une bande correspondant 

approximativement à la taille attendue de CrpH (54 kDa) a été détectée pendant quelques 

essais (Fig. 65A), notamment chez E. coli UT5600 en milieu d’autoinduction (AIM) et 

également chez E. coli LMG194 sous contrôle du promoteur Para, avec une deuxième bande 

qui pourrait être une bande de dégradation.  
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Malheureusement aucun de ces résultats n’a pu être reproduit lors d’essais de production à 

plus grande échelle. Ces observations suggèrent que la protéine CrpH est instable et se fait 

dégrader rapidement chez E. coli, ou difficile à assembler, ou encore que sa surproduction 

serait toxique. 

Nous avons également essayé de produire uniquement le domaine périplasmique soluble de 

CrpH, constitué de deux boucles, afin de générer des anticorps contre cette protéine. 

Cependant, cette tentative n’a pas été concluante et par conséquent des anticorps 

polyclonaux ont été produits à partir d’un peptide synthétique correspondant à une région 

spécifique de CrpH. 

 

Face à l’impossibilité d’exprimer la protéine recombinante, nous avons essayé d’étudier CrpH 

directement chez B. pertussis. L’analyse par immunoblotting des extraits membranaires issus 

des cultures en conditions agitées des souches WT, Bp-ΔcrpH et d’un mutant de deux 

histidines conservées Bp-CrpHH200A-H444A, en utilisant les anticorps anti-peptide, a permis de 

détecter une bande correspondante à une protéine à une taille approximativement double du 

monomère de CrpH et absente chez Bp-ΔcrpH, suggérant qu’il pourrait s’agir de CrpH (Fig. 

65B). Cette bande a été observé plusieurs fois mais était faible, suggérant que CrpH serait 

présente en faible quantité chez B. pertussis, et/ou que les anticorps anti-peptide sont 

médiocres. 

Deux hypothèses peuvent être envisagées pour expliquer cette bande. La première est que 

CrpH forme un dimère stable, une propriété déjà décrite pour la protéine VciB de Vibrio 

cholerae de la famille PepSY_TM-like2 (Peng & Payne, 2017). Une autre possibilité est que la 

bande observée corresponde à un complexe de CrpH avec un autre partenaire protéique.  

 

L’incapacité de produire et purifier CrpH, que ce soit sous forme recombinante ou native, 

représente une limite expérimentale majeure ayant restreint la possibilité de caractériser plus 

en détail sa fonction. 
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4.2. Relation entre CrpH et l’importation du cuivre chez B. pertussis 

 

Des protéines de la famille PepSY_TM ou de familles apparentées  ont été récemment 

décrites, notamment FoxB chez P. aeruginosa (Josts et al., 2021), VciB (PEPSY_TM-like2) chez 

V. cholerae (Peng & Payne, 2017) et FrsB (Cyt b561) chez B. japonicum (Ong & O’Brian, 2023). 

Ces protéines sont généralement en opéron avec un gène de TBDT et participent le plus 

souvent à la réduction du Fe(III), une étape nécessaire pour libérer le métal du sidérophore 

après importation du ferrisidérophore par le TBDT. L’activité métallo-réductase semble donc 

être conservée au sein des protéines de cette famille. En raison de la régulation par le cuivre 

de CrpH, notre hypothèse est qu’il s’agit d’une réductase de Cu(II) en Cu(I).  

CrpH est situé dans le même opéron que le TBDT à cuivre CrtABp.  Afin de déterminer si 

l’activité de CrpH dépend du ligand importé par CrtABp, la croissance du mutant de délétion 

de crtA a été analysée en condition de culture statique (Fig. 66). La souche Bp-ΔcrtA a présenté 

un profil de croissance identique à celui de la souche sauvage, contrairement au mutant Bp-

∆crpH. Ce résultat indique que CrpH reste fonctionnelle en absence de CrtA et que son activité 

ne dépend pas nécessairement du ligand importé par ce transporteur.  

Figure 65. Analyse de l’expression recombinante et native de CrpH chez E. coli (A) et B. pertussis (B) 
par immunoblot. Chez E. coli, CrpH a été détectée à l’aide d’un anticorps anti-His dans les extraits 
membranaires des souches d’E. coli UT5600 et LMG194, transformées respectivement avec les 
plasmides pCA24-2921 et pBad-2921. La production de la protéine a été induite naturellement dans le 
milieu AIM ou par addition de différentes concentrations d’IPTG ou d’arabinose. Dans les extraits 
membranaires de B. pertussis, une bande absente du mutant de délétion a été détectée entre 100 et 
150 kDa à l’aide des anticorps anti-CrpH. 
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5. CrpH : un acteur potentiel de la réduction du cuivre chez B. pertussis 

5.1. Importance des histidines conservées dans la fonction de CrpH 

 

L’alignement de la séquence de CrpH avec celles de protéines homologues a révélé la présence 

de quatre résidus histidine strictement conservés : H200, H444, H16 et H258. H200 et H444 

sont localisées du côté périplasmique des hélices transmembranaires, comme le prédit le 

modèle structural généré par AlphaFold3 (Fig. 67A). 

Pour évaluer leur importance fonctionnelle, ces deux résidus ont été substitués par des 

alanines, générant la souche mutante Bp-CrpHH200A-H444A. La production de la protéine mutée 

a été confirmé par immunoblotting en utilisant l’anticorps dirigé contre CrpH (Fig. 65). L’effet 

de ces substitutions sur l’activité de CrpH a été évalué en comparant le profil de croissance en 

culture statique de Bp-CrpHH200A-H444A à celui de la souche sauvage et du mutant Bp-∆crpH (Fig. 

67B). Le mutant Bp-CrpHH200A-H444A a présenté le même défaut de croissance que la souche Bp-

∆crpH, indiquant que ces histidines sont essentielles à l’activité de CrpH.   

Figure 66. Croissance de B. pertussis sauvage et des mutants Bp-∆crpH et Bp-∆crtA.  Les cultures ont 
été faites en condition statique en milieu SS, avec limitation en cuivre par 500 µM de Trien. Les 
données sont représentatives de trois réplicats biologiques et correspondent à la moyenne ± l’écart-
type de trois réplicats techniques. 
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Les histidines conservées sont une propriété commune aux protéines de la famille PepSY-TM, 

et elles participent à la coordination des hèmes nécessaires pour le transfert d’électron lors 

de la réaction de réduction. Ce résultat suggère que CrpH coordonnerait au moins un hème 

indispensable à son activité. 

 

5.2. Redondance partielle entre CrpH et la réductase de cuivre CcoG 
 

Un système de réduction du cuivre a été décrit chez R. capsulatus. Il est lié à la biogenèse de 

cbb3-Cox, un membre de la famille des HCOs (Ekici et al., 2012a). Ce système repose sur une 

protéine de la membrane interne appelée CcoG. Après importation du Cu(II) à travers la 

membrane interne via le transporteur CcoA, CcoG catalyse spécifiquement la réduction du 

Cu(II) en Cu(I) grâce à son site actif localisé dans le cytoplasme (Marckmann et al., 2019). Le 

Cu(I) est ensuite exporté vers le périplasme via une ATPase, CcoI, pour être inséré dans le 

centre CuB de cbb3-Cox  (Ekici et al., 2012a,b). 

Chez B. pertussis, un opéron (bp2169-72) codant cbb3-Cox est également présent, mais il est 

non fonctionnel car le premier gène est un pseudogène (McKay et al., 2024). En aval de cet 

opéron se trouve le gène ccoG (bp2173). Nos analyses de RNA-seq ont montré que ce dernier 

est exprimé chez B. pertussis. En revanche, l’ATPase CcoI (codée par bp2168) est tronquée et 

Figure 67. Importance des résidus His200 et 444 pour la fonction de CrpH. (A) Localisation des deux 
histidines au niveau du côte périplasmique des hélices transmembranaires de CrpH selon le modèle 
AlphaFold. (B) Suivi de croissance de la souche sauvage de B. pertussis et des mutants Bp-∆crpH et 
Bp-CrpHH200A-H444A en culture statique en milieu SS supplémenté de 2 µM de CuSO4. Les données sont 
représentatives de trois réplicats biologiques et correspondent à la moyenne ± l’écart-type de trois 
réplicats techniques. 
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dépourvue du site de fixation d’ATP. La comparaison des transcriptomes de Bp-∆crpH et de la 

souche sauvage en culture statique a montré que le niveau d’expression de ccoG est 

légèrement plus élevé chez Bp-∆crpH (Fig. 68A). Cette observation pourrait refléter une 

réponse adaptative de B. pertussis visant à compenser l’absence du gène crpH par une 

augmentation d’expression de ccoG. Nous avons émis précédemment l’hypothèse qu’un 

second système pourrait partiellement compenser CrpH, puisque nous avons montré qu’il 

restait une activité respiratoire liée aux HCO après inactivation de CrpH en culture statique.  

Afin de confirmer les données de RNA-seq, nous avons comparé par RT-qPCR l’expression de 

ccoG en culture statique chez Bp-ΔcrpH et la souche sauvage (Fig. 68B). Cependant, cette 

analyse n’a pas permis de reproduire la différence observée par RNA-seq, ccoG étant exprimé 

à des niveaux similaires dans les deux souches. 

Pour approfondir l’hypothèse que CcoG pourrait représenter un second système de réduction 

capable de compenser partiellement l’absence de CrpH, nous avons inactivé le gène ccoG à 

l’aide d’un plasmide suicide. La croissance du mutant Bp-KOccoG a ensuite été évaluée en 

culture statique (Fig. 68 D). Un défaut de croissance similaire à celui de Bp-ΔcrpH a été 

observé, suggérant que CcoG conserve une fonction chez B. pertussis malgré l’absence de 

cbb3-Cox.  

 

Pour tester l’hypothèse que CcoG et CrpH fonctionnent de manière complémentaire, nous 

avons essayé d’inactiver simultanément les deux gènes pour étudier le phénotype de 

croissance en culture statique. La construction du double mutant s’est révélée beaucoup plus 

difficile que celle des simples mutants : la conjugaison visant à inactiver ccoG dans Bp-ΔcrpH 

a dû être répétée plusieurs fois, et seuls quelques clones transconjugants ont pu être isolés. 

Un seul clone valide a finalement été obtenu. 

 

Le mutant double Bp-ΔcrpHKOccoG présente une croissance d’apparence normale sur boite 

de gélose au sang. En revanche, en culture liquide agitée (en tube ou en flasques) avec 

limitation en cuivre, il montre un phénotype d’agrégation (Fig. 68C). En condition statique, la 

croissance de ce mutant en plaque est quasi nulle même lorsque le milieu est supplémenté en 

cuivre (Fig. 68D), suggérant que l’inactivation combinée de crpH et ccoG empêche la 

respiration dans ce contexte. Ce résultat indique que CrpH et CcoG auraient des fonctions 

parallèles, partiellement redondantes chez B. pertussis, ce qui supporte l’idée que CrpH est 
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une réductase de cuivre pour les HCO. À l’inverse, en culture agitée, le double mutant a 

présenté un défaut de croissance très modéré (Fig. 68E). Ces résultats peuvent être 

interprétés de la façon suivante.  Dans les conditions de culture agitée, la respiration assurée 

par CydAB est suffisante pour maintenir la croissance, et par conséquent un défaut de 

réduction de cuivre affectant l’assemblage des HCO a peu d’impact. En conditions de culture 

statique, l’efficacité de CydAB est réduite et l’inactivation de CrpH et de CcoG impacte la 

croissance bactérienne de façon majeure.   

 

 

 
 

 

Figure 68. Redondance partielle entre la réductase de cuivre CcoG et la protéine CrpH. A, B. Analyse 
de l’expression de ccoG en culture statique chez BPSM (WT) ou le mutant Bp-∆crpH par RNA-seq (A) 
ou qRT-PCR (B). Phénotype macroscopique de croissance du double mutant Bp-ΔcrpHKOccoG en 
culture liquide en milieu SS supplémenté de 50 µM de BCS. D, E. Suivi de croissance de BPSM et des 
mutants Bp-∆crpH, Bp-KOccoG et Bp-ΔcrpHKOccoG en culture statique ou en culture agitée en milieu 
SS supplémenté de 2 µM de CuSO4. Les données sont représentatives de trois réplicats biologiques et 
correspondent à la moyenne ± l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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5.3. Effet d’addition d’agent réducteur sur le phénotype du mutant Bp-ΔcrpH  
 

Si le rôle de CrpH consiste à réduire le Cu(II) en Cu(I) dans le périplasme, l’importance de cette 

protéine devrait être atténuée dans des conditions favorisant la réduction du cuivre. Pour 

tester cette hypothèse, des concentrations élevées d’ascorbate et de glutathion, deux agents 

réducteurs, ont été ajoutées au milieu de culture afin de convertir le Cu(II) en Cu(I) en milieu 

extracellulaire. Ces deux composés font normalement partie du milieu de culture SS et sont 

utilisés par la bactérie, ce qui indique qu’ils sont importés. On doit donc en retrouver dans le 

périplasme, où s’exerce l’activité de CrpH. La croissance de Bp-∆crpH et de la souche sauvage 

a été étudié en culture statique dans ces conditions (Fig. 69A et B). Cependant, l’ajout 

d’ascorbate ou de glutathion n’a pas permis de restaurer la croissance du mutant Bp-∆crpH, 

suggérant que l’augmentation de la disponibilité en Cu(I) ne compense pas l’absence de CrpH.  

Contrairement au fer, dont la réduction augmente la solubilité, le cuivre sous forme réduite 

est insoluble et ne peut pas diffuser librement. Cela suggère que le Cu(I) potentiellement 

généré par CrpH serait immédiatement complexé par une protéine impliquée dans 

l’assemblage des HCOs. Alternativement le cuivre serait déjà complexé à une protéine et CrpH 

permettrait de ‘recycler’ cette protéine en réduisant son cuivre oxydé. Un tel mécanisme 

pourrait expliquer pourquoi la réduction exogène du cuivre par les agents réducteurs ne 

complémente pas le phénotype de croissance du mutant Bp-∆crpH. 
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Figure 69. Impact de l’ascorbate ou du glutathion sur la croissance de la souche WT et du mutant 
Bp-∆crpH. Les cultures ont été faites en condition statique en milieu SS supplémenté de 2, 3 ou 
4 mM d’ascorbate (A) ou de glutathion (B). Les données sont représentatives de trois réplicats 
biologiques et correspondent à la moyenne ± l’écart-type de trois réplicats techniques. 
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5.4. Rôle des chaperonnes à cuivre PCuAC et ScoI en culture statique 

 

PCuAC est un chaperon à cuivre périplasmique et ScoI est un autre chaperon à cuivre ancré à 

la membrane interne avec un domaine périplasmique. Ces deux protéines sont capables de 

fixer le cuivre réduit et oxydé (Canonica, Klose, et al., 2019; Siluvai et al., 2011) et elles jouent 

un rôle dans le transport du cuivre vers les HCOs (Thompson et al., 2012). Chez certaines 

bactéries, ScoI joue aussi le rôle de réductase du pont disulfure du site CuA périplasmique dans 

aa3-Cox, avant que ces cystéines puissent fixer les ions Cu (Cu(I) et Cu(II)) (Abicht et al., 2014; 

Mohorko et al., 2012).  

B. pertussis possède les gènes pour une protéine PCuAC (Bp0562) et deux protéines ScoI, ScoI-

1 (Bp-0988) et ScoI-2 (Bp3734). Le gène codant ScoI-2 est situé à proximité de l’opéron codant 

pour aa3-Cox (bp3740-3744). La cavité de CrpH est très large et pourrait lier un petit domaine 

protéique. Les chaperons PCuAC, ScoI-1 et Sco-2 représentent donc de bons candidats pour 

servir de partenaire périplasmique présentant un Cu(II) au site actif de CrpH pour y être réduit. 

