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« La rigueur vient toujours a bout de I'obstacle »
Léonard de Vinci

« A la lumiére de la connaissance, I'heureux
résultat semble presque aller de soi ; tout étutian
(...) peut I'appréhender sans trop de difficulté.
Mais les longues années de tatonnements, de
recherches dans le noir, avec leur lancinante
tension, I'alternance des périodes de confiance et
de découragement, puis finalement la sortie vers
la lumiére, seuls ceux qui ont éprouvé cela
peuvent le comprendre. »
A. Einstein (1934)
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Avant propos

AVANT-PROPOS

Le sélénium, d'origine naturelle ou anthropique,t dargement distribué dans
I'environnement sous deux formes chimiques prifegpa le sélénite et le séléniate, formes tres
solubles, biodisponibles et hautement toxiquessdlabilité de ces formes oxydées du sélénium leur
confére une grande mobilité dans I'environnementieetce fait pose d’'importants problémes de
pollution dans les régions séléniféres, dans les eaées de certaines industries et potentiellement

dans les effluents du cycle du combustible nuaéair tant que radioélément a vie longis«).

On sait que certains micro-organismes résidant ensols et dans les eaux contribuent au
cycle géochimique du sélénium en réduisant le gélétlou le séléniate, formes assimilables, en une
forme insoluble peu toxique, le sélénium élémeatdiette réduction des formes oxydes permet de
limiter leur mobilité et leur toxicité dans I'enemnement. Depuis une quinzaine d’années, de
nombreux travaux de recherche démontrent les dégadépolluantes de certains micro-organismes.
Ces procédés de réhabilitation par voie biologiquebioremédiation pourraient étre exploités en
complément des techniques physico-chimiques delldépa déja existantes. Pour envisager une
application des micro-organismes en bioremédiatles, mécanismes biologiques de résistance,
d’accumulation, de réduction et d'immobilisationarfs relargage) des oxyanions du sélénium

doivent étre compris.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Généralités sur I'élément sélénium

1. De sa découverte a nos jours

En 1817, le chimiste suédois Jons Jakob Berzeldé&cauvert I'élément sélénium dans
des dépots sur les parois de chambres de plonggasipour la préparation d’acide sulfurique
(Hatfield, 2001). Cette découverte ayant eu lieu ge temps apres celle de I'élément tellure,
du latin tellus c’est-a-dire « terre », il 'appela sélénium, isdw grec « selene » signifiant
« lune ».

Le sélénium a été caractérisé par sa toxicitéseefets néfastes durant plus d’un siecle.
En 1954, il fut démontré que certaines bactérieslé&aloppaient plus rapidement dans un
milieu enrichi en sélénium (Pinsent, 1954). La pe¥m sélénoprotéine, la glutathion
peroxydase, identifiée dans les cellules eucaryotesz 'homme, a permis d’établir ses
fonctions biochimiques en tant qu’élément esse(®eltrucket al.,1973 ; Flohéet al., 1973).
Des lors, de nombreuses études ont montré des éeiefiques du sélénium notamment en

tant qu’agent de prévention pour certains cancers.

2. Propriétés physico-chimiques du sélénium
2.1. Propriétés chimiques

Positionné entre le soufre (S) et le tellure (Tapslle groupe 16 (ou Vla) du tableau
périodique, les propriétés chimiques du séléniumt pmches de celles du soufre (tableau 1) et

du tellure. Appartenant a la famille des chalcogéfuxygene, soufre, tellure, polonium), cet

élément présente les caractéristiqgues d’un méthletnon-métal : c’est un métalloide.
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Propriétés Sélénium Soufre
Symbole Se S
Numéro atomique 34 16
Masse atomique 78,96 32,06
Electronégativité de Pauling 2,4 2,5
Densité 4,79 (20C, gris) 2,07 (20C)
Température de fusion, T 217 113
Température d’ébullition, C 685 445
Rayon atomique, nm (Van der 0.14 0127
Vaals)
Rayon ionique (nm) 0,198 nm (-2) 0,184 (-2)

0,042 nm (+6) 0,029 (+6)

Isotopes naturels 6 4
Configuration électronique [Ar] 3d™° 4s? 4p* [Ne] 3s%3p*
Energie de premiére ionisation, 940,7 999.3
kJ/mol
Potentiel standard, V -0,77 -0,51

Tableau 1 : propriétés physicochimiques du sélénietrdu soufre (adapté de Haygarth, 1994)

Comme tous les éléments du groupe 16, le sélénaswsede 6 électrons sur sa couche
de valence et existe sous différents états d’oxydatans les milieux naturels : (+VI) dans les
especes séléniates (HSé,CSeQZ_) et dans I'acide sélénique {6Q), (+1V) dans les espéces
sélénites (HSe®, Se@?) et dans I'acide sélénieux £6eQ), (0) dans le sélénium élémentaire
et (-I1) dans les séléniures (SeHSe) et dans le séléniure d’hydrogéne,@d). Le sélénium
peut former des espéces organiques disélénieesSERSeou R est un groupement alkyl)
(Milne, 1998). L’état d’oxydation (+11) est trésstable et n’existe pas naturellement (Elkin,
1982).

La plupart des formes organiques du sélénium,dEBires organigues £{8e, R étant
un groupement alkyl), ou le sélénium se substitwevyant au soufre, sont a I'état d’'oxydation (-
II). Ces formes organiques incluent les acides amiisélénocystéine, sélénométhionine), les
méthylséléniures (par exemple, diméthyle séléni(@ds),Se et diméthyle diséléniure
(CH3),Se), les méthylsélénones (par exemple, diméthylensélé (CH),SeQ), les esters
méthylséléniques (par exemple, méthyle ester dmekétaine (Ch,Se CH,COOCH,) et les
ions méthylsélénonium (par exemple, ion triméthgisénium (CH)sSe€).

Le sélénium réagit avec de nombreux éléments poomet des composés analogues a
ceux formés avec le soufre. Par exemple, le sérdihydrogéne (ou hydrogéne sélénié,
H,Se) est gazeux et hautement toxique. Il est rapdemxydé en sélénium élémentaire%Se

en présence d’oxygeéne. L’affinité du sélénium pboxygene est plus faible que celle du
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soufre. Les formes inorganiques du sélénium saresoanioniques et solubles dans 'eau a pH
neutre alors que le sélénium élémentaire est ibkmllLes espéces séléniure (HSe ) sont trés
instables. La stabilité des différents états d'axyélduction est fonction du potentiel
électrochimique du milieu (figure 1).

1.2

0.6

0.4

0.2

E{V}) 0

pH

Figure 1: diagramme de Pourbaix d'une solution O,uM de sélénium a25°C, 1000 hPa (pression
atmosphérique) (d’aprés Séby et al., 1998 zone hachurée délimite les conditions phygiglees normales du
milieu intracellulaire (d’aprés Milne, 1998).

2.2. Propriétés physiques

Le sélénium présente des caractéristiqgues strlesuaoches de celles du soufre
(Schmidtet al, 1973 ; Kudryavtsev, 1974). Selon les conditidesélénium peut exister sous
trois formes allotropiques distinctes : les fornasorphe, vitreuse et cristalline (Cooper et
Westbury, 1982). La forme amorphe, rouge, est ferrpér précipitation et possede des
propriétés photoconductrices. Cette forme est ledyt de la réduction biologique de
composes séléniés inorganiques dans la natureéleaism vitreux et cristallin est produit
industriellement pour ses propriétés semi-conduesri De couleur noire, il est formé par
trempe du sélénium liquide amorphe. Le séléniumamée couleur grise, est le résultat du
refroidissement lent du sélénium vitreux jusqu’aseéidification sous une forme granulaire,
cristalline (Lide, 1997). Trois états cristallingn$ décrits : deux formes monocliniques et

[3-) et une forme trigonale.
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Le sélénium comprend 6 isotopes naturels stableslds abondances isotopiques sont
indiquées dans le tableau 2 et 9 isotopes radisautin naturels issus de réactions de fission.
Parmi ces isotope&Se (émetteuB, temps de demie vie de 119,8 jours), produit pévation
neutronique, est utilisé en radiobiologie et ert e traceur biologique (Elkin, 198ZySe
(émetteur, demie vie de 7.70ans) est un produit de fission de I'uranium-23BhiBet al,
1998 ; Simonoff et Simonoff, 1991). Il est présdans le combustible nucléaire usé, dans les
déchets radioactifs issus du retraitement du cofitideset dans les rejets associés au
fonctionnement normal des centrales nucléaireestusines de retraitement du combustible
(IRSN, 2002).

Isotope Abondance (%)
"se 1
®se 9
"se 7.5
Bse 23,6
8se 50
#5e 8,8

Tableau 2 : les isotopes naturels du sélénium etrlabondance

3. Utilisation industrielle du sélénium

Les applications industrielles du sélénium sont Ime@uses (Fishbein, 1991 ; Haygarth,
1994). Il est utilisé dans la fabrication du veem tant que colorant rouge sous forme de
sélénite d’ammonium, mais également comme agenté@bmloration pour neutraliser la
coloration des oxydes de fer. Ses propriétés pitmres sont également utilisées dans
I'industrie des peintures et des plastiques. Damdustrie des pneumatiques, il est utilisé pour
augmenter la résistance du caoutchouc lors du gsasede vulcanisation mais aussi en
métallurgie dans la préparation d'alliages etdément de surfaces. Le sélénium est employé
dans lindustrie des lubrifiants pour ses propgétanti-oxydantes. Ses propriétés
photoélectriques sont largement exploitées en ré@#ét et en électronique (fabrication de
cellules photo-électriques, de semi-conducteurs, talebours de photocopieurs...). En
agriculture, le sélénium est utilisé dans la fsdiion et comme additif alimentaire pour le
bétail dans les régions pauvres en sélénium (Sifh@idSimonoff, 1991). Dans I'industrie
chimique, le sélénium est exploité en tant quelysdar. Dans le secteur médical, le traitement

antifongique ddinea versicoloeet le traitement anti-pelliculaire sont a baseséénium.
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4. Importance biologique du sélénium

Le sélénium est une molécule ambivalente car ssepo@ en faible concentration est
indispensable a la vie pour ’lhomme, les animag Mégétaux et les micro-organismes. En cas
de carence ou d’exces, il entraine de sérieux lesulbiologiques et écologiques. Les
concentrations limites en tant qu’'élément essemieén tant qu’élément toxique sont tres

proches.

4.1. Le sélénium : élément trace essentiel

Le sélénium est un élément essentiel pour la plugas organismes, y compris
'hnomme (Ge et Yang, 1993). Il est nécessaire aambreuses enzymes, en particulier la
glutathion peroxydase impliqguée dans la défendalaek contre le stress oxydant (Rotruatk
al., 1973 ; Flohet al,, 1973).

Historiquement, son role essentiel n'a pas étérmacommeédiatement malgré qu'il a
d’abord été montré des effets nutritionnels béng&fiqd’une supplémentation en sélénium chez
des rats atteints de nécrose du foie suite a ulea@aen vitamine E (Schwartz et Foltz, 1957).
Ce r6le nutritionnel du sélénium a été rapportézdes bactéries (Pinsent, 1954). Son réle
biochimique a été établi en 1973 par la découveetda premiére sélénoprotéine chez les
procaryotes, la sélénoprotéine A (Turner et Stadtrh@73).

Le role fondamental du sélénium est en partie guglipar son incorporation dans les
protéines sous la forme biologique de I'acide ansi@énocystéine. La sélénocystéine confere
aux protéines des activités biochimiques diversmsvent liées a des activités d’oxydo-
réduction (Kohrleet al, 2000). La sélénométhionine, acide aminé présanfaible quantité
dans les protéines a la place de la méthioninerrpiblegalement catalyser la réduction du
péroxynitrite a la place du glutathion, intervenaiisi dans le stress oxydant (Klag al,
2003). Le sélénium est présent également au nigeasite actif de la thiorédoxine réductase
sous forme de groupement sélénol (-SeH) ou le is@ejoue un réle fondamental dans la
protection contre les radicaux libres (Tapietal, 2003).

Largement documenté pour son réle dans la protectimtre les especes réactives de
'oxygéne en tant que cofacteur de sélénoenzyneesélénium intervient également dans le
métabolisme des hormones thyroidiennes par l'inddiaire des désiodases, sélénoenzymes

permettant de cliver une liaison carbone-iode d&sshormones, régulant ainsi leur activite.
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Besoins en sélénium

Le sélénium est essentiellement apporté a I'hommi@am@mal par la nourriture. Les
besoins chez l'adulte sont estimés a 50 - 80 pgaquar (Apports Nutritionnels Conseillés,
2001) avec une dose limite de sécurité fixée paCdaseil Supérieur d’Hygiéne Publique
Francaise a 150 pg par jour (cf. tableau 3). Ldemdgntation du code francais de santé
publique a fixé le taux limite de sélénium dansliedu réseau public de distribution a 10 pg
par L (soit 10 ppb ou 0,13 uM). Cette valeur esntdjue a celle donnée par I'organisation
mondiale pour la santé (OMS).

A dose nutritionnelle, le sélénium aurait un effetventif sur I'apparition de certains
cancers (Clarket al, 1991 ; Schrauzeet al, 1977). Il a été montré sur des modeles
expérimentaux tumoraux que le sélénium aurait deprigtés anticancéreuses, en limitant la
prolifération cellulaire, en améliorant la réporisemunitaire et en protégeant les cellules

contre les oxydations aberrantes.

Age Apport Nutritionnel C_onseillé
(ANC en pg par jour)
0 — 6 mois 15
7-12 mois 20
1-3ans 20
4—-6ans 30
7-9ans 30
10 -13 ans 40
14 - 18 ans 50
Adultes 50 a 80

Tableau 3 : apports conseillés en sélénium pour dEérentes classes d'agdspports Nutritionnels Conseillés,
2001). Pour les adultes, la dose limite de sécuraé@caise est fixée a 150 pg par jour par le Cansepérieur
d'hygiéne publique de France. Cette dose a été fixgartir de I'étude de Yang et al. (1989) enis#iit un facteur
de sécurité de 10 (inter espece), afin de ne peiteina une supplémentation trop importante enrgélé. En
2000, sur la base de la méme étude, le Scientdinr@ittee on Food a proposé une limite de sécutité @levée
(300 pg par jour pour les adultes). La valeur tatagique de référence proposée par 'OMS pour liEdast de
240 ug par jour. L'OMS estime que les sels de météisolubles dans I'eau sont plus toxiques quetliéngim
organique présent dans les alimer

La teneur en sélénium dans I'alimentation dépenthaisponibilité et de I'abondance
de cet éléement dans I'environnement d'origine. Emégal, les céréales, les féculents, les
champignons, la charcuterie, les volailles et g&hide poisson et les ceufs contiennent du
sélénium. Le tableau 4 présente les teneurs mogeanesélénium des principaux produits
consommeés en France (INRA, 2004). Dans les zorésgg@ivées, un apport supplémentaire

comme additif permet de corriger une carence dmaéh (cf. § 1.3.2).

22



Introduction

Produit Sélénigm :
(ug / kg de poids frais)

viandes 95
poissons 170
céréales 39
légumes (hors pomme de terre) 17
boissons alcoolisées 11
laits 15
ultra-frais laitier 20
huiles 11
eaux 11
sucre et dérivés 11
condiments et sauces 29

Tableau 4 : teneurs moyennes en sélénium mesuréassddes échantillons représentant les produits égs
consommeés en France (INRA, 20Q4)es teneurs en sélénium dans I'alimentation feése concordent avec
celles mesurées dans d’autres pays européens (Ralddlemagne, Grande-Bretagne et Belgique). Eanehe,
elles sont faibles comparées aux valeurs mesundegats-Unis.

Le sélénium dans I'organisme

L’'absorption du sélénium dépend de sa forme chimigua sélénométhionine est
I'acide aminé le plus répandu dans les protéinesaas ou végeétales. Elle est majoritairement
absorbée au niveau du duodénum par un transpaft (@& d’absorption), alors que
I'absorption du sélénite est réalisée par un trarispon actif (Browret al, 1972 ; Simonoff et
Simonoff, 1991). Le séléniate est plus efficacenadrsorbé que le sélénite (94% contre 59%)
(Thomson et Robinson, 1986), mais son excrétionaug est plus grande. Le sélénium
élémentaire et les séléniures sont faiblement BBsorau niveau des intestins (5%
d’absorption).

Le sélénium absorbé est transporté par des prstglasmatiques de la circulation pour
étre distribué dans I'organisme (figure 2). Cedaanganes, comme le foie (15%), les reins
(5%), le cerveau (1%) et le pancréas (0,5%), actemhgpécifiguement le sélénium (Thomson
et Stewart, 1974). Dans le métabolisme du sélénierfgie constitue une réserve d’échange
rapide avec le sang alors que les réserves damsdele constituent un stockage d’échange lent
(Simonoff et Simonoff, 1991).
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Le sélénium est principalement excrété par lesesri(60%) sous la forme d’ion
triméthylsélénonium. En cas d’exces, I'air expigupétre une voie secondaire de I'excrétion
sous forme principale de diméthyle séléniure, raspble de I'odeur alliacée caractéristique
(Simonoff et Simonoff, 1991).

Sélénium ingéré Sélénium dans les tissus
e - I e - I
Sélénométhionine Protéine
Q% Incorporation sous forme
%0// de sélénométhionine

&

Pool central

S’el’en_lte, du sélénium Glutathlon_ peroxydase,...
séléniate Incorporation sous forme
de sélénocystéine
Sélénocystéine Formes toxiques

Diméthyle séléniure

Métabolites excrétés excreté par les poumons

Comme l'ion triméthylsélénonium dans les urines

Figure 2 : métabolisme du sélénium dans I'organism@ool entre le sélénium ingéré et le sélénium peat
dans les tissus (adapté de Fishbein, 1991§s composés de sélénium sont métabolisés pardées majeures :
la premiére voie permet la réduction en séléniudméntaire puis soit incorporation dans ou fixatiaox
protéines aprés conversion en sélénocystéine, agoids réaction avec des ions métalliques conduisard
formation de séléniures métalliques par un procesii réduction en séléniure pour étre en définiin@rporé
dans les protéines ; la seconde voie permet laatoiu en séléniure d’hydrogéne, puis méthylatiorcemposés
volatiles ou en ion triméthylsélénonium (IRSN, 2002

4.2. Toxicité du sélénium par exces ou par carence

4.2.1. Exces de sélénium

Causes d’'une surcharge en sélénium

Une forte exposition humaine peut provenir de temezn sélénium naturellement
élevées, par exemple lors de cultures sur solgi&iés et passage du sélénium dans la chaine
alimentaire, ou d’'une forte exposition d’originetfaopique, par exemple chez les travailleurs

des raffineries de minerais et des industriesatesformation du sélénium.
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Les utilisations importantes du sélénium, dansdlstrie, en meédecine et dans
I'agriculture, conduisent a son rejet dans I'enwivement (Barceloux, 1999.emly, 2004). En
France, des teneurs en sélénium supérieures gelfed de qualité dans les installations de
production d'eau destinée a l'alimentation humaint été répertoriees dans de nombreux
départements francais, notamment dans le dépanaediEssonne (Robaux, 2005).

Les formes séléniées les plus toxiques pour leanismes vivants sont le sélénite et le
séléniate, du fait de leur grande solubilité etadrsponibilité. Le sélénium élémentaire est
toxique pour des organismes aquatiques : il peatasimilé et fortement accumulé dans les

mollusques bivalves (Schlekeit al., 2000).

Symptomatologie

Historiquement, la toxicité du sélénium a été déquar Marco Polo & la fin du Xfi}®
siecle, soit bien avant sa découverte. Sa progmres&rs la Chine occidentale fut rapidement
compromise par la perte des sabots de ses chesaivie de la mort des animaux (Latham,
1968). Ceux-ci consommaient une plante a teneuvééleen sélénium, Astragalus
aujourd’hui reconnue comme hyperaccumulatrice dienaém lorsqu’elle est cultivée sur des
sols séléniferes, comme c’est le cas dans I'OuedadChine. Ce syndrome de toxicité est
aujourd’hui connu sous le nom d™Alkali disease"qkdn, 1937). L’empoisonnement a été
reproduit expérimentalement chez des animaux dgle\(O'Toole et Raisbeck, 1995 ; Yaeger
et al, 1998).

Dans les années 1980, une grande zone de marédagedserve de Kesterson
(Californie), a été réalisée pour offrir un habipaiur les oiseaux aquatiques mais en ignorant
que l'eau de la réserve était fortement contamerésélénium. Les oiseaux aquatiques de la
réserve ont présenté alors un taux élevé de madtons embryonnaires et de mortalités
(Ohlendorf, 1989). Un lien direct entre la tenelevée en sélénium et le taux de mortalité
anormalement élevé de ces oiseaux a été déemortlén@orf et Santolo, 1994 ; Lemly, 1994).
Des effets tératogenes ont été rapportés chezoiesops (Lemly, 1994).

Les cas d’intoxications aigues ou chroniques cherrime sont rares. Les symptomes
sont une chute des cheveux et des ongles, un éaessif et de la fatigue. Dans les cas
d’intoxications aigues, une atteinte neurologigoeoanpagnée de convulsions ou de paralysies
a été observée (IRSN, 2002). L'effet mutagéne d#naém et de ses composés est variable en
fonction des composé vitro, le sélénite augmente le taux d’aberrations chemmques
dans les lymphocytes humains (Tuclar al, 1993).In vivo, le sélénite et le séléniate

administrés par ingestion a forte dose augmentmombre d’aberrations chromosomiques
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dans les cellules de moelle osseuse de souris &Bistval., 1997). L’effet cancérogéne du
sélénium est controversé ; son effet tératogene themme semble pouvoir étre écarté
(IRSN, 2002).

Conséquences : toxicité cellulaire

Au niveau cellulaire, de nombreux composés du s@ién(sélénite, dioxyde de
sélénium, sélénocystine, disélénodiproprionate, héhgldiséléniure, 1,4-phénylénebis-
(méthylene) sélénocyanate et 6-propylsélénouragé@nérent des especes réactives de
'oxygéne, notamment du peroxyde d’hydrogengOH et I'anion superoxyde O, en
réagissant avec les groupements thiols du glutatiies especes réactives de I'oxygéne sont
responsables de leur toxicité (Sekoal, 1989; Spallholz, 1997). La toxicité du sélénite pour
des cellules procaryotes ou eucaryotes a été |lamfentécrite (Kramer et Ames, 1988 ;
Kitaharaet al, 1993 ; Shert al, 1999 ; Bébieret al, 2002 ; Kessi et Hanselmann, 2004). Le
sélénite agirait comme catalyseur pro-oxydant. &ecité se manifesterait lorsque les
conditions pro-oxydantes excederaient les défemsieoxydantes (Spallholz, 1997).

Outre l'induction de stress oxydant, le séléniuteriiére au niveau cellulaire avec le
métabolisme du soufre, par substitution non sppefidu sélénium par le soufre. Le sélénium
entre dans la voie d'assimilation du soufre et grea place dans des biomolécules, en
particulier les acides aminés sélénocystéine eineététhionine. La proportion de soufre
remplacé par le sélénium dépend de la concentrattoacellulaire de ces deux éléments mais
aussi de l'affinité des enzymes impliquées dangla d’assimilation du soufre vis-a-vis des
substrats contenant du soufre ou du sélénium. Em'excés de sélénium, la fréquence de la
substitution du soufre augmente (Sekowskal, 2000).

Les propriétés chimiques de la sélénocystéine ¢ dgstéine sont trés différentes. A
pH physiologique, le groupe sélénol de la sélénéays est ionisé alors que le groupe
sulthydryl de la cystéine est protoné (-SeH, pK&,2; -SH, pKa = 8). En conséquence, la
réactivité des protéines a sélénocystéine est ipipsrtante que celle de leurs homologues
cystéines. De plus, la taille du groupe sélénol mas importante que celle du groupe
sulfhydryl. L'incorporation de sélénocystéine ddes protéines peut modifier leur structure
tertiaire et altérer leur activité catalytique @let al, 2003).

Les différences chimiques entre la sélénométhiomindéa méthionine ne sont pas
majeures. L’incorporation de sélénométhionine dassprotéines n’altere pas leur structure
tertiaire. Par contre, la sélénométhionine sulisital la place de la méthionine au voisinage du
site actif d’enzymes peut influencer leurs actwitéar le groupement GFbe de la
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séléenomeéthionine est plus hydrophobe que le groape@H-S de la méthionine. L'acces du
substrat au site actif peut étre affecté modifiaatparameétres de cinétiques (Schrauzer, 2000).
Par exemple, lorsque la sélénométhionine rempkagedthionine de la thymidylate synthase
d’Escherichia coli alors I'activité de I'enzyme est augmentée de 4i#orapport a 'enzyme
sans substitution (Bolext al, 1991). L'activité d’'une phosphomannose isomédes€andida
albicansest augmentée d’'un facteur 4 lorsque la sélénoomitie remplace la méthionine a
proximité du site actif (Bernaret al, 1995).A contrarig le remplacement de plus de la moitié
des 150 résidus méthionine deflgalactosidase &. coli par de la sélénométhionine inactive
I'enzyme (Huber et Criddle, 1967).

4.2.2. Carence en sélénium

Comme nous l'avons vu précédemment, les appors&lénium se font essentiellement
par I'alimentation. Une carence est principalemiggg a un régime alimentaire pauvre en
sélénium. Le sélénium étant un élément trace asgesin déficit conduit a des troubles tels
gu'un retard mental, une infertilité masculine, udéficience immunitaire, des maladies
cardiovasculaires, des myopathies et/ou cardionthigs Un déficit en sélénium peut
augmenter les risques de certains cancers (Ip, 19@Bs et al, 2006) et accélérer les
processus de vieillissement (Simonoff et Simont¥P1). La plupart des maladies infectieuses
sont associées a des stress oxydants, engendrés ng@onse immunitaire innée. En cas de
déficience en sélénium ou de dysfonctionnement rapb d’'une sélénoprotéine impliquée
dans [l'élimination de radicaux libres, l'une desemiéres conséquences sera un
dysfonctionnement de la réaction inflammatoirepaat cela méme, I'aggravation de l'infection
(Rayman, 2000).

Une carence sévere en sélénium peut conduire a plilwlogies : les maladies de
Keshan et de Kashin-Beck. La maladie de Keshanrestcardiomyopathie congestive fatale.
Elle a été découverte dans la région de Keshans tist de la Chine, ou le sol est
particulierement pauvre en sélénium. Elle a condytus de dix millions de déces dans cette
région. Le sol tres peu sélénifére entraine unenca en sélénium chez des sujets porteurs
d’un virus de la famille des coxsackie qui modléegénome viral et rend les virions virulents
(Ge et Yang, 1993). La carence seule en séléniwst nlonc pas responsable de la maladie.
Depuis, les autorités chinoises ont éradiqué cetidadie par I'apport de compléments

alimentaires séléniés (Cheng et Qian, 1990).
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La maladie de Kashin-Beck est une arthrose endénegtrainant une déformation des
articulations. Elle touche 80% de la populatioraleirdans certaines régions du Tibet, ou les
apports en sélénium par l'alimentation sont 10 af@® plus faibles comparés aux autres
régions (soit en dessous de 7 pg de sélénium par glors que les apports quotidiens
recommandés pour un adulte sont de 50 a 80 pg)(¥aal, 1989). A ce jour, il n’a pas été
démontré qu’'une carence seule en sélénium étgibmeable de la maladie. Une exposition a
un facteur toxique d’origine alimentaire, par exé&andes mycotoxines présentes dans les
céréales, pourrait en étre également la caused@iestral, 1992).

En Nouvelle Zélande, ou les sols sont particuliergmpauvres en sélénium, la
déficience est contrée par un apport supplémentsings la forme de sélénite ou de
sélénométhionine. Cependant, la faible marge existatre I'effet toxique et la dose essentielle
rend cette supplémentation controversée. La fi@upeésente les effets bénéfiques et néfastes
attendus suite a une supplémentation en séléniamindaux d’élevage, en fonction de la

concentration en sélénium administrée (d’aprésdfiak, 1998).

Diminue le
caroténe Un excés diminue la quantité de glucose,
di sp onible pentoses, acide pyruvique, active

non spécifiguement des phosphatases
et ATPases, augmente l'activité totale
de déshydrogénase I-ketoglutarate

N—r

Diminue les quantités =
. de vitamines A et C Augmente la quantité a
x@ de vitamine B dans le foie o
= | pendar]t une courte période D
c (jusgu'a 2 mois) HGZJ
. Retarde la croissance o
s etle dével_oppement <
— de l'organisme, provoque Agit en tant qu'anti-oxydant| g
= des pathologies « alkaloses » empéche et guérit ;
(o) la pathologie —
\Q) o]
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) sur le systéme nerveux c
o de I'organisme ompense
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I'activité d’enzymes d’oxydo-réduction,

renforce I'effet de I'insuline en

hypoglycémie, cause des dommages dans

le métabolisme des carbohydrates

Figure 3: impacts positifs et négatifs d'une sugphentation en sélénium chez les animaux d'élevage
(d’aprés Kishchak, 1998). Le sélénium est utilieénme additif dans l'alimentation des animaux caest
indispensable pour préserver la santé de I'animafaxoriser sa productivité. Selon la dose admigst
limpact du sélénium sur la croissance et le déwptment est tres variabl
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Il. Le sélénium dans I'environnement

1. Le cycle biogéochimique du sélénium

La disparité des concentrations en sélénium dars/ifonnement s’explique par le
cycle géochimique de cet éléement (Howard, 1977)figpare 4 présente le cycle global du
sélénium. La géochimie du sélénium est proche tie de soufre. Le sélénium incorporé dans
les minéraux soufrés est séparé des sulfures palaten au cours de leur altération : il est
alors transformé en sélénium élémentaire ou emisgléLa géochimie du sélénium est
largement contrélée par le fer aussi bien en miliéducteur qu'en milieu oxydant. Par
exemple, dans les sédiments alcalins neutres)daiate co-précipite avec les oxydes de fer a
faible pH (Lindstrom, 1983).

Dans les roches ignées, le sélénium est généraleassacié a des sulfures naturels
(chalcopyrite (CuFe$, pyrite (Fe9)...) (Berrow et Ure, 1989 Kudryavtsev, 1974 ; EIkin,
1982). Plus rarement, on le retrouve sous la fodmeninéraux de séléniure (klockmannite
(CuSe), clausthalite (PbSe), naumannite &g}, tiemannite (HgSe)). Il peut également étre

associé a des minéraux mixtes (par exemple cueékgCuSe) et crookesite (CuTlpe
Air

Combustion des
énergies fossiles
Productiom métallique

Activités
anthropiques

Récupération
des sédiments

Figure 4: cycle global du sélénium montrant lesuR entre les principaux compartimentgadapté
d’'Haygarth, 1994). La combustion des énergies fes®t la production de métaux constituent lesqgpiaux
flux anthropiques. Le compartiment marin génereurgltement du sélénium par volatilisation et pandaie
majoritaire du recyclage biologique du séléniumdtdgies, animaux et plantes). A I'échelle globdéss, flux
dans I'atmosphére sont faibles mais le turnoverleettransport du sélénium sont trés rapides dans ce
compartiment. Les flux générés par le systemedeaeasont importants du fait de la contribution desivités
humaines (activités agricoles : cultures et éle®ge
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2. Distribution du sélénium dans I'environnement

Le sélénium est naturellement présent dans I'endiement. Les concentrations
moyennes dans la crodte terrestre sont de 0,09angqgy concentrations approximativement
équivalentes a celles du cadmium et de I'antimonaés inférieures a celles du molybdéne, de
I'argent, du mercure et de I'uranium. Malgré sdlaiconcentration dans la crolte terrestre, le
sélénium est largement présent dans les diffé@rtgartiments de I'environnement. A titre
de comparaison, la concentration moyenne en solaine ce méme compartiment est de 520
mg par kg (Simonoff et Simonoff, 1991). Les rockédimentaires, couvrant les trois quarts de
la surface cultivée, sont riches en sélénium aescodncentrations variant de 0,08 a 1 mg par
kg.

Les activités anthropiques générant du séléniundwisant a sa redistribution dans les
compartiments environnementaux. Plus de 1600 tondes sélénium sont produites
annuellement dans le monde a partir des résidugaffeage électrolytique du cuivre
(Haygarth, 1994). Le Canada, les Etats-Unis etapod sont les principaux producteurs
mondiaux de sélénium. Le sélénium est également poe grande part introduit dans
I'atmosphere par la combustion des énergies fassii@ar I'industrie métallurgique (Fishbein,
1991). Les principaux composés de sélénium présirts I'environnement sont récapitulés

dans le tableau 5.
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Nom (état d’oxydation)

Formule

Origine

Séléniures (-)

sée

Présents dans les milieux réducteurs comme
sols. Les séléniures forment des comple
métalliques ; trés peu mobiles

Diméthyle séléniure
(DMSe)

(CH3)ZSe

Gaz formé par volatilisation a partir de bacteé
et de champignons dans les sols

Diméthyle diséléniure
(DMDSe)

(C H3)28Q

Gaz formé par volatilisation a partir des plantes

Diméthyle sélénone/
méthyle méthylsélénite

(CHz)2SeQ

Métabolite volatile, formation possible comr
intermédiaire terminal avant la réduction
DMSe

séléniure d’hydrogéne

e

Gaz, instable en présence d’humidité
décompose en $dans I'eau

Sélénium élémentaire (0)

sé

Stable en environnements réducteurs; fo
cristalline rouge monoclinique et (3 ; forme
rouge brillante ou noire amorphe, tou
insolubles dans I'eau; Il'oxydation/réducti
sont lentes

Sélénite (+IV)

SeQ?

Forme soluble, principalement présent
conditions légerement oxydantes comme d
les sols ou dans les particules de l'air

HSeQ

Majoritaire dans les sols

Triméthylsélénonium

(ChsS€

Métabolite excrété dans les urines par
mammiféres, rapidement indisponible pour
plantes par fixation et volatilisation

Acide sélénieux

bbeQ

Protoné en conditions acide/neutre. Se(lV)
facilement réduit en S$e par de Iacide
ascorbique (vitamine C) ou par du dioxyde
soufre en environnement acide chez les mi
organismes. Rapidement disponible par
oxydes de fer, les hydroxydes amorphes de
et par les sesquioxydes’aluminium dans les
sols

Dioxyde de sélénium

SeO

Gaz formé par la combustion de carburg
fossiles : sa dissolution dans lI'eau forme
I'acide sélénieux

» les
Xxes

ies

se

rme

[es
DN

en
ans

les
les

est

de

Cro-
les
fer

.

D

nts
de

Séléniate (+VI)

SeQ?

Acide sélénique

H,SeQ

Stable dans les environnements bien aérés e
mobile dans les sols, facilement disponible p
les plantes. Lentement convertie en formes
réduites : absorption moins importante que
sélénite

[ trés

our

Dlus
le

HSeQ

Principalement dans les sols

Tableau 5 : principaux composés de sélénium présedians I'environnement (d’aprés Haygarth, 1994) es
sesquioxydes correspondent a I'ensemble des orydaasiroxydes d'aluminium généralement colloidagsgnts

dans un sol.
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Sélénium dans le sol

Les sols ont des concentrations en sélénium coegpmrmtre 0,01 et 2 mg par kg
(Mayland, 1994). Les sols pauvres en sélénium désignés sols sélénoprivés (< 0,1 mg par
kg). On en trouve par exemple en Nouvelle Zélarate,Chine et en Finlande. De fagon
ponctuelle, des sols peuvent avoir des concenisagapérieures a 100 mg par kg (par exemple
en Irlande et aux Etats-Unis). Ces sols richeséénaim sont nommeés sols séléniféres. Les
formes séléniées les plus fréguemment trouvéesldarsmls sont le sélénite et le séléniate. La
spéciation des espéces séléniées dépend du pld, abmdentration, des conditions d’oxydo-
réduction et de la présence de ligands dans ld.eot.forme physico-chimique détermine leur
disponibilité pour les organismes vivants (LosiFeankenberger, 1997a ; Haygarth, 1994).
Typiquement, dans les sols alcalins et aérés, lEnisén est principalement sous la forme
soluble séléniate, disponible et assimilable. Lérste, disponible et assimilable, domine dans
les sols aérés legerement oxydants. Dans les salesaet réducteurs riches en matiére
organique (sols sédimentaires), le sélénium esbonit@jement sous forme de sélénium
élémentaire et de séléniures liés aux métaux, ®rires peu solubles et non disponibles
(Frankenberger et Karlson, 1994 ; Zawislanki et Mt 1998). Le sélénium élémentaire peut
étre formé par les micro-organismes qui réduisestfbrmes oxydées (Doran et Alexander,
1977). Les formes organiques peuvent provenir destgs en décomposition et ces espéces

peuvent étre transformées en alkyl-séléniuresgzamicro-organismes (Petersatral, 1981).

Sélénium dans I'eau

Les concentrations en sélénium dans les eaux dacsymarines et continentales, en
milieu non contaminé, sont rarement supérieured 6 par L (Simonoff et Simonoff, 1991).
Dans les eaux terrestres et les eaux de pluie rqinaht le sélénium de sols séléniféres, les
teneurs peuvent atteindre 400 pg par L (Conde etz @daejos, 1997). Selon les zones
géographiques, les sources anthropiques peuvemirert une augmentation de ces
concentrations.

D’une maniere générale, les especes séléniatdéégiteésont majoritaires dans les eaux
oxydantes (par exemple, les eaux de surface)siémium élémentaire est plus abondant dans

les zones anoxiques (Stolz et Oremland, 1999).
Sélénium dans 'atmosphére

Le sélénium est introduit dans I'atmosphére par plexessus naturels physiques,

comme l'activité volcanique, ou biologiques, comsaevolatilisation par méthylation par les
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micro-organismes, les plantes et les animaux (H#ygd994 ; Cahill et Eldred, 1998). Les
alkyl séléniures (diméthyle séléniure, diméthyleétkniure et diméthyle sélénone) sont les
principaux composés gazeux (Fishbein, 1991 ; Halyga®94) (Tableau 5).

La concentration en sélénium dans I'atmosphéreeestnoyenne de 3 ng parran
milieu urbain et de 1,3 ng par®nen milieu rural (Fishbein, 1991). Cette concefdrapeut

atteindre 10 ng par fulans certaines zones géographiques (OMS, 2003).
[ll. Mécanismes de transformation du sélénium parés micro-organismes

De nombreuses études montrent I'implication detiV&é microbienne dans le cycle
biogéochimique du sélénium (Died$ al, 2002 ; Gadd, 2004). Certains micro-organismes, e
modifiant le degré d’oxydation du sélénium, conight a augmenter ou a diminuer la mobilité
et la biodisponibilité de cet élément dans I'enmitement, soit par oxydation d’especes
insolubles du sélénium, soit par réduction d’espé&mtubles en especes insolubles (Fleming et
Alexander, 1972 ; Doran et Alexander, 1977).

Les transformations microbiennes du sélénium pduéae le résultat de processus
d’assimilation ou le sélénium est incorporé dansblamasse, de dissimilation ou la
transformation d’oxydo-réduction conduit a fourde I'’énergie en utilisant le sélénium comme
accepteur d’électron, ou de détoxication (immoéilan ou volatilisation des espéces séléniées
inorganiques) (Doran, 1982 ; Oremland, 1994 ; Stokl., 2006) (cf. figure 5).
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Dissimilation par la réduction Assimilation par la

bactérienne réduction bactérienne
Séléniate (S€)
Sélénite (S¥)

\\> , Sélénium organique
Adsorption 2z pi 14 2

(selenomethlonlne sélénocystéjne)

Réduction Réduction
biologiqu chimique

Methylatlon
Séléniures volatlles
(DMSe, DMDSe)
Selenlum élémentaire (Je
Assimilation
Déméthylation
Séléniure , + CH,

Figure 5 : transformation du sélénium par les miciorganismes (adapté d’Oremland, 1994MSe correspond
a du diméthyle séléniure et DMDSe a du diméthydéléniure.

1. Réduction des formes oxydées du sé€lénium

De nombreuses espéces bactériennes sont capablesduiee les oxyanions de
sélénium (Oremland, 1994). Ce mécanisme de rédausiodéroule principalement dans les
sols, les sédiments et les eaux. C’est une steatd@veloppée par certaines bactéries pour

résister a une forte exposition au sélénium.

1.1. Réduction du séléniate

Selon les micro-organismes, la réduction du séémaut suivre les trois processus : la

dissimilation, I'assimilation ou la détoxication.

Réduction du séléniate par dissimilation : respwatdu séléniate

Pour la plupart des especes présentes en enviremhemmoxique, le procédé de
dissimilation est prépondérant (Oremland, 1994).

Les bactéries dissimilatrices de séléniate sevemti en conditions anaérobies. Ces

souches sont donc difficiles a isoler et a cultiveisqu’a maintenant, seules quelques unes ont
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éte isolées. Parmi elles, nous pouvons @wdfurospirillum barnesi(Oremlandet al, 1994),
Bacillus selenitireducen®t Bacillus arsenicoselenati¢gBlum et al, 1998) et la bactérie
anaérobie strict€hauera selenatiMacyetal., 1993).

Le séléniate est utilisé comme accepteur termiigddctrons. Sa réduction est couplée
a I'oxydation de composés organiques simples giracessus de dénitrification (cf. figure 6)
(Lovley, 1993 ; Whiteetal., 1995 ; Oremlanct al, 1999 ; Stolzt al, 2002). Deux voies de
dissimilation du séléniate sont décrites. La preenienmobilise le séléniate et le réduit en
sélénium élémentaire et la seconde permet sa maéthyket conduit a sa volatilisation (Stolz et
Oremland, 1999). Cette seconde voie est décrite ldgmaragraphe 111.2.

Les complexes enzymatiques mis en jeu sont desgtenitéductases, bien caractérisées.
Il a été montrén vitro que les nitrate réductases de souches déniteBameuvent réduire le
séléniate en sélénium élémentaire. C’est le cagxymmple de I'enzyme périplasmique Nap de
Rhodobacter sphaeroidesi des nitrate réductases membranaires Nar aili (Sabatyet al,
2001). Cependant, I'activité catalytique de cesyares pour le séléniate reste faible comparée
a celle d’enzymes spécifiques.

Des séléniate réductases spécifiques peuvent égatiedire impliquées dans la
réduction du séléniate. Ces enzymes catalysenédaction du séléniate en sélénite. Les
séléniate réductases identifiées a ce jour requiévates un cofacteur molybdéne (Wattsl,
2004). Ces enzymes peuvent étre distinguées parddealisation cellulaire : périplasmique
chezThauera selenatigMacy et al, 1993 ; Schrédeet al, 1997) ; liee a la membrane chez
Enterobacter cloacaéWatts et al., 2003 ; Losi et Frankenberger, 1997b)Sedfurospirillum
barnesii(Stolzet al, 1997) ; cytoplasmique ch&z coli(Bébienet al, 2002).

Des travaux poussés ont été réalisés sur la stdémiductase dé&. selenatis Cette
enzyme ne réduit pas le sélénite, le nitrate, tiiteni le chlorate ou encore le sulfate (Schroder
etal., 1997 ; Wattst al, 2004 ; Maheet al, 2004). La séléniate réductaseSlebarnesiine
semble pas étre aussi spécifique que cellE. delenatispuisque des extraits membranaires de
S. barnesimontrent une activité également pour le nitraehlosulfate et le fumarate.
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A
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Figure 6 : voies possibles de réduction des oxyasiade sélénium en condition anaérobi®eprésentation
schématique des enzymes impliquées dans la rédutiisimilatrice du séléniate, du sélénite, duaidret du
nitrite par des bactéries dénitrifiantes (A). Reggétation schématique des enzymes impliquées daaduction
du séléniate, du sélénite, du nitrate et du nifpiée Thauera selenatis (B).

Réduction du séléniate par la voie d’assimilatienstilfate

Chez la plupart des micro-organismes, le sélémisteransporté dans la cellule par les
perméases sulfate. Son incorporation dans la vassichilation des sulfates est alors possible.
Des enzymes de la voie de réduction du sulfategr@winsi catalyser la réduction du séléniate
(Lindblow-Kull et al, 1985). Par exemple, ch&esulfovibrio desulfuricande séléniate est
réduit en séléniure via la voie d’assimilation difate ; des isolats bactériens d’un bassin de la
vallée de San Joaquin en Californie sont capabéegéduire le séléniate en une espéce
similaire a la sélénométhionine (De Souziaal, 2001). Des analogues séléniés peuvent
également étre produits comme [l'adénosine-5-s@iagphate (APSe5) issue de

I'activation du séléniate par 'ATP sulfurylase présence de magnésium (Oremland, 1994).

Réduction du séléniate par le systeme de détoaitati

Chez certaines espéeces, par exenmpseudomonas stutze(lLortie et al, 1992),
Wolinella succinogeneg¢Tomei et al, 1992) etBacillus subtilis(Garbisuet al, 1995), le
séléniate est réduit en sélénium élémentaire. trataiet le sulfate n’ont pas d’effet inhibiteur
sur la réduction du séléniate suggérant dans cqumse sélénium suit une voie différente de
celle de l'assimilation du sulfate et de la défidation (dissimilation). Un processus de

détoxication est suppose.
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ChezE. coli, la réduction du séléniate en sélénium élémengsirdente et limitée (Fels
et Cheldelin, 1949). Elle se fait en deux étapedeogélénite est le produit intermédiaire
(McCreadyet al, 1966).

1.2. Réduction du sélénite

La réduction bactérienne du sélénite est davamtagete que celle du séléniate (Doran,
1982 ; Maierset al., 1988). En général, elle conduit a la formations@&nium élémentaire,
processus de détoxication conduisant a 'immohibsadu sélénium dans le cytoplasme et/ou

le périplasme de la bactérie. Elle peut égalemenit\d’un processus de dissimilation.

Implication de systémes enzymatiques dans la riédudtl sélénite

A ce jour, aucune sélénite réductase n'a été caisée. Cependant, de nombreux
systemes enzymatiques sont supposes intervenir @dangduction du sélénite chez les
bactéries.

Parmi eux, le plus freguemment rapporté danstirditure est la nitrite réductase (par
exemple cheRhodobacter sphaeroidesR. capsulatus(Richardsoret al, 1994 ; Schwintner
et al, 1998). ChezZRhodospirillum rubrumR. capsulatuset Thauera selenatjsla voie de
réduction du nitrite (dissimilation) semble étreoéement liée a celle du sélénite (Kessi, 2006 ;
DeMoll-Decker et Macy, 1993). Elle conduit & larf@tion de sélénium élémentaire. Quelques
especes ont été décrites comme pouvant respisétdrite Bacillus selenitireducen®lum et
al., 1998) et trois souches appartenant a I'ordreAdpsficales (HGMK-1, 2, et 3) (Takaet
al., 2002).

Une activité sélénite réductase a été montrée pbydrogénase | deClostridium
pasteurianum(Yanke et al, 1995) Malgré qu’une sulfite réductase purifiee @éostridium
pasteurianunprésente une activité sélénite réduciasétro (Harrisonet al, 1984), le sulfite
ou le sulfate n'affecte pas la réduction du séépdur la plupart des bactéries, signifiant que la
réduction du sélénite est indépendante du métabeldu soufre.

Implication du glutathion dans la réduction du sg#té

La forte réactivité du glutathion avec le sélériéi du glutathion un candidat évident
pour sa participation dans la réduction de détadixinadu sélénite chez les organismes capables
de synthétiser ce métabolite. Le glutathion estgrta des taux de I'ordre du millimolaire

chez les cyanobactéries et tes3- ety-protéobactéries (Kessi et Hanselmann, 2004).
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In vitro, il a été montré que le sélénite réagit avec lgtatfhion pour former du
sélénodiglutathion (GSSeSG). Le sélénodiglutatlesinensuite réduit en sélénium élémentaire
par la glutathion réductase (Ganther, 1971). Castighs ont été confirmées vivo chezE.
coli (Rabenstein et Tan, 1988). ChBz sphaeroide®t E. coli, la synthese de glutathion
réductase est induite en présence de sélénitediBebal, 2001 ; Bébiert al, 2002).

Le sélénodiglutathion est un oxydant tres efficeda thiorédoxine bactérienne réduite
(Bjornstedtet al, 1992). Che£. coli, il a été rapporté qu’'une exposition au sélémthiisait
la synthese de thiorédoxine et de thiorédoxinectxde (Bébiert al, 2002). La thiorédoxine
oxydée peut étre réduite par la thiorédoxine reasectiu dépend du NADPH (Bjérnstetial,
1992).

La réduction abiotique du sélénite avec le glutathet la réaction biologique avéc
coli ont toutes les deux montré la production simukadé&nions superoxides (figure 7)
(Bébienet al, 2002 ; Kessi et Hanselmann, 2004).

3 SelV P
6 GSH oxydant

v - -7
2 é . Dégradation : enzymes
2 du Stress oxydatif

3 GS-Se-SG

Glutathion 3 NADPH + 3H*
réductase ou 3 NADP~*
Thiorédoxine 3 GSH

3 GS-Se-
instable

3 GSH
3 Se0

Figure 7 : hypothése de la réduction biologique dalénite (d’aprés Kessi et Hanselmann, 20049. glutathion
est proposé pour fonctionner comme donneur d'éectfans la réduction. Le®1produit intermédiaire est le
sélénodiglutathion (GSSeSG) qui est un substrar f@ulutathion réductase et aussi pour la thioraa®
bactérienne en accord avec Bjornstedt et al. (19B&)glutathion réduit est régénéré continuellenmmant'action
de la glutathion réductase. La thiorédoxine oxydserégénérée par la thiorédoxine réductase (n'aajpaas sur
le schéma). Le produit de réaction de ces enzystide sélénopersulfide de glutathion (GS}$gi est dismuté en
glutathion réduit (GSH) et en sélénium élémentéde’).

Formation de sélénium élémentaire
La détoxication est un processus de résistancér@mie conduisant a la formation de
particules de sélénium élémentaire de couleur rou®lubles en milieu aqueux et moins

toxiques que les formes inorganiques solubles. jpagicules de sélénium élémentaire
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produites par un processus bactérien sont diffésesetlon I'espéce bactérienne (chague espéce
possede une signature spectrale : orientationststales et propriétés optiques différentes).
Les particules biotiques sont également différedeeselles produites par un procédé chimique
comme la réduction du sélénite avec l'acide asqgabi ou l'oxydation du séléniure
d’hydrogéne avec du dioxygene (figure 8) (Oremlahdl, 2004). Une autre étude a montré
gue les particules abiotiques de sélénium élénrenpaidduites par réaction du sélénite et du
glutathion sont similaires a celles résultantegaigivité biologique (taille, couleur et structure
sphérique). Ce résultat appuie le réle du glutattdans la réduction du sélénite dans les
cellules vivantes (Kessi et Hanselmann, 2004). hadicules biotiques semblent étre des
complexes protéines-sélénium qui contiennent envRd mg de protéines par mmole de

sélénium (Kessi, 1999).

Figure 8 : images de microscopie électronique a dalge de particules de sélénium élémentaire isolées
formées par réduction biologique chez B. selenititeens MLS10 (A), S. barnesii SES3 (B), and S. firi
DSSE1 (C) et de sélénium élémentaire formé chimineat (oxydation de bBe) (Oremland et al., 2004).

La détoxication du sélénite a été rapportée chenamebreuses especes de bactéries
(Tomeiet al, 1992 ; Tomeet al, 1995 ; Dungaet al, 2003). Selon les espéces bactériennes,
le sélénium élémentaire produit peut étre accuraul@&xtérieur de la cellule comme chez
Enterobacter cloaca&LD1la-1 (Losi et Frankenberger, 1997b) ou a ltietér de la cellule au

niveau du cytoplasme et/ou de I'espace périplasmi@ar exemple, les dépbts de sélénium
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élémentaire sont observés a la fois dans le cygomaet dans I'espace périplasmique diez
coli (Gerrardet al, 1974) alors que chdz. sphaeroidedes particules de sélénium élémentaire
sont localisées essentiellement dans le cytopla@eébien et al, 2001). La différence de
localisation des particules laisse supposer leanigmes de réduction différents.

