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Les bactéries lactiques sont des microorganismes incluses dans un groupe hétérogéne c'est-a-dire
non regroupées entre-elles d’un point de vue phylogénétique mais fonctionnelle. Celles-ci sont
utiles a ’homme pour la production de nombreux produits alimentaires fermentés, comme, par

exemple, les yaourts et les fromages, issus de la transformation du lait.

L'intérét des bactéries lactiques dans la production de produits laitiers remonte, suivant les
traditions, a la plus haute antiquité lorsque I’homme est passé du statut de chasseur-cueilleur a celui
d’¢éleveur, aux environs de 8 000 avant J.-C. D¢s cette époque, ’homme sait contrdler le phénomene
de caillage du lait (Taillez, 2001). Les laits fermentés constituent une source bon marché de
protéines hautement digestibles et la présence d'une flore lactique vivante confere a ces produits une
haute qualité nutritionnelle (Loones, 1994). En France, par exemple, la consommation annuelle de
yaourts et de fromages par habitant est estimée a environ 21 et 24 kg, respectivement. Ainsi, les

bactéries lactiques présentent de forts intéréts économiques, techniques et nutritionnels.

Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique couramment employée dans l'industrie
laiticre. En effet, elle est utilisée en association avec Lactococcus lactis (L. lactis) pour la
fabrication de fromages a pate pressée cuite et avec Lactobacillus bulgaricus (Lb. bulgaricus) pour
la fabrication de yaourts. Ces souches, indépendamment de leur pouvoir acidifiant, conférent aux
laits fermentés des caractéres rhéologiques particuliers notamment de viscosité, de golt et
permettent leur conservation et leur salubrité (Bouillanne et Desmazeaud, 1981 ; Giraffa et Bergere,
1987). Cependant, les procédés industriels conduisent a des modifications des conditions
environnementales (modification de la concentration en oxygene ou en sel, de la température, de
I’acidité) qui peuvent entrainer des stress pour les bactéries lactiques utilisées. Ainsi, I'un des défis
les plus importants de l'industrie laitiere est donc de choisir les genres, les espéces et les souches
bactériennes les mieux adaptés aux fonctions qui leur sont imparties dans les diverses technologies
de transformation du lait par fermentation (Schmidt et al., 1994). Pour ce faire, les souches
bactériennes utilisées doivent avoir la capacité a s’adapter aux stress afin de survivre et assurer une

qualité sanitaire aux produits fermentés.

Pour s’adapter aux stress, les bactéries mettent en place des systemes de défense. Les genes
impliqués dans ces systémes sont nombreux et codent des protéines aux fonctions variées. En effet,
ces geénes codent des régulateurs transcriptionnels qui contrdle la synthése de protéines spécifiques
du stress, comme par exemple, des protéines de détoxication ou des protéines de réparation de
I’ADN. L’identification de ces génes permet d’explorer les aspects fondamentaux de 1’adaptation

des bactéries a leur environnement. Le séquencage complet de génomes de microorganismes, a
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permis d'acquérir de nouvelles données, sur la présence potentielle des systémes de défense contre
les stress (Koonin et al., 2000). Ces données montrent que de nombreux facteurs, tels que la taille
du génome, la niche écologique, le transfert horizontal ou la perte de genes, engendrent une
diversité des systémes de défense entre les microorganismes Par ailleurs, 1'écosysteme dans lequel
évolue une bactérie exerce également une pression de sélection sur ces geénes. Ainsi, la présence
d'un systéme de défense au sein d'un genre bactérien n'est pas forcément transposable a un autre
genre (Koonin ef al., 2000). En effet, la présence d’éléments non essentiels (plasmides, prophages,
séquences d’insertions (IS),...) contribue a rendre le génome des bactéries lactiques plus flexibles et
dynamiques et par conséquent a modifier les propriétés phénotypiques des souches, dans la mesure

ou ceux-ci peuvent étre perdus ou acquis.

Les travaux réalisés au cours de cette thése s’appuient sur I’exemple de la bactérie
S. thermophilus et I'implication de régulateurs transcriptionnels appelés Rgg (Regulatory
glucosyltransferase gene) dans 1’adaptation de cette bactérie. En effet, I’équipe de Nathalie
Leblond-Bourget, du laboratoire de Génétique et Microbiologie (LGM), a montré I’implication de
genes appelés rgg dans la réponse au stress oxydant de S. thermophilus (Thibessard et al., 2004 ;
Fernandez et al., 2004a).

La thése a fait I’objet d’une collaboration avec 1’équipe « Peptides et communication
bactérienne », dirigée par Véronique Monnet, de 'INRA de Jouy-en-Josas. Cette équipe est
spécialisée dans 1’étude et la caractérisation de petites ORF, appelé shp, qui sont impliqués dans des
mécanismes de quorum-sensing faisant intervenir des protéines Rgg (Ibrahim et al, 2007b ;

Fleuchot ef al., 2011).

La thése a également permis une collaboration avec Grégory Francius du Laboratoire de Chimie-
Physique et Microbiologie pour ’Environnement (LCPME) de Villers-lés-Nancy. G. Francius est
spécialis¢ dans I’utilisation de microscopie a force atomique permettant ’analyse de surfaces

bactériennes.
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I - INTRODUCTION
1. Streptococcus thermophilus, une bactérie lactique largement utilisée en industrie laitiere

1.1. Les bactéries lactiques : utilisation en industrie agro-alimentaire

1.1.1. Qu'est-ce qu'une bactérie lactique ?

Le terme « bactéries lactiques » (LAB, pour Lactic Acid Bacteria) sont incluses dans un groupe
hétérogéne et ne sont pas regroupées entre-elles dun point de vue phylogénétique mais
fonctionnelle (de Roissard, 1986). Toutes les LAB ont un métabolisme fermentaire saccharolytique
qui, en utilisant des glucides, produit soit de I'acide lactique (bactéries homolactiques strictes), soit
de l'acide lactique et de l'acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives) soit de l'acide
lactique, de l'acide acétique ou de I'éthanol et du CO, (bactéries hétérolactiques strictes). Certaines
especes ou certaines souches peuvent en plus produire de 'acide formique ou de I'acide succinique.
Aucune souche du groupe lactique n'est capable de produire des acides volatils ayant plus de deux
atomes de carbone. Ce métabolisme carboné est assez rudimentaire et caractéristique des
organismes ancestraux. En effet, ces bactéries seraient apparues il y a prés de 3 milliards d’années
(Taillez, 2001). D’autre part, les bactéries lactiques sont, pour la plupart, a coloration Gram-

positives, généralement immobiles, asporulées et anaérobies aérotolérantes (Dellaglio ef al., 1994).