Pour tester cette hypothèse, des mutants délétés des gènes de chacun de ces chaperons ont 

été construits (Bp-∆pCuAC, Bp-∆scoI1 et Bp-∆scoI2). Leur croissance a été étudiée en condition 

de culture statique par rapport à BPSM et Bp-∆crpH (Fig. 70A). Bp-∆pCuAC et Bp-∆scoI2 

montrent un léger défaut de croissance par rapport à la souche sauvage, et Bp-∆scoI1 montre 

un défaut de croissance plus accentué. Cela indique que ScoI-1 joue un rôle plus important 

pour B. pertussis que les deux autres protéines en culture statique. En parallèle, nous avons 

observé que l’activité aa3-Cox est très réduite chez le mutant Bp-∆scoI1 (Fig. 70B). Par 

conséquent, ces données ne permettent pas de conclure si ScoI-1 pourrait être le partenaire 

de CrpH. Comme ScoI-1 est important pour l’activité de aa3-Cox, son défaut de croissance en 

statique peut être lié à l’absence de cette oxydase. Nous avons montré précédemment que 

les mutants simples des HCOs provoquent aussi un défaut de croissance semblable. D’autres 

analyses doivent encore être effectué pour investiguer s’il y a un lien entre CrpH et ScoI-1. Ce 

dernier pourrait aussi réduire le site CuA avant l’incorporation des ions cuivre. 
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Figure 70 Croissance de la souche WT et de mutants de chaperons du cuivre. (A) Bp-∆crpH, Bp-∆ 

pCuAC, Bp-∆scoI1 et Bp-∆scoI2 ont été cultivées en culture statique en milieu SS supplémenté de 2 µM 
CuSO4. Les données sont représentatives de deux réplicats biologiques et correspondent à la moyenne 
± l’écart-type de trois réplicats techniques. (B) Activité aa3-Cox mesurée par le test TMPD dans la 
souche sauvage et les mutants Bp-ΔcrpH et Bp-ΔScoI-1 cultivés en cultures agitées non supplémentées 
en cuivre, récoltées en début de phase exponentielle. Résultat représentatif de quatre réplicats 
biologiques. 

 

 

6. Article N°2: CrpH of Bordetella pertussis, a prototypic PepSY_TM protein 

supporting heme-copper oxidoreductase function 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Frontiers in Microbiology 01 frontiersin.org

CrpH of Bordetella pertussis, a 
prototypic PepSY_TM protein 
supporting heme-copper 
oxidoreductase function

Majda Hachmi , Gauthier Roy ‡, Anne-Sophie Debrie , 

Stéphanie Slupek , Rudy Antoine *† and 

Françoise Jacob-Dubuisson *†

University of Lille, Inserm, CNRS, CHU Lille, Institut Pasteur de Lille, U1019-UMR9017-CIIL-Center for 

Infection and Immunity of Lille, Lille, France

In the living world, copper is both toxic in excess and necessary for the activity 

of specific oxidoreductases and electron transfer chains and as such is involved 

in the host-pathogen interface. Mammalian hosts deploy anti-microbial strate-

gies of copper intoxication or starvation of invading microorganisms, collec-

tively called nutritional immunity, and bacteria have developed both protection 

and acquisition systems in response. We recently described a TonB-dependent 

copper importer, CrtABp in the whooping cough agent Bordetella pertussis. Here 

we characterized another protein encoded in the same operon and similarly 

upregulated by copper starvation, CrpH. By combining in vitro and in vivo experi-

ments with transcriptomics, we showed that CrpH contributes to bacterial fit-

ness and enhances respiration by the heme-copper oxidoreductases (HCO) of B. 

pertussis. CrpH belongs to the PepSY_TM superfamily of membrane-associated 

bacterial enzymes, whose known members catalyze heme-mediated ferrisidero-

phore reduction in the periplasm. The corresponding heme-binding motifs of 

CrpH are similarly required for function. Furthermore, we uncovered a synthetic 

growth phenotype of a double crpH-ccoG mutant, the latter gene encoding a 

putative copper reductase involved in HCO assembly. In silico analyses identified 

thousands of CrpH orthologs, leading us to define a new subfamily of PepSY_TM 

proteins found in diverse bacterial species all harboring HCO genes. Collectively, 

our results indicate that CrpH of B. pertussis is a prototype of a family of proteins 

supporting HCO function.

KEYWORDS

aerobic respiration, Bordetella pertussis, copper acquisition, heme-copper 

oxidoreductase, PEPSY_TM family, sequence similarity network, copper  reductase

Introduction

A handful of transition metals are ubiquitously encountered in living beings, where these 

micronutrients play essential structural, regulatory and catalytic roles (Helmann, 2025a; 

Helmann, 2025b). However, metals are also toxic in excess, hence their homeostasis is strictly 

controlled. In particular, they are key players at the host-pathogen interface, with hosts deploy-

ing strategies to intoxicate invading microorganisms with metals or to withhold metals to 

starve them, collectively called nutritional immunity (Murdoch and Skaar, 2022). In turn, 

bacteria have developed a variety of systems to protect against toxic levels of metals or 
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conversely to scavenge scarce metals from their environment 

(Chandrangsu et al., 2017; Fu et al., 2014).

Among transition metals, copper is an integral part of the catalytic 

center of several oxidative enzymes thanks to the redox potential of 

the Cu(I)/Cu(II) couple. Its properties have notably been harnessed in 

electron transport chains for energy generation (Andrei et al., 2020). 

Because copper is also toxic, bacteria have acquired several protection 

mechanisms. In contrast, relatively few copper acquisition systems are 

known in bacteria. A few species synthesize “chalkophores” to acquire 

copper (Buglino et al., 2022; Kenney and Rosenzweig, 2018; Koh et al., 

2017). In diderm bacteria copper crosses the outer membrane through 

porins or TonB-dependent transporters (TBDTs), few of which are 

currently known to import this metal (Bhamidimarri et al., 2021; 

Hachmi et al., 2026). Specific copper uptake across the cytoplasmic 

membrane has mostly been described in respiratory heme-copper 

oxidoreductase (HCO) assembly pathways (Khalfaoui-Hassani et al., 

2023; Khalfaoui-Hassani et al., 2018).

The whooping cough agent Bordetella pertussis harbors a large 

virulence regulon under the control of the two-component BvgAS 

system, but its metabolism also contributes to its success as a pathogen 

(Belcher et al., 2021). With respect to copper, B. pertussis has shed 

most protection systems against copper typically found in 

Proteobacteria, whereas it possesses a three-gene operon, cruR-crtA-

bp2921, maximally expressed under conditions of copper limitation 

and involved in its acquisition (Hachmi et al., 2026; Rivera-Millot et 

al., 2021; Roy et al., 2022). The first gene codes for the copper-respon-

sive upstream ORF CruR, which negatively regulates expression of the 

following two genes in a post-transcriptional manner in conditions of 

copper excess (Roy et al., 2022). The second gene encodes a TBDT, 

CrtA, that imports copper-chelate complexes for the HCOs of B. per-

tussis (Hachmi et al., 2026). HCOs are major cuproproteins in this 

strictly aerobic species which produces two such complexes, an aa3 

cytochrome c oxidase (aa3-Cox) and a bo ubiquinol oxidase (bo-

Qox), as well as a copper-independent bd ubiquinol oxidase (bd-Qox) 

(Kaila and Wikstrom, 2021; McKay et al., 2024). HCO assembly path-

ways have been characterized in a few model bacteria, although not in 

B. pertussis (Hederstedt, 2022).

The function of the protein encoded by bp2921, the last gene of 

the cruR-crtA-bp2921 operon, remains unknown. Because the func-

tions of both CruR and CrtA are linked with copper, we hypothesized 

that the third protein of the operon may also be copper-related. This 

protein (Uniprot Q7VUZ4) belongs to the Pfam PepSY_TM family, 

widespread among eubacteria. PepSY_TM proteins harbor up to six 

transmembrane helices with nested, loosely conserved 60 to 90 resi-

due-long extracytoplasmic α/β PepSY domain(s). A few of them have 

been characterized as being periplasmic ferrisiderophore reductases, 

thereby promoting dissociation of iron for its uptake across the cyto-

plasmic membrane (Hussein et al., 2024; Josts et al., 2021; Ong and 

O’Brian, 2023). The crystal structure of a family member, FoxB of 

Pseudomonas aeruginosa, shows a large periplasmic moiety formed of 

two PepSY domains, each flanked by two transmembrane helices. 

Highly conserved His residues on each side of the membrane axially 

chelate two heme groups for electron transfer from an unknown 

donor to the ferrisiderophore bound in the periplasmic cavity of the 

enzyme (Josts et al., 2021).

In this work, we investigated the function of the protein encoded 

by bp2921. Because CrtA was shown to import copper for the HCOs 

of B. pertussis, we tested the hypothesis that the bp2921-encoded pro-

tein also contributes to HCO-mediated respiration. We found that its 

activity enhances the in vitro and in vivo fitness of B. pertussis. Our 

results indicate that it contributes to HCO function possibly as a peri-

plasmic copper reductase, hence the proposed name CrpH (copper 

reduction in the periplasm for HCOs). In silico analyses identified 

thousands of putative orthologs in various bacterial genera, suggesting 

that CrpH is the prototype of a new subfamily of PepSY_TM proteins 

functionally associated with HCO-mediated respiration.

Materials and methods

Strains and plasmids

Several crpH mutant strains were constructed in this study. An 

in-frame deletion was generated by amplifying the flanking regions of 

bp2921 and cloning them into pSS1129 (Stibitz, 1994). The recombi-

nant plasmid was introduced into E. coli SM10 and transferred to 

B. pertussis BPSM by conjugation for allelic exchange, yielding Bp-

ΔcrpH. We also constructed a crpH KO mutant (Bp-crpHKO) by inser-

tion of the suicide plasmid pFUS2 (Antoine et al., 2000). To compare 

growth profiles between strains harboring the same resistance mark-

ers, a gentamycin-resistant BPSM variant was used where necessary 

(Solans et al., 2018). Site-directed mutagenesis was used to introduce 

the H200A and H444A substitutions in crpH, followed by allelic exchange 

to reintroduce the gene in Bp-ΔcrpH. Knockout mutants of cydAB 

(bp259-260), cyoABCD (bp2930-bp2933), ctaCDFGE (bp3740-

bp3744), and ccoG (bp2173) were obtained by interrupting the first 

gene of each operon with pFUS2. For heterologous expression, crpH 

was PCR-amplified and inserted into NdeI- and HindIII- restricted 

pET-TEV, yielding pET-TEV2921 which encodes CrpH with an 

N-terminal 6-His tag. The NcoI-HindIII fragment of the latter plas-

mid was also introduced in pBAD-mycHis (Invitrogen) for expression 

under the Para promoter. To express crpH under the pT5-lac pro-

moter, the sequence containing the ribosome-binding site, the 6-His 

tag and the 5′ portion of crpH sequence was PCR-amplified from pET-

TEV2921, restricted with BglII and ApaI fragment, and inserted in a 

three-piece ligation with the ApaI-HindIII fragment from the same 

plasmid in pCA24 (Kitagawa et al., 2005). For overexpression in 

B. pertussis, we introduced the P120A + P121A substitutions in cruR by 

allelic exchange in the B. pertussis chromosome, as they deregulated 

and markedly increased expression of a reporter gene replacing crtA 

and crpH (Roy et al., 2022). However, the resulting clones failed to 

produce CrtA, indicating selective pressure against increased expres-

sion of the operon. All PCR-based constructs were verified by Sanger 

sequencing to confirm the absence of extraneous mutations. Strains, 

plasmids, and oligonucleotides used in this study are listed in 

Supplementary Table S1.

Culture conditions

B. pertussis was cultivated on Bordet–Gengou (BG) agar sup-

plemented with defibrinated sheep blood for 48 h at 37 °C. Bacterial 

precultures were carried out in sterile plastic flasks to minimize 

metal contamination in Stainer–Scholte (SS) liquid medium (initial 

OD600 = 0.25) and incubated for 20 h at 37 °C with shaking. For 

high-aeration conditions, cultures were inoculated from these pre-

cultures into 96-well plates (200 μL of medium per well) at an ini-

tial OD600 = 0.15 and grown at 37 °C under continuous agitation 
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(400 rpm) in the EnSight Multimode Plate Reader (PerkinElmer). 

For low-aeration conditions, a second preculture was performed 

in SS medium supplemented with 500 μM Trien, except with the 

cydAB mutants for which the second preculture was performed 

without Trien. Static cultures were inoculated in covered 96-well 

plates (200 μL of medium per 390-μL flat-bottom well) at initial 

OD600 = 0.2. Plates were briefly agitated for 5 min every hour to 

homogenize bacterial suspensions (400 rpm, orbital diameter of 

1 mm) followed by 1 min without agitation prior to OD measure-

ments. For all growth assays, SS medium was supplemented with 

20 mM MgSO4 to maximize crpH expression, and ascorbic acid 

was omitted from the SS medium to minimize Cu reduction, 

except where indicated. For copper supplementation, CuSO4 was 

added at the indicated concentrations. Antibiotics were used at 

final concentrations of 100 μg/mL streptomycin and 10 μg/mL 

gentamycin for strains carrying pFUS2. For recombinant expres-

sion of crpH, various media, temperature and induction conditions 

were tested with all plasmids. pET-TEV2921 was introduced in 

E. coli C43(DE3) and grown in LB or terrific broth at 37 °C, for 4 h 

with 1 mM IPTG or 20 °C overnight with 100 μM IPTG; or in 

auto-induction medium (AIM) at 37 °C for 4 h then 20 °C over-

night. For expression in pBAD, E. coli LMG194 was grown in LB 

or terrific broth medium for 4 h at 37 °C then 16 °C overnight with 

0.2% arabinose. For pCA24-2921, expression was performed in 

E. coli UT5600 or BL21 grown in M9 medium at 18 °C overnight 

with 200 μM or 1 mM IPTG; or in AIM at 28 °C; or in LB for 4 h 

at 37 °C then overnight at 16° C with 200 μM or 1 mM IPTG. In 

all conditions 250 μM NH4Fe(SO4)3 and 50 μM levulinate 

were added.

ATP quantification

Intracellular ATP levels were quantified using the BacTiter-Glo™ 

Microbial Cell Viability Assay (Promega). Bacteria were grown either 

under agitated or static conditions in 96-well plates containing 200 μL 

of medium per well supplemented with 2 μM CuSO4. After 24 h for 

agitated cultures and 24 h or 48 h for static cultures, 100 μL was used 

to measure the OD600, and the remaining 100 μL was mixed with an 

equal volume of reagent in white opaque 96-well plates. After 5 min 

of incubation at room temperature, light emission was measured using 

a Tecan microplate reader. Four biological replicates, each with three 

technical replicates were performed, and the results were expressed as 

relative light units (RLU) normalized to the OD600.

TMPD assay

Bacteria grown in T25 flasks (10-mL cultures) were harvested at 

early or late-exponential growth phase and during late-exponential 

growth phase for high- and low-aeration conditions, respectively. They 

were diluted in 50 mM Na-phosphate buffer (pH 7.0), 150 mM NaCl, 

mixed with 0.5 mM TMPD (from a 10 mM stock solution in the same 

buffer containing 100 μM ascorbate), and TMPD oxidation was mea-

sured by recording absorbance at 562 nm using a Uvikon spectropho-

tometer. Initial rates of reaction were used to calculate the enzymatic 

activities, which were normalized to the OD600 value of the corre-

sponding culture. Cytochrome c oxidase activity measured for the 

aa3-Cox-deficient Bp-ctaCDFGEKO mutant, corresponding to non-

specific oxidation, was subtracted from the values measured for the 

other strains.

RNA extraction and sequencing

The bacteria were grown in T25 flasks with or without agitation 

(200 rpm) in SS medium supplemented with 20 mM MgSO4. Bacterial 

suspensions (8 mL) were collected at mid-exponential phase and cen-

trifuged at 4,000 rpm for 15 min at 4 °C after adding 2 mL of a 

phenol:ethanol solution (5:95, v/v). Total RNA was extracted using 

Tri-Reagent (Invitrogen), followed by two consecutive DNase I treat-

ments (Sigma-Aldrich), each followed by purification using AMPure 

XP beads (Beckman Coulter) to remove genomic DNA and contami-

nating solvents. RNA concentration was measured with a NanoDrop 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), and RNA integrity was 

assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer with the RNA 6000 Nano 

kit (Agilent Technologies). Ribosomal RNA was depleted using the 

QIAseq FastSelect-5S/16S/23S Kit (Qiagen). Strand-specific RNA-seq 

libraries were prepared with the QIAseq Stranded RNA Library Kit 

(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. Libraries were 

sequenced on an Illumina NextSeq 500 system (Illumina, Inc.) in 

high-output mode. All samples were multiplexed on one lane of the 

flow cell and sequenced in single-read sequencing mode with read 

lengths of 150 base pairs. Raw RNA-seq reads were processed with 

Illumina quality control tools using default settings. The data were 

deposited in ArrayExpress,1 under the accession number 

E-MTAB-16727.

RNA-seq data analyses and dataset filtration

Raw sequencing data from three biological replicates of the two 

strains in each growth condition were processed using the SPARTA 

pipeline (Johnson et al., 2016). Briefly, the reads were first processed 

with Trimmomatic to remove Illumina adapter sequences and low 

quality reads with the following parameters (adapters/truseq3-se.

fa:2:30:10; leading:3; trailing:3; slidingwindow:4:15; minlen:36). The 

quality of the reads was then assessed using fastQC. They were 

mapped on the B. pertussis TohamaI reference genome using Bowtie. 