2. Méthylation et volatilisation du sélénium

La réduction du sélénium en espéces méthylées, eolandiméthyle séléniure et le
diméthyle diséléniure, constitue une voie dissitrida ou de détoxication. Les espéces
organiques volatiles du sélénium sont moins toxsqgele les especes inorganiques. Ce
processus se déroule généralement dans les elasxsetls contaminés, en conditions aérobies
(Frankenberger et Karlson, 1994). Il est aisémeabmnaissable a l'odeur alliacée qu'il
dégage, odeur caractéristique des dérivés mettiyléglénium (Whitet al, 1995).

Parmi les micro-organismes responsables de la haéithyy du sélénium, nous pouvons
citer R. tenuisqui réduit le sélénite en diméthyle séléniwwe Rhodocyclus tenuist
Rhodospirillum rubrumqui réduisent le séléniate en diméthyle séléniuredienéthyle
diséléniure en croissance phototrophe (McCattgl, 1993). La méthylation du sélénium est
eégalement plus efficace en condition phototrophez &b. sphaeroidesalors que la présence
de sulfate I'inhibe (Van Fleet Staldet al, 1997). La méthylation peut étre affectée par la
présence de certains métaux lourds (Mo, Hg, Ce €d) alors que d’autres vont la stimuler
(Ni, Zn) (Frankenberger et Karlson, 1994). Selos éspeces, des effets compétiteurs sont
montrés notamment avec le nitrate, le nitrite estliéate (Frankenberger et Karlson, 1994 ; Van
Fleet Staldeet al, 1997). Ces résultats suggérent que certainroigranismes utilisent un
mécanisme similaire a celui de la dénitrificatiord’autres utilisent la voie des sulfates.

La figure 9 montre les voies de synthese et lesypséurs potentiels dans la formation
et la dégradation des composeés volatiles du setfde sélénium. La méthylation consiste en
un transfert enzymatique d’'un groupement méthylelsumétalloide a partir de différents
donneurs. La méthylation enzymatique via une métmgférase est le procédé le plus répandu
chez les procaryotes (Heider et Bock, 1993). Pamgite, deux méthyltransférases différentes
ont été identifices chez des especesPdeudomonaslLa premiere est une thiopurine
méthyltransférase qui réduit le séléniate, le s&é@u la sélénocystéine en diméthgééniure
et diméthyle diséléniure (Ranjaret al, 2002 ; Ranjardet al, 2003). La seconde, une
homologue d’une calichaémicine méthyltransférageluit le sélénite et la sélénocystéine

eégalement en diméthyle séléniure et diméthyle éiseie (Ranjarcet al, 2004). L'enzyme,
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MmtA, définissant un nouveau groupe de méthyltranasies, compte des homologues chez de

nombreuses bactéries (Ranjetdal, 2004).
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Figure 9 : voies de synthése et précurseurs potatdans la formation et la dégradation des composélatiles
alkyles du soufre et des composés séléniés (Ored)la@94).

3. Oxydation des formes réduites du sélénium

Les composés séléniés inorganigues peuvent étdexpar certains micro-organismes
pour leur fournir 'énergie nécessaire a leur garce. Par exemple, le sélénium élémentaire
peut étre oxydé en sélénite et/ou en séléniatem€eanisme est peu étudié et concerne
essentiellement des bactéries hétérotrophes outr@phes isolées d’environnements
contaminés, comme un bacille tellurique (LipmanAgksman, 1923), une bactérie pourpre
(Sapozhnikov, 1937) ouBacillus megaterium (Sarathchandra et Watkinson, 1981).
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Thiobacillus ferroxidan®xyde le séléniure de cuivre CuSe en séléniumeiiéaire (Torma et
Habashi, 1972).

Chez deux autres souches isolées de sols contathi@®thrixsp. souche MNB-1 et
Thiobacillussp. souche ASN-1), I'oxydation du sélénium élémiemtan séléniate a été mise
en évidence. Cependant, la réaction est lente dbumait pas d’énergie a leur croissance
(Dowdle et Oremland, 1998).

4. Assimilation du sélénium dans le métabolisme

Le sélénium inorganique est assimilé et incorpoaésdde nombreuses molécules
organiques aprés sa réduction en séléniuré)(Skepeut étre conjugué a des glucides ou a des
lipides, ou retrouvé sous la forme dacides amirg&éniés (sélénométhionine et
sélénocystéine). Les acides aminés séléniés peétrenincorporés dans des protéines (Losi et
Frankenberger, 1997a). Les acides aminés séléniésre homologues méthionine et cystéine
sont présentés sur la figure 10. Ce processusimtidatson permet l'incorporation du sélénium
dans la biomasse cellulaire (Stolz et Oremland2200

Méthionine Sélénométhionine Cystéine Sélénocystéine
COO COO COO™ COO
+H3N-C::-H +H3N-C:2-H +H3N-C|:-H +H3N-(|3-H
C|3H2 C|3H2 C:7Hz C:7Hz
CH, CH, SH SeH
5 Se
CH, CH,

Figure 10 : formules chimiques de la méthionine, d& sélénométhionine, de la cystéine et de la sétstéine
La sélénocystéine est un analogue de la cystéirads ohe réactivité bien supérieure. La sélénocystéast

synthétisée a partir de sérine, synthése plus qonsatrice en énergie.

L’assimilation du sélénium dans le métabolisme @lgmnismes conduit a la synthése
de protéines séléniées et de sélénoprotéines. Amsi définies deux voies principales
d’assimilation : la voie d’incorporation non spégife dans les protéines séléniées et la voie
spécifique avec les sélénoprotéines (cf. figure 11)
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Figure 11 : incorporation spécifique ou non spédifie du séléniure dans le métabolisme du séléniurazxtes
bactéries (adapté de Turner et al., 1998)

4.1. Les protéines séléniees

Les protéines séléniées sont produites non speeifignt, principalement par la voie
d’assimilation du soufre lorsque le ratio sélénismafre augmente (Mullegt al, 1997) (cf.
figure 11). Au cours du métabolisme des composésdrésy un atome de sélénium peut
remplacer de facon aléatoire un atome de soufreprbportion de soufre remplacée par le
sélénium dépend de la concentration intracellulaine ces deux éléments, mais aussi de
I'affinité des enzymes impliquées dans cette voiesgimilation du soufre vis-a-vis des

substrats contenant du soufre ou du sélénium.

4.1.1. Synthese des acides aminés séléniés

La synthese des acides aminés séléniés, sélénométhet sélénocystéine est réalisée

a partir de l'intermédiaire séléniure (HBeChez E. coli, le séléniure d’hydrogene est
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transformé en sélénocystéine libre parGacétylsérine(thiol)-lyase codée par le gays
(CysK). La sélénocystéine libre est a son tourdi@mée en sélénomeéthionine libre par la voie
de synthése de la méthionine, grace a une cystatiieynthase (MetB), un@-cystathionase
(MetC) et une méthionine synthase (MetE et MetH)r(Eret al, 1998). Il est admis que la
sélénométhionine est produite par cette méme vbiez ad’autres micro-organismes et
organismes comme les plantes (Wieital, 2004), la levur&accharomyces cerevisif@once

de Leon, 2002) et les mammiferes (feaal, 1964).

4.1.2. Incorporation non spécifique des acides émagléniés dans les protéines

La substitution de la méthinone dans les protéegmspossible puisque 'ARNE ne
différencie pas la sélénométhionine de la méthmniMcConnell et Hoffman, 1972). La
sélénocystéine libre pourrait étre directement ripoée dans les protéines par erreur suite a

I'aminoacylation de la sélénocystéine sur I'ARNtinsfert de la cystéine (Stortchevoi, 2006).
4.2. Les sélénoprotéines chez les procaryotes

Les sélénoprotéines sont synthétisées spécifiquepanlinsertion du 24" acide
aminé, la sélénocystéine, dans la chaine polypgped Cette insertion est codée par le codon

UGA du code génétique. Ce codon est reconnu égatesneme un codon stop.

4.2.1. Synthese de la sélénocystéine

La premiere étape de synthese de la sélénocystéimmste a convertir I'acide aminé
sérine chargé sur un ARN de transfert spécifiquadglénocystéine, noté ARNtet produit
de I'expression du géreelC (étape® de la figure 12A). Ensuite, le séryl-ARKtest reconnu
par la sélénocystéine synthase (SelA, produit ciegelA. Cette enzyme SelA utilise le
sélénophosphate (BePQ) comme donneur de séléniubhet elle convertit le séryl- ARKE
en sélénocystéyl-ARNE Le sélénophosphate est formé & partir ’ATP etééniure (HS_e)
par une sélénophosphate synthétase (SelD, pradgimeselD)®.

4.2.2 Incorporation spécifique de la sélénocystéanes les sélénoprotéines

Au niveau de I'ARN, codant la sélénoprotéine, le codon UGA est recqoauule

ribosome comme un codon codant la sélénocystéamegr un systeme spécifique mettant en
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jeu deux partenaires : le facteur d’élongation Bjgge de la sélénocystéine (SelB, produit du
geneselB et I'élément SECIS_(SEnoCysteine-hserting_gquences). Le facteur d’élongation
SelB lie et transporte spécifiquement le sélénégARNE® dans le ribosome grace a la
reconnaissance de la séquence SECIS structurédéigarboucle » au niveau de 'ARNCet
ensemble forme le complexe d’insertion SelB-GTRsétysteyl-ARNtSe® (figure 12B). La
séquence SECIS est située immédiatement en avebdiin UGA dans la région codant les
génes de sélénoprotéines (B&tlal, 1991 ; Birringeet al, 2002 ; Allmang et Krol, 2006).
Ce processus est complétement caractérisé Ehepli. Il implique I'expression des

genesselA selB selCetselD.

45



Introduction

NH,
| +H
HO—CH~ CH—G—OH se
H

o
ARNtSec (SelC) L-Sérine Séléniure
ATP
© Séryl-ARNt Sélénophosphate + Mgz ®
synthétase , synthétase (SelD) 9
" +ATP /Mg AMP + P,
HO—CHZ—éH—ﬁ—
o}
Sélénophosphate
Se
Séryl-ARNt Sec I
o—pP—o0O
Sélénocystéine
synthase (SelA) OH
@ NH,
|
'Se—CHZ—CH—(I“.I—
o]
Sélénocystéyl-ARNt Sec
l SelB + GTP
@ SelB-GTP-Sélénocystéyl-ARNt Sec
B
£ ARNM .

Figure 12 : synthése de sélénocystéine chez lecammtes (A) et insertion de la sélénocystéine déms
chaine protéique (BYadapté de Namy, 2004 et Birringer et al., 20Q&).La sélénocystéine est synthétisée a
partir de la sérine directement sur un ARN de tfartsspécifique de la sélénocystéine, nommé ARNt
(Chambers et al., 1986 ; Zinoni et al., 1986). BRN de transfert noté sélénocystéyl-ARMorte I'anticodon
complémentaire du codon stop UGA (Leinfelder etLl@B8). (B)L'insertion dans la chaine protéique de la
sélénocystéine nécessite plusieurs partenaireARN de transfert spécifique de la sélénocystéimaeaun
complexe avec le facteur d’élongation SelB et tuséce SECIS, située directement en aval du coh U
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4.2.3. Les principales sélénoprotéines

Le groupement sélénol de la sélénocystéine, plite apie le groupement thiol de la
cystéine (pKa respectifs de 5,2 et 8), est entiergmonisé a pH physiologique. Cette
ionisation, a laquelle s’ajoute sa taille plus impote, fait du sélénol un meilleur nucléophile.
La réactivité des protéines a seélénocystéine ewdi gilus importante que celle de leurs
homologues a cystéine (Gromefral, 2003 ; Johanssaet al, 2005 ; Mdilleret al, 1994 ;
Stadtman, 1991 ; Sekowska, 2000). Du fait de |lguopriétés catalytiques, de nombreuses

séléenoprotéines sont des sélénoenzymes ayanttidasaa’ oxydo-réduction.

Les formiate déshydrogénases

Les formiate déshydrogénases constituent une famél sélénoprotéines bactériennes
connue et bien caractérisée. Ces enzymes catalgstmainsformation de l'acide formique en
dihydrogéne et dioxyde de carbone. La premiere itdardéshydrogénase a été identifiee chez
E. coli (Zinoni et al.. 1986 ; Sawerset al, 1991) puis cheNeurospora crassgChow et
RajBhandary, 1993E. colipossede trois isoformes de formiate déshydrogériasdormiates
déshydrogénases H, N et O (FRHDHy, FDHp). La premiére enzyme est la plus caractérisée
et elle appartient au complexe formiate-hydrogeyesd (Coxet al, 1981). Des études
cristallographiques et spectroscopiques de ceti®ipe ont montré que I'atome de sélénium
du résidu sélénocystéine est directement coordinné atome de molybdéne, localisé dans le
site actif, et impliqué dans l'activité catalytique I'enzyme (Boyingtoret al., 1997). La
seconde est une enzyme du complexe nitrite rédugtaiscouple I'oxydation du formiate a la
réduction du nitrate (Enoch et Lester, 1974). Erfirderniere est le principal constituant de la
formiate oxydase, oxydant le formiate en dioxydecdebone par la réduction du dioxygéne
avec NAD comme accepteur. Inversement, elle peut catalgseéduction du dioxyde de
carbone en formiate en présence de NADPH ou dédexine (Sawer®t al, 1991). Ce
systéme enzymatique est un monomere dont le gété lacalisé dans le méme opéron que
celui de la sélénophosphate synthéthase, SelD.

Les hydrogénases
La premiere des hydrogénases a été identifiée dhezvanielii Il s’agit d'un
hétérooctamere de trois sous-unités, dont l'undieainun résidu sélénocystéine. L’atome de

sélénium y est coordonné a un atome de nickel @eani du site actif. Les hydrogénases
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catalysent la réaction de clivage du dihydrogen@ erotons et 2 électrons. Cette réaction est
en partie possible grace au potentiel catalytideeéédu sélénium (Garcet al, 1999).
Les réductases

La premiere de ces enzymes, la glycine réductaserant un résidu sélénocystéine, a
éte découverte cheZlostridium sticklandii(Coneet al, 1976). Depuis, cheEubacterium
acidaminophilum les trois complexes glycine réductase, sarcoséuwctase et bétaine
réductase ont été caractérisés. lls sont compdeés délénoprotéine A identique et d’'une
sélénoprotéine B spécifique pour chaque substratif@esen et Ljungdahl, 1973; Wagmer
al., 1999). Ces complexes enzymatiques jouent un imjgortant dans le métabolisme
éenergétique (Andreesest al, 1999 ; Sliwkowski et Stadtman, 1988). La proligductase du
méme organisme est également une sélénoprotésez, similaire a la protéine B du complexe

glycine réductase.

Les autres sélénoprotéines

ChezE. acidaminophilumune enzyme de la famille des péroxirédoxinestez@mt un
résidu sélénocystéine et impliqguée dans la réduaties hydropéroxydes été identifiée
(Andreesenet al, 1999). La sélénophosphate synthétase est direateimpliquée dans la
synthese de sélénocystéine (Guimarsded, 1996 ; Stadtman, 1996 ; Petetsal, 2004)

Ces derniéres années, grace a l'approche protéentiminformatique, de nouvelles
sélénoprotéines ont été identifiées (Kryukov etd@shev, 2004 ; Zhang et Gladyshev, 2005).
Ainsi, onze sélénoprotéines connues ont pu étreuates, 5 nouvelles sélénoprotéines ont été
identifiees dans plusieurs génomes et 8 sélénopesté&ont considérées potentielles car leur

identification ne concerne qu’un seul génome (abl&).
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Sélénoprotéines Génomes Fonctions
Formiate déshydrogénases, . . . "
chainea (FDHy) 37 Métabolisme énergétique
Methylylologene— herogenase 3 Fonctions d’oxydo-réduction
réductrice, sous unité
Cpenzyme F420- hyc,irogenas € 2 Fonctions d’oxydo-réduction
réductrice, sous unité
He}grodsulﬁde réductase, sous 1 Fonctions d’oxydo-réduction
uniteé A
Sélénophosphate synthétase 17 Synthése sélégiaprot
Peroxirédoxine (Prx) 2 Fonctions d’oxydo-réduatid
Glycine réductase A 9 Métabolisme énergétique
Glycine réductase B 8 Métabolisme énergétique
Proline réductase 3 Métabolisme énergétique
Protéine du métabolisme Fer . , . .
Soufre de type HesB 5 Fonctions d’oxydo-réduction
Thiorédoxine (Trx) 4 Fonctions d’oxydo-réduction
Thiol-disulphure . , 4 .
oxvdoréductase de type Prx 3 Fonctions d’oxydo-réduction
Protéine de type SelwW 3 Anti-oxydant ?
Glutathion peroxydase 1 Fonctions d’oxydo-réduction
Glutarédoxine (Grx) 1 Fonctions d’oxydo-réduction
P“’te'!’“? S|m_|la|re ala 1 Fonctions d’oxydo-réduction
Peroxirédoxine
Protéine de conversion thiol- . , . .
disulfure (Dsh) 1 Fonctions d’oxydo-réduction
Oxydoréductase Fer-Soufre 1 Fonctions d’oxydo-réduction
Protelne de type Dsr (disulfidg 1 Fonctions d’oxydo-réduction
reduction)

NADH oxydase 1 Métabolisme énergétique
P,eroxydase/peroxyn|tr|te 1 Fonctions d’oxydo-réduction
réductase

Tableau 6 : sélénoprotéome bactérien (adapté deukKoy et Gladyshev, 2004Le nom des différentes
sélénoprotéines est indiqué, ainsi que le nombregélgomes bactériens contenant la sélénoprotéins. Le
protéines soulignées sont nouvelles dans le gérmaunirien. Les protéines en italique correspondentes
sélénoprotéines potentielles, lesquelles n'ontrétédouvées que dans un seul génome et avec desrs&gu
SECIS putatives.
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4.3. Les principales sélénoprotéines chez les gotes

Il existe d’autres sélénoprotéines spécifiques augaryotes. La premiére qui a été
identifiée est la glutathion peroxydase (GPx) (Elehal, 1973; Rotruclet al, 1973). Depuis,
cing isoformes de glutathion peroxydases ont étéctarisées (GPx1, 2, 3, 4 et 6) (Hatllal.,
1998 ; Kryukovet al, 2003 ; Vernett al, 1996). Ces isoformes different par leur disthidou
dans les tissus (Birringet al, 2002). Leur principale fonction est de protéigsrcellules des
dommages oxydants.

D’autres sélénoenzymes sont les thiorédoxine rédast(TRx1, TRx2 et TRx3 ou TGR
pour Thiorédoxine Glutathion Réductase), des ioglotiine désiodinases (Diol, Dio2 et
Dio3), les sélénoprotéines I, H, K, M, N, O, W, ¥, Z et |la sélénophosphate synthétase. Les
principales sélénoprotéines chez les mammiferesmeésentées dans le tableau 7. La plupart
de leurs fonctions sont encore inconnues maisele éntre les déficits en sélénium et un
nombre croissant de pathologies a permis de cordprdes fonctions de certaines d’entre
elles. En général, ces protéines possedent degigigsp anti-oxydantes impliqguées dans
différents mécanismes de protection de I'organisordre les agressions oxydantes.

Un exemple de fonction de sélénoprotéine chez lesargotes est celui de la
séléenoprotéine P, SelP (Richardson, 2005) : lesétéingéré est délivré au foie et utilisé pour
la biosynthése de la sélénoprotéine P. Ce mode talkkagie circulant sous forme de
sélénocystéine est relativement inerte d’'un poénvuak toxicologique. SelP est ensuite sécrétée
dans le plasma et délivrée dans les différentsidissl la présence de sélénium est requise.
Dans les cellules, SelP est dégradée et liberélémism, lequel est recyclé pour permettre la

synthése de nouvelles sélénoprotéines.
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Sélénoprotéines

Distribution dans les tissus

Fonsti

Famille des glutathion peroxydases
(GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx6 ;

snGPx4)

Ubiquiste (GPx1, GPx4), gastro-
intestinal (GPx2), reins et plasma
(GPx3), épithélium olfactif, glande d

Bowmans (GPx6), testicules,
spermatozoides (snGPx4)

e

Processus anti-oxydant,
modulation de lipoxygénases,
transduction du signal rédox,
régulation du cycle cellulaire
(apoptose et prolifération
cellulaire)

Famille des thiorédoxine réductases

(TRx1, TRX2 ; TRx3 ou TGR)

Ubiquiste (TRx1, TRx2),

spermatozoides (TRx3 ou TGR)

Réles multiples dans la
régulation rédox, métabolisme
des drogues, transduction du
signal, spermatogénese (TRx3
ou TGR)

(Diol, Dio2, Dio3)

Expression et régulation dans des
Famille des iodothyronine désiodasestissus spécifique : principalement
glande thyroide, foie, reins, glande

pituitaire

Catalyse conversion de la
prohormone thyroidienne T4
en hormone thyroidienne
active T3 et dégradation de
rT3 (Diol et Dio2) ;
dégradation de T4 et T3 (Diol
et Dio3)

Sélénophosphatase synthétase 2 (SPS2) Tissus variés

Catalyse la production de
sélénophosphate

Sélénoprotéines 15 et 18 kDa (Sell5

Sel18)

' Tissus variés incluant cerveau

Inconnues

Sélénoprotéine M (SelM)

Tissus variés dont majoritairement

dans le cerveau

Inconnue

Sélénoprotéine N (SelN)

Muscle squelettique, foie, cerveau,

coeur et estomac

Régénération et prolifération
cellulaire ? Pathologie :
mutation conduit a dystrophie
musculaire

Sélénoprotéine P (SelP)

Foie (50% des réserves plasmatiquef)dle stockage et transport du

ubiquiste

sélénium ? Anti-oxydant ?

Sélénoprotéine R (SelR, MsrB)

Tissus variés indlilmeerveau

R-méthionine sulfoxide
réductase

Sélénoprotéine T (SelT)

Tissus variés

Inconnue

Sélénoprotéine W (Selw)

Principalement muscle squelettique,

muscle cardiaque, cerveau, testicule &tti-oxydant ?

rate
Sélénoprotéines H, K, O, S, V, X, Y, Z Tissus varié Inconnues
Sélénoprotéine | (Sell) Tissus variés Inconnue

Tableau 7 : sélénoprotéines de mammiferes (adag@éKorhle, 2004 et Birringer et al., 2002Rour la
plupart, elles possédent des fonctions anti-oxyemnt
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IV. Mécanismes de prise en charge du sélénium paed bactéries

1. Transport du séléniate

Compétition avec d’autres anions

Des études de transport compétitif ont montré queeléniate peut étre transporté par
les systémes de transport du sulfate, la sulfatedmse, que ce soit chez les algues (Williams
et al, 1994 ; Riedel et Sanders, 1996), les plantesh(Bi et Bergmann, 1993 ; Sas al,
2005), les crustacés (Ogle et Knight, 1996), leswgbignons (Ghariebt al, 1995), les cellules
animales (Yan et Frenkel, 1994) ou les bactérigsdfilow-Kull et al, 1985). Par exemple, le
passage du séléniate par le transporteur du sudfsttedémontré chekE. coli et chez
Saccharomyces cerevisig&mith et al, 1995). Il s’agit d'un transport non spécifique ;
I'affinité du transporteur pour le sulfate est ptrande que pour le séléniate (Lindblow-Keil
al., 1985).

D’autres anions compétiteurs du séléniate sontoré@ dans la littérature, comme le
phosphate chez une algue verte (Riedel et Santi?9§6), le chromate et le tungstate chez des

bactéries indigénes anaérobies isolées de sédimmmiEminés (Oremlanet al, 1989).

Les systémes de transport du sulfate

Plusieurs stratégies ont été développées par lesoimiganismes pour maintenir une
concentration intracellulaire en sulfate suffisagefonction des conditions environnantes. Par
exemple, le transporteur du sulfat&dtoli est composé d’'un simple systeme de transport de
type perméase, Cys A (Sirla al, 1995). La levures. cerevisiagpossede deux systémes de
sulfate perméase. L’'un présente une forte affipitér le sulfate : il est synthétisé en condition
limitée en sulfate ; 'autre présente une faibken@é pour le sulfate : il est actif en permanence
(Breton et Surdin-Kerjan, 1977). Chez d’autres &aes commeSalmonella typhimuriumle
systéme de transport du sulfate est capable dendép@ une concentration extracellulaire
limitée en sulfate, en augmentant le transportudiate par induction d’'un plus grand nombre
de transporteurs (cf. figure 13) (Kredich, 1996ngA selon I'organisme considéré, la présence
de sulfate dans le milieu de culture peut directegnrdluencer I'accumulation du séléniate, de

sorte que le transport du séléniate est non spéeifi
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Sérine
Sérin Rétro- |nh|b|t|o
transacetyla
N-acétylsérine< O-acétylsérine
Cystéine
Transport et réduction du sulfate > Sulfure
Transport du thiosulfate > Thiosulfate

Anti-inductio

Figure 13 : voies de régulation du transport du $afe (adapté de Kredich, 1996) et de son assimilatthez S.
typhymurium (Kredich, 1971) Les voies de régulation sont indiquées par léshiés en traits épaiDivers
mécanismes de régulation contrble le transportaetédduction du sulfate et du thiosulfate. Le réguéystéine
contient tous les génes impliqués dans la régulafiotamment le géne codant la sulfate perméasn$ ta
transport excepté le géne cysG nécessaire a ldsyatde la sulfite réductase (Wu et al., 1991 )tr&sascription
de ce régulon est activée par le facteur de traipson CysB dont I'activité nécessite la présencm éhducteur :
la N-acétylsérine (Ostrowski et Kredich, 1989).déine transacétylase subit une rétro-inhibitionr fmcystéine,
bloguant la synthése de I'O-acétylsérine. Comnmid-kcétylsérine dérive de I'O-acétylsérine, le régutystéine
est par conséqueméprimé en présence de cystéine. Cette répressiongtre levée en cultivant les bactéries dans
un milieu appauvri en composés soufrés (par exeleealfate), car ces conditions de culture entesinun déficit
en sulfite, thiosulfate et cystéine dans la cellule

ﬁ* S-sulfocystéine

O-acétylsérine

2. Transport du sélénite

I a été montré cheZ. coli que lorsque la bactérie est exposée a de fortes
concentrations en sélénite, celui-ci pouvait emiaule transporteur non spécifique du sulfate :
la sulfate perméase est cependant 50 fois moimsegibur le sélénite comparé au sulfate (a
titre de comparaison, la sulfate perméase est @n\r fois moins affine pour le séléniate
comparé au sulfate) (Lindblow-Kut al, 1985).

Un transport sélectif du sélénite, indépendant elei du sulfate et du séléniate, a été
montré cheZ. coli mais la protéine de ce transporteur n'a pas étdifale (Brown et Shrift,
1982). Une autre étude chEz coli a permis de démontrer la régulation d’'un ggatSpar le
sélénite et le tellurite. Le produit de ce gene ws¢ protéine homologue aux protéines
impliquées dans le transport de petits composés sticres (Guzzo et Dubow, 2000). CRéz
sphaeroidesun transporteur TRAP associé a la protéine @sipique SmoM patrticiperait au
transport du sélénite (Bernier-Pierru, 2006). Uneotgne membranaire DedA
vraisemblablement impliquée dans le transport déngé a été identifiee a partir de mutants
résistants au seélénite d& metalliduransCH34 (Ledghamet al, 2005). Ces mutantsont

décrits dans le paragraphe présentation du modkiledd.
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V. Méthodes de dépollution des sols et eaux contams en sélénium

Il existe deux stratégies de dépollution des sblsagix contaminés en sélénium : les
traitements physico-chimiques et les traitementdohiques. Les procédés physico-chimiques
sont principalement utilisés pour traiter les adfits contaminés. Les procédeés biologiques sont
étudiés intensivement depuis une quinzaine d’anc&es permettraient de dépolluer a la fois
des sols et des eaux contaminés. lls présentamntage d’'étre facilement réalisables et peu
couteux mais la durée du traitement peut étre itapte. Ces procédés de bioremédiation sont
étudiés en laboratoire afin de valider la faisébigiur le terrain : des études pilogassitusont
menées sur des sédiments et eaux contaminés. dauigttements sont mis en ceuvre soit sur
le site de la pollution, en excavant le matéridlygbavant de le traiter, om situ (c'est-a-dire
sans excavation) ; soit hors site, en excavantguasuant le matériel pollué vers un centre de

traitement approprié.

1. Méthodes physicochimiques

Les méthodes physico-chimiques regroupent les gascée co-précipitation avec des
sels de fer, d’adsorption sélective sur du sabt®ueert d’oxydes métalligues (oxydes ou
oxyhydroxydes de fer et d'aluminium) et la techmeigle filtration sur résines échangeuses
d’anions. L'efficacité de ces techniques dépendHude I'effluent contaminé. Par exemple,
I'adsorption sélective permet d’éliminer 90% duésitle lorsque le pH de l'effluent est compris
entre 4 a 6 alors que le taux d'adsorption dimé@® a 40% lorsque le pH est supérieur a 6
(Kuan et al, 1998). La méthode de décontamination par colmtétion ne permet pas
d’atteindre des concentrations inférieures a latdirde qualité fixée a 10 g par L dans I'eau
de boisson (AFSSA, 2005). La technique de filtrasor résines échangeuses d’anions est une
technique non sélective : elle retient les difféesnformes anioniques du sélénium mais
également les anions majeurs de I'eau comme l&zdesylessentiellement par échange avec les
chlorures. D’autres systéemes de filtration ont poleur efficacité. Par exemple, des essais en
laboratoire ont montré que I'osmose inverse pemitettéliminer 97% du séléniate ou du
sélénite d'une eau contenant jusqu’a 0,1 mg pae lsaénium (EPA, 2004). Ces techniques,
rapides mais couteuses, permettent d’atteindraesesurs en sélénium en dessous des limites
fixées pour I'eau potable.
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2. Méthodes biologiques

Les méthodes biologiques, ou procédés de bioret@iaonsistent a dépolluer des
sols et eaux contaminés par l'utilisation d’orgamgs vivants tels que des champignons, des
algues ou des bactéries. Comme l'activité micraeemfluence fortement la spéciation et
donc la solubilité du sélénium dans l'environnemetés plans de remédiation ou de
réhabilitation de sites contaminés peuvent étr@qeés par les deux mécanismes microbiens
de réduction des oxyanions en sélénium élémenitad@uble et de méthylation en formes
volatiles (Thompson-Eagle et Frankenberger, 1992).

Des tests pilotes, réaliséx situen bioréacteurs en laboratoire sur des sédimeénts e
effluents de terrains contaminés, ont permis deyeol'efficacité de tels procédés.

Par exemple, le procédé de traitement biologiqugalABacterial Selenium Removal
(ABSR) consiste a produire des micro-algues quistitent une source de carbone et
d’énergie aux bactéries capables de réduire Imisédéet le sélénite en sélénium élémentaire.
Ce systeme présente également I'avantage de @iénitteffluent. D’abord testé en station
pilote en Californie (Lundquiggtal., 1994), il est opérationnel et en démonstratiour praiter
la riviere San Joaquin depuis 1997 : 80% du séhérsaluble a été réduit et plus de 95% des
nitrates ont été éliminés. Ces performances sotgnabs avec I'apport d’'une source de
carbone organique supplémentaire pour optimiserdesssance bactérienne. Les particules de
sélénium sont collectées par un systeme de fomafprocédé « slow sand filter », SSF) ; les
especes solubles résiduelles (sélénite) peuvent@tupérées par coagulation avec du chlorure
de fer (procédé « dissolved air flotation », DAQu({nnet al, 2000).

Un autre procédé de décontamination du séléebatsity utilisant la souch&hauera
selenatisen conditions anaérobies, a permis de transfojomgu’'a 96% des oxydes de
sélénium en sélénium élémentaire. Le sélénium élaime peut ensuite étre récupéré par
précipitation-coagulation (Cantafed al., 1996).

Dans les sols, des expériences réalidéesitu sur des sédiments contaminés en
sélénium dans la vallée San Joaquin en Californienmntré I'efficacité de la transformation
du séléniate en sélénium élémentaire par des rocesfindigenes, cependant la récupération
des particules est impossible (Oremlanbéal, 1991 ; Dielset al, 2002). Les stratégies avec les
bactéries ayant des capacités de volatilisatiorséé@nium peuvent constituer une meilleure
solution pour dépolluer les sols contaminés. Degisexpérimentaux mengssitu dans une
zone contaminée de la réserve de Kesterson camsésteesurer le rendement de volatilisation

en fonction de divers parametres (par exemplerm@sant certaines zones avec de 'eau seule,
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d’autres avec de I'eau additionnée de sources dmma organique). Les résultats ont montré
que les rendements d’émissions gazeuses sélénigagenatent avec la présence d’'une source
de carbone, I'aération, 'humidité et de hautespératures (Frankenberger et Karlson, 1994).
Cependant, I'arrosage doit étre limité car les fsmsolubles peuvent migrer et elles ne seront

plus disponibles pour la volatilisation.
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PRESENTATION DU MODELE D’ETUDE

Cupriavidus metalliduran€H34 (Vandamme et Coenye, 2004), anciennementueonn
sous les noms d&/autersia metallidurangv/aneechouttet al, 2004),Ralstonia metallidurans
(Goris et al, 2001) etAlcaligenes eutrophu@Mergeayet al, 1985), est un@-protéobactérie
isolée a la fin des années 1970 de sédiments dissitb de décantation d’'une usine de zinc
pres de Liége en Belgique (Mergestyal, 1978).

Cette bactérie est un bacille non sporulant, Gragatif, opaque légerement rose,
aérobie-anaérobie facultatif. Elle se développeamition anaérobie en présence de nitrate.
Elle est également capable de se développer saufitioa chimiolithotrophe en utilisant le
dihydrogéne (H) comme source d'énergie et le dioxyde de carb@@®)(comme source de
carbone grace a deux formes d’hydrogénases : uh®dgnase membranaire, HoxP et une
hydrogénase cytoplasmique et soluble NAD-dépendditsS (Taghaviet al, 1997). En
condition hétérotrophe, plusieurs sources de carlsont possibles : gluconate, acétate, lactate,
succinate ou azélate. En revanche, elle ne seafipepas en présence de glucose, de fructose

et de lactose. Sa température optimale de croisssiae 30°C.

Son génome est totalement séquence et disponible :

http://www.jgi.doe.gov/JG| microbial/html/ralstoiialston homepage.html

Plasticité génomique

La plasticité génomique d€. metalliduransCH34 lui permet de s’adapter a des
conditions environnementales extrémes. Un réarrarge génomique, par un phénomeéne de
mutagenese appelé TIMM (Temperature-Induced Mutgjsnand Mortality), aiderait la
population bactérienne a survivre aux stress exgsi (Taghaviet al, 1997). La bactérie
cultivée a 37°C exprime de nouvelles fonctions oespbles de mutations. La génération de
mutants résulte de Il'activité d'éléments génétigmexdiles, ou séquences d’insertion, qui
entrainent des délétions, des excisions ou degsions au niveau de I'ADN génomique
pouvant étre létales pour la bactérie. Les mutatipauvent également entrainer chez la
bactérie la perte de la capacité a se développes sertaines conditions (par exemple en
conditions chimiolithotrophes ou en anaérobie) aetsénsibilisation a certains métaux, en

particulier ceux impliquant I'opérocec(Mergeay, 2000).
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Transport des métaux/métalloides

Chez les microorganismes, deux systemes de trandpermétaux sont décrits. Le
premier est rapide et non spécifique et de ce diers substrats peuvent 'emprunter. Ce
systeme de transport, constitutif, est généralendépendant du gradient électrochimique
existant entre l'intérieur et I'extérieur de ldwdel

Le second type de transport a une forte spécifi@téubstrat mais il est plus lent que le
précédent. Ce systéme utilise souvent I'hydrolys&AITP comme source d’énergie et parfois
eégalement le gradient électrochimique. Ce systamnsammateur en énergie est induit par la
cellule en réponse a un besoin en éléments trpeesexemple en cas de carence. Certains
métaux non essentiels peuvent également entrerldarglule par des systemes de transport
spécifiques.

Par exemple, che€. metalliduransCH34 comme chez les autres bactéries résistantes
au mercure, le mercure emprunte une voie de transpeécifique, la protéine MerT, pour
entrer dans la cellule (Barkagt al, 2003). Malgré I'absence d’étude formelle démanttia
transport du séléniate au travers de la sulfateng@ase chezC. metalliduransCH34, le
séléniate pourrait entrer par cette voie comme raaritezE. coli (Lindblow-Kull et al, 1985).

Le criblage d’'une banque de mutants @emetalliduransCH34 a permis d’identifier une
protéine DedA probablement impliquée dans le trarisgu sélénite (voir la description des
mutants ci-dessous) (Ledghash al, 2005). Les autres métaux (Ni, Zn, Cd, As) eafet

dans la bactérie par un systeme non spécifique.

Résistance aux métaux/métalloides

C. metalliduransCH34 résiste a de nombreux métaux (cadmium, zioloalt, nickel,
mercure, plomb...) grace a des genes de résistamtés par deux plasmides géants pMOL30
(240 kb) et pMOL28 (180 kb) (Mergeay, 2000) (cbleau 8).C. metalliduransCH34 dispose
de deux stratégies pour résister aux métaux apwgdrternalisation : un systeme d’efflux et
un mécanisme de transformation des métaux intsggaén une forme peu toxique.

Les systemes d’efflux sont généralement actifs l@ssés en deux catégories : les
transports actifs primaires utilisent I'énergie Itleydrolyse de 'ATP ; les transports actifs
secondaires tirent leur énergie directement derizefproton motrice. Une des caractéristiques

de C. metalliduransCH34, souche adaptée a des environnements pdluésétaux, est sa
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grande quantité de systeme d’efflux ATPasique (Mgret al, 2006).C. metalliduransCH34
utilise cette stratégie pour expulser le cuivriegtlomb.

Pour les ions cobalt, nickel, cadmium et zi@cmetalliduransCH34 utilise un systéme
d’efflux plus complexe composé de 3 protéines : prméine dans la membrane externe, une
protéine dans la membrane interne et une protéteemeédiaire au niveau du périplasme. Ce
systeme fonctionne comme un antiport cation/protain appartient a la famille RND
(Resistance Nodulation and Cell Division). Les piog¢s impliquées sont CnrCBA ou CzcCBA
(Nies, 1999)

L’accumulation de chromate da@s metalliduransCH34 induirait 'expression d’'une
protéine membranaire ChrAl, responsable de sonxeffCe systeme est contrélé par des
protéines régulatrices : ChrB1 (activateur) et Gh@f€presseur), dont les genes sont localisés
sur le mégaplasmide pMOL28 (Juhréteal, 2002).

L’'autre stratégie qui permet 2. metallidurans CH34 de résister a des
métaux/métalloides est leur transformation en umené peu toxique. Par exempl€.
metalliduransCH34 est capable de résister au mercure. Comme llevons déja décrit, I'ion
mercurique Hg(ll) est transporté vers l'intérieerld bactérie par I'implication d’'une protéine
spécifique : un transporteur transmembranaire, M#ré&st ensuite réduit dans la bactérie en
mercure €élémentaire (Hg(0)) grace a la mercurigaectase MerA (Misra, 1992) (tableau 8).
Le mercure élémentaire, légerement lipophile, pensuite se volatiliser, traverser les
membranes biologiques puis se diluer dans I'atmarsph

C. metalliduransCH34 est également connue pour résister aux oxgideselénium
(Roux et al, 2001). Cependant les mécanismes moléculairedqugd dans la réduction du
sélénite et du séléniate sont méconnus. Une érédégente a montré que cette bactérie résiste
au sélénite en le réduisant en sélénium élémentairge et 'accumule dans le cytoplasme.
Une exposition au seélénite entraine simultanémargurexpression de protéines impliquées
dans le stress général et le stress oxydant, nadamome superoxyde dismutase a fer (Fe-
SOD) (Roux et Coves, 2002). Sa résistance au sébéest plus élevée mais il semble que la
bactérie soit incapable de le réduire en séléniléméntaire : la culture ne présente pas de

coloration rouge, signe de la présence de cetéceqRowet al, 2001).
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Mégaplasmides Opérons Métaux Mécanisme de résestanc
pMOL28 cnr Ccd”, Ni** Efflux par systeme antiport
~ cation/proton
2
chr Cro, Systéme d'efflux
mer(Tn4379 Hg™* Réduction de I'ion mercurique
pMOL30 czC cd*, zr?*, Efflux par systeme antiport
cation/proton
cop cu* Efflux par pompe ATP dépendante
pbr PL* Efflux par pompe ATP dépendante
mer(Tn4380 Hg™* Réduction de I'ion mercurique

Tableau 8: résistance aux métaux lourds de C. metalliduraf$i34 (adapté de Mergeay, 20Q0En milieu
minimum, les concentrations minimales inhibitri¢€MI) du nickel, du cobalt, du zinc et du cadmiuomts
respectivement de 2,5, 20, 12 et 2,5 mM (Mergeal;,e1985).

Mutants résistants au sélénite

Des souches mutantes @e metalliduransCH34, résistantes au sélénite et fournies par
J. Coves de l'Institut de biologie structurale desi@ble, ont également été retenues comme
modeles de choix pour I'étude de la résistanceédéneim de la souche. Les mutants ont été
obtenus par mutagénése aléatoire par insertionidutransposon Tngfp. Ce processus de
mutagénese a conduit au criblage de 4000 clonemiRax, trois mutants, RM6, RM7 et
RM8, sont capables de résister a de fortes corat@ms en sélénite (jusqu'a 15 mM a
comparer a 4-6 mM pour la souche sauvage). L'ifleation des genes perturbés, réalisée par
les techniques southern blot et PCR inverse, alé&égée ces trois mutants résistants
contiennent une seule insertion du transposon Tatiuel est localisé dans un méme gene
possédant une forte homologie avec ceux de la lamddA Cette famille représente un
groupe de génes codant des protéines membranardendtion totalement inconnue. La
caractérisation phénotypique de ces mutants ragsiiacapables d'exprimer la protéine DedA
montre qu’ils n’ont pas perdu leur capacité a régle sélénite en sélénium élémentaire car la
culture devient rouge. Cependant, ils consommeatidzup moins de sélénite comparé a la
souche sauvage. Ces resultats suggérent fortementcefte protéine est impliquée dans

I'import du sélénite dans la cellule (Ledghatal., 2005).

60



Introduction

OBJECTIF DE CE TRAVAIL

Ce travail de these s'inscrit dans le projet « &ésce chez les bactéries » du
programme Toxicologie Nucléaire et Environnement@lans ce projet, plusieurs souches,
reflets de la diversité bactérienne, sont étudidascyanobactérie de I'eadynechocystjda
bactérie de laboratoir&. coli et notre modéle biologique, la bactérie du Goipriavidus
metalliduransCH34. L'objectif de ce travail est de préciseri@scanismes de résistanceGle
metalliduransCH34 au sélénium en étudiant I'accumulation, talisation intracellulaire et la
transformation des oxyanions sélénite et sélémiateours de la croissance microbienne. Nous
avons choisi de travailler a une concentration @degn sélénium (plusieurs millimolaires de
sélénite et séléniate) pour provoquer une réponffsante de la bactérie afin de pouvoir

caractériser les mécanismes de résistance en tdraosesimulation et de transformation.

L’'aspect novateur de ce projet est la complémedatdas techniques mises en ceuvre a
I'interface entre la chimie analytique, la physigeé la microbiologie. Ces techniques
permettent d’'une part le dosage du sélénium auscaer la croissance microbienne,
directement dans la bactérie et sa localisatioaytce part, la spéciation de cet élément dans
les culots bactériens et les milieux de culture@urs de la croissance microbienne. Ce projet,
qui couple le développement et l'utilisation d’'dsitiphysiques et chimiques trés pointus,
constitue une approche tout a fait originale aun plational car il combine trois méthodes de

spéciation qui apportent des éléments de réponpkigden plus fins :

» les techniques de spectroscopie d’absorption desmsaX au seuil K du sélénium : la
spectroscopie XANES (X-ray absorption near edgectire) apporte des informations sur
I'état d’oxydation et la forme chimique de I'éléntera spectroscopie EXAFS (Extended X-
ray absorption fine structure) permet de précisewvironnement structural de cet élément dans
la bactérie ;

» la technique de couplage HPLC-ICP-MS (High perfarogaliquid chromatography —
Inductively coupled plasma-mass spectrometry) perrapres extraction enzymatique, de
séparer et d’'identifier les espéces séléniées lssldomme les acides aminés séléniés ;

» latechniqgue SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate -y&wl/lamide gel electrophoresis)
couplée a l'analyse PIXE (Particule induced X-rayission) permet de séparer et de détecter

les protéines ayant incorporé du sélénium.
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Matériels et méthodes

L'objectif de I'étude, défini a l'issue de lintduction, est d’apporter des éléments de
réponse visant a préciser les mécanismes de ré&sstie micro-organismes au sélénium. A
terme, la compréhension de ces mécanismes deargsispermettra d’envisager des procédés
de bioremédiation. Afin de répondre a cela, unehodlogie alliant la complémentarité de
techniques a l'interface de la microbiologie, det@mie analytique et de la physique a été mise
en place. Cette seconde partie, divisée en 4 chapiprésente I'ensemble du dispositif
expérimental pour I'étude de la résistance, dedamilation, de la prise en charge du sélénium
et de sa transformation jusqu’a sa localisationag®llulaire et moléculaire dans la bactérie

telluriqueCupriavidus metalliduran€H34.
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MATERIELS ET METHODES

Le premier chapitre expose les conditions de caletiies expositions au sélénium de la
souche bactérienne mises en place pour I'enseneblétdde. Il passe en revue les techniques

de microbiologie mises en ceuvre pour caractérsa¥distance de la bactérie au sélénium.

Le second chapitre expose les techniques analgtideidiochimie et de chimie utilisées
pour I'étude de I'accumulation du sélénium et dgise en charge. L’accumulation et la prise
en charge du sélénium sont quantifiées par la teabnchimique du dosage de sélénium au
moyen de I'lCP-MS. En paralléle, les protéines &aehnes sont dosées pour normaliser

'accumulation du sélénium.

Le troisieme chapitre présente les techniques deiaon appliquées dans cette étude
pour identifier les espéces de sélénium produites lp transformation bactérienne. Les
techniques physiques spectroscopiques d’absorptiORANES-EXAFS) sont complétées par
les techniques chimiques de séparation et de djgatibn que sont la chromatographie
échangeuse d’anion liquide haute performance (AEGJRouplée a I'lCP-MS. Les protéines
bactériennes ayant incorporé du sélénium sont relobées par la technique biochimique
séparative en gel d’électrophorese en conditionatéante (SDS-PAGE) couplée a une
technique physique de détection, I'émission deeloence X par particule induite (PIXE) de la

microsonde nucléaire du Laboratoire Pierre Sie (BBSE-PIXE).

Enfin, le quatrieme chapitre décrit la microscoplectronique a transmission (MET)
utilisée pour localiser le sélénium dans les baténtieres et dans les coupes de bactéries. La
détection de sélénium dans les bactéries est @éafiar spectroscopie dispersive en énergie
couplée a la microscopie électronique a transmigMET-EDX).

L’ensemble du dispositif expérimental mis en plaserécapitulé en figure 14.
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-

Résistance au sélénium

~

- CMI / pacht-testct. § 1.1 et 1.2)
- Effets sur la croissance

echniaues de

microbiologie

\_

» Suivi densité cellulaire totale ()
» Suivi densité protéique totale
» Suivi cellules viable:

(cf. chapitre I)

J

Dosage
protéique
(cf. §11.2)

Dosage du sélénium total dans les bactéries etldaniieu de culture

“chrus
_——

/ Prise en charge du sélénium \

» Effet de la compétition du sulfate (TSM —
0,3 et TSM — 3 mM de sulfate)
» Mutants résistants au sélénite
» Induction de la prise en charge du sélénite
(chloramphénicol)
Q Efflux de sélénium (relargage) /

-

» Effet de concentrations croissantes de
sélénium

> Effet de I'état physiologique des cellules
(Asoo = 0,3-1-3)

» Effet de la densité cellulaire (TSM - 0,2% e

~

K TSM - 2% de gluconate) /

-

Transformation du sélénium

» Expositions au sélénium dans TSM - 0,3
et TSM — 3 mM de sulfate

> Mutants résistants au sélénite

» Compétition sélénite/séléniate - -ICP-

> Etude de l'induction de la réduction du

\ sélénium (chloramphénici

~

/

-

> Intracellulaire

Localisation du sélénium

~ “METEDX

> Moléculaire

Figure 14 : récapitulatif de I'ensemble des expdsits au sélénium et les techniques analytiques rmisa ceuvre
pour la caractérisation de la résistance au sélémiude la prise en charge du sélénium, de son acclation, de

sa transformation et de sa localisation intracelaite et moléculaire chez C. metallidurar@H34. Le dosage du
sélénite dans le milieu par fluorimétrie et le dgsalu sulfate dans le milieu par colorimétrie natgmas indiqués

car ils sont réalisés ponctuellement.
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I. Techniques de microbiologie

1. Souche bactérienne et conditions de culture

1.1. Souche bactérienne et mutants

Notre modéle d’étud€upriavidus metalliduran&H34 a été fourni par le Professeur
Max Mergeay du Centre d’Energie Nucléaire de MalBelgique. La bactérie a été isolée de
sédiments riches en zinc d’'un réservoir de dédantat'une zinguerie en Belgique en 1976
(Mergeayet al, 1978). La bactérie est aérobie facultative. Lare® de carbone utilisée en
condition hétérotrophe est I'acide gluconique.

Les mutants utilisés dans cette étude dérivenbdmuche sauvagé. metallidurans
CH34. Obtenus par insertion aléatoire du transpasami-Tn5gfp, ils ont été criblés et
caractérisés par les Drs. F. Ledgham et J. Cowes.tiois souches mutantes RM6, RM7 et
RMS8, incapables d’exprimer une protéine membrardgréa famille DedA, consomment moins

de sélénite et deviennent hyper-résistantes axgan®mn (Ledghanet al, 2005).

1.2. Milieux de cultures

Les cultures liquides sont réalisées dans le ma@in minimum, le Tris Salt Medium
(TSM) (Schlegekt al, 1961 ; Mergeawt al, 1985). Le milieu est complété avec une solution
d’oligo-éléments SL7 (Biebl et Pfennig, 1981) etwolution de citrate de fer. La source de
carbone utilisée est I'acide gluconique a une comaton finale de 2%, 1% ou 0,2% selon les
expériences. Le pH du milieu est ajusté a 7,4 ast@milisation par autoclavage. Les solutions
SL7 et citrate de fer sont stérilisées par filomtsur membrane stérile (0,22um, Millipore).

Les cultures solides sont réalisées avec le mdaim minimum, TSM-agar et le milieu
riche Luria Broth agar (LB-agar, Sigma). Le tabléaprésente la composition du milieu de

culture salin minimum.
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Composés Concentrations finales
Tris (HCI) 50 mM

NacCl 80 mM

KCI 20 mM

NapSO, 3 mM ou 0,3 mM
MgCl,, 6 HO 1mM

CaCh, 2 H,O 200 uM

NaHP O, 1,3mM

Acide gluconique 2% ou 1% ou 0,2%
CeHsFeO, 1%

SL7 1 mi/L

Agar (pour milieu solide) 20 g/L

SL7: ZnCl (500 pM); MnC}, 4 H,O (500 pM); HBOs (1 mM); CoC}, 6 H,O (800 puM);
CuClb, 2 H,0 (100 uM); NiCly, 6 HO (100 uM); NaMoO,, 2 H,O (150 uM);HCI (8,2 mN)

Tableau 9 : composition du milieu de culture salminimum (TSM)
(Tous les réactifs sont fournis par Sigma)

1.3. Conditions et suivis de croissanceCdenetalliduran€CH34 et des mutants

La souche sauvage et les mutants sont cultivés tammilieu TSM liquide décrit
précédemment, en condition aérobie, sous une iagitde 250 rpm a 29°C (Infors, Novotron).
L’'oxygénation est assurée avec un volume de cultoreespondant & 178° du volume du
flacon de culture. La croissance des cultures @stespar lecture de la turbidité a la longueur
d’onde de 600 nm (& a I'aide d’'un spectrophotometre (Biowave, BioghjoLa croissance
se traduit par une augmentation de la populatiooet une augmentation de la quantité de
protéines totales. Ainsi, et afin de normalisequantité de sélénium accumulée par rapport a la
biomasse bactérienne, la croissance est égalemgig par dosage des protéines totales par la
méthode colorimétrique a I'acide bicinchoniniqueE@kit, Sigma ; cf. § 11.1).