L’ensemble de ces caracteéres sont typiques et servent a définir le « coeur » du groupe lactique.
Ainsi, le groupe des bactéries lactiques sensu stricto est formé de bactéries en forme de coque :
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus,  Aerococcus,
Tetragenococcus, Leuconostoc, Atopobium, Tetragenococcus et Oenococcus ; et en forme de
bacille : Lactobacillus et Carnobacterium. L appellation « bactérie lactique » est, cependant,
souvent étendue a d'autres bactéries qui leur sont apparentées : Bifidobacterium, Micrococcus,
Brevibacterium et Propionibacterium. Ces 4 genres different des autres bactéries lactiques par leur
capacité a tolérer I'oxygene : anaérobie stricte (Bifidobacterium, Propionibacterium) ou aérobie

(Micrococcus, Brevibacterium).

1.1.2. Utilisation des bactéries lactiques dans la production de produits alimentaires
Les bactéries lactiques s’averent utiles a I’homme et contribuent a la production de nombreux
produits alimentaires fermentés comme le fromage, le vin et la choucroute, dans nos régions
tempérées, et des produits a base de céréales, de tubercules, de poisson et de viande dans les régions
intertropicales (Taillez, 2001). Le tableau 1 présente quelques exemples d’utilisation des bactéries

lactiques dans I’alimentation.
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Tableau 1 : Quelques exemples de 1'utilisation des bactéries lactiques dans l'industrie alimentaire.

Genre Substrat Exemples de produits
Bifidobacterium | Lait Laits fermentés
Lait Yaourts, laits fermentés, kéfirs, fromages
Viande Saucissons secs, jambons secs
Lactobacillus ) ) ) )
Végétaux Choucroute, olives, « yaourts » au lait de soja
Céréales Pain au levain, biéres
Lactococcus Lait Fromages, kéfirs
Végétaux Choucroute, olives, vin
Leuconostoc )
Lait Fromages, kéfirs
Végétaux Choucroute
Pediococcus ' _ .
Viande Saucisses semi-séchées
Oenococcus Végétaux Vin
Streptococcus Lait Yaourts, laits fermentés, fromages

Les études scientifiques montrent que derricre les traditions alimentaires, se trouvent des réalités
physiologiques, biologiques et nutritionnelles qui légitiment ces coutumes. Ces qualités
appartiennent a des souches de bactéries sélectionnées de maniére empirique et transmises depuis
des siccles. Actuellement, cette sélection se poursuit de facon plus scientifique, a la lumiére des
données acquises et avec l'aide des connaissances génétiques récentes. Néanmoins, les qualités liées
a ces produits exigent le plus souvent le respect de la vitalité des bactéries employées, concept qui

se retrouve dans les produits laitiers frais, aliments vivants, a temps de conservation limité (Antoine

et al., 1994).

1.2. Streptococcus thermophilus présente un intérét économique important

1.2.1. Les bactéries lactiques a I’origine des laits fermentés
Les bactéries lactiques interviennent dans différentes technologies laitieres (fromage frais et
affinés, créme et beurre acides, laits fermentés) et leur role au niveau de ces fabrications est
complexe et diversifié. En effet, elles peuvent intervenir sur : (i) l'acidification qui permet la
coagulation du lait et limite les risques de développements microbiens indésirables, (ii) la formation
de composants aromatiques qui assure aux produits laitiers les qualités organoleptiques recherchées,

(ii1) la protéolyse qui confére aux fromages affinés leurs caractéres rhéologiques et organoleptiques,
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(iv) la production de gaz carbonique qui permet I'ouverture de la pate fromagére et, (v) la
production d'agents épaississants qui améliore l'onctuosité des laits fermentés ou des fromages frais

maigres et qui améliore la texture des fromages affinés maigres (Schmidt ez al., 1994).

Les laits fermentés se définissent comme étant le produit obtenu par fermentation du lait avec
des bactéries lactiques ou des levures. Les laits fermentés sont principalement les yaourts, les
fromages mais aussi la créme, le beurre ou encore le kéfir. Le décret n°88-1203 du 30 décembre
1988, relatif aux laits fermentés et au yaourt réserve la dénomination yaourt (ou yoghourt) au « lait
fermenté obtenu, selon des usages loyaux et constants, par le développement des seules bactéries
lactiques thermophiles spécifiques dites S. thermophilus et Lb. bulgaricus qui doivent étre
ensemencées et se trouver vivantes dans le produit fini a raison d’au moins 10 millions de bactéries
par gramme rapportées a la partie lactée ». La dénomination « fromage » est réservée, selon le
décret n° 88-1206 du 30 décembre 1988, au « produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu a
partir de matieres d'origine exclusivement laitiere (lait entier, lait partiellement ou totalement
écrémé, créme, matiere grasse, babeurre), utilisées seules ou en mélange, et coagulées en totalité ou

en partie avant égouttage ou apres ¢limination partielle de leur eau ».

1.2.2. Choix des bactéries lactiques en industrie laitiére

Dans la plupart des procédés industriels de transformation du lait, les bactéries lactiques
présentes dans le lait cru sont détruites lors de la pasteurisation. Elles doivent étre réintroduites par
des ferments composés de souches préalablement sélectionnées suivant des critéres d'aptitudes
technologiques et organoleptiques : acidification, production de composants de saveur et d'arome,
dégradation des protéines, résistance aux bactériophages, etc. L'un des défis les plus importants de
l'industrie laitiere est donc de choisir les genres, les espéces et les souches bactériennes les mieux
adaptés aux fonctions qui leur sont imparties dans les diverses technologies de transformation du
lait par fermentation (Schmidt ez al., 1994). Les premicres précautions a prendre sont de choisir les
associations de souches en recourant a des méthodes de sélection éprouvées, et d'appliquer des
protocoles rigoureux de cultures des ferments. Les bactéries lactiques ont des propriétés
(technologiques, sensorielles, antimicrobiennes ou probiotiques) qui sont spécifiques de l'espece ou
de la souche bactérienne. Ceci implique que la mise en évidence par des techniques d'identification
et de différenciation soit précise. Cela est d'autant plus important que certaines bactéries lactiques
ont un caractére pathogéne commensaux ou opportunistes, comme la plupart des streptocoques

(Curk et al., 1994).