The number of reads mapped to the different features was calculated 

using HTSeq-count. Transposase-encoding genes and pseudogenes 

were removed from the output tables containing reads per kb and 

million bp (RPKM) values for all annotated genes. The differential 

gene expression analysis for all the other genes was done using the 

edgeR package. Potential Batch Effects were detected using 

MultiDimensional Scaling (MDS) plot. Differential expression thresh-

olds were set at log2FC ≥1 for upregulation and log2FC ≤−1 for down-

regulation, with an FDR ≤0.05 considered statistically significant. The 

results were visualized as a volcano plot generated with GraphPad 

Prism. A functional enrichment analysis (over-representation analy-

sis) was performed on the lists of genes specifically up- or down-reg-

ulated in Bp-ΔcrpH using the R programming language. Genes were 

first mapped to the STRING database using the B. pertussis taxon 

(TaxID 257,313) to assign a unique STRING identifier to each gene. 

Genes that could not be mapped were excluded from subsequent 

analyses. The remaining genes were associated with functional terms 

using all proteins annotated in STRING as the reference background. 

Functional enrichment was performed using the clusterProfiler R 

package with a p-value ≤0.05 adjusted using the Benjamini–Hochberg 

correction. For each functional term, a fold-enrichment value was 

1 https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
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calculated as the ratio between the numbers of genes associated with 

a given term in the list of interest and in the reference background. 

This metric was used to evaluate the degree of over-representation of 

each functional term in the analyzed gene set. The main enriched 

functional categories were visualized graphically according to fold 

enrichment, adjusted p-value, and the numbers of genes.

Animal experiments

BPSM harboring a gentamycin resistance marker (Solans et al., 

2018) and Bp-ΔcrpH cultivated in standard SS medium were used to 

inoculate agitated cultures under copper-limiting conditions in 

medium with 50 μM of bathocuproine disulfonate (BCS) to maximize 

expression of the operon. Bacteria were diluted in sterile PBS, and 

mice were infected via the intranasal route with 5 × 104 CFU in a 

20-μL inoculum. For co-infection experiments, mice received an 

equal mixture of BPSM and Bp-ΔcrpH, each at 5 × 104 CFU per 

mouse. Groups of three or four mice for BPSM and four for Bp-ΔcrpH 

were anesthetized using euthasol (140 mg/kg) followed by cervical 

dislocation after 3 h, 4 days, 7 days, and 14 days post-infection. Lungs 

and nasal cavities were collected, homogenized in PBS, and dilutions 

were plated on BG agar to determine CFU counts for each strain. In 

co-infection experiments, the two strains were differentiated by their 

antibiotic resistance markers. The study protocol was approved by the 

Ethical Committees of the Region Nord-Pas-de-Calais and the 

Ministry of Research under the agreement number APAFIS #51236-

2024041114331031 v7.

Statistics

Statistical analyses were performed using a nonparametric per-

mutation-based ANOVA with a global model including two factors 

and their interaction (strain × time for animal experiments; strain × 

culture condition for TMPD and BacTiter-Glo assays). Significance 

was assessed using 10,000 permutations. When a significant interac-

tion effect was detected, strain comparisons were performed indepen-

dently at each time point or condition using permutation-based 

one-way ANOVA. Resulting p-values were adjusted for multiple test-

ing using the Benjamini–Hochberg procedure. Effect sizes and confi-

dence intervals were calculated according to Cohen’s d test.

In silico analyses

All PepSY_TM proteins were first collected from the nr NCBI 

database (1/1/2025) using the PepSY_TM.hmm profile,2 sequence 

redundancy was reduced to 80% identity using CD-HIT,3 and the pro-

teins (>40,000) were subjected to sequence similarity network analyses 

(SSN) using the Enzyme Function Initiative Enzyme Similarity Tool 

(EFI-EST)4 (Oberg et al., 2023). Networks were visualized by 

Cytoscape (Shannon et al., 2003). To build a weblogo (Crooks et al., 

2004), we aligned 63 orthologs with ClustalW. ConSurf was used to 

analyze the conservation in this set. Co-occurrences analyses were 

performed on fully assembled bacterial genomes (>40,000) as 

described (Antoine et al., 2025). BlastP analyses were performed with 

2 https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF03929

3 http://bioinformatics.org/cd-hit/

4 https://efi.igb.illinois.edu/efi-est/

all PepSY_TM proteins encoded in these genomes, and those whose 

first hit belongs to the CrpH SSN cluster were collected and consid-

ered CrpH orthologs.

Immunoblot analyses

Antibodies against a synthetic CrpH peptide were produced in 

rats (Eurogentec) and used at a 1:500 dilution for detection of the 

protein from B. pertussis extracts, followed with an anti-rat-HRP con-

jugate (dilution 1:5,000; Promega). The recombinant protein produced 

in E. coli was detected using an antibody against a His6 tag 

(SigmaAldrich) followed with an anti-mouse–HRP (dilution 1:5,000; 

Promega). Detection was performed with the Amersham ECL Prime 

Western Blotting System using the Amersham Imager 600 (GE).

Results

Conditional growth defect of the crpH KO 
strain

To determine the role of CrpH in B. pertussis, we inactivated the 

corresponding gene by insertion. The growth of the resulting 

Bp-crpHKO strain was compared to that of its wild-type (WT) parent, 

BPSM, in medium supplemented with the specific Cu(II) chelator tri-

ethylenetetramine (Trien) in 96-well plates under standard high-aer-

ation culture conditions. Trien was added to limit copper availability 

and thereby to maximize crpH expression. Under these conditions 

however, Bp-crpHKO exhibited no growth defect relative to its parent, 

and addition of CuSO4 hardly improved growth of the two strains 

(Figure 1A).

In contrast, when cultured under static, low-aeration conditions 

in copper-limited medium, Bp-crpHKO exhibited a pronounced 

growth defect relative to its WT parent (Figure 1B). In copper-supple-

mented medium, both strains reached higher cellular densities, imply-

ing that this metal is key to facing low aeration. However, growth of 

the mutant strain remained much lower than that of the WT 

parent, even at a high copper concentration (Figure 1B; 

Supplementary Figure S1). Thus, optimal B. pertussis growth under 

low-aeration conditions requires both copper and crpH. The condi-

tional growth defect of the mutant in low aeration hints at a role of 

CrpH in respiration.

Attempts to complement the deletion mutant were unsuccessful, 

most likely because the complex regulation of the operon could not be 

reproduced in trans (Roy et al., 2022). Because crpH is the last gene of 

the operon and the adjacent bp2920 gene is transcribed in opposite 

orientation, a polar effect of crpH inactivation was very unlikely. We 

nevertheless confirmed the phenotype observed with Bp-crpHKO by 

introducing an in-frame deletion in crpH. Growth of the resulting 

Bp-ΔcrpH mutant in low-aeration conditions was similar to that of 

Bp-crpHKO, confirming that the conditional growth phenotype was 

caused by crpH inactivation (Supplementary Figure S2).

Importance of CrpH for HCO-mediated 
respiration

To substantiate a potential role of CrpH in HCO-dependent res-

piration, the cydAB operon coding for the copper-independent 
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bd-Qox was inactivated in both Bp-ΔcrpH and the parental strain, 

yielding Bp-(crpHcydAB)KO and Bp-cydABKO, respectively. In the 

absence of cydAB, B. pertussis growth should become strictly depen-

dent on copper, which is required for HCO function. Growth of 

Bp-cydABKO and Bp-(crpHcydAB)KO was monitored under low-aera-

tion conditions in copper-limiting medium or in medium supple-

mented with CuSO4. As expected, the growth of both strains was 

impaired in copper-limiting medium. CuSO4 supplementation mark-

edly improved the growth of Bp-cydABKO, whereas that of 

Bp-(crpHcydAB)KO remained modest (Figure 1C). The limited growth 

rate of Bp-(crpHcydAB)KO under low-aeration conditions even with 

copper supplementation suggested a defect in using copper for respi-

ration in the absence of CrpH, consistent with the idea that CrpH 

somehow sustains the activity of one or both HCO(s) in B. pertussis.

We compared the intracellular ATP levels in the WT and 

Bp-crpHKO strains grown with CuSO4. In high-aeration conditions, 

ATP levels did not markedly differ between the two strains (Figure 2A). 

In contrast, they were reduced in Bp-crpHKO relative to its parent in 

low-aeration conditions both in early- and late-log phases, supporting 

a role of CrpH in respiration efficiency (Figures 2B,C).

We next inactivated cyoABCD or ctaCDFGE, coding for bo-Qox 

and aa3-Cox respectively, in Bp-ΔcrpH. However, the resulting 

mutant strains hardly grew at all in low-aeration conditions, while the 

same KO mutations had milder effects in the parental strain. In con-

trast, the growth rates of these mutants were hardly reduced relative 

to the WT parent in high-aeration conditions 

(Supplementary Figure S3). Collectively, these results might be inter-

preted as follows. In high-aeration conditions, the copper-indepen-

dent bd-Qox might be a major respiratory oxidase for B. pertussis, 

accounting for the absence of phenotypes of the crpH mutant. In low-

aeration conditions in contrast, optimal growth requires HCO activity, 

and the role of CrpH becomes apparent. Thus, our results are consis-

tent with a role for CrpH in handling respiratory copper.

The activity of cytochrome c oxidases can easily be measured in 

bacteria using the chromogenic molecule TMPD, which turns blue 

when oxidized. We thus determined aa3-Cox activities in the WT and 

Bp-crpHKO strains by spectrophotometry. Both strains exhibited simi-

lar activities both in high- and low-aeration conditions even without 

CuSO4 addition (Figure 3). Therefore, these results suggest that CrpH 

is not essential for aa3-Cox activity, although this rather crude assay 

might overlook moderate differences. Unfortunately, we could not 

measure bo-Qox activity, as no simple assay is available for ubiquinol 

oxidase activity. Therefore, these data did not enable us to unequivo-

cally identify the potential client(s) of CrpH activity.

Effect of crpH inactivation on gene 
expression

To investigate the defect of Bp-ΔcrpH, we compared its transcrip-

tomes under high- or low-aeration conditions with RNA-seq, using 

FIGURE 1

Growth phenotypes of the crpH mutant. (A,B) The growth of Bp-crpHKO was compared to that of the WT strain under high- (A) or low-aeration 

(B) conditions. The strains were cultured under copper-limiting conditions (500 μM Trien) or in medium supplemented with CuSO4 at 2 μM in 96-well 

plates. (C) Bp-cydABKO and Bp-(crpHcydAB)KO were grown under low-aeration conditions in standard medium supplemented with 500 μM Trien or 

10 μM CuSO4. Representative growth curves from three independent biological replicates are shown. The data represent the means ± SD of three 

technical replicates.



Hachmi et al. 10.3389/fmicb.2026.1786092

Frontiers in Microbiology 06 frontiersin.org

the transcriptomes of the WT strain in the same conditions as refer-

ences (Supplementary Table S2). The culture conditions markedly 

affected gene expression in both strains, and the mutant displayed a 

larger number of differentially expressed genes than the WT strain, 

indicating that crpH inactivation impacts the B. pertussis 

transcriptome.

We found 214 genes expressed at lower level (log₂FC ≤−1) under 

low-aeration conditions in Bp-ΔcrpH compared to 104 in the WT 

strain, and 390 genes expressed at higher levels (log₂FC ≥1) under 

low-aeration conditions in the mutant strain compared to 243 in its 

parent. After removing genes that vary in the same direction in both 

strains and thus reflect culture conditions, we analyzed the genes with 

a specific regulation status in the mutant in low-aeration conditions 

(Figure 4A). Among these, cyoA, cyoB, cyoC and cyoD encoding the 

bo-Qox complex, and atpA, atpB, atpC, atpG, and atpD, encoding 

subunits of the ATP synthase complex, were downregulated in the 

mutant only. Conversely, several chaperone and protease genes (dnaK, 

dnaJ, hptG, clpB, grpE, lon, mucD) were up-regulated. An over-repre-

sentation analysis was performed to define the major functional path-

ways impacted by crpH inactivation (Figure 4B). Genes coding for 

ribosomal components, translation and transcription, polysaccharide, 

nucleotide and amino acid biosynthesis and transport were enriched 

among the down-regulated genes, consistent with a slow-down of 

B. pertussis metabolism and growth. Among the upregulated genes, 

we found genes involved in the stress response as well as genes for the 

transport and catabolism of amino acids. Thus, according to this 

FIGURE 2

ATP levels in the crpH mutant relative to the WT strain. ATP levels were measured using the BacTiter-Glo assay. WT and Bp-crpHKO were cultivated 

under high- (A) or low-aeration conditions (B,C) in medium supplemented with 2 μM CuSO4. Luminescence values are expressed as relative light units 

(RLU) normalized to the optical density of the cultures at 600 nm. Data represent the mean ± SD of four independent biological replicates. Statistical 

significance was determined using a non-parametric permutation-based ANOVA (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001).

FIGURE 3

Cytochrome c oxidase activity in the crpH mutant relative to the WT strain. WT and Bp-crpHKO were grown under high-aeration conditions to late-log 

phase in the presence of 2 μM CuSO4 (A). To assess if aa3-Cox accumulation over the duration of the culture or the presence of CuSO4 might mask the 

effect of crpH inactivation, the activity was also measured in early-log phase without added copper in high-aeration conditions (B), and in late-log 

phase without added copper in low-aeration conditions (C). The cytochrome c oxidase activities were normalized to the optical density of the cultures 

at 600 nm. Data are shown as mean ± SD of four biological replicates. Statistical significance was determined using a non-parametric permutation-

based ANOVA (*p < 0.05).
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analysis, the absence of CrpH affects the metabolism of B. pertussis 

and generates stress in low-aeration conditions. The impact on cyo-

ABCD expression suggests that inactivation of crpH affects the regula-

tion of respiratory pathways, further supporting a role of CrpH for 

HCO activity, possibly on bo-Qox.

CrpH contributes to the fitness of Bordetella 
pertussis in the murine respiratory tract

To evaluate the in vivo role of CrpH, we tested whether its inacti-

vation influences the ability of the mutant strain to colonize the respi-

ratory tract of mice. We infected mice with the WT or Bp-ΔcrpH 

strains or co-infected them with equal numbers of both, and we deter-

mined the numbers of bacteria in the noses and lungs of the animals 

over time. The colonization profiles of the two strains did not signifi-

cantly differ from one another when they were administered sepa-

rately (Figure 5A). However, in co-infection experiments, Bp-ΔcrpH 

exhibited a reduced capacity to persist and replicate compared to the 

WT parent, indicating that expression of this gene confers a 

competitive advantage in vivo (Figure 5B; Supplementary Figure S4). 

Thus, CrpH promotes the adaptation of B. pertussis to host conditions 

and to its replication and persistence in the respiratory tract, most 

likely because it indirectly contributes to respiration. Of note, similar 

results were obtained for the crtA mutant (Hachmi et al., 2026), con-

sistent with the two genes being involved in the same pathway.

CrpH is the prototype of a PepSY_TM 
subfamily

To identify CrpH orthologs, we collected all proteins that respond 

to the PepSY_TM Pfam signature in the NCBI database (>195,000 

proteins), reduced sequence redundancy to 80% (>41,000 proteins) 

and performed a sequence similarity network (SSN) analysis. This 

revealed that the PepSY_TM superfamily is extremely diverse. CrpH 

belongs to a large sequence cluster of >3,000 members distinct from 

those of FoxB and other PepSY_TM proteins, namely FhuB, FsrB, 

FpvG and HiuB (Hussein et al., 2024; Josts et al., 2021; Ong and 

O’Brian, 2023; Ganne et al., 2017; Hernandez-Ortiz et al., 2026) 

FIGURE 4

Differentially expressed genes in the crpH mutant under low- versus high aeration conditions. (A) Volcano plot of the genes of interest, with the log2fold 

change (FC) plotted on the x-axis and the statistical significance (−log10 FDR) on the y-axis. Upregulated and downregulated genes are shown in yellow 

and blue, respectively. Selected genes of interest are labeled on the plot. Genes with log2FC ≥1 or log2FC ≤−1 and FDR ≤0.05 were considered 

significantly differentially expressed. Data represent the mean of three independent biological replicates. (B) Over-representation analysis of genes 

specifically down- or upregulated in the Bp-ΔcrpH strain in low-aeration conditions. Enriched genes were grouped into functional categories, with the 

fold enrichment indicating the magnitude of over-representation in the functional categories. The circle sizes indicate the number of genes associated 

with each functional category, and the colors represent the adjusted p-values (p ≤ 0.05). The full data set is available in Supplementary Table S2.
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(Figure 6A). We generated AF3 models of CrpH and the latter four 

proteins, as well as of proteins of related families, VciB (Peng and 

Payne, 2017) and FrcB (Small and O'Brian, 2011) and compared them 

with the X-ray structure of FoxB (Figure 6B; Supplementary Figure S5). 