La souche sauvage est régulierement contréléeemsemencement sur milieu solide
TSM-agar contenant 800 puM de CdG@t 2 mM de ZnGl Les souches mutantes sont
contrlées par inoculation en milieu TSM liquidentanant 10 mM de sélénite puis par
isolement sur TSM-agar et LB-agar.
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2. Concentration minimale d’inhibition (CMI)

La CMI est définie comme la concentration minimalénhibiteur empéchant la
croissance bactérienne. Cette meéthode est utilp@aer déterminer la sensibilité aux
antibiotiques. L’application de cette technique pdiautres toxiques, comme le sélénium,
permet de déterminer le seuil de résistance deterimx La CMI peut étre déterminée en
milieu solide ou en milieu liquide.

Dans ce travail, cette valeur est déterminée elieuniTSM liquide contenant des
concentrations croissantes de sélénium a particulagres décrites dans le paragraphe 1.5.1. Le
seuil de résistance au sélénium est quantifiéguanie de I'absorbance a 600 nm. Cette lecture
est effectuée lorsque la culture témoin est engbktationnaire. La CMI correspond alors a la
plus petite concentration de sélénium pour laqulelleroissance est nulle, c’est-a-dire que

I'absorbance a 600 nm stagne.

3. Tests de sensibilité

Des mesures de sensibilité de la souche sauvatgs ehutants résistants au sélénite ont
également été réalisées en « patch-test » selomotiecole décrit par M. Bebien (Bebienhal,
2001). Pour cela, 5 pL d’une culture en milieu tlage exponentielle de croissance, contenant
approximativement 1Ocellules, sont déposés en spot sur du milieu T8les contenant des
concentrations croissantes de sélénium. Les bsdieisobservées apres une incubation a 29°C

de 5 jours.

4. Dénombrements bactériens en milieu solide

Les bactéries viables sont dénombrées en miliewagd selon la méthode directe de
dénombrements des colonies aprés culture et dilwgio série (Presco#t al, 1995). Ces
dénombrements sont réalisés a intervalles reguignant les cinétiques de croissance en milieu
liquide TSM avec ou sans sélénium. Pour cela, 10@¢i culture sont prélevés et dilués en
cascade (dilutions 10a 10) dans 900 pL d'eau ultra pure stérile et refroidiet°C. Les
dilutions sont homogénéisées et 100 pL des dilatidf, 1F et 10 sont étalés au moyen d’un
étaleur stérile a la surface de la gélose. Chatjukod est triplée. Aprés une incubation de 48 a

72 heures a 29°C, les colonies sont dénombrées.
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5. Expositions au sélénium

Les cultures utilisées pour les expériences sujbtirs ensemencees a partir d'une pré-
culture en phase exponentielle de croissance. Ulhgre témoin est réalisée systématiquement
en absence de sélénium. La croissance bactérishiseigie par lecture de I'absorbance a 600
nm et par dosage protéique. Des solutions-stodétimite de sodium (N8eQ, Sigma) et de
séléniate de sodium (BBeQ, Sigma) de 1 M et 0,2 M dans de I'eau ultra puésigtivité > 18
M cm?) ont été utilisées. Ces solutions stock sont |stées par filtration sur membrane
stérile de 0,22 um de porosité (Millipore) et canées a 4°C a I'abri de la lumiére. Le sélénite
ou le séléniate sont additionnés a différentes exuinations et a différents stades de la
croissance bactérienne. Selon les expériencen)iliesix d’exposition sont modifiés au niveau
des concentrations en sulfate ¢§§@, 3 mM ou 0,3 mM) et en gluconate (2%, 1% ou 0,2%).
Lorsque ce n’est pas précisé, le milieu de culagele TSM liquide et la concentration en
gluconate utilisée est fixée a 2% afin d’obtenie wiensité cellulaire suffisante pour détecter le

sélénium lors des analyses ultérieures.

5.1. Etude de la résistance au sélénium

5.1.1. Chez la souche sauvage

Deux séries de cultures @ metalliduransCH34 sont inoculées a une absorbance a
600 nm de 0,3. La premiere série est exposée aategntrations croissantes de sélénite (1, 2,
4, 6 et 8 mM) et la seconde série est exposéee eoteentrations croissantes de séléniate (2, 4,
6, 8, 10, 12, 14 et 16 mM). Le sélénite ou le déténsont ajoutés au moment de
I'ensemencement correspondant au temps "zéro'edpdtience. La croissance bactérienne est
suivie pendant 192 heures afin de déterminer lesseflu sélénium sur la durée de la phase de
latence, la vitesse de croissance lors de la pbapenentielle de croissance et la densité
cellulaire atteinte en phase stationnaire. Cettededtest complétée par le dénombrement
bactérien durant la croissance de cultures exp@sgaaM de sélénite et de séléniate (cf. § 1.4).

Une éventuelle mutation de la souche est recherapées les expositions au sélénite. La
méthode décrite par M. Roux est appliquée (Reual, 2001). Pour cela, une premiere étape
consiste a isoler toutes les cultures en phaserstaire, issues de la premiere exposition aux

différentes concentrations de sélénite, sur mili8iyl solide sans sélénium. Aprés incubation a
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29°C pendant 5 jours, les bactéries sont repigdaas le milieu liqguide contenant les mémes
concentrations en sélénite que lors de la pren@gpesition. Au cours de cette seconde étape,
la durée du temps de latence est suivie par mesuf@absorbance a 600 nm. L’objectif est de
comparer la durée du temps de latence des prentelteses avec celle des secondes cultures.
Dans le cas d'une adaptation métabolique aux donditenvironnementales, le temps de
latence reste constant pour une concentration lénitgdonnée. Dans le cas de la sélection

d’'un mutant, le temps de latence est plus court [@omnéme concentration en sélénite.

5.1.2. Chez les souches mutantes

Les souches mutantes résistantes au sélénite RMBM& sont inoculées a une
absorbance a 600 nm de 0,3. Pour chaque mutant, 20 anM de sélénite sont ajoutés au
moment de l'inoculation. Les effets du sélénium kurcroissance sont étudiés durant 144

heures de la méme maniére que cela a été décritgpsouche sauvage (cf. § 1.5.1.1).

5.2. Etude de I'accumulation du sélénium

L'accumulation du sélénium dans les bactériesqaantifiée par deux méthodes : par
mesure directe de la quantité de sélénium accudaung les bactéries et par mesure indirecte du
sélénium non consommé par les bactéries et redtenst le milieu de culture. Au cours de la
culture bactérienne, des prélévements réguliers sfiactués afin de séparer bactéries et
surnageants de culture. Le traitement des prélevesnast décrit dans le paragraphe 1.5.8. Les
vitesses d’accumulation du sélénium dans les hasté de consommation du sélénium du
milieu de culture sont déterminées dans la parirealre des courbes respectives
d’accumulation et de consommation. Les conditioescdlture mises en ceuvre pour ces

expériences sont décrites ci-dessous.

5.2.1. Influence de la concentration en séléniumsda milieu de culture sur

I'accumulation bactérienne du sélénium

Les cultures précédentes (cf. § 1.5.1.1) conterBa® concentrations croissantes en
sélénium sont suivies au cours du temps par leggoda sélénium dans les bactéries et dans le

milieu de culture.
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5.2.2. Influence du stade de croissance et de lasitde cellulaire sur

I'accumulation bactérienne du sélénium

L'influence de I'état physiologique de la bactésigr 'accumulation du sélénium est
recherchée. En parallele, I'effet de la densitdutate sur la cinétique d’accumulation du
sélénium par la bactérie est analysé. Dans cesamumoches, la concentration en sélénium est

fixe.

Influence de I'état physiologique des bactériesl'sacumulation du sélénium

Des cultures d€. metalliduransCH34 sont ensemenceées a une absorbance a 600 nm de
0,3. 2 mM de sélénite ou de séléniate sont ajauédwilieu de culture a différents stades de la
croissance . en début de croissancend& 0,3), au cours de la premiere moitié de la phase
exponentielle de croissancegth= 1) et en fin de phase exponentielle de croisséfg, = 3).

L’expérience est réalisée durant 144 heures.

Influence de la densité cellulaire sur 'accumutetidu sélénium

Des maxima de densité cellulaire différents sdieous en utilisant les concentrations
de gluconate de 0,2 et 2%. Le milieu de culturetament 0,2 ou 2% de gluconate est inoculé
avec C. metalliduransCH34 a une absorbance a 600 nm de 0,3 en présen@emM de

sélénite durant 120 heures.

5.2.3. Comparaison de I'accumulation du séléniuprzdbs mutants résistants au

sélénite et chez la souche sauvage

Pour cette expérience, la méthode de culture tdoar F. Ledgham est adaptée a nos
conditions de culture (Ledghaet al, 2005). Pour cela, les cultures de la soucheagpuet des
mutants sont conduites jusqu’en milieu de phasemxpuielle de croissance dans le milieu
TSM a 2% ou 1% de gluconate, en absence de séléhesrbactéries de chaque culture sont
ensuite collectées par centrifugation a 2350 g @entl5 minutes a 25°C, puis lavées deux fois
avec le milieu TSM a 2% ou 1% de gluconate et coinées deux fois dans du milieu TSM a
0,2% de gluconate contenant 1 ou 2 mM de sélébigxposition durant 12 heures dans le
milieu TSM a 0,2% de gluconate permet de limitecri@issance bactérienne.

Pour I'étude de la prise en charge du sélénia®,nutants sont ensemencés a une

absorbance a 600 nm de 3 et exposés a 5 mM deéaséldarant 48 heures.
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L’accumulation du sélénium dans les bactéries eblssommation du sélénite du milieu

de culture sont suivies au cours du temps.

5.3. Etude de la prise en charge du sélénium

L’étude de la prise en charge du seélénium est sé@alipar comparaison de
I'accumulation du sélénium dans les bactéries dassconditions de culture ciblées. Dans une
premiere série d’expériences, la prise en chargex@sninée en réalisant une compétition du
sélénium (sélénite et séléniate) avec le sulfatansDune seconde série d’expériences,

I'induction de la prise en charge est controléecaweinhibiteur de synthése protéique.

5.3.1. Compétition du sélénium avec le sulfate

C. metallidurans CH34 est ensemencée dans deux milieux TSM sarénigei,
différents par leurs concentrations en sulfate {308 mM). Ces milieux sont notés
respectivement TSM-3 mM et TSM-0,3 mM. La culturend le milieu TSM-0,3 mM est
ensemenceée successivement trois fois a une abserldab00 nm de 0,3 afin d’épuiser les
bactéries en sulfate. Au troisiéme repiquage, lésiies dans les milieux TSM-3 mM et TSM-
0,3 mM sont exposées a 2 mM de sélénite duranefiéel ou 2,5 mM de séléniate durant 144
heures. Le sélénite est ajouté au moment de l'lation (Asoo = 0,3) et le séléniate est

additionné en début de phase stationnaiggo(A7).

5.3.2. Induction du mécanisme de prise en chargedmium

Afin de préciser si la prise en charge du sélénpamla bactérie nécessite I'induction de
la synthése de néo-protéines, les expériencesudtadation du sélénium par la bactérie sont
réalisées en présence d'un inhibiteur de la traolucte chloramphénicol. La solution de
chloramphénicol 100X (Sigma) est préparée extenmgonant dans de I'éthanol et stérilisée par
filtration (Millipore). L’accumulation du séléniurdans les bactéries et la consommation du
sélénium du milieu de culture de. metalliduransCH34 sont comparées dans des cultures
réalisées en absence et en présence de chlorammghéni

Dans le cas d’'une exposition au sélénite, lesust concentrées, obtenues dans le

milieu TSM a 0,2% de gluconate contenant 1 mM oo\ de sélénite, sont exposées durant 12
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heures au chloramphénicol, additionné en fractiqffgig.mL' 3 heures avant I'exposition au
sélénite puis 30 pg.mL3 et 8 heures aprés le début du contact aveddeitss.

Dans le cas d’'une exposition au séléniate, I'éeglaéalisée durant 144 heures avec des
cultures dans les milieux TSM-0,3 mM et TSM-3 mM siglfate, obtenues au troisieme
repiquage, exposées a 25 pg:hrde chloramphénicol et & 2 mM de séléniate ajoeédébut
de phase stationnaire = 7).

Une culture témoin supplémentaire est effectué@résence de chloramphénicol. La
viabilité bactérienne des cultures en présencehlbgaanphénicol est contrélée en les inoculant
en début, milieu et fin de croissance dans le mili€M a 1% ou 2% de gluconate en absence

de sélénium et de chloramphénicol.
5.4. Dosage du sélénium relargué par les bact@pies accumulation

Deux cultures dans le milieu contenant 2 mM dérséd ou 2 mM de séléniate sont
ensemenceées a une absorbance a 600 nm de 0,3xlmumad’accumulation est atteint apres
respectivement 7 et 9 jours d’exposition au séégiitau séléniate. 5 mL de chaque culture sont
réserves pour quantifier le sélénium accumulé gmbhctéries et celui restant dans le milieu de
culture (cf. § 1.5.8).

Les bactéries contenues dans le reste de chaglterecisont récupérées par
centrifugation a 3380 g pendant 15 minutes a teatpér ambiante. Elles sont lavées deux fois
avec du milieu TSM sans sélénium et remises emreutians du milieu sans sélénium. Cette
inoculation correspond au temps " zéro " du suevirelargage du sélénium dans le milieu de
culture. Des prélevements réguliers de la cultom séalisés durant 10 jours. Le milieu de
culture est récupéré par centrifugation a 3380rglaet 5 minutes. Il est ensuite filtré sur une
membrane filtrante de 0,22 um (Millipore) pour éher les cellules bactériennes restant en

suspension. Le sélénium relargué dans le miliéné fést quantifié par ICP-MS (cf. § 1.5.8.).

5.5. Cultures exposées au seélénium pour l'étudesaletransformation au cours de son

accumulation
5.5.1. Etude chez la souche sauvage et les muéaissants au sélénite

La spéciation des intermédiaires formés au coaergadréduction du sélénium par la

souche sauvage est suivie a partir des culturesséeg a 2 mM de sélénium et décrites dans le
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hY

paragraphe 1.5.2. L’étude pour les mutants rédistan sélénite est effectuée a partir des
cultures exposées a 10 mM de sélénite (cf. § Rhet.a partir des cultures exposées a 5 mM de
séléniate (cf. 8 1.5.2.3). Des prélevements réegulisont réalisés afin de quantifier
I'accumulation du sélénium dans les bactéries iefedtifier les espéces séléniées (cf. § 1.5.8.,
.1 et l1.2).
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5.5.2. Etude de la compétition entre le séléniate sélénite chez la souche

sauvage

Deux cultures d&€. metalliduransCH34 exposées a 1 mM ou 2 mM de sélénite sont
inoculées a une absorbance a 600 nm de 3 dandide.ndles cultures ont permis de déterminer
le temps nécessaire pour I'observation de I'apiparitie la coloration rouge, révélatrice de la
réduction du sélénite en sélénium élémentaire rofigesi défini, le temps moyen d’apparition
de la coloration rouge de la culture dans ces tiomgdi est de 6h30.

L’éventuelle compétition des deux oxyanions esuér étudiée en suivant I'effet de la
présence de séléniate sur I'apparition de la ctitorarouge observée aprés exposition au
sélénite. Les deux oxyanions de sélénium sont égodans une culture soit a la méme
concentration, soit a des concentrations difféentenme indiqué en figure 15. Le temps avant
I'apparition de la coloration rouge dans les timaditions de cultures est mesuré. Une culture

contenant le sélénite seul contréle la durée deacod’apparition de la coloration.

Culture Asoo=3

b

T=0h Ajout de 2 mM de sélénite Ajout de Ajout de Ajouts de
- - 10 mM de 1 mMde 1 mMde
J Centrifugatio \l/ séléniate sélénite sélénite et
— 2350 g, 10 min. de 10 mM
T=3h A aacc | [ de séléniate
v v
T=4h -
£ Ajout de Ajout de
1 mMde 10 mM de
T=5h =N sélénite séléniate
dans la dans la
. culture culture
T=6h A
Culot lavé 2 fois avec Ajout de
tampon Tris 10 mM 2mM de
V VvV Vv Vv séléniate
) dans la
Suspension du culot culture
dans milieu TSM avec
2 mM de séléniate
VAR
T=24h Observation de I'apparition de la coloration rouge de la culture
Condition 1 % Condition2 /' Condition 3

Figure 15 : les conditions d’exposition pour I'étedde la compétition du sélénite et du sélénidta condition 1
consiste a exposer successivement le sélénite stldaiate a la méme concentration. Aprés chaqompgede
contact avec le sélénite, les bactéries sont ré&@gsepar centrifugation et remises en culture ddmsnilieu TSM
contenant 2 mM de séléniate. La condition 2 se wWiérde la méme maniere que la condition 1, sauf lque
séléniate est ajouté directement dans la cultuppsge au sélénite. Enfin la condition 3 correspar@xposition
successive ou simultanée de sélénite et de séénidts concentratiordifférentes.
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5.5.3. Induction des mécanismes de réduction dunisgh

5.5.3.1. Induction du mécanisme de réduction tkngé

L'induction du mécanisme de réduction du sélémge vérifiée dans deux seéries
d’expériences décrites ci-apres.

Dans un premier temps, les cultures sont enseregrans le milieu & une absorbance
de 0,3 et exposeées a 0,02, 0,2 et 2 mM de séeldmigat 48 heures. L'induction de la réduction
du sélénite en sélénium élémentaire aux difféereateentrations de sélénite est suivie par
I'observation de la coloration rouge de la culture.

Dans un second temps, les cultures sont exposéastds heures & 25 pg fmide
chloramphénicol et 2 mM de sélénite, ajoutés en sege fois au moment de la phase
stationnaire (A0 = 10) dans le milieu TSM contenant 0,2% de glut®néne culture témoin
sans chloramphénicol et avec 2 mM de sélénite éadisée en parallele. L’induction de la
réduction du sélénite en sélénium élémentaireggiespar I'observation de I'apparition de la
coloration rouge du milieu de culture dans les édéhtes conditions. Le dosage de

I'accumulation du sélénium dans les bactéries cetapette observation.

5.5.3.2. Induction du mécanisme de réduction tinsgie

Les cultures d€. metalliduransCH34 en présence de chloramphéna&drites dans le

paragraphe 1.5.3.2 sont analysées pour identdgeespeces séléniées.

5.6. Cultures exposées au sélénium pour la rechetelprotéines séléniées

Deux séries de 3 cultures sont inoculées danslieuna une absorbance a 600 nm de
0,3 et exposées a 2 mM de sélénite (série 1) oMMdmséléniate (série 2). Pour chaque série,
une culture est récupérée en milieu de phase erpele de croissance, une en fin de phase
exponentielle de croissance et une en milieu deghktationnaire. A la fin des expositions, les
bactéries sont séparées par centrifugation de B0tes a 12520 g et 4°C. Les bactéries sont
lavées deux fois avec du milieu de culture sarénadin et stockées a -20°C en attendant leurs

traitements pour I'extraction des protéines (dil.8).
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5.7. Cultures exposées au sélénium pour I'imagerie

5.7.1. Expositions au sélénite

Une culture deC. metalliduransgCH34 est réalisée jusqu’a une absorbance a 60@enm
3 et exposée a 2 mM de sélénite dans le miliewttare. Une culture témoin, sans sélénium,
est conduite en parallele. Des prélevements régubent réalisés durant 24 heures. Les
bactéries ainsi collectées sont destinées aux \Gig®rs en microscopie €lectronique a
transmission (MET) (cf. IV).

5.7.2. Expositions au séléniate

Des cultures d€. metalliduransCH34 contenant 0,3 mM ou 3 mM de sulfate, sont
réalisées comme décrit dans le paragraphe |.50B&. prélevements réguliers sont réalisés
durant 50 heures. Les prélevements sont traitésnepdécrit dans le paragraphe 1.5.8.

5.8. Traitement des prélevements de culture

Les prélevements réalisés sur les cultures décptécédemment et destinés a des
analyses ultérieures sont traités de la maniexvasta.

Le milieu de culture et les bactéries sont séppag¢xentrifugation a 3380 g pendant 10
minutes a 4°C (Centrifugeuse Br4i, Jouan). Le mil@e culture est filtré a travers une
membrane filtrante de 0,22 um (Millipore) pour éher les cellules bactériennes restant en
suspension. Les cellules bactériennes contenues Idaculot sont lavées deux fois avec du
tampon TRIS-HCI 10 mM a pH 7,2. Puis elles sontcemtrées dans un volume d’eau ultra-
pure. Le milieu de culture et les bactéries songetés a -20°C en attendant d’étre analysés par
ICP-MS (cf. § 11.4).

Pour la recherche d’especes séléniees (XANES/EXAESS I11.2) et pour I'imagerie
(MET/MET-EDX, cf. chapitre V), le culot bactérieminsi préparé est fractionné. Pour
normaliser la quantité de sélénium dosé, la guarmtd protéines de ces prélevements est
déterminée (cf. § 11.1).
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[I. Techniques analytiques de biochimie et chimie

Ce second chapitre présente les techniques anadgtide biochimie et de chimie

utilisées lors de ce travail. L’ensemble de cebrigqies est récapitulé en figure 14.

1. Dosage des protéines

La croissance bactérienne correspond a une piodudé biomasse se traduisant par
une augmentation du contenu protéique. Ainsi, Isage des protéines totales bactériennes
permet de normaliser les résultats de dosages ldailsd dans les bactéries. Le dosage

protéigue complete le suivi de croissance par teale I'absorbance a 600 nm.

Le principe du dosage des protéines

Le dosage des protéines totales est réalisé pachmique du BCA (Smith, 1985) a
I'aide du Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (i) suivant les indications du fournisseur.
Les courbes étalons sont réalisées a l'aide d'ohgign standard d’albumine de sérum bovin
(BSA, Sigma). Le principe de la méthode BCA estilgiine a la procédure de Lowry (Lowet
al., 1951). Dans ces deux techniques, les protégdhsgent les ions Cu(ll) en Cu(l) en milieu
alcalin, et les ions Cu(l) sont chélatés par I'ackicinchoninique. Le complexe obtenu, de
couleur pourpre, absorbe fortement a 562 nm et Bagamme de longueurs d’onde de 540 a
590 nm. Cette absorbance est linéaire en foncteomadconcentration en protéines dans une
gamme de 200 a 1000 pg / mL de protéines. Cetteauétprésente I'avantage de pouvoir étre

appliguée en présence de détergents comme le Diitée SDS.

La préparation des échantillons

Les échantillons bactériens sont d’'abord lysés daesolution de lyse commerciale
CelLytic™ B (Sigma) suivant les indications du fournisseLe. dosage est préparé en
microplaque 96 puits avec un volume d’échantillauphuit volumes de la solution réactive
BCA, préparée extemporanément. La microplaquenestbee pendant 30 minutes a 37°C a
I'abri de la lumiére puis 15 minutes a tempéraamdiante. L'absorbance du complexe obtenu
est lue a 577 nm avec le spectrophotometre Stgktsixer Bioblock). Chaque dosage est triplé.
La concentration en protéine de I'échantillon estecminée avec une gamme étalon BSA de
200 a 1000 pg / mL.
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2. Dosage du sulfate par colorimétrie

Le sulfate est dosé semi-quantitativement dasareageant de culture filtré grace a une
méthode colorimétrique commerciale et suivant fefications du fournisseur (Aquaquant
VWR). Le mélange réactionnel est constitué de 2,5dmsurnageant de culture filtré, 2 gouttes
du réactif S@Q1A permettant de masquer les ions carbonatesestuitiere (fournie par le kit)
du réactif SQ-2A (iodate de baryum). Le mélange est incubé Summa 40°C et régulierement
agité. L'iodate de baryum réagit avec les ionsagaff en milieu aqueux organique avec 2,5 mL
du réactif S@-3A pour former des ions iodates et un précipignblde sulfate de baryum. Les
ions iodates, libérés par cette réaction sont €8pedu précipité de sulfate de baryum par
filtration du mélange sur une membrane filtranterfide par le kit. Puis, les ions iodates,
contenus dans le filtrat, oxydent le tannin (4 ¢gtlu réactif S@4A) en donnant un composeé
coloré rouge-brun aprés une incubation de 7 minatd®°C. L'intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité d’ions iodates etdana quantité d’ions sulfate. La détermination
de la concentration est obtenue par comparaisaguaptie la coloration de I'échantillon avec
une gamme étalon sous forme de palette de cowaumié par le kit (figure 16).

Il s’agit donc d’une méthode colorimétrique indieecle dosage de la quantité d’ions
sulfates en solution. Ce dosage colorimétriqgue danre indication de concentration dans une
gamme étalon allant de 0 a 3 mM de sulfate.

026 052 080 115 1,46

Figure 16 : gamme étalon pour le dosage du sulfatemM (Aquaquan@f, VWR)

2,08 3,12 mM

3. Dosage du sélénite par fluorimétrie

Afin de suivre la disparition du sélénite dansnddieu de culture au cours de la
croissance bactérienne, le sélénite du surnagealey de culture) est dosé par fluorimétrie.
Cette méthode de dosage du sélénite dans le mddiewlture est adaptée de celle décrite par J.
Kessi (Kesskt al, 1999). Elle complete le dosage du sélénium taals le milieu de culture
réalisée par ICP-MS, technique d’analyse élémantair

Pour ces dosages, I'ensemble des manipulatiofiecige a I'abri de la lumiere et dans
des tubes en verre. Le sélénite est dosé dansriagaant filtré (0,22 um). Le milieu
réactionnel est composé par le mélange de 5 mLQ@&OH M ; 500 pL de EDTA ; 0,1 M (pH
7,3); 500 pL de NaF 0,1 M; 500 pL d'oxalate delism 0,1 M ; 50 pL de surnageant de
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culture et 1,25 mL de 2,3-diaminonaphtaléne (0, EtsdHCI 0,1 M). Le mélange est incubé 40
minutes a 37°C puis placé une quinzaine de mirautesnpérature ambiante. Au cours de cette
incubation, le sélénite se complexe avec le 2,Biianaphtaléne. Le complexe formé est
ensuite extrait par 3 mL de cyclohexane sous agitaigoureuse. L'absorbance a 377 nm de la
phase organique supérieure contenant le compléxaessirée. La concentration en sélénite est
obtenue en reportant la valeur d’absorbance luaiseargamme étalon réalisée a partir d’'une
solution de sélénite de concentration connue.

Le principe de la mesure consiste a exciter le dexepfluorescent formé avec les
photons ultra-violet. La molécule excitée reviendain état initial en émettant des radiations
lumineuses détectables. La quantité de radiationineuse émise est proportionnelle a la
quantité de sélénite présent initialement dan$h#étllon. La sensibilité de la technique a pu
étre appréciée par comparaison au dosage du s@léoial dans le milieu de culture par ICP-
MS.

4. Dosage du sélénium total par ICP-MS

Le sélénium total contenu dans les bactéries m$ ta milieu de culture est dosé par
spectrométrie de masse a plasma a couplage indiietitictively Coupled Plasma-Mass
Spectrometry, ICP-MS) selon la méthode de dosagetatwlard réalisé en calibration externe
avec un étalon interne. Les analyses sont réalséss I'ICP-MS series X7 (Thermo Electron
Corporation) du Laboratoire Pierre Sue. Cet appa@imet une analyse multi-élémentaire
rapide et précise d’échantillons en solution. Catthnique posséde des limites de détection
tres basses (de I'ordre de 0,01 a 0,1 ppb) vasigloh les éléments et les matrices. Dans le cas

du sélénium, la limite de détection est fixée b pu 1 pg/L ou 0,013 pM.

Le principe de la technique

Cette technologie consiste en une torche plasomplage inductif (ICP) couplée a un
systeme de détection, un spectromeétre de masseigplagtle (MS). Le plasma a couplage
inductif permet de générer des ions ensuite dé&tqié le spectrometre de masse. L'argon est
utilisé comme gaz plasmagene car il a un potedti@hisation élevé.

Le schéma de principe est montré en figure 17 &ilté ici. Les chiffres entre
parenthése sont reportés sur la figure. L’introductle I'échantillon liquide dans I'ICP-MS est
réalisée grace a un passeur d'échantillons autpneatitype AS 90) couplé a une pompe
péristaltique (1). L’échantillon est envoyé dansnébuliseur qui le pulvérise en un aérosol de
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fines gouttelettes (2). La chambre de nébulisaéiagmpact, qui suit le nébuliseur, est refroidie
par effet Peltier (environ 5°C) et permet d'effemtwn tri des gouttelettes les plus fines.
L’aérosol ainsi formé est ensuite envoyé par unrargud’argon gazeux dans la torche a plasma
d'argon (12 L mif) & trés haute température (entre 6 000 et 10 QO@)C La température
élevée du plasma conduit a la complete ionisat®laglupart des éléments.

Les ions produits par la source ICP sont pompas dae interface a travers I'ouverture
de deux cones en nickel (échantillonneur et écorgdd) par un systéeme de vide différentiel.
Puis, les ions du plasma sont accélérés vers wemdns de lentilles électrostatiques permettant
de focaliser le faisceau d’ions (5) et de le tramtgy vers le filtre de masse quadripolaire (6).
Celui-ci est composé de quatre barreaux diamétmalemppariés auxquels est appliquée une
tension. La fréquence appliquée au quadripbdlenaefiar la sélection des isotopes de I'élément
a analyser, détermine un seul rapport « masseatedur sa charge » (m/z). Le rapport m/z de
I'ion a doser présente une trajectoire stable tiaspectrometre et atteint la sortie. Un détecteur
d'ions (7), placé a la sortie du quadripdle, emtegiialors les ions transmis. Le sélénium total
est déterminé avec les isotopes 78 et 82 (abonslaratarelles respectives, 23,61% et 8,84%).
L’enregistrement de la détection ICP-MS est réals# linterface PlasmalLab (Thermo

Electron Corporation) (8).

Torche a plasma N Interface | Spectrométre de masse
(5) (6)
(4) Cbne
échantillonneur Lentilles Quadripble
(7
@, . 3
Nébulisation lonisation (
A B AT A <§_
f C C
Ar Ar Ar
u

(1) Cone écorceur
Pompe 4 Pompe | [ Pompe
péristaltique turbo turbo
Passeur

d’échantillons

Echantillon P.Ompe P.ompe
| primaire| | primaire

®

Figure 17 : schéma de principe de I'ICP-MS

Préparation des échantillons

Afin d’étre nébulisés, les échantillons a analydarvent étre en solution et totalement
dissous. Les échantillons sont préparés dans thes & usage uniquaubes Falcofi, VWR).
Ainsi, les bactéries, décongelées a températurdaateh subissent un traitement chimique
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visant a dissoudre totalement les différents commissqui les constituent comme indiqué en
figure 18. Les cellules sont lysées par SDS/NaOEaul oxygénée (bD,) est utilisée afin de
dissoudre le sélénium élémentaire rouge insolubéxhantillon est ensuite dilué pour que sa
concentration en sélénium soit dans la gamme é{&len100 pg de sélénium?). La dilution
est réalisée dans de I'eau acidifiée 2% pour s¢abila solution a doser tout en favorisant
I'lonisation de I'échantillon. Les échantillons s@monservés a 4°C en attendant leur analyse.

| Culture exposée au sélénium (cf. § 1.5) |

__________________________ V..

| Echantillon de culture | Prélévement(ct. § 1.5.8)

/‘C{trifugation, 3380 g, 10 min. a 4°C
£ S\

Milieu de culture Culot bactérien
Filtré 0,22 pm 2 lavages (Tris 10 mM) et concentrés 2X (eau ultra pure)

Echantillons conservés a -20C |

Traitement et analyse des échantillon(cf. § 11.4)

Milieu de Lyse chimique Dosage
culture dilué 1% SDS /0,2 M NaOH (v/v) protéique
dans eau Incubé 24 a 48h a T° ambiantg (cf. § 1)
ultra pure \l/ U
acidifiée P .
| HzOz 30% I
| (%2viv) |
L Siculotroua I
| 2% HNOs |
FTTTTITTTTTTA |
Dilution ! e el
Eau ultra pure 1 supplementaire
' selonles
v ! echantillons |
1 1

W
&

Figure 18 : protocole de traitement des échantilmpour le dosage du sélénium total dans les écHimmts
bactériens et le milieu de culturd_a solution de lyse chimique SDS/NaOH est prépasdemporanément. Le
sélénium élémentaire rouge présent dans les cblattériens est totalement solubilisé en ajoutare raction
d’'eau oxygénée jusqu’a disparition de la couleuractéristique. (HO, Normapur, Prolabo, VWR International).
L'eau acidifiée est préparée avec 2% d’acide niteHNQ 65%, VWR) dans de I'eau ultra-pure (résistivitélde
MO).

Traitement des données expérimentales

Le nombre dions mesuré par le détecteur permetcdieuler directement la
concentration en sélénium en coups’seonvertis en ug t (ppb) grace & une courbe de
calibration et a l'aide du programme Plasmalab (fiweElectron Corporation). La courbe de
calibration est obtenue par analyse d’'une gammeréfa — 100 pg de séléniun'Lpréparée a
partir d’'une solution standard monoélémentaire @énsum (SPEX certiPrep, Metuchen, NJ).
Les solutions standard sont préparées de faconiqdenaux échantillons. Le rhénium est

utilisé comme étalon interne en ajoutant une qtéctnnue dans I'échantillon (1 pg RH)L
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Le rhénium corrige la dérive instrumentale proprehaque appareil lors de la mesure. Cette
correction est effectuée automatiqguement par lgrarome. Un échantillon de référence de
concentration connue en sélénium, SRM 1640 (cfexa), controle la méthode analytique. Des
blancs analytiques, composés d’eau ultra purefamdisont systématiquement passés au début
de chaque procédure pour enlever le bruit de fduadvaleur mesurée pour ce blanc est
soustraite des valeurs mesurées pour les échastillee dosage de sélénium total dans les
bactéries est normalisé par la quantité de praédiosée dans les bactéries (le résultat final est

exprimé en mg de sélénium par g de protéines).

5. Synthese de particules de sélénium élémentaireuge abiotique et biologique, et
synthése de sélénodiglutathion

Préparation des particules abiotiques de séléniooge

Elles sont synthétisées a température ambiantdarade la lumiére en mélangeant 2
volumes de 100 mM d’acide ascorbique avec 1 voldmd&00 mM de sélénite de sodium. La
réaction est immédiate. Le mélange est agité arfi0pendant quelques heures (Labotron,
Infors). Le précipité de sélénium rouge est réca@par centrifugation a 11000 g pendant 1 h 30
et lavé deux fois avec de l'eau ultra-pure afinliditner I'excés d’acide ascorbique et de
sélénite. Le résidu est lyophilisé puis pesé aBinddterminer le rendement de synthése. Ce

stock de sélénium rouge est conservé a -20°C.

Extraction des particules biologiques de sélénionnge

Elles sont extraites & partir d'une culture@lemetalliduransCH34 exposée a 2 mM de
sélénite. La méthode d’extraction, décrite en #glB, est adaptée de celle décrite par R.S.
Oremland (Oremlanét al, 2004). Deux préparations sont effectuées : éenpre consiste a
collecter une partie des particules de la cultunet@ée sur le bord du flacon de culture. Ces
particules agrégées sont mises en suspension ddiead ultra-pure. La seconde préparation
consiste a extraire les particules contenues desddctéries de la culture. Les cellules sont
lysées suite a un choc osmotique (figure 19) cor@apb@r une lyse enzymatique a l'aide du
lysozyme. Les ultrasons (figure 19) permettentalapléter la lyse et de dissocier les particules
de sélénium élémentaire (Bqui ont tendance a s’agréger. A la fin de I'esti@n, une solution
orangée est obtenue. Les deux préparations deylagtisont stockées a 4°C en attendant leur

caractérisation par microscopie électronique.
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Préparation de sélénodiglutathion

Le sélénodiglutathion est synthétisé en mélangdansélénite de sodium avec du
glutathion au ratio 4:1 dans une solution diluéacie chlorhydrique (pH=1,3) (Ganther,
1968).
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Culture exposée a 2 mM de
sélénite (48h)

v v

Particules agrégées sur le bord Totalité de la
du flacon de culture culture (v)

/._,‘Centrifugation, 5000 g, 30 min. & 4°C
Sy

Particules reprises avec eau ultra : .
pure et conservées a 4C | Culot placé a -20C i Surnageal

v

Culot décongelé et repris avec NaCl 0,5 M (0,1v/v)
Ultrasons 10 min.200 W

/.‘ Centrifugation, 3500 g, 10 min. & 4°C
B

Culot repris avec sucrose 0,5 M (0,1v/v) Surnageal
Ultrasons 10 min.200 W e :

_.\C\entrifugation, 4000 g, 20 min. & 4°C
L

(*)Solution de sels (pH 7,5)

i Surnageal Culot repris avec la solution de sels NaCl 17,5 g [*
SRS ; (*) (O,lv/v) KCl 0’74 g tl
Ultrasons 5 min.200 W MgSQ,13,3 g L
Centrifugation, 4000 g, 20 min. & 4_".% TRIS-HCI0,15g L
Surnageal Culot repris avec la solution de sels contenant

0,57 g.L™" de lysosyme (0,1v/v)
Incubation 18 h a T° ambiante
Ultrasons 5 min. (200 W)

Centrifugation, 4000 g, 20 min. a 4?- :
<

Culot lavé avec la solution de sels (0,1v/v) Surnageal 5
Homogénéisation = A :
Incubation 3-4 h a T° ambiante

Centrifugation, 8000 g, 30 min. & 4?
S

Culot repris avec NaOH 0,25 M { Surnageal :

Incubation 3-4 h & T° ambiante e ‘

Ultrasons 5 min. (200 W)

Centrifugation, 8300 g, 30 min. & 4}
2

Culot repris avec NaOH 0,1 M . Surnageai |
Incubation 3-4 h & T° ambiante e ‘
Ultrasons 5 min. (200 W)

%entrifugation, 8500 g, 30 min. a 4°C

Culot repris avec NaHPO4 10 mM
Incubation 3-4 h a T° ambiante
Ultrasons 5 min. (200 W)

E

Surnageal Culot
""""""""""""""""""""" 2 lavages (eau déionisée

/%entrifugation, 9000 g, 30 min. a 4°C

Surnageant Culot

Filtration 0,22 um, Conservé a 4°C

%entrifugation, 8700 g, 30 min. a 4°C

Figure 19 : protocole d’extraction des particuleg délénium biologique
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[ll. Techniques de spéciation des espéces séléniées

1. Spéciation des espéces séléniées extraites ddsts bactériens par couplage AE-
HPLC-ICP-MS

Les especes de sélénium sont extraites d’'une eule€. metalliduransCH34 exposée
au sélénium. Les espéces seéléniées obtenues samdrdl’ séparées par chromatographie
échangeuse d’anions liquide haute performance (RE) puis détectées et quantifiees par
ICP-MS avec la technologie de la cellule de cahs{CCT).

L’ensemble de ce travail a été réalisé en collabmravec le Dr. Richard Collins lors

de son stage postdoctoral au Laboratoire Pierre Sie

1.1. Extraction d’espéces séléniées organiquemejaniques a partir d’'un culot bactérien

Le protocole d’extraction est décrit en figure @& protocole est adapté de celui décrit
par I'équipe de Milchalke (Milchalket al, 2002). Le lysozyme attaque le peptidoglycane en
hydrolysant la liaison unissant l'acide N-acétylamique et la N-acétylglucosamine. La
protéase XIV correspondant a un mélange d’enzynosséulant des activités protéolytiques
permet de digérer les protéines en leurs acidesémmLes lyses enzymatiques sont conduites

selon les recommandations du fournisseur (Sigma).
D’apres I'étude de Milchalke, quatre autres protesad’extraction ont été testés au

laboratoire mais ils n'ont pas amélioré le rendenteaxtraction (par exemple, extraction a
I'eau bouillante, lysozyme seul, NaOH / SDS et iygoe / protéase XIV).
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| Culture exposée au sélénium (cf. §1.5.5) |

_________________________________ e o o e
Prélévement(ct. § 1.5.8) | 5 mL de culture |
Centrifugation, 3380 g, 5 min. 4°C
Milieu de culture | Culot bactérien
Filtré 0,22 um 2 lavages (eau ultra pure)
r : Concentrés 5X (Tris 10 mM / Ca@mM)
v v
Echantillons conservés a -20C
“Traitements
Culot Extraction enzymatigue
1% SDS/02M Lysosyme / protéase XIV
: NaOH Incubation 24 h & 37°
i Incubation 24 & 48 K \l/
i aT°ambiante i
B Incubation 24 h & 37C
1 H0,30% ! —— .
LoAv) \LCentnfuganon, 6000 g, 5 min. a 4°C
' Siculot |
| rouge | Surnageant
L2l Extraits solubles
Dilution A
dans eau ! ape '
................... . Ultrapure | i Suppllémelntaire !
- acidifiée (2% ¢ o selonles
e HNOY | Sehanillons
I A oo p-oooooooennnenenene

Analyses W

Q

—

N
r I
]
[}

Dosage protéique
(cf. § 1.1)

Figure 20 : méthodologie d’extraction des especékeniées pour le dosage du sélénium par AE-HPLC-HEF5.
La lyse enzymatique contient 72 §de lysozyme et de protéase XIV (Sigma). Les lpbaésus a partir de la lyse
sont stockés a 4°C et dilués 5 fois dans de I'daa pure avant leurs analyses par AE-HPLC-ICP-NI8.dosage
du sélénium total compléte I'analyse (parties pthégs grises).

1.2. Analyse des especes séléniées par couplag¢PAE-ICP-MS

L’ensemble des espéces séléniées obtenues agmitr lyse enzymatique des culots
bactériens est analysé directement en une segletion) grace a un couplage AE-HPLC-ICP-
MS. Ce protocole d’analyse AE-HPLC-ICP-MS a été dalléppé au laboratoire a partir de
données de la littérature (Udert al, 2004). Les especes séléniées anioniqgues comme le
sélénite, le séléniate et les autres espéces &ésanioniques contenues dans les extraits de

culots bactériens telles que les acides aminériééléont détectées.
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La séparation chromatographigue (AE-HPLC)
L'appareil de chromatographie liquide haute pen@mnce (HPLC, High Performance

Liquid Chromatography, Gilson Pompe 321) est équijue colonne échangeuse d’anions
(AE) (Dionex AS11 lonP&t4-mm). La colonne AS11 est composée d’une résinaotymeéres
portant des groupements greffés de type ammoniuatemaire. L'échantillon est injecté
manuellement avec une seringue de 1 mL dans |Iémsgst'’injection de I'appareil HPLC,
constitué par la vanne d’injection Rhéodyne assoéi@une boucle d’injection de 25 pL en
polyéther-éthercétone (PEEK La séparation des composés de sélénium essééadivec le
gradient linéaire d’élution de NaOH suivant : 0.81iNaOH (0-1 min) ; 0.8—-40 mM NaOH (1-
4 min) ; 0.8 mM NaOH (4-7 min). Ce gradient estewlt & partir de solutions de NaOH 100
mM et 0,8 mM. Le débit appliqué, de 2 mL Mjrest suffisant pour établir la connexion avec
I'ICP-MS. La colonne est directement couplée au nébuliseusydteme de détection, I'lCP-
MS, par un tube en PEEK]e 20 cm de long et 0,13 mm de diamétre intefgar 21).

Phase mobile NaOH
100 et O&ml\ 1 =
B e o |

-
>
[J]
=
o
]
=
N
[a)]

Figure 21 : AE-HPLC Gilson couplée a I'lCP-MSeries X7 du Laboratoire Pierre Sie

La détection au spectrométre de masse (ICP-MS)

Une fois les différentes espéces séléniées sépaibes sont détectées par I'ICP-MS
grace au couplage avec I'appareil HPLC. L'enregsgnt de la détection ICP-MS est réalisé
par I'interface PlasmaLab.

Dans ces expériences, I'lCP-MS est utilisé en madechnologie de cellule de
collision » (CCT) pour supprimer les interférentabariques causées par le plasma d’argon et

améliorer le seuil de détection du sélénium dars detraits. Ces interférences sont
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majoritairement de nature polyatomique. Elles $ormnées par les diméres d’argdr®Ar,
BArtAr et “Ar*°Ar qui interférent respectivement avec les isotopeséléniuni°Se, "®Se et
85e. Grace a I'utilisation de la CCT, l'isotope dilénium le plus abondarft!Se (49,96%),
peut alors étre utilisé pour la quantification. dedlule de collision est située entre les lentilles
électrostatiques et le quadripble. La CCT est ca@egar un hexapble dans lequel on injecte
un gaz ou un mélange de gaz. Le mélange de ga&2wit I'nélium (He) et 8% de dihydrogene
(H2) dans de I'hélium. Ce mélange de gaz provoquecddisions et des réactions avec les
interférants formeés par les dimeres d’argon. Ldstsiéle gaz utilisés pour la CCT sont 1,7 mL
min™ pour le mélange 8%+ He et 6,5 mL mitt pour He seul.

Le principe de détection reste le méme que celliséipour la mesure du sélénium total
dans les échantillons (cf. chapitre 11.4). Tous isstopes sont mesurés durant un temps
d’intégration de 2,5 secondes. Le temps de computagketecteur pour chaque isotope est de 10
millisecondes. L’acquisition du chromatogramme feste a 7,01 minutes, temps nécessaire
pour éluer la totalité des espéces séléniées. bebreo d’'isotopes mesurés par le détecteur
permet de calculer la concentration en séléniurnoeips set (cps). Pour convertir la quantité
de sélénium en pgl, les solutions standard de sélénite de sodiunénisdée de sodium, L-
sélenomeéthionine, L-sélénocystine et Se-méthylélérocystéine, sont utilisées pour établir la

courbe d’étalonnage de 0,5 & 130 jig L

Traitement des données expérimentales

La quantification de chaque espéce est ici réalméec I'isotope’®Se. A l'aide du
programme Plasmalab, la surface des pics obtemiurstégrée selon un temps d’'intégration de
1400 millisecondes (700 millisecondes de chaqué datmaximum du pic). Le bruit de fond
est calculé par le logiciel en sélectionnant uneezde 5000 millisecondes sans pic. Puis la
valeur de la surface de cette zone est soustrdié@semble des pics du chromatogramme. En
parallele et afin de calculer le rendement d’exioac le sélénium total est quantifié pour ces
échantillons avec I'isotop&Se en mode CCT de I'lCP-MS. La préparation des réitums et

le traitement des dosages pour le sélénium totaldsxrits dans le chapitre 11.4.
2. Spéciation des especes séléniées par la spectmpie d’absorption des rayons X

La spéciation des especes séléniées dans lesibaatét réalisée par spectroscopie
d’absorption des rayons X (SAX) au seuil K du siién technique spectroscopique qui

englobe les spectroscopies XANES (X-ray Absorptidear Edge Structure) et EXAFS
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(Extended X-ray Absorption Fine Structure). Le XABIlgermet de connaitre I'environnement

structural du sélénium dans la bactérie en caiaatérpar exemple sa structure électronique
(degré d’oxydation). L'EXAFS est utilisée pour apieo des informations supplémentaires sur
les atomes entourant I'atome central de séléninature et nombre d’atomes voisins, distances

interatomiques.

Principe de la spectroscopie d’absorption des rayon

La spectroscopie d’absorption des rayons X s’'@steldppée a partir du milieu des
années 1970 grace au développement du rayonneryeciirgtron, source multi-longueur
d’onde (rayonnement blanc) et trés brillante (yeend flux) de rayons X. Cette technique est
basée sur l'effet photoélectrique résultant detdiiaction entre un photon X et la matiére
(figure 22A). Le coefficient d’absorption d’'un élémt décroit en fonction de I'énergie et
présente des discontinuités brusques (seuils dptisn). La position en énergie de ces seuils
(notée E sur la figure 22B) est liée a des transitions tébeiques et est de ce fait
caractéristique d'un élément donné. Les seuils KL, Ly ... correspondent aux transitions
d'un niveau de cceur 1s, 2s, 2p... vers un étatsiidé au-dessus du niveau de Fermi. Cette
transition électronique aboutit a I'émission d’uhofélectron. Quasi instantanément (temps
caractéristique de l'ordre de f0a 10%s), I'atome excité se relaxe avec la transitionnd’u
électron d'une orbitale externe vers l'état exaifé&nergie plus faible (orbitale interne),
comblant ainsi la lacune créée. Cette relaxatiouait a I'émission soit d’'un photon X dit « de
fluorescence », soit d'un électron dit « Auger >esLénergies de ces deux processus non-
radiatifs ou radiatifs sont caractéristiques de gaea élément et permettent donc son
identification. Dans notre cas, hous ne nous sommeéressés qu’au processus de fluorescence
(I'exploitation du processus Auger nécessite géehantillon soit sous vide). Pour que le
processus d’absorption se produise, il faut queelgie du photon X soit supérieure ou égale a

celle des premiers niveaux vides de I'atome, esaesou au dessus du niveau de Fermi.
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Figure 22 : effet photoélectrique (A) et spectreatisorption des rayons X obtenu (B) schématisiés signal

d'absorption X (B) se déduit de la mesure du ceficd'absorption des rayons X. Ce ccefficient, pgtést une
fonction de I'énergie E des rayons X incidenteatalcule a partir des intensités mesurées desdaisx incident et
transmis selon une loi de type Beer-Lambert : j&*f’

x est I'épaisseur de I'échantillon

lo correspond a l'intensité du faisceau incident

| correspond a l'intensité du faisceau transmisespiraversée de I'échantillon.

Un spectre d’absorption X typique est montré earBg22B. Sur ce spectre, on visualise
les régions du pré-seuil, XANES et EXAFS, assocaesdifférents phénomeénes physiques de
I'électron excité.

Le pré-seuil correspond au domaine d’énergie dotqrh suffisant pour exciter un
électron 1s de I'atome absorbeur mais restant cmennférieur a I'énergie de seuiy.EPour
les métaux de transition, la couche électroniqu&tadt incompléte, des « pré-pics » peuvent
étre présents. Dans ce cas, I'analyse dans ce demapporte des informations sur le degré
d’oxydation de I'atome étudié. Pour le séléniumsdail K d’absorption ne présente aucun pré-
pic.

La partie du spectre d’absorption, qui s’étendgdelques eV en dessous du seuil et
jusqu’a environ 50 eV au dela est appelée spedddBES. L'énergie absorbée par I'électron est
suffisante pour que I'électron excité transite vErs couches électroniques supérieures de
I'atome, 4s et 4p, et au-dela du niveau de Fermiphotoélectron émis a une énergie cinétique
tres faible et par-la méme, un libre parcours maour de I'atome central tres important. Les
interactions qui ont lieu vont donc étre caracti@ges d’'un ordre a grande distance. Le spectre
XANES apporte ainsi des informations sur le dedo&ytiation de I'atome étudié (position du
seuil...), sur la géométrie du site et sur le nontd@eoordination de I'élément ainsi que sur la

nature de ses voisins.
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Au-dela du seuil d’'absorption (domaine suivant 3@spremiers eV apres le seuil), le
photoélectron émis a une énergie cinétique graalieset par conséquence un libre parcours
moyen de plus en plus limité. Les interactions qat lieu sont donc, dans cette région,
caractéristiques d’'un ordre local. L'interactiontren’onde associée au photoélectron et les
nuages électroniques des atomes voisins créenhtde@rences, constructives et destructives.
Ces interférences conduisent a I'apparition desillasons du coefficient d’absorption
observées dans le domaine EXAFS. La fréquencesiid$ations est corrélée a la longueur des
distances interatomiques alors que leur amplitudestrit la nature et le nombre d'atomes
proches voisins, mais aussi décrit le désordremtiggie et structural du systeme. Ainsi, la
simulation du spectre EXAFS permet d’obtenir deferimations sur le proche voisinage de

I'atome central : distance entre I'atome et sesiasi(R), nombre (N) et nature des voisins.