Concernant les propriétés fonctionnelles d’intérét pour la fabrication des laits fermentés, deux
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groupes se distinguent chez les bactéries lactiques. Le premier regroupe les bactéries dont les
propriétés sont essentielles a 1’é¢laboration méme du produit, sans lesquelles ce dernier ne pourrait
avoir la dénomination de fromages, de yaourt ou de beurre. Les propriétés de ce groupe sont liées a
I’acidification, & la protéolyse et a la lipolyse et les bactéries lactiques qui assurent ce role sont
appelées « starter ». Ce groupe contient les espéces Lb. lactis, Lb. bulgaricus, Lb. helveticus,
L. lactis, Leuconostoc sp. et S. thermophilus. Le second groupe comprend les bactéries dont les
propriétés permettent soit de donner de la valeur ajoutée ou de la typicité aux produits laitiers
concernés soit d’influencer leurs interactions, positives et/ou négatives, avec les autres
microorganismes. Ce groupe contient, par exemple, Propionibacterium freudenreichii ou

Brevibacterium limens (Parente et Cogan, 2004).

Les bactéries lactiques les plus fréquemment rencontrées dans les produits laitiers sont les
lactobacilles, les lactocoques et 1’espece S. thermophilus. Ces bactéries se différencient
particulierement par leur température optimale de croissance et leur propriété acidifiante
(consommation des sucres, vitesse, quantité et nature de I’acide lactique produit). Ces différences
phénotypiques sont évidemment la clé du choix de leur utilisation pour chacun des types de laits
fermentés. Néanmoins, d’autres bactéries lactiques peuplent nos fromages et laits fermentés. Ces
bactéries sont directement issues du lait a partir duquel ils sont fabriqués ou sélectionnées et
ensemencées volontairement pour leur propriétés technologiques comme par exemple des

entérocoques, des leuconostocs ou encore Penicillium roquefortii (Jamet, 2009).

1.2.3. Streptococcus thermophilus est I’'une des bactéries les plus utilisées en industrie

laitiére

1.2.3.1. Les laits fermentés par Streptococcus thermophilus

L’utilisation de S. thermophilus tend globalement a se généraliser dans un grand nombre de
technologies fromageres. En effet, cette espéce présente le grand avantage de produire une activité
acidifiante dans un large spectre de température. Sa température optimale de croissance est
comprise entre 42 et 44°C, mais elle est capable de se développer, certes plus lentement, entre 19°C
(température minimale) et 30°C. A ’opposé, beaucoup de souches de S. thermophilus résistent trés
bien a des températures supérieures a 50°C, avec un maximum autour de 55°C, lui permettant d’étre
utilisée de maniere ubiquitaire dans les fromages a pate pressée cuite, pour lesquels les températures

de cuisson du caillé sont de cet ordre.

Cependant, bien qu’ayant une forte capacité d’acidification du lait, S. thermophilus ne permet
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quasiment jamais d’abaisser seule le pH du lait en dessous d’un pH de 4,8. En effet, S. thermophilus
présente une sensibilité importante a pH acide (de I'ordre de 4,6/4,8), impliquant sa lyse rapide au
cours de I’acidification du lait. Ainsi, I'utilisation de S. thermophilus est réalisée en co-culture dans
la fabrication des laits fermentés (Jamet, 2009) : avec Lb. bulgaricus pour la fabrication des yaourts
(Pette et Lolkema, 1950) et avec L. lactis pour la fabrication de certains fromages de type suisse,
francais et italien comme le gruyere, 'emmental, le grana, le provolone et le gorgonzola (Giraffa et

al., 2001).

Pour exemple, en France, environ 1,7 millions de tonnes de fromages et 2,2 millions de tonnes
de yaourt sont produits chaque année. La filiere du lait affiche un chiffre d’affaires de 25,6 milliards
d’euros en 2009, ce qui la classe au deuxieme rang des industries agro-alimentaires, juste apres la
filiecre de la viande. La consommation mondiale de cellules vivantes de S. thermophilus a été

estimée a 1 000 milliard de milliard par an (source INRA).

1.2.3.2. Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus appartient au phylum des firmicutes qui regroupe des bactéries Gram
positives possédant un génome dont le pourcentage en bases G et C est bas (compris entre 35,7 et
39,8 %) (Farrow et Collins, 1984 ; Tettelin et al., 2002). Les chromosomes des bactéries du genre

Streptococcus sont circulaires, de taille avoisinant les 2,2 Mb (Tettelin et al., 2002).

Au sein du genre Streptococcus, une analyse comparative des ARNr 16S a permis de distinguer 6
groupes (le groupe pyogénique, le groupe anginosus, le groupe mitis, le groupe salivarius, le groupe
bovis et le groupe mutans) englobant 34 especes (Bentley ef al., 1991 ; Kawamura et al., 1995)

(figure 1).
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Figure 1 : Relations phylogénétiques établies a partir de I'ARN 16S issu de 34 especes de Streptococcus
(d'aprés Kawamura ef al., 1995). Les distances ont été calculées a I’aide la méthode du plus proche voisin
(Neighbour-Joining, NJ).