All proteins have at least four predicted TM segments and large peri-

plasmic domains forming a vast cavity. His residues are found in CrpH 

at similar positions as the functionally essential heme-binding His 

residues of FoxB, suggesting a similar activity. Interestingly, several 

eukaryotic metal reductases have related architectures with heme 

groups in the membrane region for extra-cytoplasmic catalysis 

(Hassett and Kosman, 1995; Ohgami et al., 2006) 

(Supplementary Figure S5).

To further characterize the CrpH orthologs we collected the 

PepSY_TM proteins found in operons with CrtABp orthologs 

(Hachmi et al., 2026), that all belong to the CrpH sequence cluster. 

We performed sequence alignment of these proteins and built a 

Weblogo (Supplementary Figure S6). Conservation among CrpH 

orthologs is mostly confined to the peri- and trans-membrane 

regions, indicating very diverse substrate-binding periplasmic cavi-

ties (Supplementary Figure S6).

To investigate if CrpH orthologs might be generally related to 

aerobic respiration, we analyzed >40,000 fully sequenced bacterial 

genomes for the co-occurrence of crpH orthologs with genes coding 

for copper-related proteins (Supplementary Table S3). The majority of 

bacteria encoding putative CrpH orthologs also encode HCO com-

plexes and orthologs of ScoI, a copper chaperone involved in HCO 

assembly (Canonica et al., 2019), whereas the co-occurrence of crpH 

genes with genes coding for proteins involved in respiration on nitro-

gen species is much lower (Supplementary Table S4).

Collectively, our in silico analyses revealed that CrpH is distinct 

from previously reported bacterial PepSY_TM proteins. We identified 

thousands of putative orthologs in various bacteria. CrpH orthologs 

harbor invariant His residues like PepSY_TM-type ferrireductases, 

suggesting that they might have an analogous activity. They are found 

in the genomes of bacteria that all harbor one or several clusters of 

HCO-coding genes for aerobic respiration. Together with our wet-lab 

data, these elements suggest that these proteins might reduce copper 

to support HCO function. The periplasmic cavity of CrpH orthologs 

is poorly conserved, indicating that they are unlikely to all have the 

same substrates.

Functional investigation of CrpH

We tried to produce CrpH as a recombinant protein in Escherichia 

coli to test its function in vitro. Unfortunately, all attempts were unsuc-

cessful, irrespective of the expression system, culture medium or tem-

perature. In a few instances a faint protein band at the expected size 

for CrpH was detected by immunoblotting (Supplementary Figure S7), 

FIGURE 5

Role of CrpH in a murine infection model. (A) Bacterial loads were quantified in the nasal cavities (left panel) and lungs (right panel) following single 

infection with either WT B. pertussis or Bp-ΔcrpH. (B) Bacterial colonization was also assessed in the nasal cavities (left panel) and lungs (right panel) of 

mice co-infected with both strains. Each point represents an individual mouse, and the dashed lines indicate the limits of detection. Statistical 

significance was determined using a non-parametric permutation-based ANOVA followed by Cohen’s d test. In nasal co-infection, significant 

differences were observed at J4 (p = 0.000351, d = 5.12, 95% CI 4.03–16.7) and J14 (p = 0.00299, d = 3.40, 95% CI 2.77–39.7). In lung co-infection, 

significant differences were observed at J4 (p = 0.0198, d = 2.23, 95% CI 1.30–7.24), J7 (p = 0.0464, d = 1.77, 95% CI 1.39–7.92), and J14 (p = 0.000552, 

d = 4.71, 95% CI 3.37–17.4).
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but production could not be scaled up for extraction and purification. 

We also detected a faint protein band in B. pertussis extracts between 

100 and 150 kDa, suggesting that CrpH forms a homodimer or a com-

plex with another protein in the native host (Supplementary Figure S7). 

Overproduction could not be achieved in B. pertussis either. Thus, 

CrpH appears to be expressed at very low level and/or to be quickly 

degraded. It might be detrimental in excess, accounting for its tightly 

regulated expression.

We asked whether the invariant His residues of CrpH are required 

for its function. Those predicted to be on the periplasmic side of the 

transmembrane helices (Figure 6B) were both substituted with Ala 

residues. The effect of these replacements was evaluated by determin-

ing the growth phenotype of the recombinant strain, Bp-crpHH200A-

H444A, compared to the WT and Bp-ΔcrpH strains. Bp-crpHH200A-H444A 

exhibited a similar growth defect as Bp-ΔcrpH, supporting the func-

tional importance of these His residues (Figure 7A). The mutant pro-

tein from B. pertussis membrane extracts migrated at the same place 

as its native counterpart, suggesting that it was correctly assembled 

(Supplementary Figure S7).

FoxB and its HiuB ortholog in Caulobacter vibrioides are encoded 

next to TBDTs that import ferrioxamine, which then serves as the 

substrate of these two enzymes. We reasoned that if similarly, the 

Cu-chelate complex imported by CrtABp is the CrpH substrate, inac-

tivation of either gene should have similar effects. Note that the copper 

complex(es) imported by CrtA in vivo have not been identified, but in 

laboratory conditions, CrtABp transports Cu(II) chelated by small 

carboxylate-rich organic molecules (Hachmi et al., 2026). However, 

Bp-ΔcrtA displayed a growth profile indistinguishable from that of the 

parental strain in low-aeration conditions, unlike Bp-ΔcrpH 

(Figure 7B). This indicated a probable redundancy in Cu import 

(Hachmi et al., 2026) and also that CrpH can function independently 

of the CrtA-imported copper complex.

Partial functional overlap of crpH and ccoG

To test in a different way the hypothesis that CrpH might be a 

copper reductase, we attempted to inactivate the gene coding for an 

unrelated putative copper reductase involved in HCO assembly in 

other bacteria. Thus, in Rhodobacter capsulatus, the membrane-asso-

ciated protein CcoG reduces Cu(II) in the cytoplasm before Cu(I) 

export and delivery to periplasmic chaperones for incorporation into 

the HCO cbb3-Cox complex (Marckmann et al., 2019). CcoG ortho-

logs are also found in non-cbb3-producing bacteria. In B. pertussis the 

ccoG ortholog, bp2173, is next to the ccoNOQP operon (bp2169-72) 

which codes for a non-functional cbb3-Cox, since ccoN is a pseudo-

gene. Knocking ccoG out was easily achieved in the WT strain but 

extremely difficult in Bp-ΔcrpH, with a single clone obtained after 

several attempts. The Bp-(crpHccoG)KO strain showed a strong aggre-

gation phenotype in aerated cultures performed in flasks or tubes 

(Figure 8A). Nevertheless, its growth was only mildly affected in high-

aeration cultures in plates, in line with a major role of bd-Qox in these 

conditions (Figure 8B). In low-aeration conditions, however, 

FIGURE 6

In silico analyses of the CrpH family. (A) Representative node network of the PepSY_TM superfamily (SSN performed with an AST value of 82; <80% 

sequence redundancy). CrpH belongs to the yellow cluster. Other known PepSY_TM proteins were positioned on this network. (B) X-ray structure of 

FoxB and AlphaFold model of CrpH. The structure of FoxB shows two heme groups axially each chelated by two conserved His residues. The hemes 

are involved in the transfer of an electron for the reduction of ferrioxamine bound in the periplasmic cavity. In the CrpH model the His residues are 

present at similar positions as in FoxB, two on each face of the membrane. The left panels show the entire proteins, while the right panels focus on the 

transmembrane regions. Note that some eukaryotic membrane-associated metal reductases (Supplementary Figure S2) have similarly positioned His 

residues, suggesting a conserved catalytic mechanism, although they have other family signatures.
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Bp-(crpHccoG)KO failed to grow even with copper supplementation, 

while the single ccoG mutant showed a milder growth defect 

(Figure 8B). This synthetic growth phenotype supports to notion that 

the two proteins represent parallel yet non-redundant pathways that 

support HCO-mediated respiration.

Discussion

In this work we describe the prototype of a new subfamily of 

PepSY_TM proteins. Together with the copper regulation of the 

CrpH-coding operon in B. pertussis and the presence of crtA, a TonB-

dependent copper transporter gene in the same operon (Hachmi et 

al., 2026; Roy et al., 2022), our data indicate that CrpH is related with 

copper, unlike other known PepSY_TM enzymes. In silico analyses 

showed that CrpH and its orthologs belong to a specific sequence clus-

ter of PepSY_TM proteins and are found in various bacteria that all 

harbor HCO-coding operons. We speculate that it might be a copper 

reductase, but further investigations will be required to confirm this 

hypothesis.

Transition metals play dual roles at the host-pathogen interface 

(Murdoch and Skaar, 2022; Sheldon and Skaar, 2019), but the notion 

that mammals also use copper nutritional stress as an antimicrobial 

tool is rather recent (Besold et al., 2018; Buglino et al., 2025). For 

B. pertussis, the reduced competitiveness of the crtA mutant in mice 

suggests that this bacterium might similarly experience copper scar-

city in the course of infection (Hachmi et al., 2026). The deployment 

of copper provision pathways for specific client proteins, such as 

HCOs in aerobic bacteria or methane monooxygenase in methano-

trophs, may be an emerging theme in bacteria (Khalfaoui-Hassani 

et al., 2023; Khalfaoui-Hassani et al., 2018; Buglino et al., 2025; 

Dassama et al., 2016). In contrast, our in vitro results showed that 

CrpH is necessary for optimal growth in low aeration conditions 

even when copper is available, indicative of a role in copper utiliza-

tion rather than acquisition. B. pertussis respires exclusively on 

molecular oxygen, and its HCO complexes, in particular bo-Qox, 

are important in murine models of infection (McKay et al., 2024; 

Gonyar et al., 2019). The role of CrpH for growth in the absence of 

the copper-independent respiratory oxidase bd-Qox, the decreased 

ATP levels of the crpH KO mutant, the reduced competitiveness of 

the mutant in mice and the transcriptomic data all support a role for 

CrpH in handling copper for HCOs in B. pertussis. Notably, expres-

sion of the Pseudomonas aeruginosa CprH ortholog (Uniprot 

Q9I682) is extinguished by the presence of endogenously produced 

hydrogen cyanide, an HCO poison, suggesting a similar link 

between CrpH and HCO complexes in that species (Frangipani et 

al., 2014).

Respiratory complexes widely vary between bacterial species 

depending on their physiology and their environment, and their 

assembly routes are also very diverse (Hederstedt, 2022; Llases et al., 

2019). Insertion of Cu(I) and Cu(II) in the electron-accepting CuA 

center of aa3-Cox is mediated by the copper chaperones PCuAC and 

ScoI in several species, following reduction of the CuA site’s Cys resi-

dues by periplasmic thioredoxins (Canonica et al., 2019; Abicht et al., 

2014; Abriata et al., 2008). Insertion of Cu(I) in the O2-reducing CuB 

center of aa3-Cox is mediated by other copper chaperones 

(Hederstedt, 2022). Copper insertion in the CuB site of cbb3-Cox in 

the model organism R. capsulatus successively involves Cu(II) import 

in the cytoplasm by the MFS transporter CcoA, reduction by CcoG, 

re-export of Cu(I) by the P1B-type ATPase CcoI, and finally action of 

periplasmic copper chaperones (Khalfaoui-Hassani et al., 2018; 

Marckmann et al., 2019; Trasnea et al., 2018). Little is known regard-

ing the assembly of the CuB site in bo-Qox except that it involves an 

MFS copper importer in E. coli (Khalfaoui-Hassani et al., 2023). 

B. pertussis harbors genes coding for several of the above proteins, but 

their functions in the assembly of its HCO complexes have not been 

characterized.

The growth phenotypes of crpH mutants, the synthetic phenotype 

of the double crpH-ccoG mutant, the conserved metal reductase activ-

ity in the PepSY_TM family and the functional importance of CrpH’s 

invariant His residues lead us to speculate that CrpH might be a peri-

plasmic copper reductase supporting HCO function. Several mem-

brane-associated metal reductases of other Pfam families in eukaryotes 

and prokaryotes are functionally and structurally related to PepSY_

TM proteins. They reduce Fe, and also Cu for some of them, at the 

extracytoplasmic side of the plasma membrane using heme groups for 

catalysis (Ohgami et al., 2006; Cain and Smith, 2021; Wyman et al., 

FIGURE 7

Functional characterization of CrpH. (A) Growth curves of WT, Bp-ΔcrpH, and Bp-ΔcrpHH200A-H444A under low-aeration conditions in medium 

supplemented with 2 μM CuSO4. (B) WT, Bp-ΔcrpH, and Bp-ΔcrtA were grown under low-aeration conditions in medium supplemented with 500 μM 

Trien to induce copper limitation. The Bp-ΔcrtAKO strain does not phenocopy Bp-ΔcrpH, indicating that CrpH does not depend on the Cu complex 

imported by CrtA.
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2008). Thus, extracytoplasmic reduction of nutrient metals appears to 

be a widespread strategy.

CrpH comprises a large periplasmic cavity. In other PepSY_TM 

proteins, this cavity is used for substrate binding. However, CrpH 

activity appears to be independent of the copper complex imported 

by the co-regulated TBDT CrtA, and therefore its substrate(s) remains 

to be determined. The non-conserved periplasmic cavity among CrpH 

orthologs suggests the possibility of different partners across bacterial 

species. Of note, the reductase FsrB, which belongs to a different 

sequence cluster than CrpH, was shown to have a variety of 

Fe-siderophore substrates, suggesting that PepSY_TM proteins might 

not be highly selective (Ong and O’Brian, 2023).

The copper site(s) that rely on CrpH remain to be determined. 

The extremely severe growth phenotypes of the crpHctaCDFGE (aa3-

Cox) and crpHcyoABCD (bo-Qox) mutants did not allow to draw firm 

conclusions, but they nevertheless indicated that both aa3-Cox and 

bo-Qox activities might be impacted by the absence of CrpH. However, 

the crpH mutant strain displayed aa3-Cox activity, suggesting that 

CrpH might have a minor role toward this complex. Transcriptomics 

analyses indicated that the absence of crpH affects cyoABCD expres-

sion. Of note, the latter genes are part of a large “copper locus” notably 

encompassing cruR, crtA and a bufferin operon (Leprevost et al., 

2024). Altogether, thus, bo-Qox is a good client candidate for CrpH-

mediated copper provision.

The bd-Qox and bo-Qox complexes of B. pertussis were predicted 

to have high- and low affinity for molecular oxygen, respectively. 

However, our results indicated that bd-Qox is important in high-

aeration culture conditions. In some bacteria, bd-Qox provides pro-

tection from oxidative stressors likely more abundant in strongly 

aerated cultures, which would be consistent with our findings (Borisov 

et al., 2025; Xia et al., 2018). In contrast, the bo-Qox complex of 

B. pertussis was found here to be necessary in low-aeration conditions. 

Such as adaptation is not unprecedented, as the bo-Qox complex 

Rhizobium etli was reported to be utilized in low-oxygenation condi-

tions (Lunak and Noel, 2015). Altogether thus, it is likely that the 

respiratory complexes have adapted to the specific niches of each 

species.

Unlike FoxB, CrpH could not be produced in recombinant form 

in E. coli, it was detected at very low level in B. pertussis, and attempts 

to overexpress crpH in B. pertussis were unsuccessful. We speculate 

that this may be related to its enzymatic function. The strict negative 

regulation of the operon by copper most likely evolved to limit the 

production of CrpH, possibly because of the danger of an imbalance 

to the periplasmic Cu(I)/Cu(II) ratio.
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FIGURE 8

Effect of ccoG inactivation. CcoG is a putative cytoplasmic Cu(II) reductase. (A) Aggregation phenotype of Bp-(crpHccoG)KO in high-aeration conditions 

in tubes. (B) WT, Bp-crpHKO, Bp-(ccoG)KO, and Bp-(crpHccoG)KO were grown under high- (left panel) or low-aeration conditions (right panel) in 96-well 

plates in medium supplemented with 2 μM CuSO4. Data are representative of three biological replicates and correspond to the mean ± SD of three 

technical replicates.
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Discussion 
 

Le cuivre est un élément essentiel en biologie, car il joue le rôle de cofacteur dans des enzymes 

importantes. Cependant, il est toxique en excès et les êtres vivants, notamment les bactéries, 

doivent réguler son homéostasie intracellulaire. De ce fait, divers mécanismes de défense 

contre l’excès de cuivre ont été caractérisés chez les bactéries (Solioz, 2018).  