Description de la ligne expérimentale utilisée

Les analyses sont réalisées sur la ligne de lemi&ME (BM30B), utilisant le
rayonnement synchrotron de 'lESRF (European Symicrdradiation Facility) a Grenoble. La
ligne est équipée d'un monochromateur deux-cristamx silicium (220) permettant de
sélectionner la gamme d’énergie correspondant aill Sedu sélénium a partir du faisceau de
rayons X polychromatique, et d’'une optique focaltsapermettant de concentrer les photons
sur I'échantillon en un spot de 300 par 200 um% (¥4. La qualité de I'optique permet d’avoir
une résolution en énergie proche de la résolutibinseque des cristaux (0,65 eV au seuil K du
sélénium).

En raison de la faible concentration en séléniunmake échantillons, I'acquisition des
spectres d’absorption des rayons X est effectuédétaction de fluorescence avec un détecteur
solide résolu en énergie (Canberra, 30 élémentgeananium). Lorsque les échantillons sont
concentrés, notamment pour les références, I'atigmiest réalisée en mode transmission avec
un détecteur de type diodg#hotoélectrique (figure 24). Les mesures sont affss soit a
température ambiante (cf. figure 23A), soit a -ZEQA I'aide d’un cryostat & hélium liquide, cf.
figure 23B) pour limiter les dégats d’irradiation.

En fonction de la concentration en sélénium daéshintillon, plusieurs spectres sont
enregistrés et sommeés ; le temps d’acquisitiond&stviron 10 minutes par spectre pour les
acquisitions XANES et de 45 minutes par spectre fEsiacquisitions EXAFS. Pour éviter une
détérioration de I'échantillon sous le faisceaerpgérature ambiante, la position du faisceau
est déplacée entre chaque acquisition pour un néahantillon. Une calibration interne en

énergie de la ligne est réalisée en enregistramilanément un spectre pour la référence de
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sélénium élémentaire (Jeet un spectre pour I'échantillon. La référenceSdegris est placée
derriere I'échantillon (figure 23).

.| Cryostat

Détecteur >

M > Détecteur
: : i ‘ . placé dans de
Ry o S cryostat fluorescence
7 i 3 - .

Figure 23 : la ligne de mesure FAME BM30B a 'ESRHe Grenoble Analyse a température ambiante (A) et a -
260°C sous hélium avec un cryostat (B).

Analyse référence - calibration
Echantillon Détecteur J' i Référence de Se(

Faisceau de lumiére
incident (b)

Détecteur > ;

Détecteur X

Mode
Fluorescence

Mode

_________ transmission _ _ _ !
Figure 24 : schéma simplifié de la ligne de mesufFdAME BM30B. L’'échantillon peut étre analysé en mode
transmission ou fluorescence. La référence de mét€mplacée derriere I'échantillon est analysée @tade
transmission. Les données enregistrées sont lessités avant ¢ et apres échantillon (1) en fonction de I'énergie
E. Ainsi, en mode fluorescence, le coefficientstigtion est calculé par px=llket en mode transmission, le calcul
du coefficient est ux=Indl) ou x est I'épaisseur de I'échantillon.
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Préparation des échantillons pour les analyses XR\BEEXAFS

Les échantillons analysés sont issus des préléwsnde culture décrits dans le
paragraphe 1.5.5. La figure 25 présente le protodel préparation et d’analyse des échantillons.
Les échantillons bactériens sont lyophilisés, hatnégsés et préparés sous forme de pastilles.
L’homogénéisation de I'échantillon lyophilisé esteuétape clé car elle permet d’améliorer le
rapport signal sur bruit. Les échantillons lyop#@k ne sont pas modifiés puisque une étude
précédente n'a pas montré de différence de speetrtes les culots frais et lyophilisés @e
metalliduransCH34 (Rouxet al,, 2001).

Culture exposée au
sélénium (cf. § 1.5.5)

Prélevement(ct. § 1.5.8) \L
Echantillon de culture

Centrifugation,
3380 g, 10 min. a 4°C

Milieu de culture ! Culot bactérien
Filtré 0,22 um 2 lavages (Tris 10 mM) et fractionnement
; ' [
v 2 v \Z

Traitements o Do :L -
Lyse chimique P Lyophilisation
1% SDS/0,2 M NaOH § (24h)
(VIv) P
Incubé 24 a48haT° i
ambiante H
v B
““““““““““ royage
...................................... : HZOZ 30% (1/2\//\/) : Homogéynégisétion
Milieude i1 Si culot rouge P S S —
T 1 T 1
dculture dI|U|€ v ' Dilution avec !
ans ea.u . u tra; e e X | glUCOSE‘, ]
D(UZVO? i'C"\Id&')ee i 2%HNG | homogénéisation 1
o R S — ! '
Dilution eau = —— -~ '
ultra pure Pastille
Ridyses™ Ty T VTV T Vo
1 1
T X VT B By : Etape 1
(cf. § 11.4) protéique (cf. § 111.2) | supplémentaire
(cf. § 11.1) | selon les i
G — | echanilons |
1 1

Figure 25 : protocole expérimental de préparatioresl échantillons pour I'analyse SAXLe culot congelé est
directement lyophilisé (Lyophilisateur Christ, Biotk scientific). Le culot de bactéries lyophilesst réduit en une
fine poudre dans un mortier en agate a l'aide dhilon et homogénéisé pendant au moins 20 minutesulot
peut étre dilué avec du glucose (Sigma). L’homogé@mdenu est ensuite pressé en une pastille de 5dmm
diametre (presse hydraulique manuelle et moule stilfuse 5 mm, SPECAC, USA et Royaume Uni) eecahs
dans un pilulier en attendant les analyses par S4Xdosage du sélénium total indiqué dans les gagintillées
grises est décrilans le paragraphe 11.4.
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Traitements des données expérimentales

Les spectres XANES
Avant de pouvoir traiter I'information des spectP€ANES, ceux-ci sont calibrés et

normalisés a l'aide du programme WinXAS (Resstail, 2000) (figure 26).

Calibration

Chaque spectre est calibré en énergie grace aedistirement simultané du spectre
d’absorption de la référence°S€ette étape permet de corriger la déviation metefe la ligne
de mesure pour chaque spectre, en appliguant leurvale la déviation de la valeur
expérimentale du seuil d’absorption de la référemmasitionnée derriere I'échantillon en
seconde transmission, par rapport a la valeur idng®r. la position du point d’inflexion au seuil
K du sélénium élémentaire doit théoriguement étugs a 12,6592 keV. Une fois la calibration
réalisée, les 3 a 4 spectres X enregistrés pouméme échantillon sont comparés, sommeés et
moyennés. En pratique, les écarts de position wikaeorriger n'ont jamais dépassés 0,5 eV.

Normalisation

Les spectres calibrés et moyennés sont normatisédeux étapes. La normalisation
débute par I'élimination du fond continu d’absooptiavant-seuil en modélisant cette partie
avec une fonction linéaire. Cette droite, sousrait spectre, place ainsi la zone avant-seuil a la
valeur d’absorbance zéro et redresse horizontalel@epectre (figure 26a). La deuxieme étape
consiste & modéliser I'aprés seuil avec une fonctiolynomiale du troisieme degré plagant

I'ensemble du spectre & une valeur d’absorbande(figure 26b).

Exploitation des données spectrales

Les spectres XANES calibrés et normalisés (figRée) sont exploités grace a la
comparaison avec une base de données de spectresngmsés séléniés de référence
préalablement constituée. Les spectres d’absorptiences composés de référence sont
enregistrés dans les mémes conditions. Les compes&férence, présentés dans le tableau 10,
ont été obtenus chez Sigma-Aldrich sauf pour |éréém élémentaire rouge, obtenu a partir
d’une culture deC. metalliduransCH34 et pour le sélénodigluthation, synthétiséitro (cf.
tableau 10 et § 11.5).

Dans les échantillons ou plusieurs especes somsems, le nombre de composeés

constituant principalement le mélange (composéscipaux) est estimé a l'aide d'un outil
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statistique, l'analyse en composante principaleenkémble des spectres d'une cinétique
(composé de plus de 10 spectres) est donc trade layorogramme statistique PCA (Principal
Component Analysis). Pour une cinétique donnéprdgramme propose une reconstruction du
signal expérimental en utilisant 1, 2, 3 ou un nemdupérieur de composeés et permet de les
identifier en simulant le signal a partir de spestde composés de référence. Le nombre de
composeés principaux est déterminé en se basala galeur « eigenvalue » de chaque composé
et sur la qualité de reconstruction des spectregiksant 1 ou plusieurs composés de la base de
données.

Pour une description détaillée de la PCA appliqaée données XANES, le lecteur
pourra se reporter aux travaux de T. Ressler (Be=isal, 2000).

Connaissant le nombre d’espéces dans chaque ciegtigs especes composant le
mélange sont identifiées par combinaison linéaire. pourcentage de chaque espece est
déterminé par la combinaison linéaire de chaquetspen utilisant les données des spectres de
référence. La combinaison linéaire est effectuéecde programme EXAFS Linear least-
squares fit, combinationsl (LCF, National Instrutsgn Ces pourcentages sont ensuite
multipliés par la quantité de sélénium total, de@ieée par ICP-MS, dans le but d’obtenir des
concentrations d’especes dans I'échantillon bamtéimg d'espéces séléniées par g de
protéines).

La qualité de reconstruction du signal est évalpa@e une valeur appelée en anglais

« normalized sum-squares residualdls$ totgl et définie par la relation suivante :

TotalNSS= Z Z[,uexp. - :ureconst]2 / 2 Z[:uexp]2 (100

spectra i spectra i
ou u est l'absorbance normaliséglef, correspond a l'absorbance du spectre XANES
expérimental eflecons @ I'absorbance du spectre reconstruit). Les grauck composés sont

identifiés par la « target transformation » enigaiht le criteré&NSSsuivant :
NSS: z [uexp. - p‘reconsl]2 /z [uexp ]2 EI'OO

Plus la valeur diNSSest faible, plus la simulation est proche du digngérimental ;
c’est pourquoi nous choisissons de conserver eslations dont la valeur d¢SSassociée est
inférieure & 1.18.
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un échantillon = un temps d’incubation
= une pastille

Acquisition des données
3 a 4 spectres

Calibration en énergie de chaque
spectre

Lecture
examen des spectres
somme et moyenne des 3-4 spectres

Normalisation du spectre moyenné /

Avant (a) et apres seuil (b)

Absorbance

—— Spectre expérimental
---Modéle

1 b)

—— Spectre expérimental
---Modele
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0 — T
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Energie (keV)

! 0 T 1
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127,
Energie (keV)

—— Spectre expérimental normalisé

Spectre XANES normalisé (c)

Interpolation des points sur I'ensemble
du spectre XANES moyenné

. Winxas,. '
un échantillon
Spectres de Spectre
référence échantillon

\ J

Simulation du signal
Proportions des especes (9
NSS < 1.18

~

C)
(3]
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2
©
E
2 f\
1
8 Vv
c
]
Qo
o
72}
Qo
<
0 T T 1
125 12.7, 12,9
Energie (keV)
une cinétique d’incubation = une série de pastille
(n110)
i AN ~
\
Analyse statistique ACP

nombre d'espéces principales

1% simulation avec spectres de référence
Indication des espéces principales

une cinétique d’incubation (n(110)

Combinaisons avec dosage du
sélénium total
(mg d’espéces séléniées / g de protéines)

Figure 26 : méthodologie de traitement des speciK@sNES.
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Etats Formules chimiques ou
Formes Noms : . . :
d’oxydations moléculaires
sélénium eler_nfntawe 0) Se
hexagonal gris
sélénium élémentaire rouge** (0) Se
" sulfure de sélénium (0) SeS
S séléniate de sodium (+VI) NBeQ
§ sélénite de sodium (+IV) NSeQ
S dioxyde de sélénium (+IV) SO
diméthyle séléniure (-11) CibeCH
712 7 Se
sélénourée I
H,N—C—NH,
NH, O
1 2 7z - . I ”
seléenométhionine H,CSeCH,CH,CH— C— OH
NH, O
Se méthyle L-sélénocystéine Lo
H,CSeCH,CH- C—OH
(@) (0]
Il I
[ |
(%]
4 NH, NH,
g
3 2P : (-1 H,NCH,CH,S
g sélénocystamine 2NCH,CH,SeSeCH,CH,NH,
S}
sélénodiglutathion*** GS-Se-SG
Se
L
HZNJ%N NJ
6-sélénoguanosine
HOCH,
(0]
HO OH

Tableau 10 : liste des composés de sélénium deeaf®
* Référence utilisée également pour la calibrat@nénergie de la ligne.
** | e sélénium élémentaire rouge a été obtenu &ipdiune culture de C. metalliduranSH34 aprés 10 jours
d’exposition au sélénite.

*** | e sélénodiglutathion a été préparé par G. Satrselon le protocole décrit par Ganther (GantHE68).
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Les spectres EXAFS

Le protocole de traitement des analyses EXAFSpestenté sur la figure 27. Les
différentes étapes nécessaires a I'exploitatiocedeanalyses EXAFS sont brievement décrites
ci aprés (Hazemann et Proux, 2004). Le signal EXATe®X(E), correspond a la composante

oscillante du coefficient d’absorption :

H(E) = 1 (E)
Ho(E)

ou W(E) est le coefficient d’absorption de I'élémentngasa matrice (mesuré) gs(E) le

X(E)=

coefficient d’absorption atomique de ce méme élénj@éduit de la mesure comme on va le
voir par la suite). Une formulation complexe permagprés différentes approximations, de
déterminer les parametres structuraux caractérigantoisinage de l'atome absorbeur. Le
traitement des résultats expérimentaux est réaliséide du programme SEDEM (Aberdam,
1998).

Extraction du signal EXAFS

Le signal EXAFS est extrait en normalisant d’ablerdépectre avec le programme (cf.
figure 27). Ce traitement consiste d’abord a élanife fond continu d'absorption du signal
avant le seuil et a simuler I'absorption atomiqugK)) de I'élément absorbant par une courbe
ajustée pour passer au milieu des oscillations EXAKinsi, une fonction de type « spline
cubique » est soustraite au signal d'absorptios. ascillations EXAFS sont exprimées en
fonction du vecteur d’onde associé au photoélecémis (k, en &), la conversion d'unité

ayant lieu apres détermination de I'énergie delsBEgli(pris de fagon arbitraire au point

k= /zh—”;'e(E— Eo)

ou m, est la masse de I'électron. Le signal EXAFS totéd) est alors obtenu : il

d’inflexion du seuil) :

correspond a la somme des contributions de toagepdires atomiques dans un rayon de 1,5 a

7 A (en fonction de la cristallinité) autour dettiene absorbeur.

A ce niveau, deux solutions s'offrent a nous ponalgser les spectres obtenus : le
signal expérimental est comparé a un signal EXAES&lérence et si la superposition des
signaux suffit a apporter des éléments de répoaalses I'analyse s’arréte a ce niveau. En

revanche, si cette étape ne permet pas de répamdre attentes, I'analyse du signal se poursuit
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par I'étape suivante, c'est-a-dire son filtrage lsatransformée de Fourier pour pouvoir le
simuler a I'aide du programme d’analyse.
Filtrage du signal par la transformée de Fourierelite et inverse

Le signal EXAFS total est représenté en fonctiorvelcteur d’'onde de I'espace des Kk,
c'est-a-dire que toutes les contributions ou igterices destructives et constructives des
différentes couches atomiques sont visualisées. pavoir décorréler chaque contribution, la
transformée de Fourier du signal permet de passéesbace des vecteurs d’onde k (eh) A
I'espace réel des distances R (en A). Cette tramsfiion permet de séparer les différentes
contributions au signal EXAFS total.

Le calcul de la transformée de Fourier conduibkténtion de deux fonctions : I'une
correspond a la partie imaginaire et l'autre 2aldi@ réelle du signal. Généralement et pour une
meilleure lisibilité, on représente le module déeéonction, aussi appelé pseudo-fonction de
distribution radiale (FDR). La FDR obtenue préseatds pics qui correspondent aux fréequences
des différentes contributions au signal total. Aeaucoup de précautions, chaque pic peut étre
grossierement associé a une couche d’atomes @calisne certaine distance de l'atome
absorbeur. Pour aller plus loin et obtenir desrmftions qualitatives (nature des atomes
voisins) et quantitatives (differents parameétrasicstiraux), il est nécessaire d’effectuer des
simulations de chacune de ces contributions, que peut isoler par transformée de Fourier
inverse, en sélectionnant notamment le premier quicespondant a la premiére couche

atomique. Un signal EXAFS partiel, ngtgk), est obtenu dans I'espace des k.

Simulation

Le signal EXAFS partiel obtenu est modélisé pouraase les paramétres structuraux N
(nombre de voisin de nature i), [istance entre I'atome absorbeur et 'atomerbdiffuseur),
; (facteur de Debye-Waller) etE (écart entre le seuil d’absorption du composia etleur
du seuil choisie pour le calcul). Cette modélisatest en général effectuée en utilisant des
fonctions théoriques décrivant la phase et I'aradkt des signaux, en fonction de la nature
chimique des atomes voisins. Pour valider la prosgdextraction, choix des phases et
amplitudes...), les signaux des composés de réféesmmemodélisés, tous les parametres étant

alors connus. Les spectres des échantillons peéwenalors ajustes.
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Acquisition des données Spectre Spectre  <—
échantillon référence
0 composition composition
inconnue connue
Calibration en énergie de chaque
spectre
{1
Lecture

examen des spectres
somme et moyenne des spectres

0

Extraction du signal EXAFS

Normalisation
Soustraction fonction type « cubic spline »

oy

Signal EXAFS total (cf. figure 15) v
Validation de la

S A procédure de
Comparaison s ignal EXAFS de m tralzemer)t des
I'échantillon avec signal EXAFS de onnees
référence U

2 194

Informations suffisan tes

Si informations insuffisantes

Filtrage transformé e
de Fourier et
transformée de
Fourier inverse

{1
Signal Comparaison
théorique Expérience / Théorie
(données Modélisation,
références) simulation

Figure 27 : méthodologie de traitement des spectEeGAFS avec le programme SEDEM
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3. Recherche de protéines séléniées par SDS-PAGEXEI

La figure 28 présente une vue d’ensemble du préganis en place pour la recherche
de protéines séléniées cheézmetalliduransCH34.

2 v Culture en milieu de phase exponentielle de croissa
CuI'Eu[e_s exposees au |, Culture en fin de phase exponentielle de croissance
sélénium (cf. §1.5.6) | v culture en milieu de phase stationnaire

.___Centrifugation, 12520 g, 20 min. a 4°C Prélévement (cf. §1.5.6)

o |
Culot bactérien Milieu de culture
2 lavages (TSM) Filtré 0,22 pm | W Dosage
v v g protéique
cf. § 1.4 (cf. 5 111)
| Echantillons conservés a -20C | U
y - Extraction protéique (cf. §111.3.1.1)
Culot concentré 10X T s 4o
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) Centrifugation, 3380 g, 1h a 4°C

MgCl, 10 mM et 0,3 mg / mL de DNase

- | Cellules non lysét |
Sonication (100 w)
Cycle de 3 fois 1 min. et refroidi a -196°C

Surnageant

Ultracentrifugation, 250000 g, 1h30 a 4°C
Surnageant Culot
Protéines solubles Protéines insolubles

Solubilisées au Potter (1 m
Tris-HCI 50 mM, pH 7,£

Dosage
v |EH-H! protéique

Extraits protéiques conservés a -196C cf. 8 II.4 (cf. §11.1)
Séparation électrophorétique
(cf. §111.3.1.2 et 111.3.1.3)
SDS-PAGE (*)
1 échantillon d’extrait protéique
\’

(*)Tampon de migratiorf150 V)
Tris-base (0,3%)

Glycine (1,44%)
@ @) ®) SDS 0,01%
‘L ‘L J’ (**)Tampon de transfer200 V, 1 h)
Coloration du gel Western blot (**) Tris 25 mM
Bleu de Coomassie Membrane de nitrocellulose Glycine 192 mM
\L \L Analys e microsonde nucléaire
Membrane colorée Membrane -
Rouge Ponceau non colorée -
"=g=-3
| I = II
[ — I = | " |Repérage dep
pistes pour
P analyse
Numeérisation . L
Gel coloré Supgrpo§|t|_on des données : SDS-PAGE-PIXE
Densitométrie densitométrie et analyse PIXE ——

Figure 28 : protocole de préparation et d'analyseslextraits protéiques
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3.1. Séparation électrophorétique de protéinesiéasrde culots bactériens

3.1.1. Extraction des protéines insolubles (pre®imembranaires) et solubles

(protéines périplasmiques et cytoplasmiques)

Les extraits protéiques solubles et insolubles poéparés a partir des culots obtenus
dans le paragraphe 1.5.6 et comme rappelé en fRflirees culots bactériens sont décongelés a
température ambiante puis lysés par sonicationb(Ba Scientific Vibra Cell 71408, 3 fois 1
minute, amplitude 35%). Les lysats bactériens alstesont centrifugés afin d’éliminer les
cellules non lysées. Ensuite par ultracentrifuga{®eckman Optima LE-80K, rotor 50.2Ti), le
surnageant contenant les protéines solubles edraist récupéré, aliquoté et conservé a -
196°C. Le culot contenant les protéines insolublesnbranaires est repris dans le tampon Tris
par broyage mécanique au Potter. Puis, la suspensitenue est aliquotée et conservée a -
196°C.

Les extraits protéiques solubles et insolublesralstesont caractérisés par leur quantité
de protéines et leur concentration en séléniuma@mprotéique cf. § 1l.1 et analyses ICP-MS
cf. 8 11.4).

3.1.2. Gel délectrophorese en condition dénateraf8DS-PAGE, Sodium

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Au contraire des autres métaux, le sélénium estuieprotéines de fagon covalente et il
ne sera pas perdu lors de la migration dans leditbmms dénaturantes. Les protéines solubles et
insolubles extraites sont dénaturées par un chgaiffie 5 minutes a 100°C dans du tampon de
dénaturation sans bleu de bromophénol (Tris 10 miM &4 ; SDS 2,6 % (v/v) 3-
mercaptoéthanol 5 % (v/v), glycérol 10 % (v/v)). Bemercaptoéthanol réduit les ponts
disulfures entre les cystéines, alors que le SDptdes interactions intra- et inter-protéiques
en les chargeant négativement : les protéines boéarisées par dénaturation de leurs
structures tertiaires et quaternaires. Le bleu dembphénol est omis car le signal de
fluorescence X du brome gu’il contient interferee@ade signal du sélénium pour I'analyse
PIXE (raies du brome : &K= 11,9 keV et I8 = 13,3 keV et raies du séléniumak 11,2 keV
et KB = 12,5 keV).
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Les fractions dénaturées sont ensuite déposéamsgel de polyacrylamide contenant
du SDS selon le protocole de Laémmli (Laémmli, 9T gel de polyacrylamide 12% est
choisi pour la séparation des protéines entre BO &Da : une réticulation adéquate du gel est
obtenue par un mélange d'acrylamide et de bis@wige dans le rapport 37,5:1. Les

compositions du gel de séparation et du gel deestration sont données dans le tableau 11.

A B
Gel de séparation 12% Gel de concentration 5%
(pH 8,8) (pH 6,8)

Acrylamide/bis- Acrylamide/bis-
acrylamide (30%) 2,4 mL acrylamide (30%) 0,85 mL
Tris (1M) pH 8,8 1,8 mL Tris (1M) pH 6,8 0,78 mL
Glycérol (50%) 1,8 mL Eau distillée 3,4 mL
SDS (10%) 60 pL SDS (10%) 50 pL
TEMED 4 uL TEMED 4 uL
APS (100 mg/mL) 30 pL APS (100 mg/mL 25 uL

Volume total 6 mL 2mL

Tableau 11 : compositions du gel de séparation éA)du gel de concentration (Bl.e systeme mini PROTEAN 3
(Bio-Rad) permet de couler le gel de polyacrylan{@ienension du gel : 9 cm x 7 cm ; épaisseur : @nirg). Le gel
de séparation (12%) est surmonté d’'un gel de canagon (5%). Ce systeme est discontinu dans lapasition
du tampon et du pH. Cettiscontinuité permet de concentrer d’abord I'éclilfort dans une zone constituée par le
gel de concentration avant d’étre séparé dans Urdgeséparation a plus petits pores.

La fixation d'un grand nombre de molécules de SPBode une charge négative
globale telle que la charge propre de chaque m®tdevient négligeable. Les peptides chargés
migrent dans le gel lors du passage d’un couraatr@jue constant de 150 V et 30 mA pendant
90 min dans le tampon de migration (cf. figure 28).gel joue un rdle de tamis, séparant les
molécules selon leur poids moléculaire. La maspar@nte des peptides est évaluée grace au
calibrage du gel par des protéines de poids ma#&eulconnu. Un marqueur de poids
moléculaire coloré commercial (BenchM&8Yk Pre-stained Protein Ladder, Invitrogen) est
utilisé afin de suivre la migration des peptides.

Un méme échantillon est déposé sur 3 gels (cfrdi@8). Aprés migration, le gel (1) est
coloré 15 a 20 minutes dans une solution de bldbatenassie (Bleu de Coomassie R250 0,1%
(w/v), méthanol (20% (v/v)) et acide acetique (0,6#)) puis décoloré 1 a 2 heures dans le
tampon de décoloration (éthanol 30% (v/v), acidetigae 5% (v/v)). Ce gel de polyacrylamide
coloré est numérisé et analysé en densitométrienayen du systeme GelDoc avec le
programme Quantity One (Bio-Rad). Les gels (2B&nhg sont pas colorés. lls sont directement

transférés sur une membrane de nitrocellulose R&id} et serviront aux analyses ultérieures.
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3.1.3. Transfert sur membranes de nitrocellulosesféfn blot)

Il est difficile de travailler directement sur lgels de protéines qui résistent mal au
faisceau lors de l'analyse PIXE. De plus, les pnat® sont diluées dans I'épaisseur du gel et
des interférences de matrice sont possibles lofs&adalyse (cf § 111.3.2). C’est pourquoi les
protéines du gel de polyacrylamide non coloré slirgictement transférées sur une membrane
de nitrocellulose (Bio-Rad). Le transfert s'effecyrace au systeme de transfert Mini Trans-
Blot (Bio-Rad) (cf. figure 29). Le systéeme permet tlansférer deux gels en méme temps.
Apres assemblage des éléments du systeme de ttafeseprotéines du gel sont transférées
vers la membrane de nitrocellulose grace au chdegiréphorétique. Pour éviter les risques
d’échauffement, le tampon de transfert est refrdids deux transferts obtenus sur membrane
de nitrocellulose sont rincés avec de I'eau ulureeplL’un des deux transferts est conservé non
coloré pour l'analyse par PIXE. Le second transésit coloré 5 a 10 minutes avec du rouge

Ponceau (Sigma) pour controler I'efficacité du sfent (cf. figure 28).

Cathode -
.

Eponge

Gel de polyacrylamide
Membrane de nitrocellulose

Papiers
fntres<++++++++++++++

Eponge

Anode +

Figure 29 : schéma du systeme de transfert élechmgtique d'un gel de polyacrylamide vers une memhe de
nitrocellulose (Western blot)Les protéines, chargées négativement avec le @$migrer vers I'anode (les fleches
indiquent le sens de migration sur le schénh&)systéme est composé par 2 éponges, 2 paptegs 8t 1 membrane
de nitrocellulose (tous ces éléments sont de Ieetdi gel). L’ensemble des éléments est équipbééalablement avec
le tampon de transfert (cf. figure 28).

3.2. Analyse du transfert SDS-PAGE par PIXE

Le sélénium dans les extraits protéiques préatadnhé séparés par électrophorése en
condition dénaturante (cf. § 111.3.1) est détectél'aide de la méthode d’analyse par
fluorescence X induite par un faisceau de partgualeargées (PIXE, Particle induced X-ray
Emission) a la microsonde nucléaire du LaboratBierre Siie en collaboration avec Hicham
Khodja, responsable de l'instrument. La microsomdeléaire est un outil d’analyse non
destructif permettant la caractérisation chimiquéméntaire a I'échelle du micrométre

d’éléments mineurs et de traces de I'échantillond@ja H.et al, 2001). Ainsi, le couplage des
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techniques de séparation SDS-PAGE et de détecti¥i Permet de tracer le profil de

répartition de séléniunm situdans les bandes protéiques bactériennes.

Principe de la technique PIXE

Le principe de la méthode repose sur la déteeida caractérisation de la fluorescence
X émise par linteraction d'un microfaisceau d’iomégers avec les atomes composant
I’échantillon. En comparaison avec la fluoresceKaaduite par le rayonnement synchrotron,
dans le cas de la microsonde nucléaire, le faiséeamdent est composé d’ions légers
(principalement protons, deutérons, particules adph C’est pourquoi le phénomeéne de
fluorescence, décrit précedemment (cf. § IIl.2),e®vement rappelé dans ce paragraphe. Un
électron d'une couche profonde (K) peut étre éjémteque la fraction de I'énergie de la
particule incidente qui lui est transférée est sepée a son énergie de liaison. Pour ioniser
efficacement le sélénium, une énergie de 3 MeV wiisée. Pour revenir a son état
fondamental, I'atome se désexcite par des transititectroniques en cascade. La libération de
I'excédent d’énergie (typiquement la différencendgie de liaison entre la couche finale et
initiale) peut prendre deux formes : I'une radiaticorrespond a I'émission d’'un rayonnement
X caractéristique de I'élément, appelée fluoreseeK¢ I'autre non radiative aboutissant a
I'éjection vers le continuum d’un électron de lam@couche, il s’agit ici de I'effet Auger. Le
processus radiatif est schématisé en figure 30s Dmas du sélénium, les transitions Kt

KB sont visibles sur le spectre X aux énergies reés@scde 11,2 et 12,5 keV.
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Figure 30 : schéma simplifi€ montrant 'origine deguelques transitions de fluorescencées différentes
transitions possibles sont représentées sur censghsuite a la réorganisation des électrons de hatoen
conséquence du départ d'un électron de la couchE€dite réorganisation fait naitre des photons deriéscence
caractérisés par une valeur d’énergie spécifigualéga la différence d'énergies entre les deux nixede
transition considérés.

Les valeurs d'énergie pour le sélénium utiliséesirpsa détection PIXE sont indiquées en dessousrales
correspondantes (keV). Les valeurs d’énergie diesra sont trop faibles pour étre visibles surpectre X.

L’'obtention du signal se fait par la collecte dagons X émis par I'échantillon cible a
'aide d’'un détecteur de rayons X. Les spectresayens X permettent d’identifier tous les
éléments autres que légers (Z>14) présents danbahéllon. L'intensité du spectre est
proportionnelle au flux incident (mesuré en Couldmbn écran peut étre placé devant le
détecteur afin de stopper les particules chargéesdiffusées et d’atténuer les rayons X des

éléments Iégers non recherchés responsables diirdbrfond qui peut s’avérer important.

Description du dispositif expérimental

La figure 31 décrit brievement le dispositif expgntal de la microsonde nucléaire du
Laboratoire Pierre Siie. Pour une description dé¢aille la microsonde nucléaire, le lecteur
pourra se reporter aux techniques de I'ingénieerdBr et Revel, 2005).

Lors de I'analyse, le détecteur est distant dugpédhantillon de 21 mm. L’écran placé
devant I'entrée du détecteur correspond a un calkor de diamétre 6,06 mm et un filtre de
mylar de 200 um d’épaisseur. Afin de pouvoir quarti’analyse PIXE, la charge totale de
I'irradiation de I'échantillon est mesurée simuliament au niveau de I'échantillon en fixant une
feuille de carbone derriére le dispositif du partdantillon. La feuille de carbone joue le role
d’'une cage de Faraday. L’ensemble du dispositiféeerpental est maintenu sous un vide
d’environ 10° hPa pour éviter la perte du faisceau par intevadivec les molécules gazeuses

résiduelles.
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Au cours de nos expériences, le faisceau de waame taille estimée de 200 um de
largeur par 50 um de hauteur. Le faisceau irrddahéntillon en le balayant verticalement sur
1500 pm (hauteur) par 800 um (largeur) avec undeaS0 um (x) par 50 um (y). Ainsi, le
rectangle d’irradiation du faisceau est déplacéicaement tous les 1580 um le long de I'axe
de migration des extraits protéiques sur la membdannitrocellulose. L'acquisition du signal
X de chaque scan est réalisée avec le programmé/MRADaudinetal., 2003).

(1) Accélérateur Van de Graaff
(2) Aimant d'analyse

« objets »

Collimateurs
/ angulaires

Lentilles

Voie froide

®)

Support du port o
UPPOR €1 2094 Chambre d’analyse

(1

Microscope

Echantillon

®)

Figure 31 : schéma et images de la microsonde naoke du Laboratoire Pierre SUgCEA/CNRS Saclay,
Laboratoire Pierre Stie). La chambre d’analyse éstialisée de I'extérieur (A) et de l'intérieur (B)e faisceau de
protons de 3 MeV est produit par un accélérateupddicules de type Van de Graaff (1). Le faiscdauprotons
accélérés est ensuite dirigé a I'aide d’'un éleciorant vers I'une des deux voies d’analyses disgpesi(2), puis
mis en forme et focalisé sur I'échantillon a analygrace a un systéeme de lentilles (3). La chandbaaalyse (4)
renferme le porte échantillon (5) et le détecteer rdyons X (6).Un microscope optique permet de rexpét

d’'observer la zone irradiée (7).L'optique amovilfest pas activée en figure 31B. Le porte échamtithi’est pas
en place dans la chambre en figure 31B ; il se fieticalement (8).

Préparation des échantillons

Les membranes des transferts d’extraits de pesémon colorés sont directement
analysées par microanalyse PIXE. Pour cela, la memelde nitrocellulose est collée avec des

pastilles adhésives de carbone sur le porte édoanti
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Traitements des données expérimentales

Le traitement des données expérimentales ess@ééalh définissant la région d’intérét
(ROI, Region of interest) de la raiekdu sélénium sur le spectre X. Le signal correspohdu
scan de la zone est affiché en 2D. Ensuite, ects@@ant la zone scannée, on retrace le profil
de coups de sélénium sur la hauteur de chaque Gbague profil est alors combiné dans un
fichier pour retracer I'ensemble du profil de s@lé@m sur la longueur de la migration des
protéines séparées en fonction de leurs poids mlaiées. Apres avoir supprimé le bruit de
fond, le nombre de coups de sélénium obtenus pagmlyse PIXE est ensuite rapporté a la

concentration en sélénium de I'extrait.

IV. Microscopie électronique

1. Analyse de structures par microscopie électronige a transmission (MET)

La microscopie électroniqgue a transmission (ME$) lkargement exploitée dans le
domaine des sciences de la vie notamment pourdighton de structures cellulaires. Les
observations des échantillons sont réalisées aveallaboration de Jéril Degrouard et Danielle
Jaillard, a l'aide d’'un microscope Philips EM 20&efitre Commun de Microscopie
Electroniqgue, UMR 8080, CNRS/université Paris XDi@say) (figure 32). Les observations sont
réalisées sous une tension d’accélération maxio&l80 kV, une résolution théorique de 0,1
nm et un grossissement maximal de 180000 fois.umaénisation des images est réalisée grace
a une caméra numérique bas niveau de lumiere, méddl Advantage HR3 (Capteur CCD
1,3 millions de pixels, 1024 x 1024) piloté parldgiciel d’acquisition AMT Image Capture
Engine.

Principe de la technique de microscopie électramitransmission

La figure 32 décrit le fonctionnement du microse@bectronique. Dans son principe, la
microscopie électronique ressemble a la microscplpigonique a la différence que le faisceau
lumineux (photons) du microscope optigue est reogplpar un faisceau convergeant
d’électrons. L'image observée est le résultat detdfaction des électrons traversant
I'échantillon plus ou moins denses : les électrmagersant une région dense de I'échantillon
seront stoppés ou déviés et I'image de la zond'énan fluorescent apparaitra sombre, en

revanche les électrons traversant une zone pew densnt transmis et I'image de la zone sera
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claire sur I'écran fluorescent. L'image visible agrandie de I'échantillon sur I'écran
fluorescent est formée par la focalisation du fascd’électrons ayant traversé I'échantillon au

moyen des lentilles électromagnétiques.

(5)
systeme informatique
d’observation et
(2) d’acquisition d'images
lentilles

magnétiques
écran
fluorescent

Figure 32 : schéma simplifié d’un microscope éleatrique a transmissior{fadapté de Prescott et al., 1995) et
microscope électronique Philips EM 208, CCME Orsdye faisceau d’électrons est généré par un filantent
tungsténe chauffé dans le canon a électrons au svmenla colonne centrale du microscope (1). Leckéu
d’électrons est accéléré par une différence demi@kde 80000 Volts. Il est ensuite dirigé et i@apar un
double condenseur, constitués par des lentillesti&lmagnétiques (2), sur la préparation de coupksfines
de I'échantillon au niveau du porte échantillon.(B)ensemble de la colonne est maintenu sous um podissé
pour éviter une déviation des électrons par callisavec les molécules gazeuses. Le microscopeodiiegte
est équipé d’'une caméra numérique (4) permettastisrver et de numériser les images obtenuesdel'diun
programme de traitement et d‘analyse d’'image (5).

Préparation des échantillons

Coupes ultrafines de cellules

La colonne sous vide et la transmission du faisocg@a microscope électronique a
transmission imposent une préparation particuliéee I'échantillon car les électrons sont
facilement absorbés et diffractés par la matiet@lesoAinsi, seules de tres fines coupes de
I’échantillon peuvent étre observées. En génééahantillon doit avoir une épaisseur comprise
entre 20 et 100 nm d’épaisseur, soit environ 415@ 1/16™ du diamétre moyen d'une
bactérie.

L’'obtention des aliquots bactériens issus desuest exposées au sélénium est décrite
dans le paragraphe 1.5.7. La figure 33 expose &topole de traitement des préelévements
réalisé en plusieurs étapes comprenant la doubdatidn chimique, la déshydratation,
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I'inclusion dans une résine et la réalisation depes ultrafines par ultramicrotomie. Chacune
des étapes est expliquée ci-aprés. Les produitaigiés utilisés sont obtenus chez Sigma,

Electron Microscopy Sciences et Agar Scientific.

Etape de fixation et post-fixation chimique

Cette premiere étape a pour but d'immobiliser stdries dans un état aussi voisin que
possible de celui du vivant. La double fixationmljue est utilisée par immersion liquide
d’abord avec le glutaraldéhyde dans le tampon gdatedde sodium 0,1 M (pH 7,2) puis avec
le tétroxyde d’osmium. L’échantillon bactérien estmédiatement fixé aprés son prélevement a
température ambiante. L’échantillon fixé avec latglaldéhyde peut étre conservé pendant
qguelques jours a 4°C dans le tampon cacodylateegant 4,1% de sucrose (0,12 M) en
attendant la totalité des prélevements durant urgigue de croissance. Dans ce cas, le culot
fixé est rincé quinze minutes dans le tampon cdebelyavant I'étape de post-fixation. Afin de
pouvoir manipuler aisément I'échantillon sans perdes cellules, le culot bactérien fixé et

post-fixé est enrobé dans de I'agarose inerte.

Etape de déshydratation
L’échantillon est progressivement déshydraté anldhclure dans une résine non
hydrosoluble. Pour cela, I'échantillon est immemdgns des bains successifs d’éthanol en

concentrations croissantes. Chaque incubatiorgégeagpar un roller (5 rpm).

Etape d'imprégnation

Avant d’inclure I'échantillon dans une résine d’'Bp@&pitoke 812), il est imprégné dans
des bains successifs de solvant hexaméthylphospidegHMPA) et d’éthanol puis de HMPA
et d’Epon. Le solvant HMPA remplace progressivent@titanol, lequel est non miscible avec
'Epon. L'imprégnation de I'échantillon est réaks@& température ambiante par une table
d’agitation & 150 rpm.

Etape d’inclusion
L’échantillon est inclus dans [I'Epon pur contenar?% d’'accélérateur
benzyldiméthylamine (BDMA) dans des moules en caouic. 3 & 5 blocs de résine sont

préparés pour un méme échantillon. La résine pafigmé 60°C.

112



Matériels et méthodes

Etape d’ultramicrotomie

L’échantillon contenu dans le bloc de résine esparé pour les coupes ultrafines avec
le systeme de faconnad@eM trim Leica. Les coupes sont réalisées avec traralcrotome
LEICA EM FC6 équipé d’'un couteau diamant Diatomarpabtenir des coupes ultrafines de 70
nm a 90 nm d’épaisseur (cf. figures 34 et 35). Polserver les coupes au microscope
électronique, elles sont déposées sur une grillueme (200 mesh) préalablement ionisée sous
ultra-violet (au moins 20 minutes). Les coupes sontrastées avec des solutions contenant les
métaux lourds uranium et plomb. Pour cela, les esugont incubées 15 minutes dans de
I'acétate d’'uranyle 5% aqueux a I'obscurité. Apuesincage a I'eau ultra-pure (résistivité > 18
Ml cm?), elles sont ensuite incubées 5 minutes dansiipda Reynolds contenant du citrate

de plomb.
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Prélevement (cf. §1.5.7) Centrifugation,

9400 g, 5 min.

2 a 5 ml de cultures de a4°c

Culot bactérien

C. metalliduransCH34

1 lavage (1 mL de tampon PBS

Fixation

1 h dans 1 mL de glutaraldéhyde
2,5% / Tampon cacodylate

Centrifugation, 9400 g, 10 min. a 4°C

\L Centrifugation, 9400 g, 10 min. a 4°C

Ringage du culot bactérien
3 fois 15 min. (1 mL de tampon cacodylate)

Centrifugation, 340@, 3 min. a T° ambiante

1 h dans 1 mL de tétroxyde d’Osmium 1% / Tampormdgate
Agitation 150 rpm (Brunswick Scientific Co, Inc;oliéle P-2)

Conservation possible de I'échantillon fixé

1 nuit a 4°C dans tampon cacodyl:

\I/ Centrifugation, 6000 g, 3 min. a T° ambiante

Rincage du culot bactérien
3 fois 15 min. (1 mL de tampon cacodylate)

l

Enrobage dans agarose et découpe en cube de & 3 m

Agar 2,5% / tampon cacodylate

Déshydratation |
Ethanol E
30° 1 bain de 30 min. !
50° 1 bain de 30 min. !
70° 1 ba|_n de 30 min s
80° 1 bain de 45 min. '
90° 3 bains de 15 min. chacuni

L’éthanol 70 peut étre un bain d'attente

Mélange
90%HMPA + 10%  Ethanol 90°
95%HMPA + 5% Ethanol 90°
97%HMPA + 3% Ethanol 90°

2/3 HMPA +1/3
1/2 HMPA + 1/2

EPONMans accélérateur 1 bain de 2h30
EPONMans accélérateur 1 nuit a 4°C

1 bain de 45 min.
1 bain de 1h45
1 bain de 1h30

(par exemple, uneauit a 4°C).

Inclusion

EPON :
Durcisseurs :

Accélératel :

EPON avec durcisseur et accélérateur
Epikote 812 (Isopropylénediphénol)

MNA (Méthyl Nadic Anhydride)

DDSA (Dodécényl Succinique Anhydride)

BDMA (benzyldinéthylamine

J

Polymérisation : incubation a 60°C pendant 48h

v

Ultramicrotomie

Figure 33 : protocole de préparation des inclusiopeur I'ultramicrotomie.
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Loupe
binoculaire

Bras du
microtome

Pupitre de
command

Figure 34 : ultramicrotome LEICA EM FC6 du CCME d'@say.

Bras du microtome

Bloc d’Epon contenant.
I'échantillor

Eau ultra pur

Couteau diamant

Figure 35 : préparation de coupes d’échantillons yoo I'observation par microscopie électronique a
transmission.

Cellules entieres

Il est possible d’observer I'échantillon bactéridinectement sans inclusion et coupe
ultrafine. Des prélevements réguliers d’'une culexposée a 2 mM de sélénite sont déposeés sur
une grille de cuivre (400 meslayvec un film Formvar recouvert d’une couche de @aeb
Aprés séchage de I'échantillon, la coloration néggbermet de contraster I'échantillon grace a

une solution de phosphotungstate 1% a pH 7,25uhgstene est un métal lourd, opaque aux
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électrons et la solution ne réagit pas avec lagratrganique. Apres séchage de la grille, elle

est observée par microscopie électronique a traassoni.

Les particules de sélénium élémentaire rouge

La suspension de particules de sélénium élémentairge d’origines abiotique et
biologique est déposée sur une grille de cuivr® @@sh) avec un film de Formvar recouvert
d’'une couche de carbone. Les observations au MEI dwectes sans inclusion et sans

coloration.

2. Analyses chimiques par MET équipée d’un spectroaire de dispersion d’énergie
(MET-EDX)

Les analyses sont réalisées avec le microscodel2806 EX équipé d’'une détection
EDX au Centre de Microscopie Electronique Appliqueela Biologie et a la Géologie
(CMEABG) par Albert Perrat a l'université ClauderBard de Lyon. Ces analyses ont été
complétées par la microanalyse réalisée avec leostope Jeol JEM 2100 F équipé d’une
détection EDX au Laboratoire de Minéralogie-Crisigdaphie de I'Institut de Physique du
Globe (IPG), UMR 7590, CNRS/universités Paris VIR&ris VIl par Nicolas Menguy et
Francois Guyot.

Principe de la technigue

L'interaction des électrons et de I'échantillonnglale microscope électronique a
transmission provoque I'émission de rayons X ddéndrgie est caractéristique de I'atome
excité. Le microscope électronique est couplé auwse sonde EDX permettant de détecter
I'émission des rayons X. L’analyse X permet ainsibtenir la composition élémentaire de

I’échantillon & I'échelle globale de la bactériedans une particule intracellulaire.

Préparation de I'échantillon

Les échantillons préparés et décrits dans le tieajpi.1 sont les mémes pour I'analyse
X. La différence dans la préparation se situe t@pé d’'ultramicrotomie. Pour I'analyse EDX,
les coupes ont une épaisseur de 100 nm et ellssnigoas contrastées. Elles sont déposées sur
une grille en cuivre préalablement recouverte dibm de Formvar. Elles sont éventuellement

carbonées.
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V. Analyses statistiques

Les données présentées correspondent pour la pldgsrexpériences a la moyenne
arithmétique de 3 réplicats dont les barres d’esr@udiquent I'écart-type de cette moyenne. La
comparaison des données est effectuée par des'ssadyse de variance a un facteur (utilitaire
d’analyse ANOVA, Microsoft Excel 2003). Dans un ne&groupe statistique, une différence
significative est indiquée comme suit: *p <0;05p < 0,01 ; ** p < 0,001.
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Résultats et discussion

Cette partie s’articule autour de 4 chapitres demscun desquels les résultats sont
d’abord présentés puis discutés. Le premier cleapitsente I'étude de la résistance au sélénite
et au séléniate d€. metalliduransCH34 dans nos conditions de culture. Puis les asa
d’accumulation du sélénium dans les bactéries etodlsommation de sélénium du milieu de
culture en fonction de divers parameétres de cudteomt présentées dans le deuxieme chapitre.
Les résultats obtenus sur la prise en charge desmns avec la souche sauvage et les mutants
résistants au sélénite sont présentés puis disciaés le troisieme chapitre. Le quatrieme
chapitre présente I'étude de la transformationalénste et du séléniate chez la souche sauvage
et chez les mutants résistants au sélénite. L'enlsede ces résultats conduira a préciser les
mécanismes de résistance aux oxyanions de sélénisran jeu che. metalliduransCH34,

micro-organisme modele et candidat pour les pracddédioremediation.
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RESULTATS CHAPITRE |

|. RESISTANCE DE C. metalliduransCH34 AUX OXYANIONS DE SELENIUM

Les cultures bactériennes en milieu liquide, sgmwoe de milieu frais au cours de
I'incubation, c'est-a-dire en systeme fermé appel&ulture en batch », conduisent a une
diminution de la quantité d’éléments nutritifs aaucs de la croissance et a une augmentation de
la quantité de déchets au cours du temps. La caleloeoissance des bactéries, représentée par
la densité cellulaire (absorbance a 600 nm) enlléclogarithmique en fonction du temps est
alors divisée en quatre phases distinctes : laeplias latence, la phase exponentielle de
croissance, la phase stationnaire et enfin la ptaskclin.

Les parametres caractéristigues de cette croissamrene le temps de latence, la
vitesse de croissance au cours de la phase explert la densité cellulaire maximale,
précisés selon les conditions de culture et d’eixipasau sélénium, permettent de définir les
capacités de resistance de la souche et appomrsnindications quant aux mécanismes de
résistance mis en jeu. Pour cela, les courbes alssance deC. metalliduransCH34 sont

suivies apres exposition a différentes concentmaten sélénium.

1. Effets du sélénite sur la croissance de. metalliduransCH34 et détermination de
la CMI

1.1. Effets du sélénite sur la croissance de lalsmgauvage

Les courbes de croissance des culture€.dmetalliduransCH34 dans le milieu TSM
en absence de sélénium et en présence de conigerstraariables de sélénite sont présentées
sur la figure 36. Le temps de latence et la viteseroissance ont été déterminés a partir de ces
courbes. Les résultats sont présentés sur la figiirees effets du sélénite sur la croissance
bactérienne se traduisent par des perturbations Eandifférentes phases de croissance en

comparaison avec la culture témoin.
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Figure 36 : courbes de croissance de C. metallidurans CH34 enction de la concentration en sélénitéa

croissance est suivie par mesure de I'absorban66Ginm au cours du temps. Le sélénite est ajouthauent de
'ensemencement lorsque I'absorbance a 600 nm ed,8 (t = 0 heure). La barre d’erreur correspondia
déviation standard de la moyenne de 3 mesures orbhace. Le suivi de croissance est stoppé lortegieultures
sont en fin de phase stationna

La phase de latence

A la concentration de 1 mM, nous observons unetequinase de latence de 9 heures
précédant la phase exponentielle de croissancs,lpulurée de la phase de latence s’allonge
lorsque la concentration en sélénite présent danslieu de culture augmente. Par exemple, a
des concentrations supérieures a 4 mM de sélémitss, observons une longue phase de latence
de 72 a 82 heures précédant la phase exponertteelbeoissance. Afin de vérifier si dans ces
conditions, la souche bactérienne a muté, la méthiedvérification d’'une mutation ou d’'une
adaptation, décrite par M. Roux (Roex al, 2001) a été appliqguée. Le principe de cette
méthode repose sur I'observation de la durée gdae de latence apres deux expositions au
sélénite alternées par un passage en milieu sdémiwg, c'est-a-dire sans pression de
sélection. En réalisant ces expériences pour cleagdes expositions de 1 a 8 mM de sélénite, la
durée du temps de latence est similaire pour |kgres exposées a 1 et 2 mM de sélénite. Ces
résultats montrent qu’a ces concentrations, la glus latence correspond a un phénomene
d’adaptation. Nous avons observé une diminutiodaddurée du temps de latence pour les
cultures exposées a des concentrations supéri@adr@sM. Par exemple, la culture exposée a 4
mM de sélénite présente un temps de latence déuplics court entre la premiére et la seconde
exposition au sélénium (36 heures au lieu de 72el¢résultats non montrés). Ce résultat

suggere la mutation aléatoire de la souche a pduine exposition a 4 mM de sélénite
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permettant la survie de la souche. Cette diminudigrartir de 4 mM a été observée pour deux
séries d’expérience.
La phase de croissance exponentielle

A partir de 1 mM de sélénite, la vitesse de craoissadiminue lorsque la concentration
en sélénite augmente. Elle atteint un plateau &6 aour des concentrations supérieures & 2
mM. La vitesse de croissance des bactéries enrmu@sie 2 a 8 mM de sélénite est divisée par
3 par rapport a celle des bactéries cultivées serade de sélénite (par exemple, a 6 mM de

sélénite, la vitesse de croissance est de 0'A&tsus 0,38 1).
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Figure 37 : vitesse de croissance et temps de lzgezn fonction de la concentration en sélénite ddamsnilieu de
culture. La vitesse de croissance durant la phase expallenét le temps de latence sont déterminés arpdes
courbes de croissance des cultures présentées $igure 48.