Des études prenant en compte d'autres critéres génétiques ont permis de mieux comprendre les
relations phylogénétiques existant entre ces différentes especes. Ainsi, une premiere étude analysant
le polymorphisme du geéne sodA4 (codant une superoxide dismutase) est en accord avec l'arbre
propos¢ par Kawamura et al. (1995). D'autres caractéres ont aussi été ¢étudiés comme le
polymorphisme du geéne rmpB codant l'endoribonucléase P (Tapp et al, 2003). Les relations
phylogénétiques mises en évidence a l'aide de cette analyse sont en accord avec celles établies
précédemment. Cependant, certaines différences ont pu étre remarquées telles que l'absence de
regroupement de S. agalactiae avec les especes constituant le groupe pyogénique (Poyart et al.,
1998) ou le caractére non monophylétique du groupe mitis avec inclusion a l'intérieur du groupe
anginosus. Le groupe anginosus (composé¢ des especes S. anginosus, S. intermedius,
S. constellatus), le groupe bovis (composé des especes S. equinus, S. bovis et S. gallolyticus) et le
groupe salivarius (composé des especes S. salivarius, S. thermophilus et S. vestibularis) constituent
des clades spécifiques contenant un nombre restreint d'especes, ce qui n'est pas le cas des autres

groupes.
D'autres classifications non-phylogénétiques existent et se basent sur le pouvoir hémolytique de
ces especes mais aussi sur la présence et la nature des antigénes (établies par Lancefield). Ainsi, les

streptocoques sont classés en trois groupes sur leur pouvoir hémolytique : les a-hémolytiques
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provoquant une hémolyse incompléte, les B-hémolytiques provoquant une hémolyse compléte et les
non-hémolytiques. De plus, la classification de Lancefield différencie 12 groupes antigéniques dont

un regroupant les streptocoques non-hémolytiques (Lancefield, 1993).

Des analyses in silico comparant 26 génomes disponibles du genre Streptococcus permettent
d’évaluer la taille du core-génome, c'est-a-dire 1’ensemble des génes présents chez tous les
streptocoques, a 600 genes. Le génome accessoire correspond a la partie variable du génome c’est a
dire les geénes spécifiques de la souche, de I’espéce ou du genre. Le pan-génome est constitu¢ de
I’ensemble des génes non redondants présents chez un organisme (souche, espece ou genre) et
correspond donc a la somme du core-génome et du génome accessoire. Chez les streptocoques, le
pan-génome s’éléverait a environ 6 000 genes. Le génome accessoire constitue ainsi les 90 %
restant du pan-génome. Cela montre que les flux de génes sont importants au sein de ce genre
bactérien (Lefebure et Stanhope, 2007).

L’essentiel des especes du genre Streptococcus regroupe des souches pouvant étre pathogenes
pour I’homme et/ou les animaux. S. pyogenes possede I’antigéne A déterminé par Lancefield et est
souvent qualifi¢ comme streptocoque de groupe A (GAS). Cette bactérie est responsable de
nombreuses maladies chez ’homme telles que les infections de la sphére rhinopharyngée ou de la
peau et est impliquée dans des cas de chocs toxiques. L’espece S. agalactiae ou streptocoque de
groupe B (GBS), présente I’antigéne du groupe B. Cette bactérie est responsable d’infections
néonatales (méningites, septicémies). Jusqu’a récemment, les especes du groupe salivarius étaient
considérées comme commensales mais I’implication de S. vestibularis et S. salivarius dans des cas
d’endocardites et de S. salivarius dans des cas de méningite a été observée (Cunliffe et Jacob, 1997
; Partridge, 2000 ; Idigoras et al, 2001). Parmi les espéces connues, seules les espéces

S. thermophilus et S. macedonicus sont non pathogenes (Tsakalidou et al., 1998).

1.2.3.3. L’espéce Streptococcus thermophilus

S. thermophilus a été décrite pour la premiere fois par Orla-Jensen en 1919. Le génome de
S. thermophilus s'organise en une unité chromosomique unique (a l'exception de quelques souches
disposant de petits plasmides) dont la taille est de 1,82 Mb (Roussel ef al., 1994). Par ailleurs,
S. thermophilus pourrait posséder I'un des plus petits génomes des bactéries lactiques (Giliberti et
al., 2000).

Le génome de S. thermophilus présente 10% de pseudogenes suggérant que celui-ci évolue par

perte de fonction (Delorme et al., 2009). La forte proportion de pseudogenes suggere qu’un
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changement de mode de vie récent (passage en milieu lait) a entrainé 1’inactivation de nombreux
genes (Bolotin et al., 2001 ; Siezen et al., 2005). En effet, I'adaptation a I'environnement du lait
aurait résulté en une stabilisation de la structure du génome et contribué a la perte de fonctions non
essentielles a la survie de S. thermophilus dans le lait (Bolotin et al., 2004). L’inactivation des génes
par des mutations telles que les mutations non-sens, les décalages du cadre de lecture, les recodages
ou encore les délétions lors de réarrangements génomiques, a conduit a I’apparition de ces
pseudogenes dans le génome de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). Ces pseudogénes devraient
étre a terme délétés ce qui contribuera a maintenir une forte densité de génes fonctionnels (Leblond-

Bourget et Guédon, 2009).

D’autre part, une analyse CGH (Comparative Genome Hybridization) portant sur 47 souches de
S. thermophilus a permis d’estimer le core-génome de I’espece S. thermophilus a 1 271 genes
(Rasmussen et al., 2008), ce qui amene le génome variable a environ 700 genes pour les souches
entiecrement séquencées. Cela révele une grande quantité de génes variables qui peuvent résulter de
transferts horizontaux récents. En effet, bien que les mécanismes de transferts horizontaux restent
peu caractérisés, le génome de S. thermophilus présente des séquences d’insertions, des traces
d’événements d’intégration/excision de phages et des éléments conjugatifs et intégratifs pouvant
étre a I’origine de ces pertes de fonctions (Guédon et al., 1995 ; Pavlovic et al., 2004). Des analyses
in silico basées sur des biais compositionnels (pourcentage en bases G et C, composition en
dinucléotides) ont permis de proposer qu’un ensemble de 197 génes ont été acquis par transfert
horizontal dans le génome enticrement séquencé des souches LMG18311, CNRZ1066 et LMD9 de
S. thermophilus (Liu et al., 2009). Le transfert se serait effectué¢ entre des bactéries lactiques
alimentaires comme L. lactis et L. bulgaricus plutét qu'entre des especes bactériennes

phylogénétiquement reliées a S. thermophilus (Figure 2).
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Lb. heleveticus CNRZ32
L Lb. heleveticus DPC4571