Notre laboratoire s’est intéressé particulièrement à l’homéostasie du cuivre chez B. pertussis, 

une bactérie aérobie pathogène, qui colonise le tractus respiratoire humain. B. pertussis a 

perdu la majorité de ses mécanismes de défense contre le cuivre, probablement en raison de 

sa niche restreinte (Antoine et al., 2019; Rivera-Millot et al., 2021). Contrairement aux 

bactéries environnmentales, elle n’est pas exposée à un excès de cuivre sauf en cas de 

phagocytose par les cellules immunitaires. A l’inverse, lors de la colonisation de l’hôte, il est 

possible qu’elle soit exposée à une carence en cuivre en raison de l’immunité nutritionnelle 

(Buglino et al., 2025). 

L’étude du transcriptome de B. pertussis en excès et en limitation en cuivre a permis 

d’identifier l’opéron bp2923-bp2922-bp2921 (cruR-crtA-crpH) dont l’expression est réprimée 

en excès de cuivre et induite en carence (Rivera-Millot et al., 2021). Cette régulation spécifique 

au cuivre est assurée par la protéine codée par bp2923 qui a été appelé CruR (copper 

responsive upstream regulator) (Roy et al., 2022). 

La régulation de cet opéron suggère un rôle dans l’acquisition de cuivre chez B. pertussis. Les 

systèmes d’importation de cuivre sont très peu connus. A ce jour il existe un seul TBDT à cuivre 

dont la structure a été caractérisée, OprC, un transporteur d’ions cuivre nus chez P. aeruginosa 

(Bhamidimarri et al., 2021). L’objectif de cette thèse était de caractériser les protéines codées 

par crtA et crpH et d’étudier leur rôle chez B. pertussis en lien avec le métabolisme de cuivre. 

Nos travaux ont montré que la protéine précédemment appelée BfrG est un transporteur 

TonB-dépendent de cuivre, que nous avons renommé CrtABp (copper-responsive transporter 

A of B. pertussis). Sa structure a été caractérisée, ce qui a permis d’identifier le site de fixation 

du cuivre complexé à un ligand. Nos résultats suggèrent que le ligand contient des 

groupements carboxylates. Pour CrpH, une protéine de la famille PepSY_TM, nous avons 

montré un rôle pour l’activité des HCOs. Nous avons  mis en évidence que ces complexes sont 

nécessaires pour une respiration efficace de B. pertussis en condition de faible aération. Nos 

résultats suggèrent que CrpH pourrait être une réductase de Cu(II) en Cu(I). 
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Dans les conditions de culture in vitro, l’importance de CrtA pour la croissance de B. pertussis 

ne s’est révélée que dans des conditions bien définies : en situation de limitation en cuivre et 

en absence de bd-Qox, la cytochrome oxydase indépendante du cuivre. Cela a montré 

indirectement que le cuivre importé par CrtA sert à alimenter les HCOs.  

CrtA est donc conditionnellement importante pour B. pertussis. Ces conditions de culture 

pourraient réfleter ce qui se passe in vivo dans certaines phases  ou dans certaines niches lors 

de l’infection. Suite à l’entrée de B. pertussis dans le nez et la colonisation du nasopharynx 

jusqu’à celle de la trachée et des bronches, B. pertussis passe par des microenvironnements 

variés, où elle est vraisemblablement exposée à différents niveaux d’oxygène. Elle infecte 

spécifiquement l’épithélium respiratoire cilié. Dans cet épithélium, certaines cellules 

produisent une couche de mucus qui limite la diffusion de l’oxygène. En plus, lors de la 

formation de biofilms, les bactéries situées dans les couches intérieures auraient une moins 

bonne oxygénation, tout comme les bactéries intracellulaires. Une déplétion locale en 

oxygène peut être induite également lors de la multiplication des pathogènes, à cause de leur 

propre activité respiratoire (André et al., 2022). Comme les cytochromes oxydases terminales 

diffèrent par leur affinité envers l’oxygène, les bactéries utilisent vraisemblablement 

différents complexes selon le microenvironnment. De ce fait, à certains stades de l’infection, 

l’utilisation des HCOs deviendrait importante pour la bactérie, et dans ces conditions CrtA 

deviendrait utile. 

Il est difficile de déterminer la concentration exacte du cuivre dans le corps humain, car elle 

varie selon les organes,  l’âge des individus et également les techniques de mesure utilisées. 

Chez l’hôte, diverses formes de cuivre sont retrouvées. Le cuivre peut être complexé à des 

petites molécules comme les acides aminés (His, Cys, Met, Asp, Tyr, Thr, Gly), des peptides 

(glutathion, Gly-His-Lys (GHK)), ou des protéines de transport ou stockage : albumine, 

céruloplasmine, métallothionéine, transcupréine ou d’autres molécules selon les organes 

concernés. Cela représente le pool dynamique. Le cuivre peut aussi faire partie d’un pool 

statique, où il est fortement lié à des cuproprotéines, notamment dans des enzymes comme 

la SOD et les HCOs (Helman et al., 2023; Kardos et al., 2018). Le cuivre libre est presque absent 

chez l’hôte en raison de sa forte affinité pour diverses molécules organiques.  De ce fait, les 

porines ne seraient vraisemblablement pas capables de satisfaire les besoins de la bactérie en 

cuivre dans ces conditions. C’est sans doute pour ces raisons que CrtA contribue à la 

persistance et la survie de B. pertussis in vivo, comme nous l’avons montré dans un contexte 
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de co-infection avec la souche sauvage. Cependant, il n’est pas essentiel (Gonyar et al., 2019), 

probablement parce que la bd-Qox pourrait assurer la respiration en cas de carence en cuivre, 

même si elle est moins efficace dans certaines conditions.  

La famille de CrtA a été définie par analyse de similarité de séquence. Nous avons identifié 88 

orthologues incluant CrtA (PA0434) de P. aeruginosa. Cette famille est distincte de tous les 

autres TBDTs de B. pertussis, d’OprC et des autres TBDTs à cuivre comme PcuB, identifié chez 

B. japonicum et qui est codé dans un opéron jouant un rôle dans la respiration (Serventi et al., 

2012). Cela suggère que la famille CrtA est une nouvelle famille avec un mécanisme d’action 

distinct des autres TBDTs. 

La structure de CrtA a été caractérisée et un site conservé a été identifié dans une cavité 

ouverte vers le côté extracellulaire de la protéine. Ce site, avec en particulier une histidine 

invariante, est important pour le transport de cuivre. Cette histidine pourrait contribuer à la 

coordination du cuivre. Les autres résidus conservés comme le tryptophane, la tyrosine, 

l’arginine et la glutamine ne sont pas connus pour lier le cuivre et pourraient donc plutôt jouer 

un rôle dans la coordination du ligand complexant le cuivre. Le rôle du glutamate 337 invariant 

semble également être important pour le transport, mais ce résultat doit encore être 

confirmé. Contrairement à OprC, CrtA ne contient pas l’enchainement de méthionines qui 

permet de guider le cuivre jusqu’au site de fixation. Cela est cohérent avec le fait que CrtA 

n’importe pas le Cu(II) libre, mais le cuivre complexé à un ligand, d’autant plus que le cuivre 

est rarement retrouvé sous forme libre in vivo (Kardos et al., 2018). 

Le défaut de croissance de la souche Bp-∆crtA∆cydAB observé dans les conditions de 

laboratoire suggère que le ligand natif de CrtA n’est pas une protéine de l’hôte comme dans 

le cas des TBDTs qui récupèrent le fer de la transferine ou de la lactoferrine (C. Chan et al., 

2023; Noinaj et al., 2012; Yadav et al., 2019), mais un composé présent dans la culture. Les 

métallophores connus chez B. pertussis, l’alcaligine et la bufferine, ne sont pas impliqués dans 

le transport de cuivre selon nos résultats. De plus, nos analyses  des génomes codant des 

orthologues de CrtA n'ont pas permis d’identifier de cluster genétique de biosynthèse de 

métallophore qui soit commun à toutes ces espèces. Cependant, cela n’exclut pas la possibilité 

d’un cluster de biosynthèse d’un métallophore non encore connu puisque le logiciel utilisé ne 

repère que les clusters contenant au moins un gène déjà décrit. L’hypothèse la plus plausible 

est qu’il existe un ou plusieurs composés du milieu de culture qui se comportent comme 

ligand(s) de CrtA. Le milieu SS est un milieu riche et complexe, qui contient plusieurs composés 
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capables de lier le cuivre comme l’acide ascorbique, le glutathion et des acides aminés, 

notamment le glutamate et la cystéine. Le glutamate représente un candidat possible, car il 

est présent à une très forte concentration dans le milieu (64 mM), comme source de carbone 

majeure de B. pertussis. A cette concentration, nous imaginons que le glutamate pourrait être 

importé même s’il n’est pas un très bon ligand. Il comporte notamment deux groupements 

carboxylates pouvant participer à la coordination du cuivre. Néanmoins, ce type d’interaction 

demeure moins favorable, puisque le cuivre présente une préférence marquée pour des 

ligands riches en azote ou en soufre. La cystèine est égalment retrouvée dans le milieu SS et 

elle pourrait lier le cuivre. Cependant, elle présente plus d’affinité au Cu(I) grâce à son 

groupement thiol (Rigo et al., 2004), alors que nos résultats suggèrent que CrtA transporte le 

cuivre oxydé.  

Nos résultats ont montré que l’ajout de NTA favorise la croissance de la souche exprimant 

CrtA. Le NTA n’est pas un composé naturel, et il ne semble pas être utilisé comme source de 

C ou de N par B. pertussis, car l’effet positif est observé uniquement chez des bactéries 

carencées en cuivre et délétées pour cydAB. Nous avons montré qu’il augmente l’importation 

du cuivre selon les résultats de dosage du cuivre intracellulaire. Ces données suggèrent que le 

NTA se comporte comme un ligand (non naturel) pour CrtA.  

La structure de NTA est très similaire à celle du citrate, qui a été retrouvé dans la cavité de 

CrtA après cristallisation. Selon les modèles Alphafold3, le complexe Cu-NTA se positionne 

dans le site conservé au niveau de la cavité, exposant le cuivre vers l’histidine invariante. Les 

résultats obtenus avec NTA et le positionnement du citrate dans la cavité suggèrent que ces 

deux composés sont des mimes du ligand natif de CrtA. CrtA transporte probablement un 

ligand de petite taille avec des groupements carboxylates. A la différence du NTA, le citrate 

n’a pas amélioré la croissance de B. pertussis en carence en cuivre, ce qui pourrait s’expliquer 

par sa plus faible affinité pour le cuivre et l’absence d’atomes d’azote. Au contraire, le NTA 

contient un azote qui participe à la coordination du cuivre. Il est vraisemblable que le 

complexe Cu-NTA se lie dans la cavité  dans une conformation ‘productive’ qui permet de 

déclencher le transport. Selon les  modèles AF3, le cuivre en complexe avec NTA, est orienté 

vers l’His358,  ce qui ne serait pas le cas pour le citrate.  

Le NTA a été déjà décrit dans la littérature comme pseudoligand pour l’importation du fer via 

un mécanisme énergie-dépendant, probablement via un TBDT, chez des espèces de 

Pseudomonas (Meyer & Hohnadel, 1992). En revanche, nous n’avons pas d’informations sur 
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le devenir de NTA après importation par CrtA et dissociation du cuivre. La capacité de B. 

pertussis à dégrader ce composé synthétique reste encore une question.  

 

L’ajout de Trien a stimulé également la croissance de la souche exprimant CrtA. Cet effet 

positif n’a été observé qu’en présence d’ascorbate dans le milieu de culture. Le remplacement 

d’ascorbate par d’autres agents réducteurs n’a pas donné le même effet. Il est connu que le 

Cu(II) oxyde l’ascorbate en acide déhydroascorbique, ce qui cause sa réduction en Cu(I). Il a 

été montré qu’en présence de Trien, le Cu(II) complexé est moins disponible pour oxyder 

l’ascorbate, de ce fait l’ascorbate resterait sous sa forme réduite dans le milieu (Sekine et al., 

2025). De façon intéressante, l’ajout de Trien stimule la croissance en présence d’ascorbate, 

alors qu’en absence de ce dernier la croissance est complétement interrompue. Bien que le 

Trien offre déjà une coordination tétradentate stable au cuivre, l’explication la plus probable 

au phénotype observé en présence des 2 composés reste celle d’un complexe ternaire Cu(II)-

Trien-Ascorbate, qui serait reconnu et transporté par CrtA.  

L’ensemble de ces observations suggère qu’in vitro, CrtA n’est pas strictement spécifique mais 

peut transporter certains complexes du cuivre avec des métabolites présents en forte 

concentration dans son environnment. CrtA montre une certaine séléctivité pour des 

composés contenant notamment des groupements carboxylates et un/des atome(s) d’azote. 

Il faut noter que glutamate, NTA, Trien, Ascorbate sont présents dans le milieu SS à des 

concentrations millimolaires. In vivo, où la concentration en cuivre est beaucoup plus limitée, 

CrtA pourrait utiliser un ou plusieurs xénométallophores. L’utilisation de xénosidérophores 

par les bactéries est bien décrite pour le fer. Notamment, P. aeruginosa est capable d’utiliser 

plusieurs xénosidérophores, dont certains peuvent être importés  par un même TBDT. Ainsi, 

les complexes entre Fe(III) et  la  rhizoferrine ou la staphyloferrine A, des sidérophores de la 

famille des α-carboxylates, peuvent être importés par le TBDT ActA. L’aérobactine, la 

schizokinen et l’arthrobactine permettent également l’importation de Fe(III) via le TBDT ChtA 

(Will et al., 2023). 

Le transport médié par les TBDTs, notamment des complexes fer-sidérophore, est un 

mécanisme qui a été initialement décrit comme étant hautement séléctif, avec chaque 

sidérophore utilisant un TBDT spécifique. Cependant, des sidérophores de structures 

similaires peuvent également utiliser le même TBDT, quoique généralement pas des 

sidérophores de familles différentes. Cette spécificité est assurée par les résidus formant le 
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site de fixation (Schalk et al., 2012). Toutefois, dans certains cas, plusieurs complexes de tailles 

différentes peuvent être importés par le même TBDT. C’est le cas de FoxA chez P. aeruginosa, 

qui transporte le Fe(III) lié à la Ferrioxamine B et E (Nocardamine) et également avec une plus 

faible affinité le Fe(III) lié à la bisucaberin, un sidérophore de type hydroxamate qui forme un 

complexe 3 : 2 avec le Fe(III) dont la taille est presque double de celui avec la Nocardamine. 

FoxA transporte également la thiocilline, un antibiotique sous forme de thiopeptide. Ces 

ligands se fixent dans le même site mais n’interagissent pas tout à fait avec les mêmes résidus. 

Chacun a son mode unique d’interaction, mais ce sont toutes des interactions productives qui 

conduisent à l’importation et également au déclenchement du mécanisme de régulation via 

les facteurs sigma/anti-sigma. Cette étude montre donc que des ligands ‘alternatifs’ n’ont pas 

toujours besoin de mimer parfaitement le ligand natif afin d’être importés par le même TBDT 

(Chan et al., 2023). 

Selon nos résultats, il apparait que CrtA n’a pas une spécificité stricte, il pourrait représenter 

un nouveau type de TBDTs qui montrent de la promiscuité, ce que nous avons appelé 

‘scavenger’ TBDT. Chez B. pertussis, il pourrait reconnaitre des xénométallophores avec des 

carboxylates et des azotes produits par des bactéries qui co-habitent dans la même niche, ou 

bien des petits métabolites présents en forte concentration. Selon la structure du ligand et la 

conformation du complexe formé, le cuivre pourrait être orienté vers l’histidine 358 ou le 

glutamate 337. L’optimisation de l’importation du cuivre en utilisant différentes sources est 

avantageux pour B. pertussis. De même l’utilisation d’un métallophore produit par d’autres 

bactéries limite la dépense énergétique. Cependant, cette promiscuité peut être exploitée par 

des agents antimicrobiens pour entrer dans la bactérie. L’orthologue de CrtA chez P. 

aeruginosa, PA0434 (CrtAPa), est connu pour importer deux pyocines, SX1 et SX2 (Premsuriya 

et al., 2023). De plus, d’autres études ont montré l’implication possible de CrtAPa dans le 

transport du cefiderocol, un sidérophore conjugué à un antibiotique (Gomis-Font et al., 2023; 

Kocer et al., 2024; López-Causapé et al., 2023; Luscher et al., 2018). Cependant, on ne sait pas 

si le transport du cefiderocol via CrtA implique la formation d’un complexe avec le cuivre. 

Cette promiscuité potentielle de CrtA pourrait être liée aux propriétés du cuivre. Selon la série 

d’Irving-Williams, qui classe les métaux divalents selon la stabilité croissante des complexes 

formés avec des ligands biologiques, le Cu(II) possède la plus haute stabilité de coordination. 