La phase stationnaire

La densité cellulaire maximale atteinte en phaatosinaire, lorsque les bactéries sont
cultivées en présence de sélénite, est divisé@ par rapport a celle des bactéries cultivées en
absence de sélénium : I'absorbance a 600 nm maxiatiinte en phase stationnaire est proche
de 12+ 0,1 pour la culture témoin alors qu’elle est enyemme de 5,4 0,5 en présence de
sélénite.

1.2. Effets du sélénite sur la croissance des smuctutantes résistantes au sélénite

Une étude précédente a montré que les souchestemit®M6, RM7 et RM8, avec
lesquelles nous travaillons, résistent jusqu'a M de sélénite. Ces mutants sont caractérisés
par I'absence d’une protéine appartenant a la larbiedA, protéine suspectée étre impliquée
dans le transport du sélénite (Ledghatmal, 2005). Dans ces expériences, la caractérisation

phénotypique des mutants résistants au sélénité eélisée dans le milieu TSM a 0,2% de
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gluconate, contenant 1, 2 et 5 mM de sélénite. Néu§ions ici les capacités de résistance des
souches mutantes dans nos conditions de cultexe bdctéries sont cultivées dans le milieu
TSM a 2% de gluconate contenant 2 et 10 mM de séléibe comportement des souches
mutantes RM6 et RM7 est similaire a celui de RM8.ckoissance de la souche mutante RM8,
en présence et en absence de sélénite, est peEstrtémparée a celle de la souche sauvage
(figure 38).

En absence de sélénite, les vitesses de croissascgouches mutante et sauvage sont
similaires (respectivement 0,27 et 0,26 ket les densités cellulaires maximales atteinoes s
identiques. Le petit temps de latence observé fpotulture de la souche mutante en absence de

sélénium est lié aux conditions de repiquage.

La phase de latence

En présence de 2 mM de sélénite, on note I'absgaghase de latence pour la souche
mutante contrairement a la souche sauvage. A 10daMgélénite, la souche mutante présente
une phase de latence d'une durée équivalente @ @ella souche sauvage exposée a 2 mM
(environ 24 heures).
La phase exponentielle de croissance

La vitesse de croissance de la souche mutante RiMiBiue d’environ 24% entre les
expositions 2 et 10 mM de sélénite (respectivente@i, et 0,16 1). A titre de comparaison, la
vitesse de croissance de la souche sauvage didé6é4% entre les expositions 1 et 2 mM de
sélénite. Cette vitesse de croissance reste supgaecelle de la souche sauvage en présence de
2 mM de sélénite.
La phase stationnaire

La densité cellulaire maximale des mutants en pbt@nnaire est diminuée de plus

de la moitié, comme précédemment observé avealzhecsauvage (figure 36).
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Figure 38 : croissance de la souche mutante (RM8)de la souche sauvage (WT) en absence et en pesep

sélénite Le sélénite est ajouté au moment de I'ensememtdoreque I'absorbance a 600 nm est de 0,3 (t =0
heure). La barre d’erreur correspond a la déviatistandard de la moyenne de 3 mesures d’absorbance.

Enfin, afin de comparer la résistance a un stréEnige de la souche sauvage et des
mutants, la viabilité bactérienne est précisée @moohbrant les bactéries viables sur milieu
solide apres culture en milieu liquide, a difféeeetemps d’exposition au sélénite. Des cultures
témoins (souche sauvage et mutant) sans séléninhréaisées en parallele pour calculer le
pourcentage de cellules vivantes aprés un streslénite par rapport aux cellules témoins
cultivées en absence de sélénium. Les résultatseptés sur la figure 39, montrent qu’aprés 48
heures d’exposition a 2 mM de sélénite, il y a emvi2 fois moins (55%) de bactéries mutantes
viables par rapport aux bactéries mutantes cukiwams sélénium. Il y a environ 3 fois moins
(33%) de bactéries sauvages viables par rapporbacbéries sauvages cultivées sans sélénium.
Cette différence de viabilité entre les souchesamtet et sauvage au temps d’exposition 48
heures est significative (p < 0,01). Ces résultadsitrent une résistance au stress sélénite de la

souche mutante RM8 supérieure a celle de la saaheage.
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Figure 39 : viabilité bactérienne exprimée en poartage de cellules viables par rapport a une cuétontrole

sans sélénium au cours de la croissance de la seuctutante RM8 et de la souche sauvage exposée MAm

sélénite Le pourcentage de cellules viables est calculél@aapport du nombre de cellules viables (UFCL,m
Unité Formant Colonie par mL) en présence de 2 neMsélénite sur le nombre de cellules viables sél&gm.

Le sélénite est ajouté lors de l'inoculation a wiesorbance a 600 nm de 0,3. La barre d’erreur cgpand a la

déviation standard de la moyenne de 3 mesures.

**|_es pourcentages de viabilité a 48 heures d’expms sont significativement différents entre lesiches mutante
et sauvage en présence de sélénite (P < 0,01).

1.3. La résistance chez la souche sauvage

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ététdrminée en milieu TSM liquide
contenant 2% de gluconate (figure 40) et confirpaela méthode de mesure de sensibilité en
"patch test " (figure 41). Les deux méthodes indigwne sensibilité de la souche a partir de 4

mM de sélénite dans le milieu de culture au mordertexposition.
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Figure 40 : détermination de la concentration miniate inhibitrice (CMI) pour le sélénite La CMI est
déterminée par lecture de I'absorbance a 600 nmaiisla culture témoin atteint la phase stationsaita barre
d’erreur correspond a la déviation standard de 3sores
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Figure 41 : résistance de C. metallidurans CH34 é&wnction d’'une gamme de concentrations de séléngte
milieu solide selon la méthode de " patch test5 pL de la culture de C. metallidura@$134 cultivée en milieu
liquide TSM sans sélénium jusqu’en milieu de plag®nentielle sont déposés sur des géloses TSMnaaitdes
concentrations croissantes en sélénite. L’'obsenvadie tapis cellulaire est réalisée aprés 5 joumsalibation a 29
°C.

2. Effets du séléniate sur la croissance de. metalliduransCH34 et détermination
de la CMI

2.1. Effets du séléniate sur la croissance dedalsosauvage
Les courbes de croissance @e metalliduransCH34 exposée a des concentrations
variables de séléniate sont présentées sur laefiglr Le temps de latence et la vitesse de

croissance ont été déterminés a partir de ces esuwtbles résultats sont présentés sur la figure
43.
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Figure 42 : courbes de croissance de C. metallidurans CH34 fonction de la concentration en séléniatee
séléniate est ajouté au moment de I'ensemenceoreqtie I'absorbance a 600 nm est de 0,3 (t = 0 é@pur

La phase de latence
Nous notons I'absence de phase de latence a unesigap a 2 mM de séléniate dans le

milieu de culture. A partir de 4 mM, la phase derae apparait et sa durée augmente jusqu’a 8
mM pour atteindre un plateau.
La phase de croissance exponentielle

Pour une exposition a 2 mM de séléniate dans léeunille culture, la vitesse de
croissance bactérienne n’est pas modifiée par ragpane culture témoin en absence de
sélénium. Nous distinguons deux valeurs moyennesitdeses de croissance : une vitesse
moyenne de 0,3 hpour les concentrations en séléniate inférieurds @M ; cette vitesse
diminue d’un facteur 2 au dela de ces concentration
La phase stationnaire

La densité cellulaire maximale atteinte en phas#iosinaire n'est pas affectée par la

présence de séléniate.
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Figure 43 : temps de latence et vitesse de croissaen fonction de la concentration en séléniate dda milieu
de culture La vitesse de croissance est déterminée durguttdase exponentielle a partir des courbes de caoiss
des cultures présentées figure 42.

2.2. La résistance chez la souche sauvage

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ététerminée en milieu TSM liquide
contenant 2% de gluconate (figure 44). Dans noslitions de culture, la CMI du séléniate est
de 8 mM. Ce résultat est en accord avec les fadffess du séléniate sur la croissance comme
par exemple I'absence de perturbation de la vigbbiactérienne en présence de 2 mM de
séléniate (résultat non montre).

Absorbance a 600 nm

O T T T T T T T 3
2 4 6 8 10 12 14 16
Concentrations en séléniate (mM)

o

Figure 44 : détermination de la concentration miniake inhibitrice (CMI) pour le séléniate La CMI est
déterminée par mesure de I'absorbance a 600 nmetBels apres l'inoculation de C. metallidura@$i34 en
milieu TSM liquide a 2% de gluconate contenant cl@scentrations croissantes de séléniate. La bategreur
correspond a la déviation standard de 3 mesures.
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DISCUSSION ET CONCLUSION du chapitre |

La résistance aux oxyanions de séléniunCdenetalliduransCH34 est déterminée par
I'évaluation de leurs toxicités se traduisant @apérturbation ou I'inhibition de la croissance
cellulaire de la souche. Nous avons montré unetrdifice de résistance au sélénite et au
séléniate chezC. metallidurans CH34. La durée de la phase de latence augmente
proportionnellement a la concentration en sélémiésent dans le milieu de culture au moment
de I'exposition, comme cela a déja eté montré diuse étude précédente (Roeial, 2001).

La phase de latence peut également conduire a um&tiom de la souche. En effet, si les
nouvelles conditions environnementales sont trogeantes, par exemple en présence d'un
agent toxique, les micro-organismes ont la capatgté&’adapter par des mutations aléatoires
(Wright et al, 2004). Dans ce cas, si la mutation généréeésifigue pour la bactérie, alors
les mutants sélectionnés survivront dans cet ennement sélectif.

En présence de sélénite, I'entrée en phase statrerse déroule a une densité cellulaire
plus faible qu’en absence de sélénite et des ctratiems elevées de cet oxyanion diminuent la
vitesse de croissance des bactéries d’'un factdLes3expériences rapportées dans la littérature
sont généralement réalisées a des concentratiosél@mite inférieures a 2 mM et on constate
des effets différents du sélénite selon I'espécasidérée et le mode de croissance. Par
exemple, chez la bactérie pourgRdodobacter sphaeroideta densité cellulaire en fin de
croissance exponentielle n'est pas modifiee enepes de 1 mM de sélénite en condition
aérobie et anaérobie. En revanche, sa vitesseotsance diminue en condition aérobie alors
gu’en condition anaérobie, elle n'est pas affedBébien et al, 2001). Chez la souche
photosynthétiqué&hodospirillum rubrumla densité cellulaire maximale atteinte est digisle
moitié en présence de 0,5 mM de sélénite en cond@inaérobie alors que la vitesse de
croissance n’est pas modifiée (Kestal, 1999).

Nous avons montré que, dans nos conditions dereuls metalliduransCH34 est
capable de résister jusqu’a 4 mM de sélénite. Dares étude précédente, la CMI @e
metalliduransCH34, en milieu TSM solide contenant 0,2% de ghate, a été déterminée
voisine de 5 ou 6 mM (Rouet al, 2001). Ce résultat souligne I'importance des @b de
croissance pour la détermination de la CMI. A tiiee comparaison, la CMI en présence de
sélénite, en milieu liquide en condition aérobieup une bactérie phototrophe de l'eau,
Synechocystis s@PCC 6803, a été déterminée a 400 uM (Goegeal, 2005). L'espéce
Rhodobacter sphaeroidesune CMI de 1,3 mM de sélénite, déterminée enemitiolide en
condition aérobie (Bébiert al, 2001). Les especes telluriquBacillus subtilis(Moore et
Kaplan, 1992) eEscherichia coli(Bébienet al, 2002) ont des CMI respectives, voisine de 5
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mM en condition anaérobie et supérieure a 5 mMagrdition aérobie en milieu solide. Selon
les especes étudiées, les CMI sont différenteperdient des conditions de cultures. Nous
avons également montré dans nos conditions dereutjue les capacités de résistance au
sélénite sont plus importantes pour les souchegaauwtomparées au type sauvage, reflétant les
précédents travaux réalisés par I'équipe de J. £vedghanet al, 2005).

Notre étude montre également qu’en réponse aaleentrations élevées en séléniate,
la vitesse de croissance @ metalliduransCH34 est diminuée d'un facteur 2 mais sans
affecter significativement la densité cellulaireximaale.C. metalliduransCH34 est capable de
résister jusqu’a 8 mM de séléniate lorsqu’ellecedtivée en milieu TSM liquide contenant 2%
de gluconate. Pour la méme souche, la CMI a égrrdétée a 12 mM en milieu TSM-agar
contenant 0,2% de gluconate (Raitxal, 2001). La souche présente donc une résistanse plu
élevée par comparaison au sélénite. Toutefois,redie tres résistante au séléniate comparé a
d’autres espéeces. Par exemple, la CMI de la bag@urpre Rhodobacter sphaeroidesst de
0,8 mM en condition anaérobie (Moore et Kaplan, 2099La bactérie phototrophe
Synechocystis spPCC 6803 a une CMI de 200 uM en condition aér@bmigetet al, 2005).

De plus, les expériences montrent que des exposibactériennes a des concentrations
élevées en sélénite semblent conduire a la séhed@ mutants. Cela n'a pas été observé
auparavant (Rougt al, 2001). Toutefois, nous poursuivons I'étude dampremier temps avec
des concentrations en seélénium supérieures a 2 M de caractériser les capacités
accumulatrices de la souche. Puis, dans un seeomgstlors de I'étude du comportement de
résistance, nous travaillons a des concentratiorsg2nite et de séléniate inférieures ou égales
a 2 mM chez la souche sauvage.

A présent, afin d’expliquer la différence de rémmste deC. metalliduransCH34 au
sélénite et au séléniate, 'accumulation du sétanians les bactéries et la consommation du
sélénium présent dans le milieu de culture au cal@sla croissance microbienne sont

directement quantifiées.
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RESULTATS CHAPITRE 1l

[I. ACCUMULATION DU SELENIUM CHEZ C. metalliduransCH34

Les cinétiques d’accumulation du sélénium danbéeséries (dosage du sélénium dans
le culot bactérien) sont suivies au cours de lassamce bactérienne. Les résultats sont
directement comparés aux cinétigues de consommadticselénium présent dans le milieu de
culture par les bactéries (dosage du sélénium dansurnageant de culture). Dans ces
expériences, que ce soit dans le milieu de cutiurdans le culot bactérien, le sélénium total est
dosé par ICP-MS. Lorsque les cultures sont réais@eprésence de sélénite, I'espéce sélénite
est systématiquement dosée par fluorimétrie damsilleu de culture. Les concentrations en
sélénium total et en sélénite déterminées par ees dnéthodes sont similaires. Seuls les

résultats ICP-MS sont présentés ici.

1. Accumulation du sélénite dans la bactérie et ceommation du sélénite présent

dans le milieu de culture

1.1.Influence de la concentration en sélénite sur senraulation

Les bactéries sont exposées a des concentragodsadB mM de sélénite. La figure 45
présente les résultats des cinétiques de consoomthtisélénium dans le milieu de culture par
les bactéries (figure 45A) et d’accumulation dués&lm dans les culots bactériens (figure
45B). . Ces résultats sont directement comparadles courbes de croissance des cultures
présentées précédemment (cf. figure 36).

Nous pouvons remarguer que quelle que soit la ctrat®n initiale en sélénite ajouté
dans le milieu de culture au moment de I'exposijtlarconcentration en sélénium présent dans
le milieu diminue significativement lorsque la ek atteint la fin de la phase exponentielle de
croissance (par exemple, pour une exposition a 2 rmMonsommation du sélénite débute
aprés 48 heures; a 4 mM, a 96 heures ; a 6 et 8 mi¥20 heures). Comme attendu, cette
diminution est corrélée a 'augmentation de la emi@tion en sélénium dans les bactéries

L’accumulation du sélénium administré sous fornmeérste aux bactéries se fait en deux
étapes. Pendant la phase de latence et la phaseestiglle de croissance, I'accumulation du
sélénium est tres faible : en fonction de la cotregion initiale en sélénite ajouté dans le milieu

de culture au moment de I'exposition, nous quamgide 10 a 80 mg de sélénium accumulé
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par g de protéines. En fin de phase exponentiellerdissance et début de phase stationnaire,
I'accumulation devient rapide et importante (de 2570 mg de sélénium par g de protéines).
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Figure 45 : variations de la consommation du sélém du milieu de culture (A) et de 'accumulation da les

bactéries (B) lors de la croissance de C. metaltmhis CH34 en présence de différentes concentratiates

sélénite Les concentrations de sélénium dans le milieautteire et dans les bactéries sont déterminéesrir pa

des analyses par ICP-MS. L’erreur de mesures @8nés a 5%. L'axe des ordonnées de la figure Beast

échelle logarithme. L'accumulation du sélénium déess bactéries exposées a 2 mM est suivie jusq2a 1

heures correspondant a la fin de la phase statiinena

Afin de préciser les capacités accumulatricesadgoliche, la consommation maximale

du sélénium dans les bactéries en fonction derlaerdration initiale de sélénite ajouté dans le
milieu de culture et la vitesse maximale d’accurtiotadu sélénium dans les bactéries ont été
calculées pour chaque concentration d’expositiosé&@eénite. Les résultats sont reportés sur la
figure 46. Les cultures exposées a 4 et 6 mM déngél accumulent la quasi-totalité du

sélénium (95%). Au-dela de 6 mM, le pourcentages@énium consommé par les bactéries
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chute a 40%. La vitesse d’accumulation augmentgujasé mM de sélénite (5 et 36 mg de
sélénium ¢ de protéines h en présence de 2 et 6 mM de sélénite, respectivineuis
diminue pour les concentrations supérieures emis&léuggeérant que I'exposition a 6 mM de
sélénite correspond a la concentration limite dgmcités de résistance de la souche. Jusqu’'a 6
mM de sélénite présent dans le milieu de culturenament de I'exposition, les bactéries sont
capables d’accumuler une part importante du séiéniu

Il est a noter que le bilan de matiére entre lantjtéade sélénite initialement présente et

la quantité de sélénium accumulée dans les bast@ste supérieur a 90%.

=
o
o

40

ZN

80

of ¥

20 /

Consommation du sélénium (%)

1
N
o
Vitesse d'accumulation (mg de
sélénium / g de protéines / h)

Concentration en sélénite (mM)

Figure 46 : maxima de consommation et vitesse darwilation du sélénium dans les bactéries en fonatide
la concentration en séléniteLa consommation maximale de sélénium correspondpeurcentage de
consommation maximale du sélénium dans le miliecuttare. Cette valeur est calculée par la diffeserde la
guantité de sélénium ajoutée et dosée dans leurdlietemps zéro avec la quantité minimale de sfiémiosée
dans le milieu de culture au cours de la cinétigeecroissance. La vitesse d’accumulation est déterendans
la partie linéaire de la courbe d’accumulation délénium dans les bactéries.

1.2. Influence de I'état physiologique des bacgesier 'accumulation du sélénite

Quel que soit le moment d’ajout du sélénite adlacentration de 2 mM (ajout en début
c'est-a-dire lorsque l'absorbance a 600 nm est ¢& @n milieu c’est-a-dire lorsque
I'absorbance a 600 nm est de 1 ou en fin de phapenentielle de croissance, lorsque
I'absorbance a 600 nm est de 3), la cinétique diaedation du sélénium dans les bactéries suit
le méme profil, avec une phase d’accumulation lsateie d’'une phase d’accumulation rapide
initiée en début de phase stationnaire (figure Ba). exemple, pour la culture exposée a une
absorbance a 600 nm de 0,3, les bactéries accunmbEns de 50 mg de sélénium par g de
protéines lors des phases de latence et exponerdielcroissance. Puis, 'accumulation du
sélénium augmente rapidement lorsque la cultusgnata phase stationnaire (environ 150 mg

de sélénium par g de protéines en début de phasensiaire). Ce résultat montre que
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'accumulation est rapide lors de la phase statoBnet cela peut suggérer une levée
d’inhibition de I'accumulation et/ou une inducticie molécules permettant I'accumulation en

phase stationnaire.
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Figure 47 : accumulation de sélénium dans les baé lors de la croissance de C. metallidurans CH&4
présence de 2 mM de sélénite ajoutés a différertales de la croissance_es courbes en traits pleins
correspondent a I'accumulation de sélénium danskgéries. L'accumulation de sélénium dans lesdras

est déterminée a partir des analyses ICP-MS et abisges par rapport a la quantité de protéines Baennes.

Les courbes en pointillés correspondent au suivicdessance par mesure de I'absorbance a 600 nm. Le
sélénite est ajouté dans 3 cultures soit en déhbsqrbance 0,3), milieu (absorbance 1) ou fin dasgh
exponentielle de croissance (absorbance 3). L’ardas mesures est estimée a 5%.

1.3. Influence de la densité cellulaire sur I'acalation du sélénium

Les résultats de la consommation du sélénite laitiant présent a 2 mM dans le milieu
de culture contenant 0,2% ou 2% de gluconate, atsate la croissance d& metallidurans
CH34, sont présentés sur la figure 48. A 0,2% deaylate, la culture reste a faible densité
cellulaire avec un maximum d’absorbance a 600 ralkdrs qu’'a 2% de gluconate, la culture a
une densité cellulaire élevée avec un maximum diddasce a 600 nm a 6.

Quelle que soit la concentration en gluconate t&nslieu, 'accumulation du sélénium
est initiée en début de phase stationnaire (c'&teaa 17 heures dans le milieu a 0,2% de
gluconate et apres 48 heures dans le milieu a 2¢glud®nate). Il est a noter que lorsque les
bactéries sont cultivées dans un milieu contena2¥%0de gluconate, la consommation du
sélénium par les bactéries ne dépasse pas 2%é&hiwselajouté initialement dans le milieu de

culture (cf. figure 48). De plus, dans ces condgiola croissance bactérienne n’est pas
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précédée par une phase de latence. La vitesseodsairce est trés Iégérement affectée par
rapport a une culture réalisée dans le méme miliais en absence de sélénium. La densité
cellulaire atteinte en phase stationnaire est coaip@a a celle de la culture témoin sans
sélénium. La culture réalisée dans le milieu a 22gldconate a sa croissance précedeée par une
phase de latence d’environ 24 heures. Sa vitessgoiesance est perturbée comme montré

dans le chapitre précédent (cf. § 1.1.1).

100

milieu (mM)

Absorbance a 600 nm

Concentrations de sélénium dans le

—@— 2% de gluconate sans sélénium
—O— 2% de gluconate + 2 mM de sélénite
0 T T T T 0 —4&— 0,2% de gluconate sans sélénium

0 24 48 72 96 120 —&—0,2% de gluconate + 2 mM de sélénite

Temps (h)
Figure 48 : croissance sans sélénium et en présedee2 mM de sélénite dans le milieu a 0,2% et 2% de
gluconate et consommation du sélénium du milieu déture par C. metalliduransCH34. Les courbes en
traits pleins correspondent & la croissance destdr@es dans le milieu contenant 0,2 et 2% de glateren
absence et en présence de 2 mM de sélénite. Laroomstion du sélénium du milieu de culture dans les
bactéries est représentée par les courbes poiesilléa barre d’erreur correspond a la déviationretard de la
moyenne de 3 mesures.

La figure 49 présente le pourcentage d’accumulaties bactéries dans le milieu
contenant 0,2% de gluconate par rapport a I'accatiounl des bactéries cultivées dans le milieu
contenant 2% de gluconate, pour différents stadela @roissance microbienne. Ainsi, que ce
soit en phase exponentielle de croissance ou esetationnaire, les bactéries cultivées dans
un milieu a 0,2% de gluconate accumulent beaucoomsnle sélénite que les bactéries
cultivées dans un milieu a 2% de gluconate. Pamele I'accumulation maximale dans un
milieu a 0,2% de gluconate représente seulement @d%accumulation maximale dans un
milieu contenant 2% de gluconate (pour 120 heuiespdsition, 61 mg de sélénium par g de
protéines sont accumulés dans le milieu a 0,2%u®ate contre 255 mg de sélénium par g

de protéines dans le milieu a 2% de gluconate).
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Figure 49 : pourcentages d’accumulation du séléniupar les bactéries exposées a 2 mM de sélénite tkans
milieu a 0,2% de gluconate par rapport aux bactérieultivées dans le milieu a 2% de gluconate barre
d’erreur correspond a la déviation standard de lay@nne de 3 mesures.

Une hypothése qui permettrait d’expliquer la plmde accumulation du sélénite lorsque
les bactéries sont cultivées dans un milieu a 2%la=nate par rapport aux bactéries cultivees
dans un milieu a 0,2% de gluconate est avancég baetéries cultivées dans un milieu
contenant 2% de gluconate atteignent une denditdaie plus importante que lorsqu’elles
sont cultivées dans un milieu a 0,2% de glucorlagms ces conditions, lorsque les bactéries
arrivent en fin de phase exponentielle de croissalecmilieu de culture peut étre davantage
appauvri en nutriments, notamment en sulfate, apmentiellement compétiteur du sélénite.
Le transport du sulfate pourrait étre compenséuparansport du sélénite et son accumulation
dans la bactérie.

Afin de vérifier cette hypothese, la concentrat@nsulfate dans le milieu de culture a
éte déterminée parallélement au dosage du sélédéans le milieu de culture (résultats non
montrés). Aucune diminution significative de la centration en sulfate dans le milieu de
culture n’a été mesurée au cours de la croissaamtérienne, que la culture soit réalisée a faible

ou a forte densité cellulaire. L’hypothése a dagcigvalidée.
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2. Accumulation du séléniate dans la bactérie et nbeommation du séléniate présent

dans le milieu de culture

2.1. Influence de la concentration en séléniatesssoraccumulation

Les bactéries sont exposées a des concentratidhs d® mM de séléniate. Quelle que
soit la concentration initiale d’exposition au sédte, sa consommation par les bactéries est
négligeable (inférieure a 2% de la quantité densgdé initialement présente dans le milieu de
culture).

La cinétigue d’accumulation du sélénium dans ledévaes pour la culture exposée a 2
mM de séléniate est présentée sur la figure 50cdirbe de croissance correspondante,
présentée en figure 42 dans le chapitre précédsnteportée. Le séléniate ajouté en début de
croissance, c’est-a-dire lorsque I'absorbance aré0@st de 0,3, est faiblement accumulé dans
les bactéries au cours de la croissance bactériGmnenaximum 12+ 2 mg de sélénium
accumulé par g de protéines). Nous n’'observonsdpaghase d’accumulation rapide comme

c’est le cas aprés une exposition au sélénite.
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Figure 50 : pourcentage d'accumulation du séléniumians les bactéries lors de la croissance de C.
metallidurans CH34exposées a 2 mM de séléniate par rapport a la catregion de séléniate initiale
présente dans le milieu de culturka barre d’erreur correspond a la moyenne de 3umnes.
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2.2. Influence de I'état physiologique des bactésigr I'accumulation du séléniate

Quel que soit le moment d’ajout du séléniate alecentration de 2 mM (en débutgh
= 0,3) ou en milieu de phase exponentielle de samise (A = 1)), la cinétique
d’accumulation du sélénium dans les bactérieslsuitéme profil : 'accumulation du sélénium
débute lorsque la culture arrive en phase statimr(figure 51). Par exemple, la culture
exposee a une absorbance a 600 nm de 0,3 accueidébkbs quantités de séléniate lors des
phases de latence et exponentielle de croissant&iéure a 5 mg de sélénium par g de
protéines). Puis, la culture en phase stationnageumule des quantités légérement plus
importantes de sélénium (environ 15 mg de sélémpamg de protéines). Ce résultat suggére
que I'accumulation est indépendante de I'état pilggique des cellules en phase exponentielle
de croissance. Elle semble étre controlée par l@abolksme cellulaire de la phase stationnaire

comme c’est le cas pour le sélénite.
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Figure 51 : accumulation de sélénium dans les ba@s lors de la croissance de C. metallidurans CHa4
présence de 2 mM de séléniate ajoutés a différestitgles de la croissance (absorbance de 0,3, début d
phase exponentielle et absorbance de 1, milieu dease exponentielle) Les courbes en pointillés
correspondent au suivi de croissance par mesurdasorbance a 600 nm. Les courbes en traits pleins
correspondent a I'accumulation de sélénium dand&etéries. L’accumulation de sélénium dans leséyas

est déterminée a partir des analyses ICP-MS nos#éab par la quantité de protéines. L'erreur desures
est estimée a 5%.

3. Relargage de sélénium par la bactérie

Un relargage potentiel du sélénium apres que lethas aient atteint leur maximum
d’accumulation est recherché. Pour ces expérienessgultures exposees au sélénite et au

séléniate ont respectivement accumulé 60 et 2%&kfunism initialement ajouté au milieu de
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culture. A la fin de la période d’accumulation, laslots bactériens sont rincés avant d’étre
remis en culture dans du milieu frais sans sélénlensélénium relargué par les bactéries est
dosé dans le milieu de culture.

Un relargage est observé pour les deux oxyanionsétEnium. Aprés exposition au
sélénite, un maximum de 12% du sélénium accumulélgsabactéries est retrouvé dans le
milieu de culture, ce qui correspond a 10% du $érninitialement ajouté a la culture. Aprés
exposition au séléniate, environ 2% du séléniutmalement présent dans le milieu de culture
est relargué, soit la quasi-totalité de la fractoumulée par les bactéries. Le relargage est lent
pour les bactéries ayant accumulé I'espéce sélatite qu’il est tres rapide pour les bactéries
ayant accumulé du séléniate : dans le cas du 8&l@m 9% de sélénium accumulé est relargué
durant les 24 premiéres heures post-expositiometan 2% du séléniate initialement présent
dans le milieu de culture est retrouvé durant kesnperes heures apres remise en culture dans
du milieu frais. Comme le surnageant est filtr&20um), le sélénium dosé correspond a la
fraction soluble et probablement pas a du sélédildmentaire insoluble. Il est a noter que dans
ces expériences, nous ne tenons compte ni deitsanae bactérienne dans le milieu frais ni de

la lyse cellulaire au cours du temps.
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Un tableau récapitulatif des résultats obtenus temehapitres | et Il est présenté ici.

Sélénite Séléniate
Résistance
CM 4 mM 8 mM
2mM:24h 2mM:<24h
Temps de latence 4mM:72h 4-6 mM : 24 h
6-8 MM : 96 h 8-12mM:72h
Vitesse de croissance 0mM: 0,38 i 0mM : 0,38 f
f 2mM: 0,18 i/ 2-6 mM : 0,30 Th
4-8 mM: 0,12 i 8-16 mM : 0,15
Accumulation
Quelques valeurs 4-6 mM : 95% 2mM:<2%
soit 2000 a 2600 mg de Se paoit 14 a 18 mg de Se par g
g de protéines de protéines
L’accumulation dépend L’accumulation dépend
*de la concentration «de I'état physiologique en
initialement présente phase stationnaire
Facteurs influencant | ede I'état physiologique en
I'accumulation phase stationnaire Consommation est
«de la concentration de la |indépendante
source de carbone *de la concentration
«de la durée d’exposition initialement présente

Tableau 12 : récapitulatif des résultats obtenusr@p exposition au sélénite et au séléniate de C.
metallidurans CH34
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DISCUSSION ET CONCLUSION du chapitre Il

Nous avons mis en évidence chl&zmetalliduransCH34 que I'accumulation des deux
oxyanions sélénite et séléniate suit des profif@mints.

Quelle que soit la concentration initialement ageutdans le milieu de culture,
'accumulation du sélénite se déroule en deux phadee période d’accumulation lente et
faible, d’'une durée proportionnelle a la concerdrainitiale de sélénite, est suivie par une
période d’accumulation rapide et forte. Compte tdnulélai de prise en charge du sélénite, un
systeme d’activation lent de son transport pew gtiggéré. Ce profil d’accumulation en deux
phases existe quel que soit I'état physiologique biectéries (bactéries exposées en début,
milieu ou fin de phase exponentielle de croissamtejuelle que soit la densité bactérienne
(bactéries cultivées a faible ou a forte conceiatnatie source de carbone) au moment de
I'exposition au sélénite. L'accumulation sembles&tontrélée par le métabolisme cellulaire de
la bactérie au moment de la phase stationnairepl@moméne a déja été observé chez
Rhodospirullum rubrumou la consommation du sélénite coincide avec kEenten phase
stationnaire, suggérant son contréle par des migiecagulatrices en phase stationngiessi
et al, 1999).

La quantité de sélénium accumulé, lorsqu’il estoagpsous la forme sélénite, dépend
des conditions de culture et en particulier dediacentration en source de carbone. La souche
est capable d’accumuler la quasi-totalité du st#émitialement présent dans le milieu de
culture a des concentrations de plusieurs milliineéa Dans la littérature, peu de souches
cultivées en condition aérobie sont capables diacter de telles concentrations de sélénium
présent sous la forme sélénite. Par exemple, laétacphotosynthétiqué&khodospirillum
rubrum cultivée en condition aérobie consomme 25% dungél@résent dans le milieu a une
concentration initiale de 0,5 mM. La totalité duésdte, initialement présent & 0,5 ou 1 mM
dans le milieu de culture, est consommé lorsquaulaire est réalisée en condition anaérobie
(Kessiet al, 1999).R. sphaeroidesultivée en condition anaérobie est capable deaomer
94% du sélénite présent a la concentration de M3 Vian Fleet-Staldeet al, 2000). Dans une
autre étude, cette souche consomme presque l&&alak 1 mM de sélénite en conditions
aérobie et anaérobie (Bébienal, 2001).

En paralléle, nous avons montré que la bactérignagte faiblement le sélénium lorsque
celui-ci est administré sous la forme séléniateyawlation dans la bactérie inférieure a 2% du
sélénium présent initialement). A titre de compaoaj la souche accumule jusqu’a 20 fois plus
de sélénium lorsque celui-ci est administré sousrae sélénite que sous la forme séléniate.
La consommation du séléniate est indépendante denleentration d’exposition. La résistance
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élevée de la souche au séléniate pourrait étrélggetres faible accumulation, affectant peu la
viabilité de la population bactérienne.

De nombreuses études toxicologiques des composgélénium ont été réalisées chez
les eucaryotes réveélant une toxicité plus élevésélénite par rapport au séléniate (ral.,
1991). Chez les procaryotes, I'effet nocif du siééeast rapporté par exemple ctgaimonella
typhimurium(Kramer et Ames, 1988). La toxicité du séléniteregamment attribuée a sa forte
réactivité avec les groupements thiols générantaténs superoxydes (Bébien al, 2002 ;
Kessi et Hanselmann, 2004). Une précédente étutanéré qu’une superoxyde dismutase a fer
(Fe-SOD) impliguée dans le stress oxydant est soniraée en présence de sélénite ciez
metalliduransCH34 (Roux et Coves, 2002).

Enfin, nous avons montré un relargage de séléniagt-gccumulation mais nous ne
pouvons pas conclure sur un efflux. La proportiensglénium accumulé puis relargué est
élevée pour les bactéries accumulant faiblememsgléniate alors qu’elle est faible pour les
bactéries accumulant fortement le sélénite. Lergalge est rapide dans le cas d'une
accumulation du séléniate et lente apres accuronlalii sélénite. Nous savons que le sélénite
est immobilisé dans la bactérie sous forme de ggtealémentaire (Rougt al, 2001). Pour le
séléniate, I'absence de la coloration rouge deulture (couleur caractéristique du sélénium
élémentaire) suggére qu’il n’est probablement pamabilisé : il resterait sous forme soluble
dans la bactérie et pourrait alors étre relargubalslement au cours de la lyse cellulaire.
Certaines bactéries relarguent le sélénium accunsuiée a la lyse cellulaire comme
Desulfovibrio desulfuricangdTomeiet al, 1995) ou suite a un transport efficace des des
de sélénium a I'extérieur des cellules comme suppbezRhodospirillum rubrum(Kessiet
al., 1999).

Compte tenu de cette difféerence d’accumulation élérste et du séléniate ch€z
metalliduransCH34, I'existence de deux mécanismes différentgrid&® en charge est supposée

et fait I'objet de la suite de nos recherches.
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RESULTATS CHAPITRE 1lI

[ll. PRISE EN CHARGE DES OXYANIONS DE SELENIUM CHEZ C. metallidurans
CH34

1. Prise en charge du sélénite

Deux approches ont été mises en ceuvre afin dexrajguréhender la prise en charge du
sélénite paC. metalliduransCH34.

La prise en charge du sélénite est suivie par coaigmm de son accumulation chez les
mutants résistants et chez la souche sauvage. lst® résistants au sé€lénite sont caractérisés
par 'absence d’'une protéine membranaire appartesda famille DedA, protéine suspectée
étre impliquée dans le transport du sélénite. lLelse sauvage exprime la protéine DedA.

Dans le chapitre précédent (cf. § 11.1.3 influemeela densité cellulaire), nous avons
montré en dosant le sulfate du milieu de culture lguteneur en sulfate ne diminue pas lorsque
I'accumulation rapide et importante du sélénit@it& ; autrement dit, nous avons montré de
facon indirecte que le sulfate n’'inhibe pas lagrs charge du sélénite. Afin de préciser ce
résultat, une approche directe est menée avexgésences mettant en compétition le sélénite
et le sulfate. L’accumulation du sélénite dans datérie cultivée dans un milieu appauvri en

sulfate est comparée a son accumulation dans ugunsibssique.

1.1. Prise en charge du sélénite par un systermmamkport spécifiqgue

La prise en charge du sélénite par un éventuspateur spécifique, la protéine DedA,
est étudiée en comparant I'accumulation du séléhiéz la souche sauvage (WT) et les mutants
résistants (RM6 et RM8) comme décrit par I'équipeldCoves (Ledghastal., 2005).

Les pré-cultures, réalisées dans le milieu TSMau 2% de gluconate, en absence de
sélénium, sont récupérées en milieu de phase erpelte de croissance et concentrées deux
fois dans le milieu TSM & 0,2% de gluconate engmés de 1 ou 2 mM de sélénite. Les
bactéries ainsi concentrées simulent une denditdaiee de phase stationnaire et la croissance
est limitée par [l'utilisation du milieu appauvri esource de carbone (TSM a 0,2% de
gluconate). L’exposition au sélénium dans le mile@ntenant 0,2% de gluconate permet de
maintenir la densité cellulaire constante pendémigurs heures. Le milieu riche en source de
carbone (TSM a 1 ou 2% de gluconate) utilisé pesrgré-cultures permet d’atteindre une

densité cellulaire suffisante en une nuit.
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Comme le montre la figure 52, les mutants résistRM6 et RM8 accumulent
beaucoup moins le sélénite que la souche sauvagedleurs d’accumulation des mutants sont
significativement différentes de celles de la seushauvage (p < 0,001). Quel que soit le
mutant, quelle que soit la concentration initialexgosition au sélénite et quel que soit le
temps, 'accumulation du sélénite dans les mutaatdépasse pas 211% de I'accumulation
de la souche sauvage. L’accumulation maximale deshes mutantes est inférieure a 6,5 mg
de sélénium par g de protéines (valeur maximatinaét pour le mutant RM6 exposé a 2 mM
de sélénite ; dans ces conditions, la souche sawa@ymule jusqu’a 192 mg de sélénium par g
de protéines). Au-dela de 3 heures d’expositiorgstea-dire lorsque la phase rapide
d’accumulation du sélénite se met en place powsolache sauvage, I'accumulation par les
mutants est 30 fois moindre que I'accumulationlparbactéries de la souche sauvage dans nos
conditions de cultures. Ces résultats montrentlgsienutants résistants au sélénite ont perdu

leurs capacités accumulatrices.
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Figure 52 : pourcentage d’accumulation de séléniugnez les mutants résistants au sélénite par rapport
'accumulation de la souche sauvage au cours du f&Erles pré-cultures sont concentrées a une absoganc
600 nm de 10 et exposées a 1 (A) ou 2 mM (B) dais®lLa Iégende de I'axe des ordonnées est igdiguour
I'ensemble des figures 52A et 52B. La barre d’arrearrespond a la déviation standard de la moyedae3
mesures.

1.2. Effet de la compétition du sulfate sur la@es charge du sélénite

Afin de mettre en évidence un éventuel passageéthnise par un transporteur du
sulfate, nous examinons la compétition entre Iéatrilet le sélénite pour ce transporteur en

quantifiant la consommation du sélénium initialemprésent dans le milieu de culture et

142



Résultats et discussion

I'accumulation du sélénium dans les bactéries loedigs sont cultivées en condition limitée en
sulfate.

La figure 53 montre la croissance des bactérigsvéek dans les milieux limités et non
limités en sulfate (respectivement a 0,3 et 3 mMul&ate), en absence et en présence de 2 mM
de sélénite. Lorsque les cellules limitées en sulfont cultivées en absence de sélénite, la
culture présente une phase de déclin précoce cémpala culture non limitée en sulfate (cf.
fleche, figure 53). Lorsque les bactéries limitéss sulfate sont cultivées en présence de
sélénite, la culture ne présente pas de phasediie.déa vitesse de croissance est légérement
plus faible comparée a la culture non limitée dfateimais la phase stationnaire est atteinte en
méme temps, c'est-a-dire aprés 48 heures d'expositi sélénite. Ces résultats suggérent que
les cellules limitées en sulfate sont plus fragile®bablement du fait de leur concentration

intracellulaire en sulfate insuffisante, et somisaplus affectées par la présence de sélénite.
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Figure 53 : courbes de croissance de C. metallidusaCH34 cultivée dans le milieu TSM contenant 0,3 8
mM de sulfate (NaSQ,) en absence de sélénium (courbes pointillées) refpeésence de 2 mM de sélénite
(courbes pleines)La culture est inoculée a une absorbance a 60@lef,3. La barre d’erreur correspond a la
déviation standard de la moyenne de 3 mesuredethd indique la phase de déclin de la culture dansilieu
limité en sulfate et sans sélénium.

Le pourcentage d’accumulation du sélénite dandbéeseries cultivées dans le milieu
TSM a 0,3 mM de sulfate et en présence de 2 mMétinite rapportée aux concentrations
accumulées dans les bactéries cultivées dans leunalassique est présenté sur la figure 54.
Nous constatons que les bactéries limitées en teudiacumulent moins de 50% de la

concentration accumulée dans les cellules nondamsitquel que soit le stade de la croissance
bactérienne.
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Figure 54 : pourcentage d’accumulation du séléniupar C. metallidurans CH34 cultivée dans le milielsM
contenant 0,3 mM de sulfate en présence de 2 mMséigénite par rapport a 'accumulation dans le milie
classique (TSM a 3 mM de sulfatella barre d’erreur correspond a la déviation stand de la moyenne de 3
mesures.

2. Etude de l'induction du mécanisme de prise en ange du sélénite

Nous avons précédemment montré que I'accumulatioséténite paC. metallidurans
CH34 se fait en deux étapes : une premiére étameuinulation lente et faible, suivie d’'une
seconde étape d’accumulation rapide et importa#fie.de comprendre si cette seconde phase
d’accumulation est liée a une activation lente diudcanisme spécifique de prise en charge du
sélénite, comme l'induction d’une protéine spéciigmpliquée dans le transport de sélénite
et/ou dans son accumulation dans la bactérie, xjg&riences sont réalisées en présence d’un
inhibiteur de la synthese protéique. Les bactéwes cultivées en présence de chloramphénicol
et de 1 ou 2 mM de sélénite. Dans ces expeériehiedfst inhibiteur du chloramphénicol n’est
pas vérifié au niveau de la synthése des proténaés au niveau de la croissance cellulaire. Ces
résultats pourront étre directement comparés a pabhkés par I'équipe de J. Covés (Ledgham
et al, 2005).

La figure 55 montre I'évolution au cours du tendgsl’accumulation du sélénium par la
souche sauvage exposée a 1 ou 2 mM de séléniteésenpe de chloramphénicol rapportée a
son accumulation en absence de chloramphénicotcufaulation du sélénium est le reflet
direct de la prise en charge du sélénite. Les ta&suinontrent que 'accumulation de sélénium
dans les bactéries exposées a 2 mM de sélénitiemastiée de 30 a 60% lorsque la synthése de
néo-protéines est réduite (les valeurs d’accunuriaén présence de chloramphénicol sont
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significativement différentes de celles en abseteechloramphénicol avec p < 0,001). La
vitesse d’accumulation est quant a elle diminuaen diacteur 2 lorsque les bactéries sont
exposees a 2 mM de sélénite et cultivées en présdacchloramphénicol (résultats non
montrés).

Cependant, I'accumulation du sélénium par la soszherage cultivée en présence de
chloramphénicol reste significativement supérieuureelle obtenue chez les mutants résistants
au sélénite, laquelle est reportée et indiquédaadroite en pointillés sur la figure 55. Nous
constatons que la culture exposée a 1 mM de sEl@mtumule rapidement le sélénium

comparé a la culture exposée a 2 mM de sélénite.
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Figure 55 : profils d’accumulations du sélénite pala souche sauvage en présence de chloramphénicol
exprimés en pourcentage d’accumulation par rapparta souche sauvage en absence de chloramphénicol
droite en pointillés indique la limite supérieura goourcentage d’accumulation des mutants par rapgor
I'accumulation de la souche sauvage présentéeasfiglire 52.

Les cultures ont été concentrées a une absorbar@@am de 10 et exposées a 1 ou 2 mM de sél@niis.
ajouts de chloramphénicol ont été effectués au caler I'expérience avec la souche sauvage (50 pgéml
chloramphénicol, 3 heures avant I'exposition puls|8 / ml a 0 heure et 8 heures (les fleches iraitees
deux derniers ajouts de chloramphénicol)).

3. Prise en charge du séléniate

Deux approches ont été mises en ceuvre afin dexrajgaréhender la prise en charge du
séléniate pa€. metalliduransCH34.

Nous avons montré dans les chapitres | et Il quedssance d€. metalliduransCH34
est peu affectée par une exposition au séléniagoretaccumulation est trés faible. Dans la
littérature, le séléniate est décrit comme étamtelment transporté a I'intérieur des cellules via
le systéeme de sulfate perméases (Heider et Bi#%3), bien qu’il ne présente qu’une faible
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affinité pour cet oxyanion (Lindblow-Kulet al, 1985).C. metalliduransCH34 posséde 5
perméases potentielles du sulfate (SulP) (von Roatal, 2005). Dans la premiére approche,
afin de vérifier le passage du séléniate au tradesssulfate perméases @Ge metallidurans
CH34, des expériences mettant en compétition lénsde et le sulfate ont été réalisées.
L'objectif de ces expériences est d’essayer d’aumend’accumulation du séléniate par cette
voie en appauvrissant le milieu en sulfate.

Cette étude a été complétée par une autre appode les mutants résistants au
sélénite caractérisés par I'absence d’'une prot@iembranaire appartenant a la famille DedA.
Les capacités d’accumulation de ces mutants sadtééts et comparées a celles de la souche
sauvage exprimant la protéine DedA.

3.1. Effet de la compétition du sulfate sur la@®es charge du séléniate

Les résultats de cinétique d’accumulation du sahldnthez les bactéries cultivées dans
le milieu TSM appauvri en sulfate (TSM a 0,3 mMgidfate) rapportée a 'accumulation dans
le milieu non appauvri en sulfate (TSM a 3 mM d#ata) sont présentés sur la figure 56. A
partir de 5 heures d’exposition au séléniate, Uarglation dans les bactéries limitées en sulfate
est significativement différente de celle danshastéries non limitées (p < 0,01 pour 5 heures
d’exposition et p < 0,001 pour 10 a 48 heures diskpn). L'accumulation maximale du
sélénium dans les bactéries cultivees dans le undi®,3 mM de sulfate est plus de 6 fois

supérieure a celle des bactéries cultivées damdiku classique.
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Figure 56 : suivi de 'accumulation de sélénium dares bactéries cultivées en présence de 2 mM kbmisde
ajouté en phase stationnaire dans le milieu TSM ¢enant 0,3 mM de sulfatel’accumulation du sélénium
dans les bactéries cultivées dans le milieu conmtefz8 mM de sulfate est exprimée en pourcentageetie
obtenue dans le milieu non appauvri en sulfate (E5B1mM de sulfate). La barre d’erreur correspondaa
déviation standard de la moyenne de 3 mesures.
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3.2. Etude du transport du séléniate chez les raitésistants au sélénite

Une étude précédente (Ledghaitnal, 2005) a montré que la mutation du geleelA
des mutants résistants au sélénite avec lesqueals tnavaillons est directement liée a leur
résistance au sélénite et a son accumulation dapackérie. Ainsi, si le séléniate emprunte un
systéme de transport différent de celui du sélémgs mutants doivent avoir conservé les
mémes capacités accumulatrices du séléniate qoeithe sauvage.

Les résultats des cinétiques d’accumulation dungéi® apres culture des souches
mutantes RM6, RM7 et RM8 en présence de 5 mM dmidé sont identiques a ceux obtenus
pour la souche sauvage : moins de 5% du sélénimmtéajdans le milieu de culture est
accumulé par les mutants (résultats non montr@sinitation du genéedAn’a pas d’effet sur

la prise en charge du séléniate. Le séléniate memig pas le transporteur potentiel DedA.

3.3. Induction du transport du séléniate

L’induction d’'un mécanisme de transport du sél@niast recherchée comme
précédemment (paragraphe 2 de ce chapitre), eivarltles bactéries en présence d'un
inhibiteur de la synthese protéique, le chloramptuén Ces expériences sont réalisées en
cultivant C. metalliduransgCH34 dans le milieu pauvre en sulfate (0,3 mM déa&) a 2 mM
de séléniate. L’accumulation du séléniate est asdfisante pour visualiser l'effet de
I'inhibiteur de la synthese protéique sur le tramsplu séléniate. Les résultats, présentés sur la
figure 57, montrent que les bactéries accumulevit@m 40% de séléniate en moins lorsque les
cultures sont realisées en présence de chlorangahésignifiant que la prise en charge du
séléniate nécessite au moins partiellement la égetlde néo-protéines et qu’elle est donc
partiellement induite. La diminution d’accumulati@st significative a partir de 5 heures
d’exposition (p < 0,01 pour 5 heures d’expositionpe< 0,001 pour 10 a 48 heures

d’exposition).