Lb. bulgaricus ATCC11842
Lb. bulgaricus ATCC BAA365
,S. thermophilus LMD9

S. thermophilus CNRZ1066
S. thermophilus LMG18311

Lb. plantarum WCFS1

Le. mesenteroides ATCC8293
0. oeni PSU1

Lb. salivarius UCC118

Lb. acidophilus NCFM

< Lb. reuteri F275

L. cremoris SK11
E L. lactis 1L1403
L. cremoris MG1363

B. subtilis 168

Valeur de Bootstrap :
= 100 m entre 87 et 98 m entre 64 et 79

Figure 2 : Arbre phylogénétique du cluster de génes chs-cblB (cgIB)-cysE présent dans les génomes de
bactéries lactiques (d’aprés Liu ez al., 2009). L’arbre a été construit a partir de 1’alignement de séquences
en concatémeére des génes chs avec chlB ou cg/B. Bien que le géne cysE soit un pseudogéne dans quelques
génomes, celui-ci a été utilisé pour 1’analyse phylogénétique. Les valeurs de Bootstrap ont été mesurées a
partir de 1000 répliques. Les génes cbs, cbIB et cglB tronqués de Lb. acidophilus NCFM ont été inclus dans
I”’analyse. Des geénes de B. subtilis 168 ont été utilisés comme groupe externe. L’événement de transfert
horizontal (TH) est indiqué par la fléche en rouge.
Pendant plusieurs années, 1’espece S. thermophilus était classée comme une sous-espece de
S. salivarius (S. salivarius subsp. thermophilus). Cependant, des analyses récentes de phylogénie
par MLST ont clairement démontré que S. thermophilus est une espece a part entiere. De plus, la
faible variation des séquences du core-génome de cette espece suggere qu’elle serait d’origine
récente (Schleifer e al., 1991 ; Delorme et al., 2009). En effet, la spéciation de S. thermophilus
aurait pu avoir lieu il y a environ 7000 ans, en parallele avec le début de ’apparition de procédés de

transformation du lait.

S. thermophilus est la bactérie lactique la plus utilisée en industrie laitiére apres L. lactis (Hols et
al., 2005). Celle-ci ne présentant aucun danger pour la santé des consommateurs, elle est reconnue
comme saine pour la sant¢ ou GRAS (Generally Recognized As Safe) (Bolotin et al., 2004). La
seule niche écologique de S. thermophilus connue est le lait ou cette bactérie se développe de fagon

optimale a une température de croissance comprise entre 42°C et 44°C. Les génome de cinq
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souches, CNRZ1066 (Bolotin et al., 2004), LMG18311 (Bolotin et al., 2004), LMD-9 (Makarova et
al., 2006), NDO6 (Sun et al, 2011) et JIM8232 (Delorme et al., 2011), sont actuellement

enticrement séquencés et disponibles dans les bases de données.

1.3. Les procédés industriels, des stress pour Streptococcus thermophilus

1.3.1. Qu’est-ce qu’un stress ?

Hans Selye, fondateur et directeur de 1'Institut de médecine et chirurgie expérimentale de
I'Université¢ de Montréal, a ¢été I'inventeur de la « théorie du stress ». En effet, Hans Selye a
introduit le terme « stress» au début du vingtieme siccle dans le milieu médical. Dans son
ensemble, le syndrome de stress (ou syndrome général d'adaptation) évolue selon trois stades
successifs : (1) La « réaction d'alarme » pendant laquelle les forces de défense sont mobilisées ; (ii)
Le « stade de résistance » qui refléte la complete adaptation a « I'agent stressant » ; (iii) Le « stade
d'épuisement » qui suit inexorablement si l'agent stressant est assez puissant et agit assez longtemps,
le pouvoir d'adaptation d'un €tre vivant étant toujours limité (Selye, 1975). Bien que s’appliquant en

premier lieu au milieu médical, cette définition s’applique également aux bactéries.

Par ailleurs, des niveaux de sévérité distincts de stress peuvent étre différenciés par I’étude de la
croissance cellulaire. En effet, selon Storz et Hengge-Aronis (2000), le stress se définit plus
simplement par une exposition a une situation environnementale qui conduirait a des dommages
cellulaires en I’absence de réponse cellulaire. Ainsi, une exposition a un faible stress n’engendre
aucune modification du taux de croissance ; une exposition a un stress d’intensité moyenne entraine
une réduction du taux de croissance ; enfin, une exposition a un stress extréme conduit a ’arrét de

la croissance, les cellules utilisant toutes leurs ressources pour tenter de survivre (Storz et Hengge-

Aronis, 2000).

1.3.2. Les procédés industriels produisent du stress
Au cours des processus de production ou de conservation des laits fermentés, des changements
des conditions de cultures peuvent survenir (modifications du pH, de la température, de la

concentration en oxygene,...) et conduire a un stress (figure 3).
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Lait
Pasteurisation
S il + S. thermophilus
+S. thermophilus + L. lactis (+ autres
+ Lb. bulgaricus Amorgage + Présure ( )
Fermentation lactique %
' \4
Brassage \ Découpage
(optionnel) Brassage
' \4
Refroidissement Echaudage
(entre 30 et 55°C
* selon les bactéries
lactiques utilisées)
Stockage (4°C) \ *
Yaourt ferme
(Yaourt brassé) \ Moulage
Egouttage (24°C)
%Stress acide Q&\ Salage (15°C)
Q&Stress osmotique *
\Stress oxydant \ Affinage
Fromage a pate
\Stress thermique pressée

Figure 3: Schématisation des différentes étapes de fabrication des yaourts et des
fromages a pate pressée.

Les stress générés par les processus de fabrication des yaourts et des fromages, peuvent affecter
la survie de certaines souches et influencer I'équilibre des populations bactériennes. Le

bouleversement de cet équilibre peut avoir des conséquences majeures, d'une part sur la qualité
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gustative du produit, et d'autre part sur le développement d'autres microorganismes, notamment
pathogénes, comme les listérias. Par ailleurs, la capacité de S. thermophilus a faire face aux stress
environnementaux qu’elle rencontre pendant la fabrication des yaourts et des fromages ou pendant

sa conservation, en tant que ferment, est essentielle pour sa performance de starter (Zotta et al.,

2009).