Il a la capacité de se lier à divers ligands organiques même à de faibles concentrations (Irving 

& Williams, 1953). Ceci pourrait faciliter son importation via divers petits complexes 
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organiques ayant certaines caractéristiques. En plus le cuivre est plus soluble sous sa forme 

oxydée, la forme retrouvée en conditions aérobies, contrairement au fer qui devient très peu 

disponible sous forme oxydée, ce qui nécessite des sidérophores de haute affinité pour le 

solubiliser. 

B. pertussis et les bactéries en général, ont moins besoin de cuivre que de fer. Ainsi, le nombre 

de cuproenzymes connues est bien plus faible que celui des protéines à fer (Capdevila et al., 

2024). Cela pourrait expliquer l’absence d’un ligand spécifique chez une bactérie comme B. 

pertussis, d’autant plus que cette espèce a évolué par réduction de génome. Au contraire, les 

bactéries méthanotrophes qui produisent de grandes quantités de méthane monooxygénase 

avec plusieurs ions de cuivre dans son site actif, synthétisent des chalkophores spécifiques, 

les méthanobactines (Phelps et al., 1992).  

 

Chez plusieurs bactéries, des opérons codants pour un TBDT codent également pour une 

protéine de la famille PepSY_TM de la membrane interne. Dans l’opéron codant pour CrtA 

chez B. pertussis, la protéine CrpH codée par le dernier gène de l’opéron a une signature 

PepSY_TM, et subit aussi une régulation négative par le cuivre. La deuxième partie de cette 

thèse s’est focalisée sur l’étude de sa fonction.  

En contraste avec le grand intérêt porté au transport des métaux via les TBDTs, les études sur 

les protéines PepSY_TM restent limitées. Chez certaines bactéries, il a été montré que ces 

protéines sont impliquées dans la réduction du Fe(III) complexé à un ou plusieurs 

sidérophore(s). Ce processus contribue à la libération du Fe(II) pour son utilisation par la 

bactérie. Les protéines PepSY_TM décrites ont toutes des caractéristiques similaires : des 

hélices transmembranaires, deux larges boucles formant ensemble un grand domaine 

périplasmique, et des histidines conservées qui coordonnent des hèmes. FoxB est la première 

protéine de cette famille dont la structure a été résolue par cristallographie chez P. 

aeruginosa. Cette protéine permet la réduction du Fe(III) en complexe avec la Ferrioxamine B 

et la nocardamine, transportés par le TBDT FoxA (Josts et al., 2021). Chez P. aeruginosa, une 

autre protéine PepSY_TM, FpvG, est impliquée dans la réduction du Fe(III) lié à la pyoverdine, 

le sidérophore majeur produit par cette bactérie. Contrairement à FoxB, cette protéine 

travaille avec plusieurs partenaires, FpvH, FpvJ et FpvK, et le fer réduit est directement 

complexé par FpvC, une protéine de liaison périplasmique (Ganne et al., 2017). Chez V. 

Cholerae, une protéine PepSY_TM-like, appelée VciB est codée en opéron avec le TBDT VciA 
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qui n’est pas encore caractérisé. VciB est également une réductase de Fe(III) en Fe(II), mais 

son substrat complexant le Fe(III) reste encore à identifier. Cependant il a été montré que VciB 

ne dépend pas du ligand de VciA. Elle  fonctionnerait sous forme d’homodimère (Mey et al., 

2008; Peng & Payne, 2017). Chez Burkholderia cenocepacia, une autre protéine PepSY_TM, 

FhuB, est une réductase du Fe(III) complexé à des sidérophores tris- ou bis-hydroxamates, 

Ferrioxamine B, Ferrichrome, Ferricrocine, Triacétylfusarinine C et acide rhodotorulique 

(Hussein et al., 2024).  Un large spectre de substrats a été décrit également chez B. japonicum 

pour FsrB, une protéine PepSY_TM qui réduit le fer complexé à des sidérophores de la famille 

des hydroxamates, des catécholates et aussi des chélateurs non physiologiques (Ong & 

O’Brian, 2023). L’ensemble de ces études montrent que la fonction de réductase de métal est 

conservée au sein de cette famille, mais ces protéines semblent peu sélectives quant à leur 

substrat.  

Comme CrpH, d’autres protéines PepSY_TM sont co-régulées négativement par le cuivre avec 

des TBDTs (Bhamidimarri et al., 2021; Morosov et al., 2018; Premsuriya et al., 2023). Ces 

protéines pourraient être des réductases de Cu(II) en Cu(I). Cependant, à la différence des 

réductases de Fe(III) décrites plus haut, la réduction du Cu(II) ne peut pas conduire à sa 

libération de son ligand, parce que le Cu(I) est insoluble et c’est la forme la plus toxique. Pour 

ces raisons, le Cu(I) doit obligatoirement être complexé.  

 

En condition de limitation en cuivre en culture agité, le mutant de CrpH a montré une 

croissance similaire à la souche sauvage. Cependant, en culture statique, il a montré un fort 

défaut de croissance. Ce défaut de croissance n’était pas lié à un problème d’importation de 

cuivre, parce qu’il n’a pas été observé pour le mutant de CrtABp et qu’il n’a pas été compensé  

par l’ajout de cuivre dans le milieu. Ce défaut observé en diminuant l’aération du milieu 

suggère que la délétion de crpH touche une voie respiratoire utilisée surtout en culture 

statique.  

L’étude des mutants des cytochromes oxydases a montré que aa3-Cox et bo-Qox sont 

importantes pour une croissance optimale de B. pertussis en culture statique. En plus, nous 

avons montré qu’un mutant qui exprime uniquement ces HCOs (c’est à dire chez qui CydAB 

est inactivé) dépend fortement de CrpH pour pouvoir utiliser le cuivre présent dans le milieu, 

indiquant que CrpH interviendrait dans l’assemblage de ces HCOs chez B. pertussis.  
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La croissance des mutants simples des HCOs, ainsi que celle des souches portant les mêmes 

mutations combinées à l’inactivation de CrpH, est fortement impactée en culture statique, 

mais très peu en culture agitée. Ceci suggère qu’en culture agitée B. pertussis utilise 

principalement bd-Qox (CydAB) pour sa respiration. Comme CydAB ne contient pas de cuivre, 

elle est indépendante de CrpH. Ces observations expliquent l’absence de défaut de croissance 

du mutant de CrpH en culture agitée.  

D’après ces résultats, CydAB serait plus adapté à la forte aération qu’à la faible aération chez 

B. pertussis. Ces observations sont en contradiction avec des études chez d’autres bactéries 

qui ont montré que bd-Qox est utilisée dans des environnements de faible oxygénation et 

aurait une forte affinité pour l’O2 (Bai et al., 2014; R. J. Jackson et al., 2007; Jones-Carson et 

al., 2016). Cependant, ceci n’est pas général, puisque chez d’autres organismes CydAB est 

plutôt de faible affinité pour l’O2. Ainsi, chez Gluconobacter oxydans, il a été montré que les 

mutants exprimant seulement CydAB n’assurent qu’un niveau de respiration faible dans des 

conditions limitantes en oxygène, suggérant que CydAB a une faible affinité pour l’oxygène 

chez cette bactérie, contrairement à bo3-Qox (Richhardt et al., 2013). CydAB chez 

Leptospirillum ferriphilum a été décrite également comme étant à faible affinité pour 

l’oxygène (Cortés et al., 2019). En se basant sur ces études, il semble que les propriétés des 

cytochromes oxydases dépendent des organismes et leurs environnements.  

Nos analyses RNA-seq comparant les transcriptomes en culture statique et agitée n’ont pas 

montré de différence significative d’expression de CydAB. En revanche, l’analyse des gènes 

différentiellement exprimés spécifiquement chez le mutant de CrpH a montré notamment 

une diminution d’expression de bo-Qox et aussi des gènes codant pour le complexe ATP- 

synthase. Le niveau réduit en ATP intracellulaire du mutant de CrpH a été confirmé 

expérimentalement. Cette baisse de production d’énergie est probablement à l’origine de son 

défaut de croissance en culture statique. 

  

L’activité réductase de CrpH pourrait être importante pour réduire le cuivre avant son 

incorporation dans le site actif des HCOs. Les HCOs présentent une certaine diversité en 

termes de composition en sous-unités et cofacteurs (Hederstedt, 2022). On observe aussi une 

diversité dans les processus de leur assemblage. Dans les aa3-Cox, le centre bimétallique CuA 

(Cu(II)-Cu(I)) est nécessaire pour le transfert des électrons à partir des cytochromes c. Chez B. 

diazoefficiens les Cu(I) et Cu(II) du centre CuA sont insérés par l’intermédiaire de CuAC et ScoI, 
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deux chaperons qui lient le Cu(I) ou le Cu(II) (Canonica et al., 2019). PCuAC et ScoI participent 

également à l’assemblage du centre CuB dans cbb3-Cox chez R. capsulatus (Trasnea et al., 

2016). Le centre CuB (Cu(I)), est présent chez toutes les HCOs, au niveau duquel se fait la 

réduction de l’O2 en H2O. Chez R. sphaeroides par exemple, l’assemblage de CuB dans aa3-Cox 

requiert la protéine CtaG /CoxG, un homologue de Cox11 chez les eucaryotes. Cette protéine 

fixe deux atomes Cu(I) et les délivre par interaction directe au site CuB (Nyvltova et al., 2017). 

Chez R. capsulatus, l’assemblage du centre CuB de cbb3-Cox dépend d’un système complexe 

de transfert de cuivre. Il est d’abord importé dans le cytosol par le transporteur CcoA, puis 

réduit par CcoG. Le Cu(I) est pris en charge par le chaperon CopZ qui le délivre à l’ATPase CcoI 

pour qu’il soit réexporté vers le périplasme, où il est pris en charge par PCuAC et ScoI pour son 

transfert vers CuB (Andrei et al., 2020; Ekici et al., 2012a; Marckmann et al., 2019). Dans le cas 

du CuB de cbb3-Cox, le mécanisme de réduction de cuivre est décrit, cependant pour les sites 

CuA et CuB de aa3-Cox ou le site CuB de bo-Qox, le mécanisme de réduction de cuivre est non 

encore caractérisé. 

 

La réduction du Cu(II) peut se faire de façon spontanée dans le cytoplasme, car c’est un 

environnement réducteur qui contient plusieurs agents réducteurs (GSH, cystéine, acide 

ascorbique..). Elle se ferait aussi dans le périplasme avec des électrons qui proviennent des 

chaines respiratoires. Cependant, ces réductions ne sont pas spécifiques et 

vraisemblablement insuffisantes pour satisfaire les besoins de la bactérie en Cu(I). De plus, le 

cuivre réduit peut être réoxydé rapidement en présence d’O2, d’où la nécessité de la présence 

d’un système spécifique de réduction du cuivre. La protéine CcoG représente la première 

réductase de cuivre décrite, avec une fonction associée à cbb3-Cox. C’est une protéine à 

clusters Fe-S qui réduit le Cu(II) dans le cytoplasme (Marckmann et al., 2019). Il a été montré 

que CcoG joue aussi un rôle dans la maturation de CutO, une oxydase à multi-cuivre 

périplasmique impliquée dans la défense contre la toxicité du cuivre chez R. capsulatus 

(Öztürk et al., 2021). Ceci suggère que CcoG peut servir à d’autres cuproprotéines que cbb3-

Cox, ce qui est cohérent avec la présence d’homologues de CcoG chez des bactéries dépourvus 

de ce complexe (Marckmann et al., 2019). CcoG travaille en coordination avec d’autres 

protéines, et il n’est pas surprenant qu’un système aussi complexe serve à plus d’une 

cuproprotéine. 
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Le phénotype synthétique observé en inactivant à la fois crpH et ccoG suggère une redondance 

fonctionnelle partielle entre les deux protéines chez B. pertussis. Le gène codant pour CcoG 

est situé à côté de l’opéron de cbb3-Cox, qui est inactivé par un pseudogène. A proximité se 

trouve également bp2167, codant une ATPase qui pourrait être CcoI. Toutefois, chez les 

Bordetella, cette ATPase semble tronquée, car elle n’a pas de domaine de fixation d’ATP. Nos 

résultats montrent que CcoG est toujours fonctionnelle. Il est possible qu’après réduction 

dans le cytoplasme le Cu(I) soit réexporté par une autre ATPase qui pourrait être CopA codée 

par bp2860. Chez d’autres bactéries, CopA est une ATPase impliquée dans la défense contre 

un excès de cuivre. En revanche chez B. pertussis il semble qu’elle ait perdu cette fonction de 

protection, même si elle reste surexprimée en excès de cuivre (Rivera-Millot, 2021). La 

redondance entre CcoG est CrpH n’est pas totale, puisque l’inactivation de l’une ou l’autre 

chez B. pertussis conduit à des phénotypes de croissance. Ceci suggère que ces deux protéines 

auraient des fonctions spécifiques. Notre hypothèse est que CrpH représente une voie de 

réduction périplasmique dédiée à la maturation des HCOs et CcoG une voie de réduction de 

cuivre cytoplasmique, qui pourrait être impliquée dans la maturation d’autres cuproprotéines 

en plus des HCOs. En cas d’absence de l’une ou de l’autre, les deux protéines pourraient 

compenser partiellement l’activité manquante. 

Un opéron homologue à cruR-crtA-crpH est présent chez P. aeuginosa (PA0434-0435-0433), 

et il a été montré que son expression diminue fortement en présence de cyanure d’hydrogène 

(HCN) (Frangipani et al., 2014; Pessi & Haas, 2000). Le HCN est un facteur de virulence produit 

par P. aeruginosa et en même temps un poison qui inhibe la fonction des HCOs (Smiley et al., 

2024). Le fait que P. aeruginosa réprime l’expression de l’opéron PA0434-0435-0433 en 

présence de HCN suggère que ce système aussi est dédié à l’activité des HCOs. En revanche, 

l’expression de l’opéron codant pour l’autre TBDT à cuivre de P. aeruginosa, OprC, n’est pas 

affectée par HCN, suggérant que ces deux systèmes servant à l’importation du cuivre ne sont 

pas utilisés pour les mêmes voies. Ces données supportent notre modèle que CrtABp et CrpH 

sont dédiés à l’activité des HCOs. 

S’il est probable que la voie où intervient CcoG est la même chez B. pertussis que celle décrite 

chez R. sphaeroides, en revanche pour la voie CrpH, les partenaires impliqués n’ont pas été 

identifiés. Nous avons montré que la fonction de CrpH ne dépend pas du ligand de CrtABp, ce 

qui suggère que CrpH pourrait agir sur le Cu(II) périplasmique, qu’il ait été importé par CrtA, 

une porine ou une autre voie. Pour la réduction dans le périplasme, le Cu(II) serait 
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certainement complexé à un partenaire. La grande taille de la cavité de CrpH suggère aussi 

que ce n’est pas le cuivre libre qui s’y fixerait. Nous avons testé les phénotypes de croissance 

des mutants des chaperons à cuivre, PCuAC, ScoI-1 et ScoI-2, mais cela n’a pas permis d’avoir 

des résultats concluants sur l’identité de la protéine périplasmique qui présenterait le cuivre 

à CrpH pour sa réduction. Cette étude décrit une nouvelle famille de protéines PEPSY_TM très 

probablement dédiées à la respiration aérobie, mais de nombreuses questions restent 

ouvertes sur le mécanisme d’action de CrpH et sur la destination du cuivre réduit dans le 

périplasme. 
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Conclusions et perspectives 
 

Les mécanismes d’importation du cuivre chez les bactéries à Gram négatif restent peu connus, 

en particulier en comparaison avec les systèmes d’importation du fer. Dans ce contexte, le 

travail présenté dans cette thèse a permis d’enrichir les connaissances dans ce domaine en 

caractérisant un nouveau système d’importation du cuivre chez B. pertussis via le TBDT CrtABp . 

Nos données indiquent que ce cuivre est dédié à l’activité des HCOs. Dans des conditions in 

vitro de laboratoire, CrtABp est capable de transporter le cuivre complexé par des petites 

molécules avec des groupements carboxylates. La question de son ligand in vivo reste ouverte. 

S’il n’a pas de xénométallophore spécifique, CrtA pourrait répresenter un concept de TBDT 

peu sélectif, capable de récupérer le cuivre complexé à divers petits ligands trouvés dans le 

tractus respiratoire. Les moindres besoins en cuivre de la plupart des bactéries par rapport à 

leurs besoins en fer, et les différences intrinsèques entre ces deux métaux,  font que les 

stratégies de leur acquisition pourraient différer. 