147



Résultats et discussion

EcE
S o 8
R 3
g Sy T
Qe - o= 100 L
m"’gog
Sc=g™
§,82S T
~ = =}
= O £ ®© 9
© O ‘@© =
sS£2£ <€ SE= 0
ESLER
EEegg=£
3n 82793
g Lo ?50
2o
558G EQ
5 E <
L gL 3Sa
gES2E
mem(ﬁ
Cwo_h
O =c — O
8(/)0)"55
S5 € 0 o
589
& Q 0 T T T T
0 10 20 30 40 50

Temps (h)

Figure 57 : suivi de I'accumulation de sélénium dares bactéries en présence de 2 mM de séléniatie et
chloramphénicol ajoutés en phase stationnaire ddesnilieu TSM contenant 0,3 mM de sulfate par rappa
'accumulation dans le méme milieu en absence ddocamphénicol La barre d’erreur correspond a la
déviation standard de la moyenne de 3 mesures.
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Le tableau récapitulatif des résultats des chapitret Il est complété et présenté ci-

apres.
Sélénite Séléniate
Résistance
CMI 4 mM 8 mM

2mM: 24 h 2mM:<24h

Temps de latence AmM:72h 4-6mM: 24 h
6-8 MM : 96 h 8-12mM:72h

. . OmM:0,38 i OmM: 0,38 H
Vitesse de croissance >mM - 014 B 2.6 MM ‘030 F

4-8mM: 0,12 i

8-16 mM : 0,15 H

Accumulation

Quelques valeurs

Facteurs influencant

'accumulation

4-6 mM : 95%
soit 2000 a 2600 mg de Se p4g
de protéines

L’accumulation dépend

*de la concentration
initialement présente

«de I'état physiologique en
phase stationnaire

*de la concentration de la
source de carbone

de la durée d’exposition

2mM: <2%
1sgit 14 a 18 mg de Se par g de
protéines

L’accumulation dépend
«de I'état physiologique en
phase stationnaire

Consommation est
indépendante
*de la concentration
initialement présente

Transport

* partiellement dépendant dg

la synthese de néo-protéines

*non inhibé par le sulfate
«diminué chez les mutants
résistants au sélénite

| *partiellement dépendant de
la synthese de néo-protéines

«inhibé par le sulfate

«pas d’effet chez les mutants
résistants au sélénite

C

Tableau 13 : bilan des résultats des chapitresllia
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DISCUSSION ET CONCLUSION du chapitre 11l

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence eliffeimecanismes de prise en charge
du séléniate et du sélénite garmetalliduransCH34.

Prise en charge du séléniate :

Nous avons montré que le séléniate emprunte trélsaptement le transporteur du
sulfate chezC. metalliduransCH34. En effet, les bactéries cultivées dans uremlimité en
sulfate incorporent plus de séléniate. Cette autptien peut s’expliquer par une plus grande
qguantité de systémes de transport du sulfate emnsépa des conditions limitées en sulfate
comme cela a été démontré ch&almonella typhimurium(Dreyfuss, 1964). Pour de
nombreuses bactéries comme pGurmetalliduransCH34, la prise en charge du séléniate se
ferait par une sulfate perméase (Brown et Shi¥80L; Lindblow-Kullet al, 1985).

De plus, nous avons montré que les cultures réslisd présence d’'un inhibiteur de la
synthése protéique conduisaient a une diminution’ateumulation du séléniate dans les
bactéries : le chloramphénicol pourrait ralentirtien-over de la sulfate perméase. Dans la
littérature, selon les micro-organismes, le systéraasportant le sulfate est décrit comme
pouvant adapter la quantité de sulfate perméasémetion des conditions environnementales.
Par exemple, lorsque les composés intermédiairesydie d’'assimilation du soufre sont en
concentrations élevées dans le milieu intraceli@aalors les systemes de transports et les
protéines impliquées sont réprimeés (Yildizal, 1994 ; Marzluf, 1970 ).

Enfin, nous avons montré que les mutants résistansglénite accumulent le séléniate a
un taux comparable aux bactéries de la souche gauganfirmant que le mécanisme de prise

en charge du séléniate ne fait pas intervenirdéepre DedA.

Prise en charge du sélénite :

Nous avons montré que la prise en charge du sglimglique au moins deux systemes
de transport : la potentielle protéine DedA etuliade perméase.

En effet, quelles que soient les conditions deuceltestées, les mutants résistants au
sélénite ont perdu leur capacité de forte accunamatu sélénite comparés a la souche sauvage
. ils accumulent au maximum 20% de la concentratraximale accumulée par la souche
sauvage. Ces résultats sont parfaitement corr&éspapubliés par 'équipe de J. Coves sur la
consommation du sélénite présent dans le miliegultere par ces mutants (Ledghaal,
2005). Les auteurs ont montré que les souches magtae consommaient que 20% du sélénite
initial. Nous pouvons estimer que ch€z metalliduransCH34, environ 80% du sélénite
emprunterait la voie DedA, transporteur probablesélénite.
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Les mutants résistants au sélénite ne possedesitcptte protéine suite a l'insertion
aléatoire du transposon Tn5 dans un géne ayantoureehomologie avec ceux de la famille
dedA Les auteurs ont sequencé ce géaedAet la base de données ExPASy montre que la
protéine DedA, codée par ce gene, correspond dpnméine a 5 segments transmembranaires
supposant son implication dans des fonctions desp@t. Bien que cette famille de protéines
soit trés répandue a travers le phylum bactérieact@nies Gram positives et négatives ;
archaebactéries), ses fonctions restent inconmeegiamet al, 2005).

Nous avons mis en évidence que I'accumulation #&ngé par la souche sauvage est
diminuée d’environ 45% en présence d’un inhibitéartraduction, le chloramphénicol. Etant
donné que la voie majoritaire d’accumulation diésié serait attribuée au transport via la
protéine DedA, le transport du sélénite via ceftetgine serait partiellement induit. Des
mécanismes d’induction de transporteurs sont dectiez d’autres souches avec d’autres
métaux, par exemple, ch&z metalliduransCH34 etEnterococcus hiraeavec le cuivre et
Pseudomonas aeruginoaaec le chromate (Silver et Phung, 1996).

La persistance de l'incorporation du sélénite deszmutants pourrait étre assurée par
d’autres voies non spécifigues dans lesquelles uldate perméase pourrait intervenir.
Cependant, I'affinité de la sulfate perméase ptxyhnion sélénite est 50 fois moins élevée
que pour le sulfate chez. coli (Lindblow-Kull et al, 1985). Le faible taux de transfert du
sélénite chez les bactéries sauvages limitéesl&tesat chez les mutants peut s’expliquer par
une faible affinité des transporteurs d’autres saigpécifiques.

A notre connaissance, il n’existe pas de donnégsodibles sur la caractérisation d’'un
transport spécifique du sélénite chez les micraoigmes. Tres récemment, une protéine
SmoM, composant périplasmique d'un systéme de pgmahsTRAP, a été suggérée pour
transporter le sélénite ché&h. sphaeroide¢Bernier-Pierru, 2006). Une étude aveccoli a
montré que I'import du sélénite est effectué audra du transporteur sulfate mais la répression
de ce transporteur n’'inhibe pas compléetement lasmmmation du sélénite, suggérant le
passage du sélénite par un autre transporteurdéietral, 1998). Une autre étude aveccolia
mis en évidence I'expression d’'une protéine Gut3éponse a la présence de sélénite ou de
tellurite. La protéine GutS, codée par le ggn¢S est une protéine de 43 kDa présentant de
forte homologie avec des protéines impliquées tlamsnsport de molécules organiques et de
sucres (Guzzo et Dubow, 2000). Clg&zyphimuriumle sélénite est assimilé indépendamment
de la voie du sulfate puisque le transport estoti€ta la fois chez les bactéries sauvages
réprimées pour le transport du sulfate et chemlaants ayant perdu les fonctions de la sulfate
perméase (Brown et Shrift, 1980).
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La résistance au sélénite @e metalliduransCH34 repose sur sa réduction en sélénium
élémentaire comme cela a été démontré dans une gtédédente (Rouat al., 2001). En
revanche la résistance au séléniate est méconmezeCcimetalliduransCH34 puisque 'on ne
connait pas le mécanisme de transformation etestéels intermédiaires générés. L'étude de
la cinétique de transformation du sélénite et dénsgte palC. metalliduransCH34 au cours de

la croissance cellulaire fait I'objet du chapittevant.
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RESULTATS CHAPITRE IV

IV. MECANISMES DE REDUCTION DES OXYANIONS DE SELENI UM CHEZ C.
metalliduransCH34

Nous avons montré dans les chapitres précédentsCqumetalliduransCH34 est
capable de résister au sélénium (chapitre 1) etcdiamuler fortement le sélénite et dans une
moindre mesure le séléniate (chapitre Il). Le cagil a permis de mettre en évidence des
voies de prise en charge différentes pour les deyanions, suggérant des mécanismes de
résistance, transport et accumulation distincts.

A ce jour, ces mécanismes sont peu connus. Afippbeer des éléments de réponse et
de les caractériser, les formes de sélénium ac&esuans les bactéries sont recherchées au
cours de la croissance microbienne chez la souztreage et chez les mutants résistants au
sélénite. La spectroscopie d’absorption des rayo(SANES et EXAFS) et I'analyse ICP-MS
sont combinées pour identifier et quantifier legeees séléniées accumulées dans les bactéries.
La microscopie électronique a transmission couglée I'analyse dispersive en énergie (EDX)
permet I'observation et I'identification de formgi&cipitées de sélénium. Les espéces séléniées
solubles sont identifiées par HPLC-ICP-MS. Les @ras ayant incorporé du sélénium sont
recherchées par SDS-PAGE-PIXE. Ces informationsrppuipermettre d’estimer I'importance
relative de plusieurs voies de transformation dggwions du sélénium ché&z metallidurans
CH34.

1. Spectroscopie par absorption des rayons X de cposés de référence

Les expériences XAS sont réalisées sur la lignéudeere FAME de I'ESRF, ligne
dédiée a l'analyse d’échantillons dilués, en caltation avec Olivier Proux (Laboratoire de
Géophysique Interne et Tectonophysique, Grenolilelean-Louis Hazemann (Institut Néel,
Grenoble), responsables de l'instrument, et aveal@ée Sarret (Laboratoire de Géophysique
Interne et Tectonophysique, Grenoble).

La technigue XANES (X-ray absorption near edgecstme), au seuil K du sélénium,
apporte des informations sur I'état d’oxydationl@tforme chimique de cet élément. Sa
sensibilité est aujourd’hui bien établie (Pickeriegal, 1995 ; Pickeringet al, 1999). Le
sélénium élémentaire (degré d’oxydation (0)), lémiée (degré d’oxydation (+1V)), le séléniate
(degré d’oxydation (+VI)) et plusieurs espéces élérsum organique (états d’oxydation (-11))
peuvent étre identifiés.
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La figure 58 montre les spectres des composésfdenée utilisés dans cette étude.
L’énergie au saut d’absorption est déterminée paddrivée du seuil grace au programme

Winxas.
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Figure 58 : spectres XANES au seuil K du séléniura domposés de référenfles références sont sous forme
de poudre lorsque I'état n'est pas spécifié). Lieuaentre parenthéses correspond a I'énergie duppincipal.

La droite indique la position du pic principal délénium élémentaire rouge. Le radical R correspandn
groupement alkyle.

Le tableau 14 montre la discrimination des compakeséférence en fonction de la
différence d’énergie du spectre au saut de sewbsdirption. Les especes inorganiques,
sélénium élémentaire rouge BBesélénite (S¥) et séléniate (S8, sont différentiables puisque
la différence en énergie du saut de seuil estsauffe pour les distinguer. Le déplacement en
éenergie du maximum de la raie blanche entre leéddgixydation 0 (sélénium élémentaire) et
certaines espéces au degré d’oxydation —Il (alls@eniures (RSeR) avec Se-méthyle L-
sélénocystéine et sélénométhionine) est égaleméigasit pour les distinguer.

En revanche, il est difficile par XANES de diffénéer le triplet S& RSSeSR et

RSeSeR et le doublet RSeSeR et RSeR, car le dématen énergie est inférieur a 0,5 eV.
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L’espéce sélénocystéine (RSeH), composé instatdepas pu faire parti de notre base de

données.

Différences d’énergie

Composés de référence .
P entre les sauts de seuil (eV)

sé/sé’ 1 sé 32a7,8
Séet RSeR 1,6
RSSeSR et RSeR 1

Sé€/ RSSeSR / RSeSeR <05

RSeSeR et RSeR <05

Tableau 14 : différence d’énergie entre les sauts deuil des composés de référencésne différence
inférieure a 0,5 eV de la valeur d’énergie du prinpipal ne permet pas la différentiation des egmen
mélange a partir des données XANES.

2. Cinétigues de transformation des oxyanions du Enium

Les spectres XANES obtenus aprés analyse des taotsriens prélevés au cours de la
croissance microbienne sont exploités d’'une partup@ approche statistique par analyse en
composante principale (ACP), qui détermine le nariiespeces de sélénium présentes dans
les bactéries et d’autre part, par analyse par gwigon linéaire des spectres de référence
disponibles dans notre base de données, qui pHlésigspéces et détermine leurs pourcentages
respectifs (cf. Matériels et méthodes, chapitr)li

Dans tous les échantillons bactériens que noussaawalysés, aux temps d’exposition
les plus courts au sélénite ou au séléniate, etem@ur des faibles taux d’accumulation, les
especes séléniées ont pu étre détectées. L'ardilyseéchantillon bactérien issu d’une culture
non exposée au sélénium n'a pas présenté de qudatectable de sélénium par rayonnement
X. Dans le cas des échantillons récoltés aprésseiqoau sélénite ou au séléniate, le sélénium
détecté est bien un produit de réaction de I'oxyamit non pas du sélénium constitutif contenu

dans les acides aminés et/ou les protéines.

2.1. Cinétique de transformation du sélénite paolache sauvage

La figure 59 présente des spectres XANES des éttbaatbactériens aprés exposition
a 2 mM de sélénite. Le sélénite est ajouté a diffésr stades de la croissance microbienne : en
début, milieu et fin de phase exponentielle dessance (cultures présentées dans le chapitre
).

Lorsque le sélénite est ajouté en début de craiss@absorbance a 600 nm de 0,3), le

maximum de la raie blanche se situe a 12,6637 ke heure). On note la présence d'un
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léger épaulement dans la zone des faibles énergliggiérant que la bactérie contient du
sélénite et probablement une proportion minoritdigesélénium organique. De 1 a 48 heures
d’exposition au sélénite, les spectres sont idaesget le saut de seuil s’effectue a 12,6599
keV, valeur d’énergie intermédiaire entre I'espé&rganique RSeR et le $eA 96 heures
d’exposition, le saut de seuil se déplace Iégérémers les basses énergies (maximum a
12,6596 keV) et atteint la position de”@epartir de 120 heures d’exposition (12,6592 keV).

L’approche statistique ACP indique que la série spectres peut étre décrite en
composant un meélange de 3 especes séléniées. Ukatsim avec les spectres des composés de
références de notre base de données identifiddaiwé(S&'), le sélénium élémentaire rouge
(S&) et un alkyle séléniure RSeR comme composés pangi

La répartition des especes seéléniees dans lesribact#u cours de la croissance
microbienne déterminée par ce traitement est réporsur la figure 59. On note
gu’'immédiatement apres l'introduction du sélénligesélénium accumulé dans les bactéries est
composé pour 60% de sélénite et 40% de séléniumniopge (RSeR). Puis, de 1 heure
d’exposition jusqu’a la fin de la phase de late(® heures), une proportion équivalente de
RSeR et de Seest présente dans les bactéries. A partir de @fehal’exposition au sélénite
(phase stationnaire de croissance)? Sevient I'espéce majoritaire, puis I'espéce unique

détectée en fin d’expérience (au-dela de 120 haliegposition).
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Figure 59 : spectres XANES au seuil K du séléniutndéstribution des espéces séléniées obtenus a&wiffts
temps d’exposition de C. metallidurans CH34 a 2 nil sélénite Le sélénite est ajouté dans le milieu de
culture a différents stades de la croissance (ODabsorbance a 600 nm, a 0,3, 1 ou 3). La distriuties
especes de sélénium est déterminée par la simulat@ combinaisons linéaires a partir de spectres de
références.

La figure 60 présente les concentrations de chadesespéces séléniées au cours de la
croissance microbienne lorsque le sélénite estt@jdans le milieu de culture en début de
croissance (absorbance a 600 nm de 0,3). Elles déerminées par normalisation des
pourcentages d’especes présentés sur la figureab9apconcentration en sélénium total
accumulé dans les bactéries. Durant la périodaifeefaccumulation, les quantités de RSeR et
de S8 présentes dans les bactéries restent inférieuP@snag de sélénium par g de protéines.
Lors de la période de forte accumulation qui sdié @48 a 96 heures d’exposition), la
concentration en RSeR est quasi constante (de205vg de sélénium par g de protéines), alors
que la concentration en Saugmente fortement (de 20 & 140 mg de séléniumgpde
protéines). Toutefois, la forme dominante di’ @a-dela de 120 heures d’exposition peut
masquer de faibles concentrations d’autres esys&tésiées. La limite de détection est estimée
a 5% du sélénium total.

Lorsque le sélénite est ajouté au cours de la plexpenentielle de croissance
(absorbance a 600 nm de 1) et en début de phdagmstare (absorbance a 600 nm de 3), des
évolutions similaires de la spéciation sont obsesv@igure 59). Les espéces RSeR &tspat
détectées durant la période de faible accumulatioprofit de la seule espéce’Bendant la

forte accumulation. On constate que la productierS& est plus rapide a hautes valeurs de
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densités cellulaires. Par exemple, & 48 heurepdation, la bactérie contient 99 mg dé Sar
g de protéines quand le sélénite est ajouté a hsmiaance a 600 nm de 1 comparé a 20 mg de

Sé&par g de protéines quand le sélénite est ajouté @bsorbance & 600 nm de 0,3.
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450T 10 1 10 @ Se(lv)

400 | r O R-Se-R
r L1 W Se(0)
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0!-. . . .I. . ‘ N N
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Figure 60 : cinétique de réduction du sélénite aows de la croissance de C. metallidurans CH24mM de
sélénite sont ajoutés au moment de l'inoculations@bance a 600 nm de 0,3). La croissance estespiar
lecture de I'absorbance a 600 nm. Les espéces aigdh sont déterminées par combinaison linéaire de
spectres XANES. Les concentrations en séléniumottahues par normalisation des pourcentages despée

par la concentration en sélénium total déterminée [CP-MS. La barre d’erreur correspond & 5% du
sélénium total.
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Il est a noter que les espéces méthyles de séléoatrminoritaires puisque le bilan de
matiere entre la quantité de sélénium accumulés tEmbactéries et la quantité de sélénite

initialement présente dans le milieu de culturesapérieur a 90%.

2.2. Cinétique de transformation du sélénite paniatants

La figure 61 présente les spectres XANES et lartitjom des espéces au cours de
I'accumulation du sélénite chez la souche mutay FDes résultats similaires sont obtenus
avec la souche RM8 (résultats non présentes). &suexpériences, les bactéries sont exposees
a 10 mM de sélénite, ajouté soit en debut soitredd phase exponentielle de croissance.

Durant les 6 premiéres heures aprés ajout du s&léan début de croissance
exponentielle (absorbance a 600 nm de 0,3), I'éaalg la raie blanche du spectre XANES se
situe a 12,6596 keV, ce qui correspond a une énarggrmediaire entre le maximum de la raie
blanche de I'espéce organique RSeR et du séléniémeétaire S& Puis de 12 & 34 heures
d’exposition au sélénite, les spectres sont idaetq le saut de seuil se situe a une énergie de
12,6601 keV. De 48 a 96 heures, il s'effectue & plasse énergie : 12,6595 keV.
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Pour cette série de spectres, la simulation avpoolgramme de combinaison linéaire et
la base de données de références séléniées ddastrde données conduit, comme dans le cas
de la souche sauvage, a la détection de trois esgEmcipales dans les échantillons issus des
bactéries mutantes : le sélénite, le sélénium aiéare et un alkyle séléniure RSeR.

Pendant la phase de latence, c’est-a-dire durart leremiéres heures d’exposition, le
sélénium organique RSeR et le sélénium élémenBatesont détectés mais I'espéce’ get
majoritaire. Entre 12 et 34 heures d’expositiorgta-dire entre la fin de la phase de latence et
le début de la phase exponentielle de croissatece)élange entre le RSeR et I€ Séquilibre.

De 48 a 96 heures d’exposition, le sélénium éléaentevient a nouveau majoritaire (plus de
85%). Durant cette période, la proportion de RSeRtde (de 7 a 34%). Il est a noter que la
proportion de sélénite détectée en début de cumdtigest pas significative (< 10%).

Cependant, la reconstruction du spectre en terenpte de cette espece améliore la simulation

(par exemple a 6 heures d’exposition, la qualitBajiestement est améliorée de 36%).

Espéces de sélénium (%) Stade de croissance
se’  RSeR Se"
93 0 Phase stationnaire
88 12 0
85 15 0
© 45 55 0 Phase de
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©
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S 38 62 0
g i Phase de latence
% . 71 25 4
o 68 32 0
o
7}
g _
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——Ah/',': 100 0 0
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T 96 0 4
| Aso3 30 ;
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Figure 61 : spectres XANES au seuil K du sélénium et distrilouti des espéces séléniées obtenus aprées
différents temps d’exposition de la souche muta®7 a 10 mM de sélénited_e sélénite est ajouté dans le
milieu de culture a différents stades de la cromsa(absorbance a 600 nmgff de 0 ,3 et 3). La distribution des
espéces de sélénium est déterminée par la simuldéccombinaison linéaire a partir de spectres éi&rences.

La droite indique la position du pic principal délénium élémentaire rouge. Les valeurs en desseue ne
sont pas significatives (valeurs grises en italgjue
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L’évolution au cours de la croissance des conckofr® de chacune des espéces
séléniées accumulées dans les bactéries lorsgé&tate est ajouté a une absorbance de 0,3 est
présentée sur la figure 62. Les concentrationseEmisim dans les bactéries sont déterminées
par normalisation des pourcentages d’especes pédsaumr la figure 61 par la concentration en
sélénium total accumulé dans les bactéries.

Durant la phase de latence, °Sest en concentrations supérieures & RSeR
(respectivement, 14 et 6 mg par g de protéines).céurs de la phase exponentielle de
croissance, ces deux especes sont en concentratjanalentes et ne dépassent pas 12 mg de
sélénium par g de protéines. De 48 a 96 heurespdsition, la concentration en RSeR
augmente de 8 a 23 mg de sélénium par g de pretdroer la souche sauvage, la concentration
en RSeR atteignait en moyenne 17 mg par g de pest@ntre 48 et 96 heures d’exposition.

Enfin et comme cela a déja été souligné dans lededa souche sauvage, le sélénite
ajouté a haute densité cellulaire (absorbance ard0de 3) entraine une production de
sélénium élémentaire plus rapide. Par exemple, lieutes d’exposition, la bactérie RM7
contient 27 mg de Sear g de protéines quand le sélénite est ajoute@bsorbance & 600 nm
de 3, comparé & 14 mg de’Par g de protéines & 5 heures d’exposition quarselinite est

ajouté a une absorbance a 600 nm de 0,3.
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Figure 62 : cinétigue de réduction du sélénite avws de la croissance de RM7Z20 mM de sélénite sont
ajoutés au moment de l'inoculation (absorbance & 6@ de 0,3). La croissance est suivie par lectige
I'absorbance a 600 nm. Les especes de sélénium dsgietminées par combinaison linéaire des spectres
XANES. Les concentrations en sélénium sont obtgomaresormalisation des pourcentages d'especes par |
concentration en sélénium total déterminée par NI®- La barre d’erreur correspond & 5% du sélénium
total.

160



Résultats et discussion

2.3. Caractérisation des particules de séléniumeiéaire formées aprés exposition au sélénite

Le sélénium élémentaire formé par réduction dung@éonduit a I'apparition d’'une
coloration rouge caractéristique de la cultureuifieg63). Le sélénium élémentaire est insoluble
en milieu aqueux. Lorsqu€. metallidurans CH34 transforme le sélénite en sélénium
élémentaire, celui-ci précipite dans les bactésess la forme de nanoparticules denses
observables par microscopie électronique a trarséoms La cinétique de formation de ces
particules est suivie au cours de I'exposition@emetalliduransCH34 a 2 mM de sélénite
ajouté en début de phase exponentielle de croissamen phase stationnaire (figure 64). Les
bactéries sont observées aprés dép6t direct deermiep de culture sur une grille de

microscopie (microphotographies A a E) ou apre$isatéon de coupes ultra fines de culots

bactériens (microphotographies F a H).

Figure 63 : cultures de C. metallidurans CH34 en sdnce (A) et en présence de 2 mM de sélénite (B).
coloration rouge de la culture (B) refléte la rédion du sélénite en sélénium élémentaire.

La premiere méthode permet de visualiser les péescdenses aux €électrons par
transparence a travers la membrane bactérienegt. dinsi possible d’estimer le pourcentage de
bactéries contenant une particule de sélénium. I©s&lénite soit ajouté en début de phase
exponentielle de croissance ou en phase stati@mairobserve au maximum une particule par
bactérie. Lorsque le sélénite est ajouté au momena phase stationnaire, 43% des bactéries
contiennent une particule de sélénium au bout Heuses de contact (figure 64C). Lorsque le
sélénite est ajouté en début de phase stationai#é,des bactéries contiennent une particule
au bout de 24 heures d’exposition (cf. tableau %8st a noter que de nombreuses particules
denses sont présentes dans le milieu extraceiufigures 64C et 64G). C'est a ce moment

que la coloration rouge de la culture apparait.
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La seconde méthode permet de préciser finementcidisation de la particule dans la
bactérie. Les particules de sélénium sont des epléguliéres présentes principalement dans le
cytoplasme des bactéries des les premieres helagsodition lorsque la culture est en phase
stationnaire (figure 64F). Plus rarement, des @ads sont observées dans I'espace
périplasmique (figure 64H). La taille des particukugmente avec le temps d’exposition au
sélénite (tableau 15) : le diametre moyen desquaes au cours de la cinétique est de 100 nm.
De plus grosses particules sont observées a lgnitedes bactéries ou adsorbés a la surface des
bactéries aux temps longs d’exposition (diamétsgyla 250 nm). L'analyse EDX focalisée sur
une particule dense de coupe ultra fine de bastédgéele la présence de sélénium mais

également d’'oxygéne, de chlore et de phosphoreréig5).
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Figure 64 : cinétique de formation des particuleg délénium élémentaire par C. metallidurans CH34 eours
de I'exposition a 2 mM de sélénite. Les observasiaie cellules entiéres (A a E) et de coupes ulires de
bactéries (F et G) sont réalisé@ar microscopie électronique a transmissioDurées de I'exposition au sélénite
des cellules entiéres : (A) 0 minute, (B) 1h30, 36) (D et E) 24h. (F) coupe ultra fine de bactérapres 6h de
contact avec le sélénite contenant une particules@énium élémentaire dans son cytoplasme et (G)ecaltra
fine de bactéries aprés 17h de contact avec legéléontrant a la fois des particules de sélénélémentaire a
I'extérieur et a l'intérieur des bactéries dans dgtoplasme ou dans I'espace périplasmique (H). tedtules
entieres sont prélevées a partir d’'une culture den€talliduransCH34 exposée au sélénite a densité cellulaire fixe
(Asoo = 10 dans le milieu TSM contenant 0,2% de glucendtes coupes ultra fines sont obtenues au ccurseed
culture en croissance de C. metallidura®id34 en présence de sélénite ajouté en début de cramiesaxponentielle
le milieu TSM contenant 2% de gluconate.

Durée d’exposition | Diametre des particules adsorbées ou aBactéries contenant
a 2 mM de sélénite I'intérieur des bactéries (nm) 1 particule (%)
1h30<t<3h 30-90 <10 (n =50)
3h<t<24h 60 - 90 43 (n = 89)
> 24 h 100 - 175 74 (n =73)

Tableau 15 : taille des particules de sélénium é&ntaire observées au cours de I'exposition de C.
metallidurans CH34 a 2 mM de sélénita correspond au nombre total de bactéries consptée
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Figure 65 : spectre EDX d’'une particule dense dalescytoplasme d’'une bactérie exposée a 2 mM dengélé

Le signal du sélénium se situe a 1,37 keV (raieagell,22 (raie Sel) et 12,49 keV (raie S¢& Les pics
d’énergie correspondant au cuivre sont dus a liatgion du faisceau électronique avec la grille dévre ou
sont déposées les coupes ultra-fines.

Les granules de sélénium isolés d’'une culture bacige aprés exposition au sélénite
sont également observés aprés dépbt direct sule gilé microscopie électronique a
transmission. La figure 66 permet de les comparédes granules de sélénium élémentaire
abiotiques (préparés par synthese chimique). llaesbter que les particules biotiques sont
isolées les unes des autres. Les particules denesgtforment des agrégats de tailles
hétérogenes. La taille moyenne des particulesighis est environ cing fois supérieure a celle

des particules formées par les bactéries (nanopkesi) (figure 66B).

100 nm 500 nm

Figure 66 : microphotographies prises au microscopkectronique a transmission de particules de sélém
élémentaire (A) particules de sélénium élémentaire isoléemeé’culture en fin de réduction de 2 mM de sélénite
(B) particules de sélénium élémentaire abiotiquertstisées par réduction du sélénite avec I'aeisieorbique.
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2.4. Cinétigue de transformation du séléniate @aoliche sauvage

La figure 67 présente des spectres XANES et lartiipa des especes dans les
bactéries aux difféerents stades de la croissances apxposition a 2 mM de séléniate.
L’approche ACP pour cette série de spectres prolaogeesence de trois espéces de sélénium :
le séléniate, le sélénite et une espéce organigumiiice comme un alkyle séléniure RSeR.

Lorsque le séléniate est ajouté dans le milieuutteire a une absorbance a 600 nm de
0,3, I'espéce séléniate $est détectée dans les culots bactériens durah?lpeemiéres heures
d’exposition. A 12 heures d’exposition au sélénidds bactéries contiennent un mélange de
Se’', Sé¥ et RSeR. La simulation du spectre obtenu a pdeif’échantillon collecté a 24
heures d’exposition au séléniate est significatisemaméliorée en ajoutant le °Sa la
reconstruction (la qualité de I'ajustement est @néé de 27% en ajoutant 8% de%Se
Toutefois, cette espéce n’est pas un composé pahdu systeme. A des temps d’exposition
plus longs, le RSeR devient la seule espéce détecté

Lorsque le séléniate est ajouté en milieu de pbapenentielle (absorbance a 600 nm
de 1), la méme évolution de spéciation du séléresinobserveée. La reconstruction du signal
propose deux composés principaux. L'alkyle sélénRiBeR reste I'espece majoritaire quel que
soit le temps d’exposition. Le séléniate n'est plégecté. Le sélénium élémentaire est présent

dans des proportions plus importantes, jusqu’a did%elénium total aux temps courts.
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Figure 67 : spectres XANES au seuil K du sélénium et distrilmutides espéces séléniées obtenus a différents
temps d’exposition de C. metallidurans CH34 a 2 nmiMd séléniateLe séléniate est ajouté dans le milieu de
culture a différents stades de la croissance (ODrespond a l'absorbance a 600 nm de 0,3 ou 1). La
distribution des espéces séléniées est détermaméka gimulation de combinaison linéaire a partie dpectres

de références. Les valeurs en dessous de 10% hpasonignificatives (valeurs grises en italiques).

La figure 68 montre I'évolution des concentratialeschacune des especes au cours de
la croissance bactérienne lorsque le séléniatajeste a une absorbance a 600 nm de 0,3. La
concentration en RSeR, espece majoritaire au adeira transformation du séléniate, reste
inférieure & 20 mg par g de protéines comme danadale I'exposition au sélénite. Les 8% de
Sé détectés dans la culture exposée a une absorba@@®nm de 0,3 correspondent & 1 mg de
S& par g de protéines. Pour la culture exposée a absorbance & 600 nm de 1, la

concentration en Selans la bactérie ne dépasse pas 2,1 mg par @tnes.

166



Résultats et discussion

5
(0]
©
(@)]
> B Se(0) ],
E OR-Se-R 1
£ Ose(v) E
3 W Se(VI) o
o8 ﬁ 138
O C «©
[T [
[ "6 (8]
(] E. c
0 128
i) o
g 3
@ 11
(8]
[
@]
&)

0

20 30 40 50 60 70 80
Temps (h)

Figure 68 : cinétiqgue de réduction du séléniate @unt la croissance de C. metallidurans CH32 mM de
séléniate sont ajoutés au moment de l'inoculataips¢rbance a 600 nm de 0,3). La croissance estespar
lecture de I'absorbance a 600 nm. Les especes ldeisd sont déterminées par combinaisons linéaites
spectres XANES. Les concentrations en séléniumodtahues par normalisation des pourcentages despé
par la concentration en sélénium total déterminge pCP-MS. La barre d'erreur des espéces séléniées
correspond at 5% du sélénium total.

2.5. Cinétique de transformation du séléniate ganiutants

La figure 69 présente les spectres XANES et lartitjoan des especes lors de la
cinétique de réduction du séléniate chez les ssuth#antes RM6, RM7 et RM8. Les bactéries
mutantes ont été exposées a 5 mM de séléniateégjaut fin de phase exponentielle de
croissance (absorbance a 600 nm de 3).

La simulation avec le programme de combinaisoralneéet notre base de données de
références séléniées conduit a la détection des egpeces séléniate et un alkyle séléniure
RSeR dans les échantillons issus des bactériesitasta

Chez les trois souches mutantes aprés 6 heurepodiéon au séléniate, I'espéece
séléniate est majoritaire (de 70 a 82%) ; 'espgeBeR est présente a hauteur de 18 a 38%. Puis
de 24 a 48 heures d’exposition au séléniate, lEspeganique RSeR devient majoritaire (90 a
95%).
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Figure 69 : spectres XANES au seuil K du sélénium et distrilmmtides espéces séléniées obtenus a différents
temps d’exposition des souches mutantes RM6, RMRMB a 5 mM de séléniatd_e séléniate est ajouté dans
le milieu de culture a une absorbance a 600 nm.dea3listribution des espéeces de sélénium estméiée par

la simulation de combinaison linéaire a partir dgestres de références. La droite indique la positiu pic
principal du sélénium élémentaire rouge. Les valeemn dessous de 10% ne sont pas significativesufsal
grises en italiques).

L’évolution des concentrations des espéeces séekm@steobtenue par normalisation des
pourcentages d’especes présentés sur la figurea69apconcentration en sélénium total
(résultats non montrés). A 6 heures d’expositi@anld a 15 mg de séléniate par g de protéines
sont présents dans les souches mutantes. La coatcanen alkyle séléniure RSeR est voisine
de celle déterminée pour la souche sauvage (16amg de protéines a 48 heures d’exposition

pour le mutant RM8 par exemple).

2.6. Compétition entre le sélénite et le sélér@mtede la réduction du sélénium

Nous avons montré qu’au cours de la croissanceobiamne, le sélénite accumulé dans
les bactéries est completement réduit en séléniemedtaire. Par ailleurs, I'exposition des
bactéries au séléniate conduit & sa faible accdionlalans la bactérie. Le séléniate se
transforme pour une fraction en sélénite. Par ekemapl2 heures d’exposition, 42% du
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séléniate accumulé dans les bactéries est transfemmsélénite, soit environ 3 mg par g de
protéines. Ce sélénite intracellulaire ne condependant pas a la formation de sélénium
élémentaire. Afin de comprendre cette différence agnportement, nous avons testé
I'éventuelle compétition entre le sélénite et |EsE@te lors de la réduction du sélénite : est-ce
que la présence de séléniate pourrait empéchematsformation du sélénite en sélénium
élémentaire ?

Les bactéries sont exposées a la fois au séléniae séléniate, introduits en méme
temps ou a des temps différents ('une des espeEstastroduite 3 heures apres l'autre), a des
concentrations équivalentes (2 mM) ou difféerentiesnM de sélénite et 10 mM de séléniate).
Dans chacun de ces cas, les cultures deviennemgfesoau lendemain de I'exposition,
démontrant la réduction du sélénium en séléniumeétdaire. Le séléniate n’inhibe pas la

réduction du sélénite.

3. Réduction du séléniate en milieu limité en sulfa : compétition entre le séléniate

et le sulfate

3.1. Identification et quantification des especéséyées lors de la réduction

Nous avons montré dans le chapitre Il que le milspauvri en sulfate favorise
'accumulation du séléniate dans les bactéries. @ertenu de ce résultat, nous examinons la
spéciation du sélénium lorsque les bactéries aclamhune plus grande quantité de séléniate.
La figure 70 présente les spectres XANES et lartiéjon des especes lors de la cinétique de
réduction du séléniate chez la souche sauvage @x@o2 mM de séléniate dans le milieu TSM
contenant 0,3 mM de sulfate. Juste aprés ajoutéthniate (en fin de phase exponentielle),
I'énergie de la raie blanche du spectre XANES s@esh 12,6669 keV, ce qui correspond a
I'énergie du saut de seuil de la référence sélénla présence d’'un épaulement a plus faible
énergie suggere que la bactérie contient une piiopode sélénium organique et/ou de
sélénium élémentaire. Au cours de la croissancetébaocne (entre 5 et 144 heures
d’exposition), le pic a 12,6669 keV tend a dispaeaau profit du pic a 12,6601-12,6609 keV.

L’approche statistique ACP pour cette série de tspe@ropose un mélange de trois
composés principaux. Deux d’entre eux sont idergiiomme le séléniate ($eet une espéce
organique d’alkyle séléniure (RSeR). Pour le tesis2 composé, la simulation la plus proche
du signal expérimental est obtenue avec les esfe88&SR ou Sela différence d’énergie
des seuils pour les espéces RSSeSR%eeSenférieure & 0,5 eV et donc insuffisante dear
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différencier. C’est pourquoi des simulations dearéfion d’especes séléniées sont proposées
en prenant en compte la présence d’'une espécel@wtte.

La figure 70A présente I'évolution des especesns@ds dans les bactéries obtenue avec
la premiere simulation, incluant I'espéce sélérnéganique RSSeSR. Dans cette premiere
hypothése, les trois espéces principales sont ldoséléniate et les espéces organiques RSeR et
RSSeSR. Immédiatement apres introduction du sééians le milieu de culture, 86% du
sélénium détecté dans les bactéries est sousrtee feéléniate. En méme temps, la bactérie a
déja transformé une fraction de séléniate en Iespeéganique RSeR (14%). Au cours des 24
heures suivantes, le séléniate et lalkyle séléni®RSeR sont présents en proportions
équivalentes. Puis de 48 a 144 heures d’exposiagoroportion de séléniate diminue de moitié
tandis que la fraction de RSeR reste constantes dercette période, 'espece RSSeSR apparait
et a partir de 96 heures, elle se stabilise autoure valeur moyenne a 421%.

La figure 70B présente la seconde proposition prilsition. Dans cette hypothese, les
trois espéces principales sont le séléniat¢'YSen alkyle séléniure RSeR et le sélénium
élémentaire (S& Les résultats de simulation sont trés prochescelex obtenus avec la
premiére simulation : I'espéce RSSeSR est remplpeéadu S& Cette hypothése prend en
compte la formation de sélénium élémentaire. Cematinch aucun moment la culture n’a
présenté de coloration rouge caractéristique de espéce. Il est a souligner ici que la quantité
de sélénium élémentaire formé dans la bactérieépasserait par 17 mg par g de protéines.
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Figure 70 : spectres XANES au seuil K du séléniurndéstribution des espéces séléniées obtenus #miffts
temps d’exposition de C. metallidurans CH34 a 2 nudd séléniate ajoutés dans le milieu TSM contenar 0
mM de sulfate Le séléniate est ajouté dans le milieu de culendin de phase exponentielle de croissance. La
distribution des espéces de sélénium est déternpaéda simulation de combinaison linéaire a parties
spectres de références en présence de RSSeSRdA)SRAB). La droite indique I'énergie du pic principdl
sélénium élémentaire rouge. Les spectres supérirrespondent aux références de séléniate de so(he'),

de sélénium élémentaire rouge YSet de I'espéce organique sélénodiglutathion (FBESeLe spectre XANES du
séléniate correspond a du séléniate de sodiumadiissd expliquant les oscillations vers 12,685 ke nous
n'observons pas dans les spectres XANES des lesctéri

3.2. Identification de la troisiéme espéce sélénkR8SeSR ou 8&

En conditions limitées en sulfate, la spectroscOpdNES montre que les bactéries
accumulent le séléniate et le transforment en &sjEces qui sont $eRSeR et RSSeSR ou
Sé (la différence d’énergie entre les raies blandefSSeSR et $étant inférieure & 1 eV, il
n'est pas possible de différencier ces espéceXAEES).

Deux méthodes sont employées pour essayer de grrécisespece la plus probable est
RSSeSR ou Se la microscopie électronique & transmission aéeigl I'analyse dispersive en

énergie (MET-EDX) permet I'éventuelle observatioa particules de sélénium élémentaire
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précipitées dans les bactéries ; 'TEXAFS (Extendeady absorption fine structure) apporte des
données structurales précises sur les premiermgalss atomes de sélénium contenus dans les

échantillons bactériens.

3.2.1. Analyses MET-EDX

La figure 71 montre les microphotographies prisasn@croscopie électronique a
transmission de coupes ultra fines@emetalliduransCH34 au cours de I'exposition a 2 mM
de séléniate en milieu limité en sulfate. Nous mmsvsouligner ici la présence de nombreux
granules peu denses a l'intérieur du cytoplasme l#edéries. Des particules denses aux
électrons sont également observées (figures 7IR @} mais leur analyse par EDX ne révéle
pas la présence de sélénium (figure 72). L’hypathdess la présence de sélénium élémentaire

semble pouvoir étre écartée.

Figure 71 : microphotographies prises en microsceglectronique a transmission de coupes ultrafirdes C.
metallidurans CH34 au cours de I'exposition & 2 mdié séléniate dans le milieu limité en sulfate (D3 (A)
0 minute, (B) 5 heures, (C) 24 heures, (D) 49 hedtexposition. Les fleches montrent les particdesses aux
électrons dans les bactéries.
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Figure 72 : spectre EDX d’une particule dense daescytoplasme d’une bactérie exposée a 2 mM denizté
dans le milieu TSM limité en sulfateLe signal du sélénium devrait se situer a 1,37 faie Selg), 11,22 (raie
Seka) et 12,49 keV (raie S¢i comme indiqué par les fléches.

3.2.2. Analyses EXAFS

Afin de préciser I'environnement structural du sélén accumulé dans les bactéres
metalliduransCH34 au cours de I'exposition a 2 mM de sélén@temilieu limité en sulfate,
les données EXAFS sont analysées pour deux tengpgabition. La figure 73 présente les
spectres EXAFS obtenus dans chacune des conditiessspectres des références séléniate,
alkyle séléniure RSeR (Se méthyle L-sélénocystéiel-sélénométhionine), sélénium
élémentaire et RSSeSR y figurent également.

En début d’exposition (5 heures), nous avons modéés le paragraphe 3.1 par la
combinaison linéaire de spectres de référencesegusactéries contiennent les espéces &e
RSeR en proportions équivalentes. Dans ce cag/ & pas d’ambiguité sur I'absence dé Se
et/ou RSSeSR. Les oscillations EXAFS extraites résgntées dans I'espace des vecteurs

d’onde sur la figure 73 confirment le mélange.
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T i Bactéries

B temps court d’exposition (5h)

Références

v séléniate Sé

o Se méthyle L-sélénocystéine RSeR

K> (k) (A?)

v L-sélénométhionine RSeR

B séléenodigluthation RSSeSR

o sélénium élémentaire rouge®Se

k (A

Figure 73 : oscillations EXAFS dans I'espace descteurs d’'onde au seuil K du sélénium des échantiko
bactériens en début (spectre noir) et fin d’expasit (spectre orange) a 2 mM de séléniate dans léaaiTSM
contenant 0,3 mM de sulfate et de références dérsiém avec de haut en bas : séléniate {$eSe méthyle L-
sélénocystéine (RSeR), L-sélénométhionine (RSeR)érmdigluthion (RSSeSR) et sélénium élémentaire
rouge (S8). Les oscillations EXAFS sont extraites des spsati@bsorption X au seuil K du sélénium. Le signal
EXAFS permet de visualiser les oscillations coroegfantes aux interférences entre le sélénium eatlmmes
voisins. Ainsi, les oscillations des spectres EXp&nettent de différencier les espécéseB®SSeSR.

En fin d’exposition (144 heures), les deux postédsl de spéciation, décrites dans le
paragraphe 3.1, sont rappelées dans le tableau LE$Aoscillations EXAFS sont a leur tour
simulées et les résultats sont présentés danisléatal6B.

La simulation des oscillations EXAFS des échantglbactériens par combinaison des 4
références SeRSSeSR, RSeR et'%e

- confirme que RSeR est I'espece majoritaire aprgmsition au séléniate en milieu
limité en sulfate

- montre que le taux de Spr'est pas significatif (< 10%). L’espéce organiqe&enue
est RSSeSR (18%), le sélénodiglutathion de nose bda données.
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% especes (spectres XANES)

A

S€ RSSeSR  RSeR Sk
Hypothese 1 39 43 18
Hypothése 2 35 49 16
B % especes (spectres EXAFS)

s€ RSSeSR RSeR sk
6 18 62 14

Tableau 16 : simulations des spectres XANES (A) EXAFS (B). Les échantillons bactériens analysés
correspondent a la fin d’exposition (temps 144 ksy@a 2 mM de séléniate dans le milieu TSM conte®@n
mM de sulfateles valeurs en dessous de 10% ne sont pas sidivifisgvaleurs grises en italiques).

4. Induction des mécanismes de réduction du sélému

4.1. Induction du mécanisme de réduction du séénit

Effet de la concentration en sélénite sur le monaéagpparition de la coloration rouge de la
culture

Pour toutes les concentrations testées dans létrthH{de 1 a 8 mM de sélénite), nous
avons observé 'apparition de la coloration rougggactéristique de la réduction du sélénite en
sélénium élémentaire. L’'apparition de la coloratimuge coincide avec la phase rapide
d’accumulation. Nous examinons ici I'effet de faiblconcentrations en sélénite sur I'apparition
de cette coloration rouge.

Le moment d’apparition de la coloration rouge-oemgt observé pour des cultures
exposees a 0,02 ; 0,2 et 2 mM de sélénite. Lareudtaposée a 0,02 mM de sélénite ne présente
pas de coloration. En revanche, une coloration ggaapparait au bout de 26 heures
d’exposition a 0,2 mM de sélénite. Une coloratimuge apparait au bout de 48 heures
d’exposition a 2 mM de sélénite. La coloration rewggange est observée lorsque ces deux
cultures atteignent la phase stationnaire, c’adit@-lorsque la concentration en sélénium

accumulé dans les bactéries avoisine 100 mg parpgaléines.
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Effet d’'un inhibiteur de synthese protéigue surdduction du sélénite

Nous avons montré dans le chapitre 1l que la pese charge du sélénite est
partiellement induite. Nous examinons ici si laugtbn du sélénite en sélénium élémentaire
est également dépendante de la synthese de né&inpstLes bactéries sont exposées a 2 mM
de sélénite ajouté en phase stationnaire, c'esededsque la phase de réduction rapide se met
en place. En présence comme en absence de chlaaioglh la totalité du sélénite accumulé
dans les bactéries est transformé en sélénium stéairee Une plus faible proportion d'alkyle
séléniure RSeR est présente aux temps courts digiqro Ces résultats suggerent que la
réduction du sélénite en sélénium élémentaire pastdirectement soumise a la présence de

nouvelles molécules.

4.2. Induction du mécanisme de réduction du séknia

4.2.1. Analyses XANES

Nous avons montré dans le chapitre Ill que la pesecharge du séléniate est
partiellement induite. Nous examinons ici si lauéibn du séléniate en sélénium organique est
également dépendante de la synthése de néo-pmotdies bactéries sont cultivées dans le
milieu limité en sulfate pour favoriser 'accumudat du sélénium en absence et en présence
d'un inhibiteur de synthése protéique, le chloraémitol. Les espéces séléniées sont
recherchées par I'analyse des spectres XANES.

Les spectres XANES obtenus en présence de chlommguh sont présentés sur la
figure 74A et les spectres XANES obtenus en abseecehloramphénicol, présentés sur la
figure 70 dans le paragraphe 3.1, sont reportédastigure 74B. Une comparaison de ces
spectres montre qu’'a partir de 5 heures d'exposdi®2 mM de séléniate, la contribution de
I'espece séléniate (pic a 12,6669 keV indiqué pditdche sur la figure 74) a une amplitude

moins élevée en présence de chloramphénicol.
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Figure 74 : spectres XANES au seuil K du séléniunbtenus a différents temps d’exposition de C.
metallidurans CH34 a 2 mM de séléniate ajoutés ddmsmilieu TSM contenant 0,3 mM de sulfate en
présence (A) et en absence (B) de chloramphénitel séléniate est ajouté dans le milieu de culardin de
phase exponentielle de croissance. La fleche irdigsecond pic principal du spectre correspondabtéspece
séléniate. L'absorbance normalisée pour les demétmues est représentée a la méme échelle. Lersgec
heure en présence de chloramphénicol est absené cglénium n'a pas été détecté.

L’approche statistique ACP pour cette série de tspe@ropose un melange de trois
composés principaux identifiés comme étant le sér(S&'), un alkyle séléniure (RSeR) et
comme précédemment (paragraphe 3.1), soit du RS&EHodiglutathion), soit du Sd.e
tableau 17 présente les deux simulations des paiages d’especes majoritaires de sélénium :
la premiére hypothese inclue I'espece RSSeSR darnsase de données des spectres de
références (tableau 17A) et la seconde hypothésleein’espéce Se(tableau 17B). Ces
résultats sont comparables a ceux obtenus en abderchloramphénicol (figure 70).

La premiére hypothése propose un mélange e B8eR et RSSeSR. Au cours des 10
premiéres heures de I'exposition, les espéces R3eBe' sont détectées en proportions
équivalentes. Au bout de 24 heures, I'espéceé @minue d'un facteur 2 au profit de I'espéce
organique RSeR. Aux temps plus longs, I'espéce BBSapparait et se stabilise a une valeur
moyenne de 36 3%.

La seconde hypothése propose un mélange égalemmposé de S& RSeR et Se
Les variations des proportions sont similaires Besedécrites dans le cas de la premiére
hypothése : Seremplace I'espéce RSSeSR. Cette hypothése prépdsemation de sélénium

élémentaire. Toutefois, nous n'avons pas observéottwration rouge de la culture, couleur
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caractéristique de la formation de cette especesibhailation rapportée a la quantité de
sélénium total dosé montre que la concentratiogémium élémentaire formé dans la bactérie
serait inférieure a 18 mg par g de protéines.

Hypothese 1 Hypothese 2
A Temps (h) RSSeSR RSeR Se” B Temps (h) Se(0) RSeR Se”
5 53 47 5 53 47
10 57 43 10 57 43
24 73 27 24 20 53 27
48 19 58 23 48 30 49 21
72 34 54 12 72 43 45 12
96 33 57 10 96 44 48 8
120 41 49 10 120 46 46 8
144 37 54 9 144 47 46 7

Tableau 17 : distribution des especes séléniéesmints a différents temps d’exposition de C. medhaiians
CH34 a 2 mM de séléniate ajouté dans le milieu TSM corget 0,3 mM de sulfate en présence de
chloramphénicol Le séléniate et le chloramphénicol (25 pg/mL) sgoutés dans le milieu de culture en fin de
phase exponentielle de croissance. La distributiea espéces de sélénium est déterminée par laasiomutie
combinaison linéaire & partir des spectres de mfiées en présence de RSSeSR (A) ou YéBSeles
pourcentages en dessous de 10% ne sont pas sigiféfigzaleurs grises en italiques).

4.2.2. Analyses EXAFS

Comme précédemment, nous précisons la spéciatiopttietroisieme espéce (RSSeSR
et/ou S8 par I'analyse EXAFS des bactéries & un tempst@iwmn temps long d’exposition a
2 mM de séléniate dans un milieu limité en sulfate présence de chloramphénicol. Les
oscillations EXAFS en absence de chloramphénicat seportées et celles en présence de
chloramphénicol sont présentées sur la figure & $pectres EXAFS des références sont
également reportés. Le tableau 18A rappelle leg gessibilités de spéciation obtenues par la
simulation des spectres XANES en présence de chpgranicol (paragraphe 4.2.1), et il
montre les pourcentages d'espéces obtenus par EX&F3bsence de chloramphénicol
(paragraphe 3.2.2). Les oscillations EXAFS des &gt au temps long en présence de
chloramphénicol sont a leur tour simulées et laltésest montré dans le tableau 18B.