La température, le pH et les concentrations en substrats et en produits sont celles qui agissent le
plus sur la phase de croissance exponentielle des bactéries lactiques (Tayeb et al., 1984 ; Bibal et
al., 1988 ; Beal et al., 1989). Les caractéristiques de I'inoculum, l'osmolarité, les concentrations en
oxygene et en substances inhibitrices du milieu sont aussi des facteurs importants dont les effets

doivent étre connus (Beal et al., 1994).

Par exemple, lors de I’¢laboration des produits alimentaires ou elle intervient, S. thermophilus
peut étre soumise a des étapes de chauffage plus ou moins importantes. La température peut alors
étre nettement supérieure a celle de la croissance optimale comme lors de I’étape d’échaudage (52-
55°C) des fromages a pate pressée cuite. De plus, S. thermophilus peut étre soumise a une soudaine
baisse de température lors des étapes d’égouttage (environ 24°C), de salage (autour de 15°C) ou de

stockage (généralement a 4°C) (Benachour ef al., 2009).

Un autre exemple est 1’acidification de I’environnement. En effet, dans les produits fermentés, la
fermentation permet 1’amélioration de la conservation des aliments, en créant un environnement
acide défavorisant la survie et la prolifération des contaminants potentiels. La croissance de
S. thermophilus s’accompagne de la production d’une grande quantité d’acide lactique qui est

excrété dans I’environnement. Elle est par conséquent trés souvent soumises a des milieux acides

(Benachour et al., 2009).
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2. Les réseaux de régulation de la réponse au stress présents chez Streptococcus thermophilus

2.1. Des réseaux de régulation sont mis en place afin de répondre aux stress

« Les bactéries ont réussi a coloniser toutes les niches écologiques concevables sur cette planéte,
y compris celles qui, d’un point de vue humain, paraissent les plus hostiles pour la vie. » (Nystrom
et Neidhardt, 1994). Cette phrase montre a quel point 1’adaptabilité des microorganismes est grande.
En effet, dans la plupart des milieux naturels, les bactéries doivent faire face a plusieurs grandes
catégories de problémes : variation des conditions physico-chimiques, compétition pour les
surfaces, exposition a des compos€s nocifs, épuisement de nutriments essentiels,... Depuis
plusieurs décennies, des chercheurs concentrent leurs efforts sur I’analyse et la compréhension des
phénomenes observés chez des bactéries, y compris les bactéries lactiques, placées dans des
conditions de stress. L’identification de genes et de protéines spécifiques de la réponse aux stress a
montré que cette situation déclenche chez les bactéries une reprogrammation qui peut €tre qualifiée
de « différenciation métabolique ». A D’instar des autres bactéries, les réponses adaptatives

constituent un moyen usuel de protection contre les stress des bactéries lactiques (Benachour ef al.,
2009).

Les premicres études, sur la réponse d’un organisme vivant a une variation d’un parametre
environnemental, ont concerné la drosophile exposée a une élévation de température. Ce choc
thermique a permis d’établir les principales caractéristiques d’une réponse a un stress, a savoir
I’acquisition d’une résistance transitoire et le changement d’expression du programme génétique
(Ritossa, 1962). Depuis, des études analogues se sont étendues a plusieurs organismes vivants, dont

les bactéries, et a de nombreux stress tels que des variations de pH, de pressions osmotiques, de

chocs oxydants, de carences en nutriments.

La coordination précise des réactions métaboliques nécessaires a I’adaptation rapide d’un
microorganisme a de nouvelles conditions environnementales fait intervenir de nombreux réseaux
de régulation. Les premicres analyses de génomique comparative suggerent que les systémes de
régulation varient d'une bactérie a une autre. Par ailleurs, le nombre de genes intervenant dans les
mécanismes de régulation semble étre dépendant de la taille du génome du microorganisme analysé
(Stover et al., 2000). L'expression génique peut étre régulée par diverses protéines comme les
facteurs sigma (o) ou des régulateurs transcriptionnels isolés ou inclus dans des systémes a deux ou

trois composants.

Ces modeles rendent compte de I’induction d’un ensemble de geénes, c'est-a-dire d’un régulon en

particulier, qui est fonction de la nature de l’agent stressant. Différents réseaux de régulation
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existent et certains agents en induisent plusieurs, ce qui illustre la complexité des mécanismes

moléculaires qui gouvernent ces réseaux (Benachour ef al., 2009).

2.2. Les facteurs sigma

2.2.1. Qu'est-ce qu'un facteur sigma ?

Afin de faire varier I'expression des génes, des facteurs protéiques peuvent interagir directement
au niveau de I'ARN polymérase en modifiant sa capacité de fixation sur leur région promotrice. En
effet, I’étape clé de la transcription des génes chez les bactéries est celle de I'initiation qui résulte de
I’interaction de ’ARN polymérase avec la région promotrice d’un géne et ’activation de ’ARN

polymérase permettant I’ouverture de la double hélice de I’ADN.

L’ARN polymérase des bactéries est formée, sous sa forme apoenzyme, de 4 sous-unités
(BB'ar) et est appelée I’ARN polymérase « core ». Les sous-unités o forment un dimére qui se lie
aux sous-unités B et B’et a des protéines activatrices de la transcription (Zhang et Darst, 1998). La
sous-unité o comporte deux domaines fonctionnels (un domaine C-terminal ou a-CTD et un

domaine N-terminal ou o-NTD) séparés par une jonction flexible d’environ 14 nt (Jeon et al.,

1997).

Différents facteurs ¢ (ou sous-unité¢ sigma) peuvent s'associer a 1’apoenzyme et constituer
I'holoenzyme (Bp’axc), présentant, selon la nature du facteur o, une plus ou moins grande
spécificité pour la région promotrice des genes. C’est la spécificité d’interaction enzyme-promoteur
qui détermine la force promotrice c'est-a-dire, I’efficacité d’initiation de la transcription
(Haldenwang, 1995). Le facteur ¢ reconnait de maniére spécifique un site cible composé
généralement des boites dites « -10 » et « -35» (ou SFBS pour Sigma Factor Binding Sites). Ces
annotations correspondent a la position des boites par rapport au site du début de la synthése de
I’ARN messager (ARNm) (+1 de transcription) dans les régions promotrices des génes. Cette
reconnaissance spécifique permet une forte liaison entre 1’holoenzyme a la séquence d’ADN.
L’ARN polymérase recouvre une région de I’ADN qui s’étend de -50 a +20 nucléotides (par rapport
au +1 de transcription) et I'ouverture de la double hélice d’ADN est réalisée au quatriéme
nucléotide composant le motif de la boite -10. Celle-ci est formée par des appariements de faible
stabilit¢ (A et T) qui facilitent la séparation des deux brins d’ADN. Le facteur ¢ est relargué
immédiatement apres l’activation de la transcription d’un géne car il n’est pas nécessaire a la

poursuite de la transcription et peut étre ainsi recruté par une autre ARN polymérase « core ».