L’étude a conduit également à l’identification d’un nouveau partenaire impliqué dans la 

maturation des oxydases hème-cuivre, CrpH (Bp2921). Nous proposons que cette protéine 

serait une réductase du Cu(II) en Cu(I), jouant un rôle clé en condition de faible aération où le 

cuivre devient important pour la respiration via les HCOs. L’identification de cette protéine 

ouvre des perspectives d’étude sur les étapes préalables à l’assemblage du cuivre dans les 

HCOs.  

Au-delà de B. pertussis, l’identification d’orthologues de ce système dans d’autres espèces, 

notamment P. aeruginosa, suggère que les mécanismes décrits pourraient être conservés. Les 

travaux réalisés dans ce manuscrit offrent donc une base pour étendre l’étude de ce système 

à d’autres bactéries. L’utilisation d’autres modèles bactériens pourrait peut être permettre de 

répondre à certaines questions que nous n’avons pas pu résoudre chez B. pertussis. 

Ce projet a été confronté à certaines limites, dont la plus importante a été l’impossibilité de 

produire et purifier la protéine CrpH, empêchant ainsi son analyse fonctionnelle. Malgré cela, 

les données générées ont permis d’ouvrir plusieurs pistes et de formuler des hypothèses sur 

son rôle et l’établissement d’un lien entre cette protéine et la biogenèse des HCOs. 

Plusieurs questions essentielles restent ouvertes : l’identification du (des) ligand(s) naturels 

du transporteur CrtABp in vivo, la détermination du partenaire physiologique de la protéine 

CrpH, la caractérisation de sa structure ainsi que du mécanisme de réduction du cuivre et enfin 
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la destination du cuivre réduit, à savoir quelle(s) HCOs en seraient dépendantes (aa3-Cox, bo-

Qox ou les deux ?). Ces interrogations constituent des perspectives majeures pour des travaux 

futurs visant à compléter la compréhension de ce système. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



182 
 

Matériel et Méthodes 
 

Souches de B. pertussis utilisées et plasmides 

 

Les délétions en phase des gènes crtA, crpH, bp2924 (buf), pCuAC(bp0562), scoI-1(bp0988) et 

scoI-2(bp3734) et des opérons cydAB(bp0259-0260), cyoABCD (bp2930-bp2933), ctaCDFGE 

(bp3740-bp3744) ont été obtenues en clonant leurs régions flanquantes amplifiées par PCR 

dans le plasmide pSS1129 (Stibitz, 1994). Les plasmides pSS1129 recombinants ont été 

transformés dans E. coli SM10, puis utilisés pour réaliser un échange allélique par conjugaison 

avec la souche sauvage (BPSM) ou ses dérivés. 

Les substitutions H358S dans CrtA, ainsi que H200A et H444A dans CrpH ont été introduites 

par mutagenèse dirigée avec le kit Quick Change 2XL Site-Directed Mutagenesis (Agilent). Pour 

la construction de Bp-CrtAMM, Bp-CrtAE337A, Bp-CrtA5ALA et Bp-bufSTOP (un codon stop en 

position Met8 dans le gène buf), des gènes synthétiques (GeneCust) ont été utilisés. Les gènes 

alcA (bp2456) et ccoG (bp2173) ont été inactivés par insertion d’un plasmide suicide (pFUS2) 

(Antoine et al., 2000)  portant un fragment interne du gène cible amplifié par PCR. Certaines 

expériences ont été effectuées avec un mutant où le gène crpH a été inactivé par insertion de 

ce plasmide suicide. Les phénotypes de croissance sont les mêmes entre les mutants où crpH 

est délété et ceux où il a été inactivé par plasmide suicide. Dans tous les mutants utilisés dans 

la partie d’étude de CrtABp et portant la délétion de cydAB, un opéron codant pour un 

deuxième bd-Qox non exprimé dans les conditions de laboratoire (bp3224-bp3225) a été 

également inactivé par un plasmide suicide pour éviter sa réactivation sous pression de 

culture sans cuivre.  

Pour la construction des doubles mutants dans Bp-∆crpH, les opérons cydAB, cyoABCD et 

ctaCDFGE ont été inactivés à l’aide de pFUS2. 

Pour la construction du mutant de cruR (bp2923) portant deux frameshifts réciproques dans 

la séquence du peptide signal (au niveau de Gly5 et Leu44) un fragment EcoRI-NcoI d’un gène 

synthétique portant la région en amont de cruR et la première partie du gène avec ces deux 

mutations a été cloné par une triple ligation avec un fragment NcoI-SmaI codant la partie 

suivante de cruR dans un puc19 ouvert par SmaI et HindIII et portant le dernier fragment de 

cruR et la région aval flanquante. La construction a été séquencée puis le fragment EcoRI-

HindIII a été transféré dans pSS1129. 
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Pour l’expression de CrtA, le plasmide d’expression pT7K-BfrG-twstrep a été obtenu en 

insérant le fragment XbaI-HindIII issu de pT7-prnCt-Stag (Dé et al., 2008) dans pET24d 

(Invitrogen), puis en ajoutant la séquence d’une étiquette Twin-Strep dans le site BamHI, 

avant de cloner crtABp amplifié par PCR (en deux fragments) dans les sites BamHI et HindIII. 

Le gène crpH a été cloné dans plusieurs vecteurs d’expression en vue de sa production 

recombinante dans E. coli. Il a d’abord été amplifié puis inséré entre les sites NdeI et HindIII 

du vecteur pET-TEV, générant le plasmide pET-TEV2921, codant une protéine fusionnée à une 

étiquette 6-His N-terminale. Le même amplicon a été cloné dans pBAD-mycHis, permettant 

une expression inductible par arabinose sous le promoteur araBAD. 

Pour exprimer CrpH sous le promoteur pT5-lac, la région 5' contenant le site de fixation du 

ribosome et l’étiquette 6-His a été amplifiée sous forme d’un fragment BglII-ApaI à partir de 

pET-TEV2921, tandis que le fragment ApaI-HindIII a été récupéré par digestion du même 

plasmide. Les deux fragments ont été clonés dans pCA24 (Kitagawa et al., 2005) 

préalablement ouvert avec BglII et HindIII. 

Pour la construction des souches complémentées, deux vecteurs de complémentation ont été 

testés : pBBR1MCS5, un plasmide à faible nombre de copies dans lequel l’expression du gène 

cloné est sous le contrôle du promoteur pLac (Kovach et al., 1994), et le vecteur pBBi-tac, 

contenant lacl et un promoteur tac plus fort (Alsteens et al., 2013). Le gène crtA a été cloné 

dans ces vecteurs entre les sites KpnI et HindIII. Pour cela, le fragment KpnI-XhoI a été amplifié 

par PCR à partir du chromosome, puis le fragment XhoI-HindIII a été récupéré par digestion 

du vecteur d’expression décrit précédemment. Le gène crpH a été cloné de manière similaire 

entre les sites KpnI-HindIII. Le fragment KpnI-EcoRV a été amplifié par PCR, tandis que le 

fragment EcoRV-HindIII a été obtenu par digestion du plasmide d’expression pBAD-2921. Les 

constructions finales ont été vérifiées par séquençage Sanger afin de confirmer l’absence de 

mutations. Chaque plasmide a ensuite été introduit dans E. coli SM10 puis transféré par 

conjugaison dans la souche Bp-ΔcrtAΔcydAB ou Bp-ΔcrpH. 

 

Conditions de croissance et milieux de culture 

 

Les souches de B. pertussis sont cultivées sur gélose Bordet-Gengou (BG) supplémentée de 10 

% de sang de mouton pendant 48 h à 37 °C. Les bactéries sont ensuite mises en préculture, à 
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partir d’une DO600 ≈ 0,25 dans des flasques stériles en plastique pour éviter la contamination 

des métaux, pendant 24 h dans le milieu Stainer scholte (SS) liquide. Toutes les cultures sont 

effectuées dans le milieu SS supplémenté de 20 mM de MgSO4 pour maximiser l’expression 

de l’opéron d’intérêt, sauf lorsqu’indiqué autrement. 

Dans le travail sur CrtA, la limitation en cuivre a été induite à l’aide du chélateur du Cu(I), BCS, 

aux concentrations suivantes : 50 µM pour les souches BPSM et Bp-ΔcrtA, 15 µM pour les 

mutants Bp-ΔcydAB, ou 20 µM pour la recherche d’effet de ligand. Les cultures sont inoculées 

en plaques 96 puits transparentes à partir de DO600 ≈ 0,15 puis incubées à 37 °C sous agitation 

à 400 rpm pendant 60 h dans un lecteur de plaque EnSight (Perkin Elmer). Pour la condition 

de supplémentation en cuivre, du CuSO4 est ajouté à une concentration finale de 2 µM.  

Pour l’étude de CrpH, l’ascorbate a été retiré du milieu SS pour limiter une réduction non 

spécifique. Les cultures agitées ont été ensemencées à partir d’une préculture comme décrit 

ci-dessus, à une DO600 ≈ 0,15, puis incubées à 37 °C sous agitation continue (400 rpm en 

Ensight). Pour les cultures statiques, une seconde préculture a été réalisée en présence de 500 

µM de Trien pour pré-carencer les bactéries, à l’exception des souches avec une mutation 

dans cydAB où la seconde préculture a été effectuée en milieu SS standard. Les cultures 

statiques ont été inoculées en plaques 96 puits à une DO600 ≈ 0,2. Les plaques sont incubées 

sans agitation avec une lecture de DO toutes les heures, précédée d’une brève agitation de 1 

min pour resuspendre les bactéries. L’ensemble des expériences ont été répétés au moins 

trois fois, les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations finales suivantes : streptomycine 

100 µg/mL et gentamicine 10 µg/mL. 

 

Production et purification des protéines recombinantes  

Pour la production recombinante de CrtA, un clone d’E. coli BL21(DE3)-omp5 transformée par 

le plasmide d’expression précédemment décrit est utilisé pour démarrer une préculture du 

jour (3 ml) qui sert à inoculer une préculture de nuit de 25 ml. Une culture en grand volume 

(2 litres) est ensuite initiée à 37°C à une DO600 de 0.05 dans le milieu LB supplémenté 

d’antibiotique.  À DO600 ≈ 0.75, l’expression de la protéine est induite en ajoutant l’IPTG à 1 

mM pendant 3 h. Les bactéries sont récupérées par centrifugation à 10 000 g pendant 15 min 

à 4°C. Les culots bactériens sont ensuite resuspendus dans le tampon NaPi 50 mM pH=7, NaCl 
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300 mM, Dnase 0.01 mg/ml et un inhibiteur de protéase (Complete, Roche). Le cassage des 

bactéries est effectué par la presse de French, suivi d’une centrifugation des lysats à 4 000 g 

pendant 10 min puis d’une ultracentrifugation des surnageants à 100 000 g pendant 1 h à 4°C. 

La resuspension des culots est effectuée dans le même tampon, suivie de deux extractions 

successives de CrtABp avec n-octyl-β-d-glucoside (BOG) à 0.8% et 1% à 30 °C avec agitation. 

Chaque extraction est suivie d’une ultracentrifugation à 100 000 g pendant 1 h à 4°C. CrtABp a 

été purifié à partir du surnageant de la dernière ultracentrifugation par chromatographie 

d’affinité en utilisant une colonne StrepTrap HP. La colonne a été équilibré par NaPi 50 mM 

pH=8, NaCl 150 mM, BOG 1%. L’élution a été effectué avec le même tampon supplémenté de 

50 mM de biotine. La protéine est ensuite concentrée et le tampon est échangé par 50 mM 

HEPES pH 8, 150 mM NaCl, 1% βOG. 

Pour l’expression recombinante de CrpH, le plasmide pET-TEV2921 a été transformé dans E. 

coli C43(DE3). Plusieurs milieux de culture (LB, Terrific Broth et milieu d’auto-induction (AIM)) 

ainsi que différentes conditions de croissance et d’induction ont été évalués : culture à 37 °C 

suivie d’une induction de 4 h avec 1 mM d’IPTG, culture à 20 °C avec induction durant la nuit 

en présence de 100 µM d’IPTG, ou encore protocole d’auto-induction à 37 °C pendant 4 h puis 

à 20 °C pendant une nuit. Dans toutes les conditions testées, 250 µM de NH4Fe(SO4)3 a été 

ajoutée comme source de fer. Pour les constructions sous contrôle du promoteur pBAD, les 

expressions ont été réalisées dans la souche E. coli LMG194. Les essais ont été menés dans 

des milieux LB ou Terrific Broth, avec une culture à 37 °C pendant 4 h puis à 16 °C durant la 

nuit, en présence de 0,2 % d’arabinose. Dans tous les cas, le milieu était supplémenté avec 50 

mM d’acide lévulinique et 250 µM de NH4Fe(SO4)3. Pour pCA24-2921, les essais d’expression 

ont été réalisés dans la souche E.coli UT5600 en milieu M9 à 18°C durant la nuit avec 200 µM 

d’IPTG ou 1 mM d’IPTG, le milieu d’auto-induction a été également testé durant la nuit à 18°C. 

Immunoblotting 

Des culots de B. pertussis provenant de cultures de 10 mL (DO600 ≈ 1,5) cultivées dans un milieu 

SS supplémenté de 50 µM de BCS ont été remis en suspension dans du Tris-HCl 50 mM (pH 8) 

pour avoir une DO600 finale de 5. Les cellules ont ensuite été lysées à l’aide d’un Ribolyser 

(vitesse 6, 50 s, 4 cycles). Les lysats ont été clarifiés par centrifugation à 10 000 g pendant 10 

min à 4 °C, puis les surnageants ont été soumis à une ultracentrifugation à 100 000 g durant 1 
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h à 4 °C afin d’isoler la fraction membranaire. Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE, 

transférées sur membrane de nitrocellulose, puis la détection de CrtABp a été réalisée à l’aide 

d’un anticorps polyclonal (dilution 1:2 500), suivi d’un anticorps secondaire conjugué à la HRP 

(1:5 000). Le signal a été révélé avec le système Amersham ECL Prime et visualisé à l’aide de 

l’imagerie Amersham Imager 600 (GE). 

Pour la détection de CrpH, le même protocole a été utilisé, sauf que les cultures de B. pertussis 

ont été effectuées dans un plus grand volume (200 mL) en limitation en cuivre par BCS et en 

présence de 20 mM de MgSO4 pour surexprimer la protéine. La lyse des bactéries a été 

effectué avec la presse de French. CrpH a été détecté par un anticorps polyclonal produit 

contre un peptide synthétique (dilution 1 : 500). Pour la détection de la protéine 

recombinante produite chez E. coli, un anticorps anti-His tag a été utilisé. 

Criblage des ligands par analyse de la dénaturation thermique de CrtABp 

Les échantillons analysés ont été préparés dans un volume final de 10 µL, contenant la 

protéine CrtABp purifiée (6 µM), chacun des métabolites testés (50 µM) ainsi que du CuSO4 (50 

µM), le tout dans un tampon HEPES 50 mM (pH 8), NaCl 150 mM et βOG 1 %. Les mélanges 

ont été transférés dans des microcapillaires puis analysés à l’aide d’un appareil Prometheus 

Panta (NanoTemper). La dénaturation thermique a été suivi de 25°C à 95°C à une vitesse de 

2°C/min en mesurant la fluorescence intrinsèque du tryptophane (excitation 280 nm, 

émissions à 330/350 nm). La première dérivée du ratio 350/330 nm a été générée et 

représentée graphiquement à l’aide de GraphPad Prism v10. 

Quantification intracellulaire du cuivre par ICP-MS 

Quatre précultures de la souche sauvage BPSM et Bp-ΔcrtA ont été cultivées dans un milieu 

SS en présence de 50 µM BCS, jusqu’à atteindre une DO600 ≈ 2. Les cultures ont ensuite été 

inoculées à DO600 ≈ 0,1 dans un milieu SS contenant 20 mM MgSO4 et 20 µM BCS. Après 20 

heures d’incubation à 37 °C, les cellules ont été récoltées, lavées avec du milieu SS frais, puis 

remises en suspension dans du milieu SS traité au résine Chelex. 

Pour le point T0, 8 mL de suspension bactérienne ont été immédiatement mélangés à une 

solution d’arrêt (PBS contenant 5 mM BCS et 5 mM Trien). Pour le point T5, 10 µM de CuSO4 

et 500 µM de NTA ont été ajouté lors de la première expérience. Pour le deuxième essai, à T5 
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min, 2 µM CuSO4 ou 2 µM de complexe préformé CuSO4 + 500 µM NTA ont été ajoutés, puis 

incubés 5 minutes à 200 rpm avant ajout de la solution d’arrêt. 

Les bactéries ont été centrifugées (10 000 g, 10 min, 4 °C), et les culots conservés sur glace. 