En début d’exposition (5 heures), les spectres EXA&ént similaires en absence comme
en présence de chloramphénicol, confirmant ledtedsiXANES : le mélange est composé par
les espéces RSeR et'Se

En fin d’exposition (144 heures) et en présencehlderamphénicol, la simulation des
oscillations EXAFS propose la participation d€ 8ede RSSeSR en proportions équivalentes

(aux alentours de 15%) alors que la proportion&dénsate diminue significativement. Lorsque
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les bactéries sont cultivées en présence de chidr@micol, la premiére oscillation EXAFS est
décalée vers les courtes distances dans I'espaceedteurs d’onde (fleche sur la figure 75), et
la seule référence dans notre base de donnéesuqus@ectre avec une oscillation positive dans

ce domaine est &e

Bactéries

+ 5h avec chloramphénicol

A 5h sans chloramphénicol

Références
v séléniate Sé

K’ (k) (A?)

o Se méthyle L-sélénocystéine RSeR

0 L-sélénométhionine RSeR

+ sélénodigluthation RSSeSR

= sélénium élémentaire rouge’Se

k (A"

Figure 75 : oscillations EXAFS dans I'espace descteurs d’'onde au seuil K du sélénium des échantiko
bactériens en début (spectres noirs) et fin d'exfios (spectres oranges) a 2 mM de séléniate enealoe et
en présence de chloramphénicol dans le milieu TSMntenant 0,3 mM de sulfate et de références de
sélénium avec de haut en bas : séléniate {5eSe méthyle L-sélénocystéine (RSeR), L-sélénoinéthe
(RSeR), sélénodigluthion (RSSeSR) et sélénium élétaies rouge (S8). Les oscillations EXAFS sont extraites
des spectres d’absorption X au seuil K du séléniuensignal EXAFS permet de visualiser les oscilzi
correspondantes aux interférences entre le sélémtites atomes voisins. Ainsi, les oscillations sigsctres
EXAFS permettent de différencier les espécBetSRSSeSR. La fléche sur le graphique indiquédaldge de

la fin de la premiére oscillation entre le signakAFS des bactéries a t = 144 heures (spectres @s)ngvec et
sans chloramphénicol.
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A % especes
s€ RSSeSR RSeR sk

Sans chloramphénicol

(spectres EXAFS) 6 18 62 14
Avec chloramphénicol 37 54
(spectres XANES) 47 46
B Avec chloramphénicol 14 17 66 3

(EXAFS)

Tableau 18 : simulations des spectres XANES (A)EXAFS (A et B) Les échantillons bactériens analysés
correspondent a la fin d'exposition (144 heures)2amM de séléniate en absence ou en présence de
chloramphénicol dans le milieu TSM contenant 0,3 deMulfate.

Les valeurs en dessous de 10% ne sont pas sigivifisgvaleurs grises en italiques).

Les résultats montrent qu'en présence de chloranighlé la teneur en sélénium
élémentaire est voisine de 4 mg par g de prot4jpesrcentage de $eapporté au sélénium
total accumulé dans les bactéries). Cette valeuplas élevée que celle accumulée dans le

milieu classique (2 mg de Sgar g de protéines).

5. ldentification des espéces séléniées organiqua®duites par C. metallidurans

CH34 aprés exposition aux oxyanions de sélénium

L’alkyle séléniure RSeR détecté apres expositios&@énite et au séléniate est identifié
grace au développement du couplage HPLC-ICP-MS.

5.1. Identification des alkyles séléniures RSeRapixposition au selénite et au séléniate

La spéciation par spectroscopie d’absorption dgsnaX ne permet pas de caractériser
plus finement cette ou ces espece(s) (RSeR) emnueat de préciser la présence de Se-
méthyle L-sélénocystéine ou de L-sélénométhioriies. especes séléniées solubles contenues
dans les bactéries apres exposition aux oxyanions donc extraites par lyse enzymatique.
Apres avoir évalué le rendement d’extraction, cepeees sont séparées, identifiées et

guantifiées par couplage HPLC-ICP-MS.

5.1.1. Rendement de I'extraction

L’efficacité de I'extraction des especes sélénigstisévaluée en calculant le rendement
par le dosage du sélénium avant et apres extractianfigure 76 montre le rendement

d’extraction du sélénium soluble aprés lyse enziquatdes bactéries sauvages exposées a 2
180



Résultats et discussion

mM de sélénite ou de séléniate et des bactérieantast RM8 exposées a 2 mM et 10 mM de
sélénite. En moyenne, 82 + 2% de la concentratiorséénium total accumulé dans les
bactéries sauvages exposees au séléniate sontsexteaqui démontre I'efficacité de la lyse.

Dans le cas des bactéries exposées au séléniadiement d’extraction du sélénium soluble ne
dépasse pas 5% de la concentration en séléniumattamulé a partir de 24 et 48 heures
d’exposition (respectivement pour les bactériesamigis et la souche sauvage), c’'est-a-dire
lorsque la souche atteint la phase stationnaire @dférence était prévisible puisqu’au dela de
24 heures d’exposition, le sélénium élémentaireluide devient le principal produit de la

réduction du sélénite.
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Figure 76 : rendement d’extraction du sélénium tdtsuite a la lyse enzymatique des échantillons lgsieins de
la souche sauvage exposée a 2 mM de séléniate {A&) 2mM de sélénite (B) et de la souche mutante RM
exposée a 2 et 10 mM de sélénite.(B@ rendement d’extraction est exprimé en pourcentig sélénium total
dosé dans les extraits bactériens obtenus aprésdggymatique par rapport a la concentration eérsiéim total
dans les culots bactériens avant lyse. L'erreurespond a la déviation standard de la moyenne oe8ures. La
Iégende de I'axe des ordonnées est indiquée peuigeres 89A et 89B.

5.1.2. Identification des espéces séléniees darexteaits bactériens

La figure 77 présente le chromatogramme d’une swoiude références séléniées et des
chromatogrammes caractéristiques des extraits rimtdéde la souche sauvage et des mutants.
La méthode HPLC-ICP-MS sépare et identifie les feremices suivantes : Se-méthyle L-
sélénocystéine (pic 1 de la figure 77A), L-séléntmodine (pic 2), sélénite (pic 3), DL-
sélénocystine (pic 4) et séléniate (pic 5). Lesootatogrammes des extraits solubles des
bactéries, obtenus par extraction enzymatique dkdscbactériens exposés au sélénite et au
séléniate, présentent chacun un seul pic doninipdale rétention correspond a celui de la L-

séléenométhionine (figures 90B, 90C et 90D). Lorstmeaéférence L-sélénométhionine est
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ajoutée aux extraits bactériens, le chromatogrameneomporte qu’un seul pic dont le temps
de rétention est identique a celui de la référesmde. Ces résultats suggérent que l'espece
RSeR, mise en évidence par spectroscopie XANESs sgréumulation et transformation du
sélénite et du séléniate pgar metalliduransCH34 et ses mutants, correspond majoritairement a
la L-sélénométhionine. Les especes Se-méthyle dneélystéine et DL-sélénocystine sont
absentes des échantillons.

Chez la souche sauvage, la concentration en La@éhionine représente environ 25
mg par g de protéines lorsque la culture atteinpHase stationnaire (soit aprés 50 heures
d’exposition a 2 mM de sélénite), c’est-a-dire eonil0% du sélénium accumulé dans les
bactéries. Aprés exposition au séléniate, la caraton en L-sélénométhionine représente prés
de 95% du sélénium accumulé dans les bactérigssesdement 11 mg par g de protéines. Chez
la souche mutante, la concentration en L-séléndorétte correspond a environ 22 mg par g de
protéines, soit environ 35% du sélénium accumubindua culture arrive en phase stationnaire

(apres 50 heures d’exposition a 10 mM de sélénite).
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Figure 77 : chromatogrammes obtenus par HPLC-ICP-Mf& la solution standard (A) et chromatogrammes
caractéristiques des extraits de bactéries sauvaggmsées a 2 mM de sélénite (B) et a 2 mM de sieifC)

et de bactéries mutantes exposées a 2 mM de séléB) pendant 24 heured.a solution standard est
composée de Se-méthyle L-sélénocystéine (RSeB), fie L-sélénométhionine (RSeR, pic 2), de sél¢a#,
pic 3), de DL-sélénocystine (RSeSeR, pic 4) e¢ldaiate (S8, pic 5), chacune a la concentration de 50 |Tg.L
Les solutions d’extraits de bactéries sont obtemagextraction enzymatique des échantillons baetés:

6. Recherche des protéines ayant incorporé du sélém

Nous avons montré que. metalliduransCH34 transforme le sélénite et le séléniate en
une espéce organigue majoritairement identifiées@@nométhionine. Nous recherchons si,
sous cette forme, le sélénium est incorporé aléait@nt ou spécifiguement dans les protéines
bactériennes d€. metalliduransCH34. Pour ces expériences, les extraits protgigakibles et
insolubles obtenus par lyse mécanique (cf. magdmtl méthodes 111.3.1) sont séparés en
fonction de leurs poids moléculaires sur un gel $I2A&E (figure 78). lls sont ensuite
transférés sur membrane de nitrocellulose afiredearcher la présence de sélénium le long de
la piste de migration (analyses PIXE a la microgondcléaire ; le sens de migration et le
déplacement de l'analyse PIXE sont indiqués pafldehe sur la figure 78). Les extraits

analysés a la microsonde sont les suivants :
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» des échantillons protéiques solubles en fin degkaponentielle de croissance
d’'une culture exposée a 2 mM de sélénite (23% tangdn total est dosé dans
ces extraits soit 5,4 mg par g de protéines) (j@ste

» des échantillons protéiques insolubles en fin desphexponentielle de
croissance d’'une culture exposée a 2 mM de sél@fitedu sélénium total est
dosé dans ces extraits soit 1,8 mg par g de pesp(piste 4)

» des échantillons protéiques solubles en fin degkaponentielle de croissance
d’'une culture exposée a 7 mM de séléniate (34%ethnwim total est dosé dans
ces extraits soit 3,1 mg par g de protéines) (féiste

Les extraits membranaires collectés apres exposdio séléniate n'ont pas pu étre
analysés : les concentrations en sélénium étaierdessous de la limite de détection de la

technique.

Extraits solubles Extraits insolubles
kDa MP 1 2 3 4 5 MP
171
110
79

60

47

35

25

18

Figure 78 : photographies des gels SDS-PAGE desaite cytoplasmique, périplasmique et membranaie @.
metallidurans CH34 exposée a 2 mM de sélénite ou @M de séléniateMP correspond au marqueur de poids
moléculaires. La fléeche indique le sens de migragbdu déplacement de I'analyse PIXE. Les pistesénotées
correspondent aux échantillons suivants :

1/ référence commerciale de glutathion peroxiddéeythrocyte bovin

2/ extraits solubles fin de phase exponentiell@amxposition au 8gtransfert analysé par PIXE)

3/ extraits solubles phase stationnaire aprés eijposau S&

4/ extraits solubles fin de phase exponentiell@agmxposition au Sdtransfert analysé par PIXE)

5/ extraits solubles phase stationnaire aprés eijposau S¢&'

6/ extraits insolubles fin de phase exponentigiieéa exposition au 8dtransfert analysé par PIXE)

7/ extraits insolubles phase stationnaire aprésosijpn au S&

8/ extraits insolubles fin de phase exponentigiesa exposition au Se

9/ extraits insolubles phase stationnaire aprésositpn au S8

La figure 79 montre les profils de sélénium obteaupartir de I'analyse PIXE des

membranes de transferts des extraits insolubleanfiranes) et solubles (cytoplasme et

184



Résultats et discussion

périplasme). La densitométrie des protéines reptésesur cette figure 79 est obtenue a partir
de l'analyse des gels de polyacrylamide grace agramme Quantity One (Bio-rad). Dans les
extraits membranaires de la fin de phase exporleniile croissance apres exposition au
sélénite (figure 79A), le sélénium est essentiediehtocalisé dans les protéines de hauts poids
moléculaires (poids moléculaires supérieurs a 68)k&d dans les protéines dont le poids est
compris entre 25 et 35 kDa (pic de sélénium élarésdes protéines de poids moléculaire de 33
kDa). Dans les extraits solubles de la fin de pleg®nentielle de croissance aprés exposition
au sélénite (figure 78B), le sélénium est essdatmEnt localisé dans les protéines de hauts
poids moléculaires (poids moléculaires supérieu® &Da) et dans les protéines de faibles
poids moléculaires (autour de 25 kDa).

Dans les extraits solubles collectés en fin de @legonentielle apres exposition au
séléniate (figure 79C), le sélénium est retrouvéfgeentiellement dans la zone de masses
protéiques aux environs de 25 kDa comme dans kesitsxsolubles collectés apres exposition
au sélénite. Pour les deux oxyanions dans cette pmiéique de faible poids moléculaire, un
pic élevé de sélénium est présent (protéines al6 gour I'exposition sélénite et a 27 kDa

pour I'exposition séléniate).
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Figure 79 : analyse SDS-PAGE-PIXE d’extraits protgies membranaires aprés exposition au sélénite (A),
d’extraits protéiques cytoplasmiques et périplasoeg apres exposition au sélénite (B) et au séléniét)
L'ensemble des extraits analysés correspond a ddevyements en fin de phase exponentielle de emiss La
densitometrie des gels est obtenue grace au pragenQuantity One (Bio-rad) et les proportions de
densitométrie sont corrélées a la quantité de pnete de I'extrait. L’analyse PIXE est réalisée &g transferts
de membrane de nitrocellulose obtenus a partir dis gloublons. Aprés avoir supprimé le bruit de foled
nombre de coups de sélénium obtenu par I'analyséERist combiné a la concentration en sélénium todeal
I'extrait dosé par ICP-MS. La concentration en s@lén est normalisée par rapport a la quantité detpmes de
I'extrait et exprimée en ug par g de protéines.légende de I'échelle des abscisses est indiquéelesdigures
92A, 92B et 92C.

Les trois profils protéiques de migration sont canis en fonction de la distance de migration desgoneurs de
poids moléculaire (kDa).

Notes pour les figures B et C: afin de pouvoir parer les profils de sélénium dans les extraituklgls,
I'échelle des valeurs de sélénium en ordonnée a@edest similaire pour les deux oxyanions.
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Le tableau récapitulatif des résultats de ce cteapit est présenté ci-apres.

Sélénite Séléniate
Sulfate 3 mM Sulfate 0,3 mM
Stade de croissance Souche | Mutants Souche Mutants Souche sauvage
Sauvage sauvage sans chloramphénicol avec chlamghénicol
Début Se'V + SeMet|SeMet + S€ | Se” + S’ + SeMet | Se” + SeMet se’ + SeMet se’ + SeMet
% 60 + 40 30+ 70 80+10+ 10 70 + 30 85+ 15 50 + 50
mg par g de protéines 3,6 + 2,4 6,6 +154 | 05+<0,1+<0,1 105+45 0,7+0,1 0,3+0,3
Milieu SeMet + S€ [SeMet + S8 | Se” + Se’ + SeMet | Se” + SeMet se + SeMet Se’ + SeMet + RSSeSR/Se
% 50 + 50 50 + 50 10 + 40 + 50 10 + 90 50 + 50 20 +50 + 30
mg par g de protéines 40 + 40 14 +14 0,7+28+3,2 1,2+10,8 15+15 48+ 12+7,2
Fin se se SeMet SeMet Se” + SeMet + RSSeSR| SeMet + RSSeSR + Se
% 100 100 100 100 10 +50 + 40 70+ 20+ 10
mg par g de protéines 350 130 15 15 6 + 30 +20 28+8+4

La coloration rouge du milieu apparait lorsque la @ncentration en S& dépasse 100 mg par g de protéines

.81

Tableau 19 : bilan des résultats du chapitre 1'8eMet correspond a la sélénométhionine ; I'espé88dSR correspond au sélénodiglutathion de notre das
données de références. La concentration de chaspére est reportée pour 'accumulation maximalesdas bactéries
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Figure 80 : schéma récapitulatif de la voie de région du séléniumadapté de Turner et al., 1998).

188



Résultats et discussion

DISCUSSION ET CONCLUSIONS du chapitre IV

1- il existe deux voies de réduction du sélénium ehC. metalliduransCH34

Dans ce chapitre, nous avons montré que le séléaroumulé palC. metallidurans
CH34 est transformé et I'étude de la cinétique eltectransformation a permis d’identifier des
especes transitoires ou intermédiaires. Qu'il sdininistré sous la forme de sélénite (degré
d’oxydation (+IV)) ou de séléniate (degré d’oxydati(+V1)), le sélénium est réduit dans la
bactérie, principalement en sélénium organique r@eatjoxydation (-II)) et/ou en sélénium
élémentaire (degré d’oxydation (0)).

La transformation du sélénite conduit & sa compiétieiction en sélénium élémentaire.
Une espece transitoire ou intermédiaire est unlalkgléniure. Nous avons pu montrer qu'il
s’agit d’une espéce unique qui est la sélénoméitieoriJne faible proportion de sélénite est
retrouvée dans la fraction bactérienne aux tempgsd’exposition.

La transformation du séléniate conduit principalema la formation d'un alkyle
séléniure : la séléenométhionine. Du sélénium éléaenest produit de fagon tres minoritaire :
dans ce cas, la culture ne vire pas au rouge, at@ar caractéristique de la présence de cette
espeéce. De nombreuses formes de sélénium tramesitoun intermédiaires ont été mises en
évidence : une fraction de séléniate et de sél@steprésente dans les culots bactériens aux
temps courts d’exposition.

Dans la littérature, il est rapporté plusieurs méraes de transformation bactérienne du
sélénium (cf. synthese bibliographique 1V), notamtngon assimilation ou des processus de
détoxication. Lors de son assimilation, le sélénashincorporé dans la biomasse sous la forme
d’acides aminés séléniés : sélénométhionine omeéystéine. Les mécanismes de détoxication

élénium peuvent étre sa volatilisation ou samabilisation, par exemple par transformation

e forme soluble du sélénium en une forme indelule sélénium élémentaire qui précipite
dans la bactérie et devient ainsi moins toxiquer#bp 1982 ; Stolzt al, 2006). Dans notre
étude, la transformation du sélénite et du séléniatincipalement en sélénométhionine et en
sélénium élémentaire, laisse supposer la présemceledx mécanismes de transformation
paralleles : I'assimilation et la détoxication. Diees espéces organiques comme le Se méthyle
L-sélénocystéine, forme méthylée et soluble dunséhé (Chasteen et Bentley, 2003), n’ont pas
été détectées dans la bactérie. ChemetalliduransCH34, la méthylation, si elle existe, est un
mécanisme négligeable (cf. paragraphe 2.1). Noassamontré que chez les mutants résistants
au sélénite, la transformation du sélénite et dénsite est inchangée par rapport a la souche

sauvage.
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La figure 79 présente les processus de réductisroxiganions de sélénium (assimilation

et détoxication) rapportés dans la littérature |fa&lale Turneet al, 1998).

2- une voie d’assimilation transforme les oxyaniondu sélénium en sélénium organique : la
sélénométhionine, et conduit a son incorporation des les protéines bactériennes

Le sélénium dans les acides aminés

Qu’elle soit exposée au sélénite ou au séléniatemetalliduransCH34 accumule et
transforme le sélénium en L-sélénométhionine. Dandtérature, il est rapporté que I'espece
non volatile la plus communément trouvée chez lesayorganismes est la sélénométhionine
(Chasteen et Bentley, 2003), résultat d’une voassimilation.

Comme nous l'avons vu précédemment, du fait deoge Similitude avec le sulfate, le
séléniate entre frequemment dans la bactérie emuatapt le systeme de transport du sulfate.
Une fois dans le cytoplasme, le séléniate est déomme étant réduit principalement par voie
enzymatique en sélénite (Turretral, 1998). Cette premiere étape de réduction estéaion
lente (McCreadt al., 1966).

Plusieurs voies de réduction du séléniate en dél&unt décrites dans la littérature :
Thauera selenatipossede une séléniate réductase spécifique impligaés la dissimilation
(Schroderet al, 1997 ; Macy, 1994)E. coli utilise ses nitrate réductases A et Z (Avaeerl.,
1997) ; R. sphaeroides Paracoccus denitrificasy Paracoccus pantotrophust Ralstonia
eutrophautilisent leurs nitrate réductases membranairpggblasmiques (Sabagy al, 2001).

La voie métabolique du sélénite suit ensuite ume i réactions de réduction dont le
glutathion serait le principal acteur (Turredral, 1998). Le séléniate pourrait également réagir
directement avec le glutathion par une réactioteléghamberger, 1985). Le glutathion constitue
le thiol majoritaire de§-protéobactéries (Newton et Fahey, 1989). La fréetivité du sélénite
avec le glutathion conduirait d’abord a la synthdsesélénodiglutathion, GSSeSG (Ganther,
1971 ; Rabenstein et Tan, 1988), qui serait lui-m&éduit en glutathiosélénol GSSeH puis en
séléniure HSe La synthese de sélénométhionine serait le rédult@ de la transformation du
séléniure en sélénocystéine parO-Bcétylsérine sulfhydrylasecys K (cf. synthése
bibliographique, chapitre 1l figure 23 et figur€a& (Mulleret al, 1997 ; Turneet al, 1998).

Un méme mécanisme d’assimilation du séléniate aragporté cheHalomonas(de
Souzaet al, 2001) etR. sphaeroidegVan Fleet-Staldeet al, 2000). ChezZC. metallidurans
CH34, les intermédiaires séléniate (aprés expostio séléniate), sélénite et sélénométhionine
(aprés exposition au sélénite ou au seléniate)iappcette voie métabolique.
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Le sélénium dans les protéines

Nous avons montré que les fractions protéiquesptagmiques et périplasmiques @e
metalliduransCH34 apres exposition au sélénite ou au séléreaties protéines membranaires
apres exposition au sélénite, ont toutes deux jrazérdu selénium.

Apres séparation des protéines des fractions ssudil insolubles par SDS-PAGE, les
plus fortes concentrations en sélénium sont re@esivdans les protéines de faibles poids
moléculaire (de 20 a 30 kDa), que ce soit aprésexpesition au sélénite ou au séléniate. Apres
une exposition au sélénite, une seconde zone tke doncentration en sélénium se situe aux
poids moléculaires élevés (60 a 110 kDa). De fag#ressante, dans la fraction des protéines
membranaires des bactéries exposées au sélénif¢ @na 3 fois plus concentré en sélénium
gue la moyenne des protéines de la fraction apgpauai alentours de 70 kDa ; un pic similaire
vers 26-27 kDa, 4 fois plus concentré que la mogempparait dans la fraction des protéines
cytoplasmiques et périplasmiques aprés une expogitix deux oxyanions sélénite et séléniate.

Dans la voie d’'assimilation du sélénium, les acigesnés séléniés sont incorporés dans
les protéines par deux mécanismes distincts :

- un meécanisme non spécifique conduit a la synth@seprotéines seéléniées par
substitution des acides aminées séléniés libre&m@@éthionine et sélénocystéine, a la place des
résidus méthionine et cystéine (Stadtman, 1991figtfre 79a) ;

- I'incorporation spécifique du sélénium conduitadsynthese de sélénoprotéines par la
traduction de 'ARN messager contenant I'anticodd@A de la sélénocystéine (cf. synthese
bibliographique figure 12, paragraphe 1V.3.2 etfigy79b).

Le seul acide aminé sélénié que nous ayons misidante cheL. metalliduransCH34
apres exposition au sélénite ou au séléniate sgidaométhionine. L'incorporation du sélénium
dans les protéines serait donc essentiellementspéaifique. Les protéines présentes dans les
zones de poids moléculaires ou les concentratianssé@énium sont plus élevées sont
probablement des protéines riches en résidus nmétleio

Nos expériences n'ont pas permis de mettre en et présence de sélénocystéine.
Cependant, l'instabilité de cette espéce peut gupti sa non détection. Les principales
sélénoprotéines bactériennes répertoriees sont kigdrogénases et des formiates
déshydrogénases (par exemple, cHezcoli, la formiate déshydrogénase H a un poids
moléculaire d’environ 80 kDa (Zinoret al, 1986) et la sélénoprotéine SelB a un poids
moléculaire voisin de 70 kDa (Stadtman, 1991)). hestéines de plus faible poids moléculaire
ont été identifiees comme la sélénophosphate syasthé@le 40 kDa chez. coli (Leinfelderet

al., 1990) ou une protéine de 22 kDa ayant une hagimlavec des péroxirédoxines chez
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Eubacterium acidaminophilufAndreeseret al, 1999). A ce stade de I'étude, nous ne pouvons
pas préciser davantage l'origine des pics de cdrat@ms élevées en sélénium (26-27, 30 et 70
kDa). Ces résultats nécessitent des investigasapplémentaires pour affiner la recherche de

protéines séléniées ou de sélénoprotéines potestiel

3- une voie de détoxication précipite le sélénitenaanoparticules de sélénium inorganique :
le sélénium élémentaire

C. metalliduransCH34 accumule et transforme le sélénite en pagscde sélénium
élémentaire dont la taille, nanométrique, augmeatec le temps d’exposition. Cette
transformation se fait en quelques heures une dois les bactéries atteignent la phase
stationnaire. Des résultats similaires sont obsech&zPseudomonas fluoresceqsi accumule
et transforme le sélénite en granules de sélénilémedntaire dés les premieres heures
d’exposition. La taille des particules augmentecdedemps d’exposition (Garbigt al, 1996).

Leur caractérisation fine a permis de mettre edenge des différences morphologiques
entre les nanoparticules de sélénium élémentaithéiysées par les bactéries, libérées dans le
milieu de culture au moment de la lyse bactériengieles mémes particules abiotiques
synthétisées par un mélange d’acide ascorbique sélénite (cf. matériels et méthodes II.5). Les
particules biologiques sont des particules ulimadj dissociées les unes des autres. Les particules
issues de cette synthése chimique se présentehprlets de particules semi fines associées les
unes aux autres. De telles observations ont déjeagportées (Oremlarad al, 2004). Un autre
type de synthese chimique de particules de séléal@mentaire, par mélange de glutathion et de
sélénite, permet d’obtenir des granules de morgf®lproche des particules biotiques (Kessi et
Hanselmann, 2004).

Comme observé précédemment (Roetx al, 2001), nous avons montré que les
nanoparticules synthétisées p&. metallidurans CH34 sont localisées dans I'espace
périplasmique et plus généralement dans le cytoplasles bactéries, a proximité de la
membrane, siége probable de la réductinfluorescengGram négative) eB. subtillis (Gram
positive), en conditions aérobies, forment égaldn@gs particules de sélénium qui sont
respectivement observées dans le cytoplasme e¢ dmtmpeptidoglycane et la membrane
plasmique de la bactérie (Garbistal,, 1996).

Dans la littérature, il est rapporté que le sé&pieut étre utilisé par certaines bactéries
comme accepteur d’électrons en respiration anagr(Macy et al, 1989). C'est la voie de

dissimilation. Il peut également étre réduit indé&gemment de cette voie (Loret al, 1992).
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Plusieurs mécanismes de détoxication par réedudiioselénite en sélénium élémentaire dans la
bactérie sont proposés mais non encore élucidés.

Le premier mécanisme est celui qui fait intervedaiglutathion et qui est décrit dans le
paragraphe précédent. Le sélénite accumulé darsatadries est réduit en sélénodiglutathion.
Intermédiaire instable (Turnet al, 1998), il serait ensuite réduit en sélénium éldaies par la
glutathion réductase (Ganther, 1971). Une étudésééan silico précise que la transformation
du sélénite en sélénodiglutathion est rapide (queslaninutes) (Kessi et Hanselmann, 2004). Le
sélénopersulfide (GSSepeut se dismuter de fagcon spontanée en glutatiédut (GSH) et en
sélénium élémentaire $ecomme cela a été obseriré vitro (Ganther, 1971). Cette voie de
détoxication est décrite poH: colietB. subtilis(Turneret al, 1998 ; Garbiset al, 1996). Bien
gue nous n'ayons pas détecté la présence de sigknathion ou de sélénopersulfide au cours
de la transformation bactérienne du séléniteGaametalliduransCH34, cette voie ne peut pas
étre exclue, du fait de l'instabilité de ces espeeede la rapidité des réactions. Comme nous
'avons précisé plus haut, les nanoparticules sfighes pacC. metalliduransCH34 ont une
morphologie proche des particules abiotiques syistes grace au glutathion.

D’autres mécanismes enzymatiques de réduction l@nigéen sélénium élémentaire, ne
faisant pas intervenir le glutathion, sont décdemns la littérature. Par exemple, le sélénite
pourrait réagir avec les thiorédoxines de la bae{@urneret al, 1998). CheZ hauera selenatjs
la réduction du sélénite est contrblée par unéeitéductase périplasmique (Macy, 1994). Une
nitrite ou une nitrate réductase catalyse cetteiatimh chezEnterobacter cloacaéDungan et
Frankenberger, 1998 ; Losi et Frankenberger, 1998).

Nous ne pouvons pas préciser davantage le mécanisrdétoxication du sélénite chez
C. metalliduransCH34. Les granules situés a proximité des membrpeavent venir soit de la
voie glutathion, soit d’'une autre voie enzymatigGependant, la voie glutathion est la voie la
plus souvent rapportée dans la littérature. Leseautnécanismes enzymatiques sont des
mécanismes non spécifiques et a ce jour, aucugairéductase n'a été décrite. Par contre,
nous avons montré que la réduction du séléniteeiEmism élémentaire n’est pas un mécanisme
de détoxication induit cheZ. metalliduransCH34, comme c’est le cas chBzsubtilis(Garbisu

et al, 1996). Il s’agit donc d’'un mécanisme constitdefla bactérie.

4- Exposition au sélénium et stress oxydant
Aprés exposition au séléniate dans un milieu limgteé sulfate, I'accumulation du
sélénium dans les bactéri€s metalliduransCH34 augmente significativement (augmentation

d’un facteur 6 par rapport a 'accumulation darssbactéries cultivées dans un milieu riche en
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sulfate ; chapitre 1ll paragraphe 3.1). Pendantdi@spremieres heures de cette exposition, le
séléniate est présent en forte proportion danbdegeries (de 85 a 50%). Puis la proportion de
séléniate diminue au fur et a mesure de lapparitde sélénodiglutathion. A titre de
comparaison, lorsque les cultures sont réaliséas da milieu riche en sulfate, a 12 heures
d’exposition, les bactéries ne contiennent déj& plue 10% de séléniate et le sélénodiglutathion
n'est pas détecté. Nous avons vu que la réducticseténiate en sélénite dans la bactérie est une
réaction lente. La réaction du sélénite avec ldathion est par contre une réaction rapide.
L’espéce sélénite n’est donc présente que furtinem@ns le cytoplasme bactérien.

Comment expliquer que le sélénodiglutathion ne déiecté que lorsque les bactéries
sont cultivées en conditions limitées en sulfate ?

Le sélénium a un rble d'agent oxydant au sein ddhiles contenant de fortes
concentrations en molécules a groupements thaisme le glutathion : la voie impliquant le
glutathion est accompagnée de la production d’mseroxydes @ (Kramer et Ames, 1988 ;
Bébienet al, 2002 ; Kessi et Hanselmann, 2004). Une précédamnide a déja montré que le
sélénite et le séléniate administrésCa metalliduransCH34 provoque un stress oxydant
accompagné d’'une surexpression de la superoxydautiise a fer (Roux et Coves, 2002). Cette
étude a montré que l'activité de la superoxyde disse est plus importante chez les bactéries
cultivées en présence de séléniate qu’en présemcgélénite, laissant supposer un pouvoir
oxydant plus éleveé pour le séléniate. Dans notrdegtnous avons noté la présence de nombreux
granules peu denses a lintérieur du cytoplasme bdeséries lorsqu’elles sont cultivées en
condition limitée en sulfate. Ces granules serackd réserves de carbone sous forme de
polyhydroxybutyrates (PHB), décrites dans la lgtére comme caractéristiques d’un stress (Tian
et al, 2005).

En tenant compte de ces observations, les bactéwiggées dans le milieu limité en
sulfate et en présence de séléniate pourraient sabstress oxydant important. Comme nous
I'avons vu, le séléniate entrant dans le cytopladesebactéries est réduit en sélénite. Le sélénite,
pour partie, réagit par voie non enzymatique aeeglutathion réduit, pour former du glutathion
oxydeé (GSSG) et du sélénodiglutathion (GSSeSGprevoquant un stress oxydant :

4GSH + HSeQ ——> GSSeSG + GSSG + 30 (adapté de Painter, 1971) (1)

Il a déja été montré que la synthese de glutatnémluctase est augmentée chez des
bactéries en réponse au stress sélénite (Bébiahy 2001). Ainsi, aprés exposition au sélénium
dans un milieu limité en sulfate, I'activité dedhlutathion réductase pourrait étre activée par la

présence du sélénite dans le cytoplasme bactémreglutathion oxydé formé par la réaction 1
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pourrait donc étre réduit par la glutathion rédseté&réaction 2) et régénérer continuellement du
glutathion réduit qui pourrait & nouveau réagircaste sélénite.
Glutathion réductase
GSSeSG + NADPH——>  GSH + GSSe™ + NADBanther, 1971) (2)

Une exposition au séléniate conduit a une faibleuacilation du sélénium dans la
bactérie : la voie de détoxication ne se met paplace. Une exposition au séléniate dans un
milieu limité en sulfate permet a la bactérie diancler davantage le sélénium, mais pas
suffisamment pour induire le mécanisme de détoxioatEn revanche, dans ces conditions, la
bactérie est dans un fort état de stress ; le isdéaccumulé est réduit en sélénite ; le sélénite
interagit davantage avec le glutathion et conduitagantage de produits ou intermédiaires de
réaction, comme le sélénodiglutathion, lesquels alams détectables.

Dans le cas d'une exposition au sélénite, son aglation dans la bactérie est
suffisamment importante pour induire la voie deogigiation et ainsi limiter le stress bactérien et
la synthese de sélénodiglutathion.

Par ailleurs, les bactéries cultivées dans un milimité en sulfate en présence de
chloramphénicol synthétisent jusqu'a 20 mg de $éhénélémentaire par g de protéines. La
concentration en Saeste trop faible pour donner une couleur rouda éulture, puisque la
couleur caractéristique de la présence deapparait lorsque sa concentration dépasse 100 mg
par g de protéines. En condition non limitée etiasel) la concentration maximale en sélénium

élémentaire est de 3 mg par g de protéines.

Comment expliquer que le sélénium élémentaireresuft en plus grande concentration
lorsque les bactéries sont cultivées en condititimgtées en sulfate et en présence de
chloramphénicol ?

Lorsque la synthese de néo-protéines est limitgssimilation du sélénium est réduite au
profit du mécanisme de détoxication. A une étafassimilation nécessiterait une induction

enzymatique permettant la transformation du sé@nnorganique en sélénium organique.

5- pourquoi apres une exposition au séléniate, laoie de détoxication ne se met pas en
place ?

Quelles que soient les conditions d’expositionCdanetalliduransCH34 au séléniate, la
culture ne devient jamais rouge malgré la présdecgélénite qui se transforme partiellement en

sélénium élémentaire. Nous avons montré que Iaiséen’inhibe pas la réduction du sélénite
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en sélénium élémentaire. La voie rapide de déttiritaobservée avec le sélénite n'est pas
activée en présence de séléniate.

De méme, une culture de bactéries exposées a ible t@ncentration de sélénite ne
devient pas rouge. A faible stress sélénite, la dei détoxication ne se met pas en place.

L’induction du mécanisme de réduction du sélénisélénite ou séléniate) en sélénium
élémentaire par un mécanisme de détoxication niésess une concentration seulil
d’accumulation de sélénium. Apres une expositiors&eénite, la coloration rouge de la culture
apparait lorsque la concentration en sélénium éiéamre dépasse 100 mg par g de protéines. Le
mécanisme de détoxication se déclenche lorsquacheitie a accumulé aux alentours de 120 mg
de sélénium par g de protéines (la coloration ceaexj visible des 70 mg par g de protéines). Le
sélénium élémentaire n’est pas une espéce majerdaicours de la transformation du séléniate
et sa concentration ne dépasse jamais 20 mg HpaBe de protéines, ce qui explique que le
mécanisme de détoxication ne s’active pas.

De la méme manieére, il a été montré que lorsquseélénite est administré a une
concentration suffisante aux besoins de la backrg&phaeroidesl est transformé en sélénium
organique proche ou similaire a la séléenométhiodenes la bactérie. Au contraire, si le sélénite
est apporté en exces par rapport aux besoins nhiéiad® de la souche, la voie de détoxication
est activée (Van Fleet-Staldetr al, 2000). En accord avec ces résultats, nous avomsré que
la réduction du sélénite en sélénium élémentairéndsite lorsque les bactéries sont exposées a

une concentration supérieure a 0,02 mM.
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Conclusion

En conclusion, nous avons mis en évidence queléait® est accumulé a travers deux
voies compétitives, une voie assimilatrice lentedans un second temps, une voie de
détoxication. En revanche apres une expositionéénmte, seule la voie d’assimilation est
présente et la voie de détoxication ne se met pgdaze. La quantité de sélénium accumulée
semble étre insuffisante pour que cette voie Yactuite a I'exposition au séléniate. La plupart
des résultats ont été rapportés dans les articigards dont une copie figure a la suite de ce
chapitre :

G. Sarret, L. Avoscan, M. Carriere, R. Collins,Chves, B. Gouget2005 Chemical
forms of selenium in the metal-resistant bact&elstonia MetalliduransCH34 exposed to
selenite and selenat&pplied and Environmental Microbiology1(5): 2331-7.

L. Avoscan, R. Collins, M. Carriere, B. GougetChvées 2006 Seleno-L-methionine is
the predominant organic form of selenium @Qupriavidus metalliduransgCH34 exposed to

selenite or selenat@pplied and Environmental Microbiology2: 6414-6416.

197



Résultats et discussion

198



Résultats et discussion

Publications

199



Résultats et discussion

200



APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, May 2005, p. 2331-2337

0099-2240/05/$08.000 doi:10.1128/AEM.71.5.2331-2337.2005
Copyright© 2005, AmericanSocietyfor Microbiology. All RightsReserved.

ChemicalFormsof Seleniumin the Metal-ResistanBacterium
RalstoniametalliduransCH34 Exposedto
Seleniteand Selenate

Gaaldine Sarret* LaureAvoscan? Marie Carrige ? RichardCollins? Nicolas Geoffroy}
FrancineCarrot? Jacque<Coves,? and BarbaraGouget

EnvironmentalGeochemistnyGroup, LGIT, University of Grenobleand CNRS BP 53, 38041 Grenoble Cedex9,
France; Laboratoire Pierre Ste, CEA-CNRSUMR 9956, CEA/Saclay 91191 Gif-sur-Yvette, France and
Institut de Biologie Structurale—J.-PEbel, Laboratoire desProtéines

Membranaires41 rue JulesHorowitz, 38027 GrenobleCedex,France®

Received? October2004/Accepte0 November2004

Ralstonia metallidurans CH34, a soil bacterium resistant to a variety of metals, is known to reduce selenite to
intracellular granules of elemental selenium (S€’). We have studied the kinetics of selenite (SéV') and selenate(Se”")
accumulation and used X-ray absorption spectroscopyto identify the accumulated form of selenate,aswell as possible
chemical intermediates during the transformation of these two oxyanions. When introduced during the lag phase,the
presenceof seleniteincreasedthe duration of this phase,as previously observed.Sele-nite introduction was followed by a
period of slow uptake, during which the bacteria contained S& and alkyl selenide in equivalent proportions. This
suggeststhat two reactions with similar kinetics take place: an as- similatory pathway leading to alkyl selenideand a
slow detoxification pathway leading to S€. Subsequently, seleniteuptake strongly increased (up to 340 mg Se per g of
proteins) and S€ was the predominant trans- formation product, suggestingan activation of selenite transport and
reduction systems after several hours of contact. Exposure to selenate did not induce an increase in the lag phase
duration, and the bacteria accumu-lated approximately 25-fold less Se than when exposedto selenite.SéV was detected
as a transient speciesin the first 12 h after selenateintroduction, S€ also occurred as a minor species,and the major
accumulatedform was alkyl selenide.Thus, in the presentexperimental conditions, selenatemostly follows an assimilatory
path- way and the reduction pathway is not activated upon selenateexposure. Theseresults show that R. metallidu- rans

Vol. 71,No. 5

CH34 may be suitable for the remediation of selenite-,but not selenate-,contaminated environments.

Microorganismsplay a major role in the biogeochemicatycle
of seleniumin the environment(12). Certain strains that are
resistantto seleniumoxyanions,and reduceselenite(S€V) and/or
selenatdSe”") to thelessavailableelementakelenium
(S€) (7), could be potentially used for the bioremediationof
contaminatedoils, sedimentsjndustrialefluents,andagricul- tural
drainagewaters.

RalstoniametalliduransCH34 is a soil bacteriumcharacterdistic
of metal-contaminatetiiotopes.It is resistantto a variety of heavy
metalsand metalloidsincluding CrV!, Co'!, Ni'', Cu'!, Zn'', AsV,
Cd'", Hg"', andPb"'. The genesfor metalresistanceare located in
two large plasmids (pMOL28 and pMOL30). Their functiorand
regulationare well understoodfor some of these elements (18).
This bacterial strain is also resistantto selenite,and detoxification
is realizedby the incorporationof this oxyanionandits subsequent
reductionto red S&, as shown byX-ray absorptiorspectroscopy24).
This studyalsorevealedhatthe S&€ granulesverelocalizedmainlyin
the cytoplasm. In contrast to previously cited metals and
metalloids,the genesnvolvedin seleniteresistancéiavenotyetbeen
identified, and the exactmechanisnof selenitebioreductionis still
unknown.R. metalliduransCH34canalsoresistup to 16 mM selenate
(2). The capacityof R. metalliduransCH34to accumulateselenate

* Corresponding author. Mailing address: Environmental Geo-
chemistry Group, LGIT, University of Grenoble and CNRS, BP 53,
38041Grenoble Cedex9, France Phone:33 (0)4 76 82 80 21. Fax: 33 (0)4 76
82 81 01. E-mail: gsarret@uijf-grenaoble.fr.

and the fate of this oxyanion following incorporation have
never been investigated. We have now studied the kinetics of

selenite and selenateaccumulationand used X-ray absorption
near-edge structure (XANES) spectroscopyto determine Se
speciation in order to identify the chemical intermediates
putatively appearing during reduction. For such a purpose,
XANES is the method of choice since it is nondestructiveand
enables direct determinationof the target element speciation,
i.e.,its oxidation state and sometimesits exactchemical form.

The results obtainedon speciationwere combined with the total

metal content of each sample in order to deduce the
concentrationof each metal species. Such quantitative infor-

mation is particularly useful to estimatethe relative impottance
of severalchemicalpathwaysin a particularsystem.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strain and growth media. R. metallidurans CH34 provided by Max
Mergeay (SCK/CEN, Mol, Belgium) was grown aerobically at 29°C in Tris salt
mineralmediumwith 2% gluconateas a carbonsource(18, 19).

One-contaminant (S€V  or Se¥') exposure. A preculture was obtained by
growing the cells until mid-exponentialphase (absorbanceat 600 nm [Agoq Of
1.5). Cells were then appropriately diluted to inoculate 300 ml Tris salt mineral
medium at an initial Aeoo Of 0.3. The cultureswere monitoredby recordingthe
Asoo as a function of timeA first series of experimentswas run by adding selenite
or selenate at a final concentrationof 2 mM at time zero (Asoo = 0.3). In a
second set of experiments,the selenium oxyanion was added during the first half
of the exponentialphase(Aso0 = 1). Finally, a third serieswas run by adding the
seleniumoxyanionat the beginningof the stationaryphase(Asoo = 3). Sodiumselenite
and sodium selenatewere preparedas a 1 M stock solution in ultrapure water and

2331 sterilized by filtration. Control cultureswere grown underidentical
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conditionsin the absenceof the seleniumoxyanions.Anywhere from 5 to 15 ml,
dependingon the turbidity of the cell suspensionwas sampledat varioustime intervals
over 6 days and centrifuged,and the pellets were freeze-driedandstoredfor further
use. Cell yield was determined by recording the Agoo and assaying the protein
content (bicinchoninic acid method with bovine serumalbuminas standard).

Two-contaminant (S€Y and Sev') exposure. Cultures of R. metalliduransCH34
were inoculatedto an absorbancet 600 nm of 3 (stationaryphase)andexposedto two
different mixtures of seleniteand selenatg(2 mM seleniteand 2 mM selenateor 1 mM
seleniteand 10 mM selenate) Threecasesweretested:(i) seleniteandselenatevere both
added immediately after inoculation, (ii) selenite was added immediately after
inoculationand selena¢ 3 h later, or (iii) selenatewas introducedimmediately after
inoculation and selenie 3 h later. A control culture, under identical conditions,was
grown in the presenceof selenite alone added immediately after inoculation.The
appearancef the red color, a sign of the reductionof seleniteto S&, was checkedafter
24 h of exposurelnductively coupled plasma-massspectrometry (ICP-MS) analyses.
Bacteriaand culture medium were separatecby centrifugationat 6,000 g for 10 min.
Cell pellets were washedtwice with ultrapurewater at 4°C and resuspendedh aminimum
volume of ultrapurewater. A fraction of the pellet was digestedin amixture of 1 M
NaOH-20%sodium dodecyl sulfate. In order tofully solubilize elementaelenium,H,0,
was addedto the digestedsampleuntil the characteristic redolor disappearedThesesamples
wereusedto determinetotal Seaccumulation.

Seleniumconcentrationsvere measureddy ICP-MS using an X7 seriesquad-rupole
instrument(Thermo Electron Corporatiofergy-Pontoisef-rance).Cal- ibrationcurves
were obtainedby analysisof a rangeof SPEX certiPrepselenium standardéMetuchen,
NJ). Seleniumconcentrationsvere determinedwith theisotopes79 and82, and yttrium
was usedas an internalstandard(1 g liter 1). For digestedbacteriaanalysessamples
were acidified with ultrapure 65% nitric acid (Normatom qualitygrade; Prolabo,
FontenaysousBois, France)anddilutedin ultrapurewater.

X-ray absorption spectroscopy. Selenium K-edge X-ray absorption experi-ments
were performed on beamline FAME (BM30B) of the European Synchro- tron
Radiation Facility.The Semodelcompoundgall in solid stateunlessother-wise noted)
usedfor this studywereasfollows: hexagona(gray)elementakeleniumsodiumselenate(solid
and in solution), sodium selenite (solid and in solution), selenium sulfide, selenium
dioxide, dimethyl selenidein solution, selenomethi- onine$-methyl selenoL-cysteine,
selenobL-cystine, selenocystamine,selenodi- glutathione (RSSeSR) in solution,
selenoureaand selenoguanosineSelenodi-glutathionewas preparedby mixing sodium
seleniteand glutathionewith a molar ratio ofl:4 in a dilute HCI solution (pH 1.3)
(10). A bacterialpellet ofR. met-allidurans CH34 exposedto seleniteover 10 days,and
which was shown to con- tain monoclinic (red) S&® (24), was usedas a referencefor this
compound.The oth- er compoundswere purchasedfrom Sigma-Aldrich. Freeze-dried
bacteriawere groundin anagatemortaranddiluted withglucosewhennecessaryThe mixture
was pressednto 5-mm-diametemellets prior to determining XANES measurementslhe
spectrawere recordedat room temperaturein fluorescencemode, using a 30-element
solid-state Ge detector (Canberra),for the most diluted bacterial samples and in
transmission mode, using a diode, for the more concentratedsamples.The
monochromatowasa Si(220)doublecrystal. Two to fourscansof

10 min weresummedgdependingon Se concentrationThe position of the beamon the
pelletwas changedbetweeneachscanin order tolimit radiationdamageHexagonal Se
(0) was recordedsimultaneously,and the spectrawere energycalibratedby setting the
energy of the maximum of the white line for this referencespectrumat 12.6592
keV. XANES spectrawere normalized usingpolynomialfunctionsof degreesl and3
for the pre-andpostedgeparts, respec-tively. Each set of spectrafor a given kinetics
experimentwas treated by using principal componentanalysis (PCA) (17, 30). This
approachallows the deter- mination of the number of Se speciespresentin a set of
samplesandto identifythese species,using a library of referencespectra.The number
of principalcomponentwasdeterminecbasedon the eigenvalueof eachcomponentind
on the quality of the reconstructedspectra by using one, two, three, or more
componentwith the total normalizedsum-squaresesidual(total NSS):

z Z-[“exp. - ureconsl]z) /(Spezctrazi[ue’(p']z UlOO) Q)

spectra i

TotalNSS= (

where [ep, is the experimental normalized absorbanceand [y, is the recon-
structed normalized absorbanceThe principal componentswere identified by target
transformatiorusing the NSS criterion as follows:

NSS = (; oo - Preconst]z) / (% o DlOO) @
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FIG. 1. XANES spectrafor somereferencecompounds(in solid state
unlessotherwise specified). From top to bottom: sodium selenate,sodium
selenite, selenourea, Smethyl seleno L-cysteine, selenopL- cystine,
selenodiglutathiondin solution), red and gray elementalse- lenium. The
positionof the maximumof the white line is indicatedin parentheses.

The percentagenf eachspeciesjn molar fraction ofSe, was then determinedby linear
combination fitting of each spectrum with the spectra of the identified reference
materials. The precision was estimatedat 5% of total Se. The percentagesiere
then multiplied by total Se content,as determinedby ICP-MS, in order toobtainthe
concentrationsf eachspecie{mg of Seperg of proteins).