Deux grandes classes de facteurs ¢ peuvent étre différenciées : (i) les facteurs o végétatifs ou
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généraux contrdlant essentiellement l'expression de génes de ménage et assurant ainsi la
transcription de base, (ii) les facteurs o alternatifs contrdlant la transcription des génes en réponse a

des changements environnementaux.

Selon I'espéce bactérienne considérée, le nombre de facteurs o varie. En effet, ce nombre est de 7
chez E. coli (Ishihama, 2000), 18 chez B.subtilis (Haldenwang, 1995), 13 chez
Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998) ou 65 chez Streptomyces coelicolor (Bentley et al.,
2002). Par contre, chez les streptocoques et les lactocoques, le nombre de facteurs G est plus faible
et variable selon l'espéce considérée. En effet, 2 facteurs o chez S. mutans, 4 facteurs o chez

S. pyvogenes et 3 facteurs o chez L. lactis et chez S. pneumoniae ont pu étre identifiés.

2.2.2. Les facteurs sigma chez Streptococcus thermophilus
L’analyse du génome des souches LMG18311, CNRZ1066, LMD9 et NDO3 de S. thermophilus
révéle la présence de 2 facteurs sigma : le facteur végétatif o'’ (encore appelé cP) et le facteur
alternatif 6. Le génome de la souche JIM8232 ne posséde que le facteur o'°. Cependant, peu de
données concernant le facteur " sont disponibles chez les streptocoques ou les lactocoques et son

role est pour I’instant inconnu.

Au contraire, le facteur o™ a été décrit chez la souche LMD9 de S. thermophilus et est impliqué
dans I’induction de la compétence. En effet, en milieu chimiquement défini, le peptide stimulant la
compétence, appelé ComS, est produit, maturé, secrété puis détecté par la sous-unit¢ A3 du
transporteur Ami quand il atteint une concentration seuil dans le milieu extracellulaire. La forme
mature de ComS, renommé ComS*, est réimportée par le transporteur Ami et interagit avec le
régulateur cytoplasmique ComR conduisant a I’activation de ce dernier. Sous forme active, ComR

induit la transcription de génes appelés comS et comX (figure 4) (Fontaine et al., 2010).
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pre-ComS 6
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ARN polymérase

Figure 4: Modéle d’activation de la compétence par un mécanisme de quorum-
sensing (QS) impliquant la protéine ComX de S. thermophilus LMD9, en milieu
chimiquement défini (d’aprés Fontaine ef al., 2010). (1) En condition de croissance en
milieu chimiquement défini, la transcription du géne comsS (shp0316) est déclenchée et le
précurseur ComS est produit. (2) Le peptide pré-ComS est secrété, probablement via le
systéme général de sécrétion. (3) Le peptide pré-ComS subit une ou plusieurs étapes de
maturation et la forme mature, ComS*, s’accumule dans le milieu extracellulaire. (4)
Lorsque le peptide mature ComS* atteint une concentration seuil, celui-ci est reconnu par
I’oligopeptide AmiA3 puis internalisé par le transporteur Ami (AmiCDEF). (5) La protéine
ComS* intracellulaire interagit avec la protéine ComR ce qui active le régulateur
transcriptionnel ComR (Ster 0316). (6) La protéine ComR se fixe sur la ComR-box
localisé en amont des génes comS et comX. Cela résulte en une boucle d’autoamplification
du mécanisme et en 1’activation des génes de compétences tardifs. Les fléches pointées
représentent les promoteurs. Les sites de fixation de la protéine ComR sont indiqués par le
signe « + ». Les étapes inconnues sont indiquées par le signe « ? ».

Chez S. pneumoniae, des études ont montré que le géne comX code un facteur sigma, appelé o™
(Lee et Morrison, 1999 ; Morrison et Lee, 2000). Le facteur o™ va s’associer transitoirement avec
I’ARN polymérase core et ensuite se fixer sur le promoteur des genes cibles. Ces genes sont appelés
genes tardifs car le produits de ces genes interviennent en dernier dans la compétence. Ils sont
requis dans la protection du double brin d’ADN ou dans l’intégration du nouveau matériel
génétique par recombinaison homologue (Peterson et al., 2004 ; Johnsborg et Havarstein, 2009).

Au sein du genre Streptococcus, des études ont montré que la protéine ComX pourrait étre
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impliquée dans la réponse au stress thermique. En effet, la souche TIGR4 de S. pneumoniae,
contient deux ORF comX appelées, comX1 et comX2. Une analyse de transcriptomique comparant
I’expression de genes de la souche sauvage et d’un double mutant AcomX1 AcomX2 a montré que la
délétion des génes comX a un effet inhibiteur sur la transcription de génes codant des protéines
chaperonnes (grpE, dnak, dnaJ, groES et groEL, hrtA), une protéase (clpL) et un répresseur du
choc thermique (hrcA) (Peterson et al., 2004). Les chaperons et les protéases sont requises pour le
repliement, la dégradation et/ou la désagrégation des protéines dénaturées suite a un choc thermique
mais également, pour la maturation des protéines (Gross et al., 1996). Ainsi, ces données montrent
que le facteur o™ est impliqué dans la réponse au stress thermique, suggérant que le facteur o™ de

S. thermophilus pourrait également étre impliqué dans la réponse a ce stress.

En conclusion, peu de facteurs o, alternatifs ou végétatifs, sont présents au sein des génomes des
souches de S. thermophilus. Ce faible nombre suggere potentiellement 'existence d'autres systemes
de régulation de l'expression génique. Par ailleurs, aucun homologue du facteur c°, intervenant
dans la réponse générale aux stress de B. subtilis, n’a pu étre identifié. Ainsi, la question de la

régulation des génes impliqués dans les mécanismes de défense en condition de stress reste ouverte.