Après deux lavages (PBS + 5 mM Trien), les échantillons ont été séchés (99 °C, 3 h), 

resuspendus dans 700 µL d’HNO3 à 65 %, puis incubés toute la nuit à 80 °C. Une fois refroidis, 

6,3 mL d’eau Chelexée ont été ajoutés et les échantillons filtrés (0,45 µm). 

Les concentrations en cuivre (63Cu) ont été déterminées par ICP-MS (Agilent 7850) en 

collaboration avec le Dr Gabriel Billon. 

 

Analyse spectrale des membranes 

Les spectres des membranes réduites et oxydées ont été réalisés suivant le protocole décrit 

par (Ezzel et al.,1981). Les fractions membranaires de B. pertussis sauvage et des mutants Bp-

ΔcrpH, Bp-KOcyoABCD et Bp-KOctaCDFGE ont été préparées à partir de cultures bactériennes 

(200 ml par souche) réalisées sous agitation jusqu’à la phase exponentielle (DO ≈ 2), puis les 

bactéries ont été récupérées par une centrifugation à 10 000g pendant 15 min, suspendues 

dans 10 mM HEPES (pH 7,4), avec un inhibiteur de protéase et la Dnase à 0.01 mg/ml, puis 

lysées à l’aide d’une presse de French. Les débris cellulaires ont été éliminés par une 

centrifugation à 10 000 g pendant 10 minutes. Le surnageant obtenu a ensuite été soumis à 

une ultracentrifugation à 100 000 g durant 1 heure à 10 °C, permettant la récupération de la 

fraction membranaire. 

Les membranes ont été remises en suspension dans un tampon HEPES 10 mM (pH 7,4) et 

solubilisées à l’aide de n-dodécyl-β-D-maltoside (DDM) à 1 %. Les membranes à une 

concentration finale de 10 mg/mL ont été oxydées avec 4 mM H2O2 immédiatement avant la 

mesure de l’absorbance, la réduction des membranes a été effectué par 1 mM de dithionite. 

Les spectres d’absorption ont été enregistrés à température ambiante entre 450 et 700 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre Uvikon. Les spectres différentiels ont été générés par 

soustraction du spectre des échantillons oxydés de celui des échantillons réduits. 

L’ensemble des analyses a été réalisé à partir de cultures agitées. Les mutants Bp-KOcyoABCD 

et Bp-KOctaCDFGE ont été utilisés afin de valider les positions des pics d’absorption décrites 

initialement (Ezzel et al.,1981). 
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Expérimentation animale 

La souche sauvage et les mutants Bp-ΔcrpH et Bp-ΔcrtA ont été cultivées en culture agitée en 

conditions de limitation en cuivre par l’ajout de 50 µM de BCS. Les bactéries ont été dilués 

dans du PBS stérile, puis administrées à des souris par voie intranasale sous forme d’un 

inoculum de 20 µL contenant 5 × 104 UFC, soit de la souche sauvage, soit de l’un ou l’autre 

mutant. Pour les co-infections, les souris ont reçu un mélange équimolaire des deux souches, 

chacune à 5 × 104 UFC. 

Les souris, trois pour la souche sauvage et quatre pour les mutants, ont été sacrifiées 3 heures, 

4 jours, 7 jours et 14 jours après infection. Les poumons et les cavités nasales ont été prélevés, 

homogénéisés dans du PBS, puis ensemencés sur gélose BG afin de quantifier les UFC. 

Dans le cas des co-infections, la différenciation des souches a été réalisée grâce à leurs profils 

de résistance : la souche sauvage exprimant une résistance à la gentamicine en plus de la 

résistance à la streptomycine, alors que les mutants présentaient uniquement une résistance 

à la streptomycine. 

 

Dosage de l’ATP intracellulaire 

La quantification de l’ATP intracellulaire a été réalisée à l’aide du test BacTiter-Glo Microbial 

Cell Viability Assay (Promega), basé sur une réaction de bioluminescence catalysée par la 

luciférase. 

Les souches BPSM et Bp-ΔcrpH ont été cultivées soit en conditions agitées, soit en conditions 

statiques, dans des plaques 96 puits contenant 200 µL de milieu SS supplémenté en 2 µM 

CuSO4. Les cultures ont été arrêtés en phase exponentielle : après 24 h pour les cultures 

agitées et après 24 ou 48 h pour les cultures statiques. 

Pour chaque échantillon, 100 µL ont été prélevés pour déterminer la DO600, tandis que les 100 

µL restants ont été mélangés à un volume équivalent de réactif BacTiter-Glo dans des plaques 

opaques blanches. Après 5 minutes d’incubation à température ambiante, assurant la lyse 

cellulaire et la stabilisation du signal luminescent, l’intensité de la luminescence a été mesurée 

à l’aide d’un lecteur de plaques Tecan. L’ensemble des mesures a été réalisé en triplicats 

techniques, et les résultats ont été exprimés en unités de luminescence relative (RLU), 



189 
 

normalisées en fonction de la DO600 correspondante. Cette expérience a été effectuée avec 

quatre réplicats biologiques. 

 

Extraction d’ARN 

Un volume total de 8 mL de cultures de la souche sauvage et de Bp-ΔcrpH cultivées dans des 

flasques en plastiques, sous agitation (200 rpm) pendant 24 h ou en condition statique 

pendant 48 h, dans un milieu SS supplémenté avec 20 mM de MgSO4, a été prélevé en phase 

exponentielle (DO600 ≈ 2). 2 mL d’un mélange phénol-éthanol a été ajouté à chaque 

échantillon. Les bactéries ont ensuite été centrifugées à 4 000 rpm pendant 15 minutes à 4 °C. 

L’ARN total a été extrait à l’aide du réactif Tri-Reagent (Invitrogen), puis traité à deux reprises 

avec la DNase I (Sigma-Aldrich), chaque digestion enzymatique étant suivie d’une purification 

sur billes AMPure XP (Beckman Coulter) afin d’éliminer l’ADN génomique résiduel et les 

contaminants organiques. La concentration des ARN a été déterminée à l’aide du NanoDrop 

(Thermo Fisher Scientific), et leur intégrité évaluée à l’aide d’un Bioanalyzer Agilent 2100 avec 

le kit RNA 6000 Nano (Agilent Technologies). La préparation des échantillons pour le 

séquençage a été effectué par Stéphanie Slupek. 

Analyse des données RNA-seq et filtrage des données 

Les données RNA-seq issues de trois réplicats biologiques pour la souche sauvage et pour le 

mutant Bp-ΔcrpH ont été récupérés sous forme de valeurs de RPKM pour l’ensemble des 

gènes annotés. Ces données ont d’abord été filtrés en retirant les gènes codant des 

transposases ainsi que les pseudogènes. Les gènes dont la moyenne des RPKM des trois 

réplicats était inférieure à 10 dans les deux souches et dans les deux conditions de croissance 

(culture agitée et culture statique) ont été exclus. Quelques gènes présentant une moyenne 

de RPKM < 10 dans une seule souche mais légèrement supérieure à 10 dans l’autre ont été 

exclus pour ne prendre en compte que les gènes bien exprimés dans les deux souches. Dans 

le but d’isoler les gènes régulés spécifiquement chez le mutant, les gènes dont l’expression 

était modifiée de manière similaire dans les deux souches ont été écartés. Les seuils 

définissant la régulation différentielle étaient : log2FC ≥ 1 pour les gènes surexprimés, log2FC 

≤ –1 pour les gènes sous-exprimés, avec une FDR ≤ 0,01 considérée comme statistiquement 

significative. 
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Une analyse d’enrichissement fonctionnel (Over-Representation Analysis, ORA) a été réalisée 

à partir des listes de gènes spécifiquement sous- ou sur-exprimés chez Bp-ΔcrpH. Cette 

analyse a été effectuée en utilisant le langage R. Les gènes ont d’abord été mappés sur la base 

de données STRING (version 12.0) en utilisant le taxon Bordetella pertussis (TaxID 257313), 

afin d’associer chaque gène à un identifiant STRING unique. Les gènes n’ayant pas pu être 

mappés ont été exclus de l’analyse. 

Les gènes retenus ont ensuite été associés à des termes fonctionnels en utilisant l’ensemble 

des protéines annotées dans STRING comme base de référence. L’enrichissement fonctionnel 

a été évalué à l’aide d’un test hypergéométrique, avec correction des p-values pour les 

comparaisons multiples selon la méthode de Benjamini-Hochberg (p ajustée < 0,05). Pour 

chaque terme fonctionnel, un facteur d’enrichissement (Fold Enrichment) a été calculé, 

correspondant au rapport entre la proportion de gènes associés à un terme donné dans la liste 

de gènes d’intérêt et la proportion de gènes associés à ce même terme dans l’ensemble de 

gènes de référence. Ce paramètre permet ainsi d’évaluer le degré de sur-représentation de 

chaque terme fonctionnel dans la liste de gènes analysée.  

Enfin, les principales catégories fonctionnelles enrichies ont été représentées graphiquement 

en fonction du facteur d’enrichissement, de la valeur de p ajustée et du nombre de gènes 

associés. 

 

Analyse par RT-qPCR 

Pour les analyses par RT-qPCR, l’ARN a été extrait comme décrit précédemment, suivi d’un 

traitement à la Dnase. La rétrotranscription a été effectuée avec le kit Verso cDNA Synthesis 

(Thermo Fisher). Les qPCR ont été réalisées sur un appareil LightCycler 480 Instrument II 

(Roche) utilisant le kit Takyon Low-ROX SYBR (Eurogentec). Les expériences ont été menées 

au moins avec trois réplicats biologiques et trois réplicats techniques par condition. Le niveau 

d’expression du gène d’intérêt est normalisé par rapport au gène de ménage bp3416. 
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Test TMPD 

Les bactéries issues de cultures agitées ou statique ont été arrêtées en début ou en milieu de 

la phase exponentielle de croissance, en présence ou en absence de cuivre, et diluées 20 fois 

dans le tampon NaPi 50 mM pH7, NaCl 150 mM. La réaction enzymatique a été initiée dans le 

même tampon en ajoutant aux bactéries du TMPD à 0.5 mM final (à partir d’une solution stock 

à 10 mM de TMPD avec 100 µM d’ascorbate). La vitesse d’oxydation de TMPD par les bactéries 

a été mesurée en vitesse initiale par mesure d’absorbance à une longueur d’onde de 562 nm 

en utilisant un spectrophotomètre uvikon et normalisée par rapport à la DO600. L’activité 

cytochrome c oxydase a également été mesurée chez le mutant Bp-KOctaCDFGE, inactivé pour 

la aa3-Cox. La valeur obtenue a été considérée comme correspondant à l’oxydation non 

spécifique du TMPD et a été soustraite des activités mesurées pour les autres souches. 
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Abstract 

Copper is an essential element for bacterial fitness, as it is found in the active site of several 

key enzymes. However, when present in excess, it becomes highly toxic. Bacteria must 

therefore maintain a delicate balance between copper acquisition and protection against 

copper-induced toxicity. While copper detoxification mechanisms are relatively well 

characterized, import systems remain poorly understood. 

This work has led to the characterization of a new copper-acquisition system in the whooping 

cough agent Bordetella pertussis. It consists in a TonB-dependent transporter (TBDT), named 

CrtABp (formerly BfrG). In vitro experiments show that CrtABp imports Cu(II) complexed with a 

ligand containing carboxylate groups. The copper imported via CrtABp is destined for the 

heme-copper oxidases (HCOs) of B. pertussis. Sequence-similarity analyses identified the CrtA 

subfamily of TBDTs. In silico analyses indicated that the link with respiration appears to be 

conserved in other species. The native ligand remains to be identified, but current data 

indicate that CrtABp might not be strictly specific to a single ligand but might function as a 

promiscuous transporter. This feature is presumably related to the chemical properties of 

copper, which exhibits high affinity for numerous organic compounds. The structure of CrtABp 

was solved, identifying a conserved binding site of the copper-ligand complex that includes an 

invariant histidine residue with an essential role in transport. 

The link between this copper-acquisition system and respiration via HCOs was confirmed by 

investigating CrpH, the protein encoded by the last gene of the operon also encoding CrtABp. 

CrpH is an inner-membrane protein belonging to the PepSY_TM family, whose known 

members are reductases of Fe(III) to Fe(II). Our results show that, in B. pertussis, HCOs are 

particularly important under low-aeration conditions, whereas CydAB, the copper-

independent cytochrome bd ubiquinol oxidase, plays a predominant role under high aeration. 

The crpH mutant displays a marked growth defect under low aeration, associated with a 

reduction in intracellular ATP levels, indicating impaired respiratory function. This hypothesis 

is further supported by the transcriptomic profile of the mutant. Under high aeration, 

however, the mutant behaves like its parent, owing to the activity of the CydAB complex. The 

effect of substituting conserved His residues of CrpH suggests that it coordinates a heme 

group essential for its activity, similar to other PEPSY_TM enzymes. By analogy with the latter 

proteins, CrpH might act as a Cu(II) to Cu(I) reductase, thereby facilitating copper insertion 

into the active site of one or both HCOs of B. pertussis. This hypothesis is supported by partial 

functional redundancy between CrpH and CcoG, a copper reductase involved in the assembly 

of the cbb3-type cytochrome c oxidase in other bacterial species. Finally, mouse infection 

experiments showed that both CrtABp and CrpH are important for the in vivo competitiveness 

of B. pertussis. 
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Résumé 

Le cuivre est un élément essentiel à la survie des bactéries, car il est retrouvé notamment dans 

le site actif de plusieurs enzymes clés. Toutefois, lorsqu’il est présent en excès, il devient 
hautement toxique. Les bactéries doivent donc maintenir un équilibre fin entre l’acquisition 
de cuivre et la protection contre sa toxicité. Alors que les mécanismes de défense contre le 

cuivre sont relativement bien caractérisés, les systèmes d’importation restent encore peu 
connus.  

Cette thèse a permis de caractériser un nouveau système d’acquisition du cuivre chez l’agent 
de la coqueluche, Bordetella pertussis. Il s’agit d’un transporteur TonB-dépendant (TBDT), 

nommé CrtABp (anciennement BfrG). Nos expériences in vitro montrent que CrtABp importe le 

Cu(II) complexé à un ligand possédant des groupements carboxylates. Le cuivre importé via 

CrtABp est destiné aux cytochromes oxydases à hème-cuivre (HCOs). Par analyses de similarité 

de séquence, nous avons pu définir la sous-famille CrtA de TBDTs. Le lien de ces protéines avec 

la respiration semble être conservé dans d’autres espèces. Le(s) ligand(s) naturel(s) reste(nt) 

à identifier. Nos données indiquent que CrtABp n’est probablement pas strictement spécifique 
d’un seul ligand mais pourrait agir comme transporteur ‘opportuniste’. Ce mode de 
fonctionnement pourrait être lié aux propriétés chimiques du cuivre, qui possède une forte 

affinité pour de nombreux composés organiques. La structure de CrtABp a été résolue et le site 

de fixation du complexe cuivre-ligand a été localisé, révélant le rôle essentiel d’une histidine 
dans le transport.  

Le lien entre ce système d’acquisition du cuivre et la respiration via les HCOs a été confirmé 

en étudiant CrpH, la protéine codée par le dernier gène de l’opéron qui inclut aussi crtA. CrpH 

est une protéine de la membrane interne de la famille PepSY_TM, dont les membres connus 

sont des réductases de Fe(III) en Fe(II). Nos résultats montrent que, chez B. pertussis, les HCOs 

sont particulièrement importantes en conditions de faible aération, contrairement à CydAB, 

la cytochrome bd ubiquinol oxydase indépendante du cuivre, qui est nécessaire surtout en 

forte aération. L’inactivation de crpH cause un important défaut de croissance de B. pertussis 

en faible aération, associé à une diminution notable du niveau intracellulaire d’ATP, indiquant 
un dysfonctionnement respiratoire. Cette hypothèse est confortée par l’analyse 
transcriptomique du mutant. En revanche, en forte aération, le mutant se comporte comme 

la souche sauvage, notamment grâce à l’activité de CydAB. L’effet de la substitution de résidus 
His conservés sur la croissance de B. pertussis indique que CrpH coordonnerait au moins un 

hème indispensable à son activité, comme les autres enzymes de la famille PepSY_TM. Par 

analogie avec ces derniers, CrpH pourrait agir comme réductase de Cu(II) en Cu(I), en vue de 

son insertion dans le site actif d’une ou des deux HCOs de B. pertussis. Cette hypothèse est 

appuyée par une redondance fonctionnelle partielle entre CrpH et CcoG, une réductase de 

cuivre impliquée dans l’assemblage de la cytochrome c oxydase de type cbb3 chez d’autres 
bactéries. Enfin, des expériences d’infection chez la souris montrent que CrtABp et CrpH sont 

toutes deux importantes pour la compétitivité de B. pertussis in vivo. 
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