RESULTS

The sensitivity of Se K-edge XANES spectroscopyor prob-ing
the oxidationstateof Seis well establisheq20, 21). Figure 1 displays
someof the referencespectrausedin this study. The 'V andSe¥! is
shiftedby 4.5eVand 7.5eVmainpeakof Serespectively relative
to that of S¢&. The energy shift is much smaller for
organoseleniuntompoundy +0.4to +1.5 eV rel- ative to thatof
Se, dependingonthetype of compound)The positionof the main
peakis identical for compoundswith similarSeenvironmentsfor
instance,S-methyl selenocysteirend selenomethioninefor alkyl
selenidg(RSeR), selenopL- cystine and selenocystamindor alkyl
diselenide (RSeSeR), andelenoureandselenoguanosinior the Se-
C doublebond(not shown). The energy shift betweentwo types of
Se local structuresfor instance RSeSeRandRSSeSR¢anbeassmall
as 0.5 eV. The sensitivity of XANES is probably not suficient to
determine the distribution of several types of oigaSe in
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FIG. 2. Concentrationof Se speciesin R. metallidurans CH34 exposedto seleniteas determinedby XANES linear combinationfitting andICP-MS analysesand time
courseof growth for the bacteriaexposedto selenite(opencircles). Error barscorrespondo +5% of total Se.

acomplexmixture,butit certainlyenablegheidentificationof the the best results. Fits using RSeSeR,or RSSeSRinstead of RSeR,
major organoseleniunspecies. were poorer, as shown by increasesof the residualby 27%, 34%,
Selenite exposure. In the first experiment, a culture of R. and 47%, respectively.The fact that these specieswere correctly
metallidurans CH34 was exposedto 2 mM selenite added at the reconstructedy PCA s dueto their interme-
beginningof growth (Agy, = 0.3). As describedpreviously (24), the
presenceof selenite induced an increasein the lag phaseduration Se species (%)
(approximately48 h comparedto 10 h in the absenc®f selenite) The Se! RSeR Selv
accumulatiorof selenitewas minimal duringthis phase( 40 mg Se -
per g of protein).However,at theend of the exponentialphase,and
during the stationaryphase,seleniumwas strongly accumulated:at t
= 144 h, Seaccountedor one-thirdof the proteinweight (Fig. 2). 0D 0.3, 144h
Selected XANES spectrafor the bacteriaat various expo- sure
timesareshownin Fig. 3. The positionof the main peakfort = 0 h
at 12.6637keV andthe presenceof a shoulderon the left-hand part
of the peak suggestedthat the bacteriacontainseleniteanda minor
proportionof organoseleniumAt higher exposuretimes (t = 1 h to
48 h), the spectrawereidenticalandthe maximumof the main peak
wasintermediatebetween RSeR and S€ (12.6599 keV). The main

100 0 0

90 10 0

52 48 0
0D 0.3, 96h

0 40 60
0D 0.3, 48h

0D 0.3, 0h
e e e e n s s s e e s 100 [i] 0

TG 43 42 15

Normalized absorbance

0D 3, 48h

peak wasthenslightly shiftedto the left att = 96 h (12.6596keV) .
PCA showed that this set of spectracould be describedby three \/\ G B @
components(eigenvaluesof 80.0, 4.1, and 1.1). As expected,selenite |- e S K‘
51 36 13

valuesof 4.7 10 2 and 2.9 10 4, respectively) Severalorganoselenium
speciesincluding RSeR, RSeSeR,and RSSeSRwere also correctly
compoundsretained,the most likely triplet of primary components 1264 1285 1266 Enl}f-ﬁ?(kewﬁ-ss 1269 1270
shouldprovidethe bestsimulationof the whole setof bacterialspectra v

; ; at various incubationtimes after introduction of seleniteinto the culture
were tested and selenite, red S¢, and RSeR provided medium at Asos (optical densities [O.D.]) of 0.3, 1, and 3 and the

and matchedhe position of S&€ att = 120and144 h (12.6592keV). 9?,1'.‘2.*.’.'3---""‘; 'I:

and red S€ were positively identified asprincipal component{NSS

reconstructeqNSSvaluesof 1.2 10 4 to 4.3 10 4). Amongthesefive W [T P R R R A A

by linearcombinationsof thesethreespectraThus, all possibletriplets FIG. 3. SelectedSe K-edge XANES spectrafor R. metalliduransCH34
distributionof Sespeciedeterminedy linearcombinatiorfitting.
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FIG. 4. Concentrationof Se speciesin R. metalliduransCH34 exposedto selenateas determinedby XANES linear combinationfitting and ICP-MS
analysesand time courseof growth for the bacteriaexposedto selenatg(opencircles)andfor the control culturein the absenceof added seleniunoxyanion

(filled circles).Error barscorrespondo 5% of total Se.

diate position betweeenSe¢ and RSeR (Fig. 1). The occur
rence of selenocysteind RSeH) was not tested since this com-
pound reoxidized to selenocystine during the experiment.
However, preliminary results obtained by high-performance
liquid chromatographysupportthe predominanceof the RSeR
form (L. Avoscan,R. Collins, G. Sarret,M. Carrige, J. Covss,
and B. Gouget, Abstr. 227th ACS Natl. Meet., abstr. 016, p.
U1107,2004). In conclusion,alkyl selenideis believedto be the
dominantorganicform of Sein the bacteriaexposedo selen-ite.

Figure 2 shows the evolution in the concentrationof Se

speciesin the bacteria during growth. Immediately after the
introduction of selenite, Se was distributed as 60% SeV and
40% RSeRin the bacteria.This latter speciesis likely to be a
reaction product of selenite rather than constitutive selenium
containedin amino acids and/or proteins since control bac-
teria, not exposedto selenite, did not yield a detectableSe
XANES signal. Subsequentlyuntil the end of the lag phase(t

= 1 h to 48 h), a mixture of RSeR and S¢ in equivalent
proportions was observed. The concentrationof RSeR was
almoststablefrom 48 to 96 h (18 and 15 mg Se g * of proteins,
respectively)whereasghe S€ concentratiorstronglyincreased20
and 140 mg Se g ! of proteins,respectively).At 120 and 144 h,

S¢ was the only species detected. The amount of or-

ganoseleniunspeciesidentified at 96 h might still be presentin

thesetwo samplesbut was maskedby the dominantSe form

(estimatederrorof +5% of total Se,i.e.,13mgg ! at 120 hand
17mgg *at144h).

In parallel experiments selenite was addedat approximately
mid-exponentialphase(Asoy, = 1) and at the beginning of the
stationaryphase (Agpo = 3). Similar evolutions of Se accumu
lation and speciationwere observed:Se uptake was limited for
severahoursandthenincreasedRSeRandSe’ wereobservedduring
the slow uptakeperiod, followed by S€ only (Fig. 3). However,
the production of S¢€ was faster at higher Asoo val-

ues. For instance,after 48-h exposure,the bacteriacontained99.4
mg g * S€ comparedto 19.8 mg g * S€ when selenitewas added
at Agos Of 1 and0.3, respectively.

Selenate exposure. In  this experiment, the bacteria were
exposedo 2 mM selenatatthebeginningof thegrowth (Agy, = 0.3)
(Fig. 4). The highest accumulation also occurred during the
exponentialphase,but this oxyanionwas much less accu-mulated
than selenite(the maximum concentratioris 14 com- paredo 340
mg of Seg * of proteinsfor selenite).In contrastwith the selenite
experiment,the presenceof selenatedid notincreasethe lag phase
duration. During the exponential phase, bacteria in selenate-
complementedmedia grew at rates com- parableto those of
bacteriagrown in selenite-freemedia and maximal densitieswere
very similar whether or not selenatewas presentin the culture
medium (Fig. 4). The experimentwas stoppedafter 72 h sincethe
bacterial populationstartedto decrease, probably due to the
depletion of nutrients in the medium(the same decreasewas
observedfor the control cul- ture). This was indicated by the
decreasein absorbanceand verified by the numerationof cells
forming colonieson Luria broth agar(datanot shown).

XANES spectrafor the bacteriaat variousselenatexposureimes
are shown in Fig. 5. The PCA of this set of spectra showethat
threeSe specieswere present(eigenvalueof 73,4.9, and 1.9): SeV',
Se'V, and organoselenium(NSS values of 3.7 10 3, 3.3 10 3, and
2.710 % to 6.6 10 4, respectively) S€ could not be considereda
principal component (NSSvalue of 1.2 10 ?). Using the same
procedureas for the selenite expeiment, we found thatRSeR
was the most likely organoselenium species. Sewas detected
in the bacterial pellets immediately after its introduction to
the culturemedium(t = 0 h) andatt = 12 h (Fig. 5). Att =
12 h, the bacteria containedSeV, SeV!, and RSeR.The
simulation of the spectrum fort = 24 h was significantly
improvedby addingSée to the simulation ( NSS value decreased
by 27% ),althoughthis specieswas not a
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FIG. 5. SelectedSe K-edge XANES spectrafor R. metalliduransCH34
at various incubationtimes after the introduction of selenateinto the culture
mediumat Asoes (Optical densities/O.D.]) of 0.3 and 1 andthe distribution
of Sespeciedeterminedy linearcombinatiorfitting.

principal componenbf the system.The occurrenceof only 8% S¢
in one particular sample explains why it was not detectedas
principal component of the system. At longer exposuretimes,
RSeRwasthe only speciesdetected.

In anotherexperiment,selenatewas added at mid-exponen-tial
phase(Ag = 1). The sameevolutionin the speciationof selenium
was observed,althoughSe® was more represented

(up to 27% of total Se) (Fig. 5). The slight shift of the main
peakfor the spectrumatt = 6 h comparedto att = 168 h was
indicative of this higherSe content(Fig. 5).

The compositionof headspacgaswas notinvestigateddur- ing the
selenite and selenate experiments,but the formation of volatile
methylatedSe speciesis believedto be limited since>90% of the
Se initially in solution could be accountedfor upon ICP-MS
analysesof the bacterial samplesand solutions. Two-contaminant
(Sev and Se”') exposure. As seleniteis completelyreducedto S¢,
whereasselenateis not, althoughsomeseleniteis produced,we have
checkedthe hypothesisof the inhibition of the selenitereductionto
S& by selenateThe bacteriawere thus exposedto both seleniteand
selenatein- troducedat the sametime or to one of thesespeciesfirst
with the addition of the secondore 3 h later. The day after expo-
sure, the characteristicred color of S& was observedin the three
experiments,both at equivalentselenite and selenateconcentrations
(2 mM) andwith a 10-fold excessin selenatg1 mM seleniteand 10
mM selenate)regardlessof the order of introduction. Thus, the
possibleinhibition of selenitereductionby selenatecould be ruled
out.

DISCUSSION

The fast selenite uptake following several hours of slow
uptakecannotbe ascribed to the high metabolism of the cells
during the exponential phase since the same profiles were ob-
servedwhen this oxyanion was added during the lag phase, duiing
the exponentialphase,or at the beginningof the stationary phase.

This behavior might suggestthe slow activation of some selenite
transport system. To our knowledge, no specific selen- ite
transporter has been characterized in  microorganisms. In
Escherichiacoli, selenitecanenterthe cell

through the sulfate transporter,but the repressionof this carrier
does not inhibit seleniteuptakecompletely(28). In Rhodobacter
sphaeroidesa polyol transporteris suggestedas the transporting
agentof seleniteinto the cytoplasm(4).

Could the organoseleniunspeciesobservedduring the pe- riod
of slow uptakebe an intermediateproductof the forma- tion of
elementalselenium?For E. coli, selenitereductioncan follow a
nonenzymatigathwayinvolving glutathione,and or- ganoselenium
intermediatesnclude RSSeSRand glutathiosel- eno(28). The fact
that RSSeSRwas not detected as transient species does not
necessarilyimply that this nonenzymaticre- duction pathwaydoes
not exist in R. metallidurans CH34 (the occurrence of
glutathioselenolwas not testedsince this com- pound was absent
from our model compoundslibrary). The nonenzymaticeduction
of seleniteis accompaniedy the pro- ductionof O, — (14) and
generatesn oxidative stress.In thecaseof R. metalliduransCH34,
the overexpressiorof an en-zyme associatedwith oxidative stress,
an iron-containing su- peroxide dismutase, has been recently
observedin the pres- enceof selenite(23). This might supportthe
hypothesisthatnonenzymatigeductiontakesplacein thesebacteria.
Alterna- tively, the RSeR species observed after selenite
introduction mightresult from an assimilatory pathway. Such a
pathwayis thoughtto exist in bacteriasince Se is a compositeof
somebacterial enzymessuch as formate dehydrogenas¢27). The
most commonly (nonvolatile) alkyl selenide species found in
microorganisms is selenomethionine (6). High-performance
liquid chromatographyanalysesare under way to determine the
exact nature of the RSeR species presentin R. metaldurans
CH34. To summarize,the presenceof RSeR and S€ speciesin
equivalentamountsduring the period of slow uptakesuggeststhat
selenite is accumulatedthrough two competing pathways, an
assimilatorypathwayand a slow detoxificationpathway,with both
having similar kinetics.

During the period of fast selenite uptake, the reduction
pathway becomes predominant. These contrasting behaviors
betweenthe period of slow and fast uptake mirror what hasbeen
previously observedfor R. sphaeroidesat low and high selenite
exposurethis bacteriummetabolizedseleniteinto ap- proximately
60% RSeRand40% S€ afterexposureto 1.6 mg liter * of selenite
and producedalmost100% S¢® after expo sureto 160 mg liter *
selenite(29). For somebacteria,selenitereductionis mediatedby a
single enzyme: a periplasmic nitrite reductase(16) in Thauera
selenatisand a nitrite or a nitratereductasg NR) in Enterobacter
cloacae (9, 15). The proteomeanalysisof R. sphaeroideexposedo
selenitedid notrevealthe overexpressiof a singleenzymecapable
of reducing selenite but did confirm the presence of some
chaperonesan elonga-tion factor, and some enzymesassociated
with oxidative stress(4). Garbisuet al. (11) showedthat selenite
reductionby Ba- cillus subtilis was not afected by an excessof
nitrate, nitrite, sulfate, or sulfite in the medium and suggested
that selenitewas reduced by an inducible detoxification system
different from N- and S-related reductases.The kinetics of
seleniteaccumulation and transformation by R. metallidurans
CH34suggestthe induction of someseleniteuptakeand reduction
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systemswhose natureremainsunknown. The putativeinduc-tion of
selenite transportand reduction, which takes severalhours, can be
qualified as slow comparedto the induction of the mer operonby
Hg?* , which takesa few second(3).

The uptake of selenateby R. metallidurans CH34 was strong- ly
limited, and the bacterialgrowth was not afectedby this oxyanion.
Thisbehavioiis consistentvith thegeneraideathatselenates slowly
transportedinside the cells via the sulfate permeasesystem (13).
Selenitewas detectedduring the first
12 h after selenateintroduction.Severaltypes of enzymeshave been
shownto reduceselenateto selenite.In T. selenatisthisis done by a
specific selenatereductase(16, 26). In E. coli, reductionis catalyzed
by a molybdenumenzyme distinct from a nitrate reductase (5).
Evidencefor the role of a molybdo-enzymein selenatereduction
was also shownfor Enterobacter cloacaé3l). In vitro studiesshowed
thatseveralNR, including some membrane-bound\NR of E. coli
(1) and some mem- brane-boundind periplasmic NR of R.
sphaeroides Paracoccusdenitrificars, Paracoccus pantotrophus and
Ralstonia eutropha DSM 428 (25), were able to reduce selenate
under anaerobicconditions. Selenatemight also be reducedby the
enzymes of the sulfate assimilation pathway. Such a processis
known to occur in higher plants (22), but there is no direct
evidence for the role of sulfate-reducingenzymesin bacterial
selenateeduction. Forthe moment,we have no indication of the
selenate-reducinggentin R. metalliduransCH34. The occurrenceof
seleniteis followed by a mixtureof S€ andRSeRandthen by RSeR
only. The absenceof S€ att = 72 h can beexplainedoy the high
RSeRcontentwhichmay maskSe (seethe errorbarin Fig. 4).

In summary,our resultsshow thatselenatds partly reducedto S¢
but thatthe main processis the transformationandaccumulation
of an RSeR-like organoseleniumcompound. A similar fate for
selenatevasobservedin R. sphaeroidesat both low and high selenate
concentrationg29). de Souzaet al. (8) found thatselenate-treated
Halomonas  bacteria  accumulate selenate and a minor
selenomethionine-likespeciesand sug- gestedthat selenatefollows
the sulfate assimilationpathway. Theseresultsraise the questionof
why seleniteand selenatefollow different pathways, provided that
selenate is first re- duced to selenite. This study shows that
reductionand assim-ilation pathwaysare taken by both oxyanions
and that the former pathway seemsto be activated upon selenite
exposureonly. The possibleinhibition of the reductionof seleniteto
Se by selenatecan be ruled outsince the bacteriaexposedto both
oxyanions still produced the red color indicative of S&. The
nonactivationof the reduction pathway upon selenateexpo-sure
could be relatedto the much smalleruptakeof selenaterelative to
selenite, supposingthat this pathway is activatedabove a threshold
concentration of selenite or any chemical agentderived from
selenite.In this study, maximum measuredselenite concentrations
were comparableupon selenite andselenateexposure(around3 mg
Se per g of proteins) (Fig. 2 and 4), but these values are only
snapshotmages,ratherthan
a direct monitoringof the selenitecontent.

In conclusion, this study showed that both selenite and
selenatefollow an assimilatoryand a detoxification pathwayin R.
metallidurans CH34 and that transportand reductionare activated
upon selenite exposure. The capacity of this bactgium to
accumulate and reduce large amounts of selenite may

APPL ENVIRON. MICROBIOL.

qualify this strain as suitablefor the bioremediationof selenite-
contaminatedsoils, sedimentsand waters.However,the sameis not
true for selenatesincethe organoseleniunspeciespro- duced may
representsome mobile and bioavailable forms of selenium.This
study illustratesthe potentialof XANES spec-troscopy combined
with elementalanalyses,which enable the quantificationof Se
species. This spectroscopic approach is complementary to
analytical speciation techniques such as liquid or ionic
chromatographyor electrospraymass spectroméy (6), which are
bettersuitedto identify individualmolecules.
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The accumulated organic form of selenium previously detected by X-ray absorption near-edge structure
(XANES) analyses in Cupriavidus metallidurans CH34 exposed to selenite or selenate was identified as seleno- L-

methionine by
spectrometry.

coupling high-performance liquid

chromatography to

inductively  coupled plasma-mass

Accumulation of selenium from natural or anthropogenic
sources generatestoxic environmental conditions (1, 9, 17).
Microorganisms can be involved in the geochemicalcycle of
selenium and thus can potentially be used for bioremediation
processes(4—7, 13, 16). This is the case for Cupriavidus metal-
lidurans CH34 (formerly RalstoniametalliduransCH34), which has
beendemonstratedo resisthigh concentrationsof selenite andto
reduceit to elementalselenium immobilized by the biomass as
electron-dense granules (14). C. metalliduransCH34 is a
facultatively autotrophicgram-negativebacteriumcharacteristiof
metal-contaminatetliotopes(10, 11) thathasalready beenusedto
remove heavy metalsfrom soil or liquid waste (2, 3, 10). Its use
to target selenium-pollutedenviron-ments still requiresa better
understandingf the moleculareventsleadingto the incorporation
of the seleniumoxyanions,selenite[Se(IV)] and selenatdSe(VI1)],
andtheir subsequenteduction.In recentstudies,we haveidentified
a geneencod-ing a putative selenitetransporter(8) and compared
the kinet- ics of seleniteand selenateaccumulationto identify by
X-ray absorptionnear-edgestructure (XANES) spectroscopythe
possiblechemicalintermediatesduring the transformationof these
oxyanions (15). We observed that one, or numerous, organic
speciesof Se (alkyl selenide)were producedby this bacterium
regardles®f theinitial oxidationstateof Se[Se(IV) orSe(VI)]. In
casesof seleniteexposurethis organicspeciesis both transientand
minor comparedto the dominatingchem-ical species,Se?, while
in casesof selenateexposure,S€ oc- curredasa minor speciesand
the majoraccumulatedorm wasalkyl selenide. However, it was
impossibleto unequivocally

* Correspondingauthor. Mailing addressfor J. Coves: Laboratoiredes
Proféines Membranaires, Institut de Biologie Structurale—JeanPierre
Ebel, UMR 5075 CNRS-CEA-UJF 41, rue Jules Horowitz,
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69-23.E-mail: barbara.gouget@cea.fr.

t Supplementamaterialfor this article may be foundat http://aem
.asm.org/.

t Presentaddress:Centre for Water and Waste Technology, School of
Civil andEnvironmentaEngineering;The Universityof New South Wales,
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identify this organicseleniumspecieshy XANES spectroscopyand
recourseto other analytical techniquesis required. Herewe have
developed the direct coupling of high-performanceliquid
chromatography (HPLC) to inductively coupled plasma- mass
spectrometry (ICP-MS) to identify the compoundof in- terest
after extractionof the endogenous$e species.

Cells were grown aerobically at 29°C in Tris salt mineral
medium with 2% gluconate as a carbon source as previously
described (15). The experiments were initiated by adding
Se(lV) or Se(VI) to the culture medium when the absorbancet
600 nm reached0.3. The final Se oxyanion concentrationwas 2
mM. The culture medium was sampledevery 24 h over a 144-h
period, and total accumulatedseleniumwas quantified for each
sample as previously reported (15). As expectedSe(IV) induced
an extendedag phase(14), while Se(VI) did not causeany change
in growth (Fig. 1) comparedto the growthof a culture without
any addedseleniumoxyanion(not shown). The concentrationsof
Se accumulatedby the two culturesweresimilar after24 h, butthe
accumulatiorpatterns divergedapidly thereafter At the endof the
experiment (144 h), the bacteria exposed to Se(lV) had
accumulatedSe to a concentrationof 290 mg g of protein™,
comparedo 13mg Seg of protein® for Se(VI) exposure(Fig. 1).

Bacterial pellets from 5-ml culture medium sampleswere
obtainedby centrifugation,washedthreetimes with high-pu-rity
water,andfinally resuspendeih 1 ml of a solution con-taining10
mM Tris-HCI (pH 7.2)and2 mM CacCl,. Thencellswerelysedand
the proteinsdigestedby additionof 50 pl of a solutioncontaining
72 g liter * of bothlysozymeandproteaseXIV (12). The samples
wereincubatedat 37°C for 24 h until completedigestionof proteins
to theirmono-aminacids.The supernatanof a new centrifugation
was removedand identi-fied to speciedevel by HPLC—-ICP-MS
analysesafterdilution by afivefold factor with high-puritywater.
Thisdilution stepis requiredto preventHPLC—ICP-MSpeak
retention timeshiftsinducedby high ionic strength As a control,the
entireproce-dure was applied to selenoe-methionine,selenopL-
cystine,seleno-methylseleno-cysteine, Se(IV), Se(VI),and S€.
It was observedpy use of HPLC-ICP-MS, thathe extraction
procedureneithertransformedheseSespeciemnorsolubilizedSe into
Se(lV) or Se(VI). Besides,thesecontrols did not
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FIG. 1. Mean bacterial Se accumulationand culture mediumab- sorbance
at 600 nm during the exposureof C. metallidurans CH34 to Se(lV) or
Se(VI) (initial concentration2 mM). @, absorbanceat 600 nm [Se(IV)-
exposedcultures]; A, absorbanceat 600 nm [Se(VI)-ex-posedcultures]; O,
Se accumulation[Se(IV)-exposedcultures]; A, Se accumulation[Se(VI)-
exposed cultures].Note that the scale of theright y axis is logarithmic.
Bacterialgrowth was also assayedy quan-tification of the protein contents
and confirmed the Asoo data. As previously observed(14), the presenceof
particulateSe did not dis- turb the measuremensf the absorbance.

revealany relevantcontaminationof seleniteby selenateor vice
versa.

The percentagef Serecoveredvasvariable,dependingon whether
the bacteria had been exposedto Se(lV) or Se(VI) (Table 1).
Between24 and 144 h of exposureto Se(lV), very little of the Se
associatedwith the bacteriawas extractedby using the enzymatic
digestion protocol ( <5% in terms of the total concentration of
accumulatedSe). This was expectedpecauseinsoluble S& becomes
the predominant biotransfor mation product( >95%) at later
samplingtimes (14, 15). The extractiorprocedurewvasvery effective
for the Se(VI)-exposed bacteriayith an averageSe recovery,at all
samplingtimes,of
82% (Table 1). Therefore,the majority of Se accumulatedoy C.
metallidurans CH34, during exposureto 2 mM concentrations of
Se(V1),is foundin solubleand/orproteinogenidorms,a finding that
is also consistentwith our previous XANES spectroscopyesults
(15).

Separation of the extracted Se species was achieved with a
4-mm AS11 anion-exchangecolumn (Dionex, Sunnyvale, CA)

using a flow rate of 2 ml min? and the following
NaOH

TABLE 1. Percentage of recovery of total accumulated Se by
C. metallidurans CH34 after enzymatic digestion of
bacterial pellets
% extracted from cultures exposed to*:

Time (h)

Se(lV) Se(VI)
24 23+4 82+7
48 45+0.7 82+3
72 3+0.2 78+4
96 2+0.1 83+2
120 1.8+0.1 82+3
144 15+0.2 83+6

® Values for bacterial samples exposed to Se(IV) represent those
obtained after extracting the pellets twice. Results are represented as a
function of sampling time after the addition of 2 mM Se(IV) or Se(VI) to the
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FIG. 2. StackedHPLC—ICP-MS chromatogram®f various solu-tions.
Line a, standardsolution containing50 pg of each of the following Se
species liter & seleno-methylseleno-cysteine (peak 1), selenok-
methionine (peak 2), Se(IV) (peak 3), selenopL-cystine(peak4), and
Se(VI) (peak 5). When the entire procedure,i.e., ex- traction plus
identification to species level and quantification by HPLC—ICP-MS,
was appliedto theseSe-containingchemicalforms, noother speciesbesides
the initial chemical standardswas detected, andtheir concentrations
remainedidentical before and after extrac-tion. Lines b and ¢, enzymatic
extractionsolution of C. metalliduransCH34 exposedfor 24 h to 2 mM
Se(IV) and 2 mM Se(VI), respec-tively. Peaksarerelativeto countsper
secondor the®Se  isotopeion.

gradient elution: 0.8 mM NaOH (0 to 1 min), 0.8 to 40 mM
NaOH (1 to 4 min), and 0.8 mM NaOH (4 to 7 min). An
injection volume of 25 | was used for all samplesand stan-
dards.The columnwas coupleddirectly to the nebulizerof the ICP-
MS, via PEEK tubing, and chromatogramsof counts per second
againsttime were recordedfor each isotope ion of Se. Detailed
ICP-MS conditions for total Se quantification and selenok-
methionine identification are describedin the supple- mental
material. A typical HPLC-ICP-MS chromatogranshowingthe
separatiorof five referencecompoundss shownin Fig. 2a. Upon
HPLC-ICP-MS analysis of the enzymaticextractionsolutionsof
the Se(lV)-exposedbacteria,only one peakwas observed,with a
retention timecorrespondingo that of selenot-methionine (Fig.
2b). As a control, the selenoe- methioninestandardwas addedto
the sample solution andfound to elute at the same time as the
bacterially derived selenoe-methionine. Similarly, selenot-
methionine was the sole organic speciesof Se in the enzymatic
extraction solutions of the Se(VI)-exposedbacteria (Fig. 2c),
regardlesof the time of sampling. It must be noted that any
selenok-cystine that could be producedby oxidation of selenot-
cysteineputatively presentin the samplesvas not detectedn any of
theextractionsolutions.

Theseresults indicate that seleno:-methionine is the accu-
mulated proteinogenic (and organic) form of Be this bacterium,
whether it is exposedto 2 mM concentrationsof Se(lV) or
Se(VI). We have previously shown that transport and re-
ductionof selenite are slowly activatedupon selenite exposure
(8, 15), while this is notthe case for selenateexposure(15).
From ourpreviously publisheddata (15), one can calculate that
the now identified selenot-methioninerepresentedabout 25 mg

g of protein® after 50 h in the presenceof Se(lV) (about
10% of the added selenium), while it represented only
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11 mg g of protein® in the presenceof Se(VI) (95% of the
addedselenium).One can speculatethata thresholdin the seleno-
L-methionine concentrationcould be the signal to setup a
resistancepathway. This threshold should be reachedafter about
50 h in the presenceof 2 mM selenite triggering thephaseof fast
Se(1V) uptake.

This work was supportedin part by the FrenchNational Programof
EnvironmentaNuclear Toxicology (ToxNucE).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Synthése des principaux résultats

Les travaux menés au cours de cette these avammt @bjectif de préciser les
mécanismes de résistance, d’accumulation et deftranation des oxyanions de sélénium chez
la bactérieC. metalliduransCH34. L’originalité de notre démarche est la camaison de
plusieurs techniques de spéciation qui a permisodéribuer a 'amélioration des connaissances
de ces mécanismes.

Dans une premiére partie, nous avons caractérigsistance d€. metalliduransCH34
dans nos conditions de travail. Nous avons établchpacités de résistanceGlanetallidurans
CH34 en termes d’accumulation du sélénium, laqueliété quantifiée pour la premiere fois
directement dans les bactéries. Puis, nous avéesspries voies possibles de prise en charge des
oxyanions de sélénium. Dans une derniere parties mvons pu identifier les intermédiaires
chimiques de la transformation par réduction dersém une fois accumulé par les bacté@es

metalliduransCH34. L’ensemble des résultats est récapitulg ici

1- Résistance d€. metalliduransCH34 au sélénite et au séléniate et accumulation

Nous avons montré que la bactérie est moins réagistau sélénite qu’'au séléniate (la
CMI pour le sélénite est de 4 mM, celle pour leésidte est de 8 mM ; de plus, la densité
cellulaire maximale diminue en présence de sélgritette différence de résistance s’explique,
pour partie, par une accumulation quasi-totale dlérsum dans les bactéries aprés une
exposition au sélénite. L’accumulation du sélénegefaible : la croissance bactérienne est peu

affectée par la présence de séléniate.

2- Transport des oxyanions de sélénium

Nos recherches ont permis de montrer que l'accuronladu sélénite, reflet de son
transport, se fait en deux temps : une phase daglaiion lente et faible est suivie d’une phase
rapide et importante. Des expériences réaliséesdgasemutants, clones de la souche sauvage par
inactivation d’'un géne possédant une forte homelaegiec ceux de la familldedA ont montré
gu’ils n’accumulaient plus autant le sélénite corgpa la souche sauvage, laquelle exprime la
protéine membranaire DedA. Les fonctions de cettetéme sont totalement inconnues.

Cependant ces résultats suggérent que la potentetitéine DedA serait impliquée dans
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limport du sélénite, un systéeme efficace mais keise mettre en place. Ce systéme de transport
probable semble étre constitutif puisque la dimarutle la synthése de néo-protéines ne modifie
pas I'accumulation du sélénium.

Par ailleurs, nos résultats supportent I'hypothgee le séléniate accumulé dans les
bactéries emprunterait la voie d’entrée du sulfletesulfate perméase. La faible affinité de ce
transporteur pour le séléniate, comme rapportée Ehecoli (Lindblow-Kull et al, 1985),

pourrait expliquer la faible accumulation de cegamion.

3- Voies de réduction du sélénium

Nous avons apporté des éléments permettant uneleaneil compréhension des
mécanismes de résistance aux oxydes de séléniunCcheetalliduransCH34. Trois niveaux de
spéciation différents ont été recherchés :

. dans la bactérie entiére, la spectroscopie XANPpS8ranis d’identifier les
intermédiaires et produits de réduction de degrésydation différents, formés aprés une
exposition aux deux oxyanions : séléniate (aprég@m&kon au séléniate), sélénite et une forme
organique de type alkyle séléniures (aprés expositu séléniate et au sélénite) ont été identifiés
; lors de conditions de stress intenses, comme Igess avec des cultures exposées au séléniate
dans un milieu appauvri en sulfate, le sélénodaghion et le sélénium élémentaire, especes de
méme état d’oxydation, ont été identifiés et déf@iés grace a 'analyse EXAFS ;

. dans les extraits solubles issus de la lyse enzgusatdes bactéries, les
especes seéléniées organiqgues de méme état d’'axydatit été précisées: un seul alkyle
séléniure a été identifié grace au couplage HPLERAGS : il s’agit de l'acide aminé
sélénométhionine ; la forme Se méthyle L-sélén@iystn’a pas été détectée ;

. dans les protéines bactériennes, I'analyse par BESE-PIXE a permis
de montrer que des protéines présentes dans des derfaibles poids moléculaires (exposition
sélénite et séléniate) et de hauts poids moléeslajexposition sélénite) ont incorporé le
sélénium. L'acide aminé sélénométhionine est prigaént assimilé non spécifiquement au
cours du métabolisme bactérien.

Ces résultats ont mis en évidence deux voies dectiéd compétitives du sélénium chez
C. metalliduransCH34 :
- une voie d’assimilation transforme le séléniatesélénite et le sélénite en
'acide aminé sélénié, la sélénométhionine (degtéxydation (IV)) et conduit a son
incorporation non spécifique dans les protéinegébb@nnes. Les protéines ayant incorporé du

sélénium sont probablement des protéines richeéstthus méthionines,
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- une voie de détoxication immobilise le sélénite ramoparticules de
sélénium inorganique, le sélénium élémentaire @dgyxydation (0)), principalement localisées
dans le cytoplasme a proximité des membranes. @etdisation peut résulter soit de la voie
impliquant le glutathion, soit d'une voie enzymatqg laquelle, toutefois, est rapportée
principalement en conditions anaérobies. La cargetéon des particules de sélénium
élémentaire cheZ. metalliduransCH34 a permis de mettre en évidence des simiktude
morphologiques avec les particules de sélénium eiéaire abiotiques synthétisées par mélange
de glutathion et de sélénite. Méme si nous ne poaip@as préciser davantage le mécanisme de
détoxication du sélénite ch€z metalliduransgCH34, I'implication du glutathion dans la voie de
détoxication est la plus souvent rapportée dafigdeature,

- la non détection de formes méthylées comme la Se¢hyheé L-
sélénocystéine suppose que la voie de méthylatibnégligeable cheZ. metalliduransCH34.

Nous avons réalisé pour la premiere fois un tradail spéciation sur des mutants
optimisés pour leur capacité de résistance auxuxétettalloides. Nous avons montré que la
transformation du sélénite et du séléniate estaingée chez les mutants résistants au sélénite par
rapport a la souche sauvage : la mutation du gexdé altere uniquement 'accumulation du
sélénite. Le mécanisme de réduction du seéléniténdgipendant du systeme de transport de
I'oxyanion.

Au plan international, de telles approches de gpiéciin situ (XANES, ICP-MS du
surnageant de culture) ont été développées sursgiemes analogues comme la bactérie
photosynthétiqueRhodobacter sphaeroidef/an Fleet-Stalderet al, 2000), des bactéries
pathogenes et contaminatrices des aliments 8ainhonella enteritidisProteus mirabiliset
Pseudomonas fluoresce(®rangeet al, 2005), mais ces études n'ont pas recherchéntéetie
incorporation de sélénium dans les acides amindssgprotéines.

Etant donnés les niveaux de concentrations présants les environnements pollués (du
nM au mM selon la localisation) (Wu, 2004), I'end#ende ces résultats démontre dDe
metallidurans CH34 est un bon candidat pour dépolluer les deks,sédiments et les eaux
contaminés avec le sélénite : la bactérie est ¢apdd résister a ces fortes concentrations,
d’accumuler une forte proportion du sélénite comtamt et de I'immobiliser sous une forme

nanoparticulaire moins toxique.
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PERSPECTIVES DE RECHERCHES

Plusieurs voies de recherches peuvent permetiterdpléter ces travaux.

Concernant I'implication de la voie du glutathioarts la réduction du sélénite

Nous n’avons pas montré I'implication directe dutgthion dans la réduction du sélénite
par son dosage intracellulaire. Le dosage de esfiéce (glutathion réduit et glutathion oxydé)
ainsi que l'activité de la glutathion réductaseslale I'exposition au sélénite et au séléniate

pourra apporter des éléments supplémentaires dasripréhension du mécanisme mis en jeu.

Concernant le stress oxydant

Nous avons montré que les bactéries cultivées @auntimité en sulfate présentent les
caractéristiques physiologiques d'un stress parptésence de nombreux granules de
polyhydroxybutyrates. Le type de stress en absericen présence de séléniate dans ces
conditions de culture pourra étre recherché et ewénpu stress induit suite a une exposition au

sélénite.

Concernant la voie d’assimilation

De facon intéressante, nous avons montré une itépadifférente de l'incorporation du
sélénium dans les protéines bactériennes apresiérpoau sélénite et au séléniate et dans les
fractions solubles et membranaires. Des investigatpar ablation laser couplée a une détection
ICP-MS sont en cours en collaboration avec R. Lshiret G. Ballihaut du Laboratoire de
Chimie Analytiqgue Bio-Inorganique et EnvironnemghCABIE) de l'université de Pau. Les
résultats obtenus par cette technique tres sengdaheiront compléter les résultats obtenus par
SDS-PAGE-PIXE (le PIXE permet de doser des ppnsajoe I'IlCP-MS a un seuil de détection
de I'ordre du ppb).

Pour affiner ces résultats, les protéines contedansélénium en plus grande quantité
pourront étre isolées a partir des gels d’électoogde, puis séparées en gel 2D. Le séquencage
pourrait permettre la découverte d’'une nouvelleérs@brotéine. La recherche des séquences
SECIS par traitement informatique dans les génolestériens a permis d’identifier de
nouvelles sélénoprotéines (Zhang et Gladyshev,)208%us pouvons analyser le génomeGie
metalliduransCH34 pour rechercher des genes codant des sétd@imes.

Enfin, ces expériences ont été réalisées avec algéries exposées a une concentration

de sélénium de 2 mM. Cette concentration sembléuwiom a une incorporation non spécifique
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du sélénium dans les protéines. Il serait intérdssi® reproduire ces expériences a des
concentrations plus faibles (du uM au nM) afin éehercher une éventuelle variation de la
distribution des protéines séléniées.

Concernant I'activation de la voie de détoxication

Nous n’avons pas observé de coloration rouge ler$gculture est exposée a 20 uM de
sélénite. Dans cette expérience, nous n'avons pastifié I'accumulation du sélénium car
I'objectif était d'observer I'apparition de la coédion rouge de la culture. La concentration
minimale de sélénium accumulée pour activer la deielétoxication pourra étre déterminée plus
finement a cette concentration d’exposition.

Notre étude a été réalisée en condition aérobieobgportement de résistance au sélénite
et au séléniate pourrait étre recherché lorsqeelahe est cultivée en condition anaérobie. Au
laboratoire, les cultures en anaérobies sont ersatel développement dans le cadre d’'un autre

travail de recherche sur I'étude de la résistanhde éa transformation de I'uranium.

Concernant la spéciation de I'espéce séléniée

Nous n'avons pas testé la résistance de la soudreuties formes séléniées comme les
nanoparticules de sélénium élémentaire et les espgganiques (par exemple, I'acide aminé
sélénométhionine). Dans notre laboratoire, une eétadec C. metalliduransCH34 et des
nanoparticules métalliques montre que la bact&tieapable d’accumuler des nanoparticules de
titane (diametre de 25 nm) dans sa paroi. Il senatiéressant d’étudier la résistance,
'accumulation et la consommation de sélénométhienét de nanoparticules de sélénium
élémentaire cheZ. metalliduransCH34. Les particules de sélénium élémentaire fesmdans
les systémes aquatiques peuvent sédimenter et mefaims’accumuler chez les organismes
aguatiques comme des especes de bivalves (Sckleddat2000). Quant aux espéces organiques
issues de la réduction biologique, elles peuvergepodes probléemes de contamination
puisqu’elles sont assimilables, notamment la sét&thionine.

Concernant la production de nanoparticules

Chez d’autres souches, les nanoparticules deiggidnologiques produites présentent
des caractéristiqgues électro-optiques particuli@@svant étre exploitées dans le domaine des
nanotechnologies (Oremlarmd al, 2004). Nous pouvons envisager une exploitatioiustrielle

des nanopatrticules de sélénium produitesQanetalliduransCH34.
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(Tertificate of Analysis

Standard Reference Material® 1640

Trace Elements in Natural Water

This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for use in evaluating methods used in the
determination of trace elements in fresh water, SRM 1640 is composed of natwral fresh water collected from
Clear Creek, CO, which has been filtered and stabilized with nitric acid at a concentration of 0.5 mol/L. A unit of
SRM 1640 consists of approximately 230 mL of solution in a polyethylene bottle, which is sealed in an aluminized
plastic bag.

Certified Values and Uncertainties: The certified values expressed as mass fractions and their expanded
uncertainties are listed in Table | for 17 elements in SRM 1640. The certified values are equally weighted means of
the results of two or more independent analytical methods or a single primary method. Each expanded uncertainty is
based on a 95 % confidence interval for the mean, and includes an allowance for differences between the analytical
methods used and an allowance for solution stability [1].

Reference Values and Uncertainties: The reference values expressed as mass fractions and their expanded
uncertainties are provided in Table 2 for an additional ten elements. The reference values are means from a single
method or two or more equally weighted means of results of independent analytical methods for which there is
insufficient information to meet NIST certification criteria. Fach expanded uncertainty is based on a 95 %
confidence interval for the mean and includes an allowance for differences between the analytical method used and
an allowance for solution stability but may not include all sources of uncertainty [1].

Information Value: The upper limit information value for thallium, expressed as a mass {raction in Table 3, is an
estimate based on the instrumental limit of detection and measurements from a single unit of SRM 1640.

The analytical methods used for the characterization of this SRM are given in Table 4. All values arc reported as
mass fractions [2]. .

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Expiration of Certification: This certification of this SRM lot is valid until 01 June 2008, within the measurement
uncertainties specified, provided the SRM is handled and stored in accordance with the instructions given in this
certificate (see “Use™). However, the certification will be nullified if the SRM is contaminated or modified.
Registration (see attached sheet) will facilitate notification.

Use: The SRM should be shaken before use because of potential water condensation. Samples should be analyzed
at a room temperature of 22 °C + 5 °C. To prevent possible contamination of the SRM, pipeties should not be
inserted into the bottle. After use, the bottle should be recapped tightly and returned to the aluminized bag, which
should be folded and sealed with sealing tape. This precaution will protect the SRM from possible environmental
contamination and long-term evaporation.

The mass fractions given in Tables 1 and 2 are expressed as microgram per kilogram or milligram per kilogram.
These values can be converted to mass concentrations with units of nanograms per cubic centimeter or micrograms
per cubic centimeter, respectively, by multiplying by the density. The density of SRM 1640 at 22 °C was measured
0 be 1.0015 g/lem® + 0.0005 g/em’ (identical to grams per milliliter).

Coordination of the NIST technical measurements was under the direction ol JL.R. Moody of the NIST Analytical

Chemistry Division.
Stephen A. Wise, Chief
Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Raobert L. Watters, Jr., Chief
Certificate Issue Date: 20 January 2006 Measurement Services Division
See Certificate Revision History on Last Page
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Statistical analysis of the experimental data was performed by W.F. Guthrie of the NIST Statistical Engineering
Division.

The overall coordination of measurements performed by the U.S. Geological Survey National Water Quality
Laboratory, Arvada, CO, and by laboratories that participate in the Standard Reference Water Program was under
the direction of K. Long.

The support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Measurement Services
Division.

Recognizing contamination at the microgram per kilogram level can be a serious problem, labware should be
scrupulously cleaned and only high purity reagents employed. Sampling and manipulations. such as evaporations,

should be done in a clean environment, such as a Class-100 clean hood.

Table 1. Certified Mass Fractions

Element pglkg Element g/kg
Aluminum 520 £ 1.5 Iron 343+ 16
Antimony 13.79 = 042 Lead 27.89 £ 0.14
. Arsenic 2067 £ 041 Manganese 1215 = 1.1
Barium 1480 + 22 Molybdenum  46.75 + 0.26
« Beryllium 3494 + 041 % Selenium 21.96 £ 051
Boron 3011 = 6.1 Silver 7.62 + 025
Cadmium 2279 £ 0.96 Strontium 1242 £ 07
Chromium 386 £ 1.6 Vanadium 1299 = 0.37
~ Cobalt 2028 £ (.31

Table 2. Reference Mass Fractions

Element ng/kg Element mg/kg
Copper 852 + 1.2 Calcium 7.045 £ 0.089
Lithium 507 + 14 Magnesium 5819 £ 0.056
Nickel 274 £ 08. Silicon 473 £ 0.2
Potassium 994 £+ 27 Sodium 2935 £ 031
Rubidium 200 £ 0.02
Zinc 532 + 1.1

Table 3. Information Mass Fraction
Thallium <0.1 ug/kg

Source and Preparation of Material: A sample of about 3500 L of natural (fresh) water was obtained by the
USGS at Clear Creek, CO. It was filtered through a 0.1 um ultra filter and acidified with nitric acid. Analysis of the
water by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPMS), before and after the stabilization process, showed
that arsenic. beryllium, cobalt, selenium, and zinc were decreased in concentration during the stabilization process.
These elements were adjusted to their original concentration levels by the addition of salts of the decreased
clements. The stabilized solution was then pumped through an ultra filter, past a UV light source (for sterilization
purposes), and then to a bottling station. At the bottling station, the bottles were rinsed with the sample and then
filled.

SRM 1640 Page 2 of 4
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Elements

Aluminum
Antimony
Arsenic
Barium
Beryllium
Boron
Cadmium
Calcium
Chromium
Cobalt
Copper
Iron

Lead
Lithium
Magnesium
Manganese
Molybdenum
Nicke!
Potassium
Rubidium
Selenium
Silicon
Silver
Sodium
Strontium
Thallium
Vanadium
Zinc

Methods given in bold indicate that & single NIST primary method was used for certification.

Methods

COLOR
DCP
ETAAS
FAAS
FES
Hyd-AAS
1C
ICP-AES
ICPMS
ID-1CPMS
ID-TIMS

SRM 1640

Table 4. Methads Used for the Analysis of SRM 1640
Methods

DCP, ETAAS, ICP-AES. [CPMS

ETAAS, Hyd-AAS, ICP-AES, ICPMS

ETAAS, Hyd-AAS, ICP-AES, ICPMS

DCP, ETAAS, ICP-AES, ICPMS. ID-ICPMS
ETAAS, ICP-AES, ICPMS

COLOR, ICP-AES, ICPMS, ID-TIMS

ETAAS, FAAS, IC, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
DCP, FAAS, ICP-AES, ICPMS

ETAAS. FAAS, IC, ICP-AES, ICPMS

ETAAS. ICP-AES, ICPMS

ETAAS, FAAS, 1C, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
ETAAS, FAAS, ICP-AES, ICPMS, ID-TIMS
ETAAS, FAAS, IC, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
ETAAS, FAAS, ICP-AES, ICPMS

DCP. FAAS, ICP-AES, ICPMS

DCP, ETAAS, FAAS, ICP-AES, ICPMS

ETAAS, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS

ETAAS. FAAS, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
ETAAS, FAAS, FES, ICP-AES, ICPMS

1D-TIMS

EAAS, Hyd-AAS, ICP-AES, [CPMS

COLOR, ICP-AES, ICPMS :
ETAAS, FAAS, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
DCP, FAAS, FES, ICP-AES, ICPMS

DCP. ETAAS, ICP-AES, ICPMS, ID-ICPMS
1CPMS

ETAAS, ICP-ALES, ICPMS

FAAS, IC. ICP-AES, ICPMS, ID-1CPMS

Colorimetry

Direct current plasma alomic emission spectrometry

Healed graphite atomizer (electrothermal) atomic absorption spectrometry
Flame atomic absorption spectrometry

Flame emission spectrometry

Hydride generation-atomic absorption spectrometry

lon chromatography

Inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry
Inductively coupled plasma mass spectrometry

Isotope dilution-inductively coupled plasma mass spectrometry
Isotope dilution-thermal fonization mass spectrometry

Page 3 of 4
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Contributing Laboratories and Analys

E.S. Beary. M.S. Epstein. K.E. Murphy, P.I. Paulsen. and G.C. Turk: NIST Analytical Chemistry Division.
Gaithersburg, MD

Water Resources Division and approximately 70 laboratories participating in the Standard Reference Water
Program, under the direction of K. Long: U.S. Geological Survey, Arvada, CO

P. Taylor. L. Van Nevel, I. Lapitajs, A. Kynartren, A, Held, UL Ornemark, and P. De Biévre: Institute for Reference
Materials and Measurements, Geel, Belgium

M. Morite: Regional Environmental Division of the National Institute for Environmental Studies. Japan
Environmental Agency, Tsukuba, Japan

REFERENCLS

(1] 1SO: Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement. 1ISBN 92-67-10188-9. Ist ed. International
Organization for Standardization: Geneva.Switzerland (1993): see also Taylor. B.N.: Kuyatt, C.E.; Guidelines
Jor Evaluating and Expressing the Uncertainty of NIST Measurements Results, NIST Technical Note 1297,
1.8, Government Printing Office: Washington, DC (1994); available at hitp://phyvsics.nist. gov/Pubs/.

(21 Taylor. B.N. Guide for the Use aof the International Sysiem of Units (81); NIST Special Publication 811, U.S.
Gavernment Printing Office: Washington, DC (1993).

Certificate Revision History: 20 January 2006 (This revision reflects an extension of the certification period); 17 March 2004 (This technical
revision reports a change in the expiration date); 23 January 1998 (Revision reports the addition of an information value fer thallium: 02 October
1997 (Original certificate date).

Users of this SRM should ensure that the certificate in their possession ts curvent. This can be accomplished by
contacting the SRM Program at: telephone (301) 975-6776; fax (301) 926-4751; e-mail snninfo@nist.gov, or via
the Internet at hiip://www.nist. govisrin,
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RESUME

Le sélénium est un élément trace essentiel pouorganismes vivants mais a forte concentratiorstl trés
toxique. Les oxyanions sélénite et séléniate sast formes les plus toxiques et prédominantes dans
I'environnement. Certains micro-organismes jouentréle prépondérant en contribuant au cycle natdeel
sélénium. Notre modéle d'étudgupriavidus(anciennemenRalstonig metalliduransCH34, bactérie tellurique
issue de biotopes contaminés en métaux, est coomurpsister au sélénite (forme soluble du sélénimes
toxique et bio-assimilable) en le réduisant enrsétéd élémentaire (forme précipitée insoluble et pmuque).
Afin de mieux comprendre les mécanismes de réduatio sélénium par les bactéries, trois méthodes de
spéciation ont été combinées (SAX (XANES et EXARSPLC-ICP-MS et SDS-PAGE-PIXE) et normalisées
par la quantification du sélénium accumulé dansbhlestéries. Les analyses de spéciation ont misvielerice
I'existence de deux voies de réduction du sélénalmez C. metalliduransCH34 : une voie d’assimilation
transforme le sélénite et le séléniate en sélémirganique, identifié comme de la sélénométhiontneoaduit a
son incorporation dans des protéines bactériehespece organique sélénométhionine semble étarpocée
dans les protéines de fagon non spécifique (présgmprotéines séléniées). Une voie de détoxicatiécipite le
sélénite en nanoparticules de sélénium élémentaette voie de détoxication ne se met pas en @poeEs une
exposition au séléniate malgré sa présence compece@sninoritaire par rapport a I'exposition sékénibu
sélénodiglutathion est détecté dans des bactéressées par une exposition au séléniate en niiti@té en
sulfate. Les bactéries exposées a du sélénite abentt25 fois plus de sélénium que lorsqu’elles sxposées a
du séléniate. L'étude de mutants résistants amigglé’exprimant pas la protéine membranaire Dealfontré
que I'accumulation du sélénium apres expositiosélénite est diminuée comparé a la souche sauiggjéamt

un probable lien entre la prise en charge du gélétila protéine DedA. Enfin, le séléniate senavigrunter la
sulfate perméase d& metalliduransgCH34.

TITLE

Study of theCupriavidus metalliduranaCH34 resistance of selenite and selenate oxyan@atsumulation,
localisation and transformation of selenium

ABSTRACT

Selenium is an essential trace element for thadidrganisms but it is very toxic at high concetidra Selenite
and selenate oxides, soluble forms, highly toxid dmo-assimilable, are the most prevalent formstha
environment. Some soil micro-organisms play a damirrole and contribute to the natural cycle otsigim.
Our study modelCupriavidus (formerly Ralstonig metalliduransCH34, a telluric bacterium characteristic of
metal-contaminated biotopes, is known to resisrstd by reducing it into elemental selenium, asoiable and
less toxic form of selenium. In order to better emrstiand the mechanisms of selenium reduction irb#uteria,
three methods of speciation were combined (XAS (E&Nand EXAFS), HPLC-ICP-MS and SDS-PAGE-
PIXE). They were completed by the direct quanttfaa of selenium accumulated in the bacteria. Sxieci
analyses highlighted the existence of two mechanisimeduction of selenium oxides@ metalliduransCH34.
Assimilation transforms selenite and selenate arranic selenium, identified as selenomethioning laads to
its non-specific incorporation into bacterial piote (presence of selenious proteins). DetoxicafieTipitates
selenite in nanoparticules of elemental seleniutiis Tvay of detoxication is not set up after an expe to
selenate although it is nevertheless possible tectielemental selenium but in very small amoumhgared to
the exposure of selenite. Selenodiglutathion isatet in bacteria stressed by an exposure to $eleneedium
limited in sulphate. Bacteria exposed to selersumulate 25 times more selenium than when thegxgresed
to selenate. The study of mutants resistant tage|evhich do not express the membrane proteinADstowed
that the accumulation of selenium after exposureetenite is decreased compared with the wildrstre@aning
probable link between the transport of selenite tiedDedA protein. Finally, selenate would use ghiphate
permease pathway for enteri6gmetalliduransCH34.

DISCIPLINES : Microbiologie, biochimie et spéciatim

MOTS-CLES
Sélénite, séléniate, sélénium, réduction, spéciatétoxication, assimilation, sélénométhionindfase
perméase, protéine Ded8upriavidus metalliduran€H34.
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