2.3. Les régulateurs transcriptionnels

2.3.1. La diversité des régulateurs transcriptionnels

Les régulateurs transcriptionnels sont des protéines se liant a ’ADN et permettent soit d’activer
soit de réprimer la transcription d’un ou plusieurs gene(s) cible(s) en réponse a un changement
environnemental. Certains régulateurs peuvent réguler de nombreux génes, codant des protéines aux
fonctions trés large alors que d’autres contrdlent un plus petit nombre de génes, codants des
protéines aux fonctions plus spécifiques. Certains régulateurs peuvent €tre activateurs pour certains
genes et répresseur pour d’autres. Les régulateurs ont leur site de fixation (opérateurs) dans la
région promotrice du gene régulé. Lorsqu’un répresseur se fixe sur son opérateur, I’encombrement
stérique empéche I’ARN polymérase de se fixer sur le promoteur, le géne ne peut donc plus étre
transcrit. Un activateur fixé sur son opérateur aura un effet inverse, son interaction avec I’ARN
polymérase va augmenter I’affinité de celle-ci pour le promoteur du géne régulé, qui sera transcrit

de maniere plus efficace.

L’analyse des structures protéiques révele que la plupart des régulateurs transcriptionnels se

fixent sur des séquences d’ADN palindromique ou pseudopalindromique (opérateurs) par
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I’intermédiaire de motifs particuliers.

Parmi ces motifs, les plus récurrents sont les motifs HTH (Helix-Turn-Helix), les motifs WHTH
(Winged-HTH) et HLH (Helix-Loop-Helix), encore appelé motif en feuillet B (Pabo et Sauer, 1992
; Phillips et Phillips, 1994). Les motifs HTH classiques contiennent deux hélices a qui forment un
angle d’environ 120°, reliées par 4 résidus avec, généralement, une glycine en deuxiéme position.
Une troisieme hélice a stabilise le motif en un domaine compact (Gallegos et al., 1997). Les motifs
WHTH contiennent un motif HTH suivi par un ou deux coude(s) en épingle a cheveux (Brennan,

1993). Les motifs HLH sont formés de deux feuillets 3 et une hélice a (Pabo et Sauer, 1992).

Cependant, deux autres types de motifs existent. Le premier correspond aux motifs en « doigt de
zinc » qui sont des petits domaines requérant la coordination d’un ou plusieurs atomes de zinc.
Ceux-ci ont une structure constituée de deux feuillets 3 parallele et d’une hélice a (Klug et Rhodes,
1987). Le second correspond aux motifs appelés « leucine zipper » qui sont constitués de répétitions

de leucines (Landschulz et al., 1988).

Les régulateurs transcriptionnels sont des systemes moléculaires impliqués dans la transduction
du signal et sont extrémement diverses chez les bactéries. Ceux-ci comprennent de simples
régulateurs transcriptionnels et des systémes multi-composants entrainant des cascades de

signalisation a des niveaux cruciaux du cycle cellulaire. Ces différents systémes sont présentés dans

la figure 5.
Stimulus Stimulus
Stimulus ﬂ
Histidine kinase k
ATP Phosohate Histidine
ADP < + CH;
kinase Phosphate
Asp =
Autophosphorylation ADP \ Asp
, Autophosphorylation'
ﬂ Réponse &=
Réponse &=
Réponse l,)rOtéin.e Protéine
Régulatrice Régulatrice
oCs TCS 3CS
Systéme a un composant Systéme a deux composants Systéme a trois composants

Figure 5: Schématisation des différents chemins de transduction du signal développés par les bactéries
(Marijuan et al., 2010). Le stimulus externe est percu par un récepteur/transducteur interne (OCS, a gauche),
par une histidine kinase transmembranaire, connectée a une protéine régulatrice cytoplasmique (TCS, au milieu)
ou par un récepteur indépendant associé a 1’histidine kinase (3CS, a droite).
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Le premier niveau de complexité correspond aux simples régulateurs transcriptionnels ou OCS
(One Component System). En effet, la plupart des protéines qui participent a 1’adaptation cellulaire
aux changements environnementaux pourrait étre incluse dans cette catégorie (Galperin, 2005). Le
niveau de complexité suivant implique des régulateurs a deux composants ou TCS (Two
Components System) qui sont considérés comme le paradigme central de la transduction du signal
chez les procaryotes. Un certain nombre de communications intercellulaires et interespéces se fait
par ces systémes. Récemment, le terme « systéme a trois composants » (3CS) est apparu dans la
littérature (Li et al., 2007 ; Ortiz de Orué Lucana et Groves, 2009). Ces systémes impliquent un

récepteur membranaire, non-kinase, qui active une protéine kinase intracellulaire.

2.3.2. Les systémes a un composant ou régulateurs OCS

2.3.2.1. Qu'est-ce qu'un systéeme a un composant ?

Les systémes a un composant, OCS, sont constitu¢s d'une seule protéine capable, a la fois, de
percevoir un signal et de réguler la transcription de génes cibles. Différentes familles d’OCS
existent et sont définies par les domaines présents sur la protéine comme la nature du domaine de
fixation a ’ADN (Aravind et al., 2005). Le tableau 2 présente quelques exemples de familles de

régulateurs transcriptionnels retrouvées sur les génomes de S. thermophilus (Ramos et al., 2005).

Tableau 2: Quelques exemples de familles de régulateurs transcriptionnels OCS présents chez
S. thermophilus.
HTH : Helix Tour Helix ; CSD : Cold Shock Domain

Famille | Action Fonctions des génes régulés Dom? ine de Position
fixation
LysR Af:tlvateur/ Métabolisme du carbone et de I’azote WHTH N-ter
Répresseur
AraC Activateur Metabo’h;n'le’ du carbone, réponse aux stress et HTH C-ter
pathogénicité
TetR Répresseur Blosypthese d’antibiotiques, transporteur, stress HTH C-ter
osmotique,...
Rgg Af:tlvateur/ Virulence, métabolisme, réponse aux stress,... HTH N-ter
Répresseur
Lacl Répresseur Utilisation des sources de carbone WHTH N-ter
MarR Af:tlvateur/ Résistances aux antibiotiques, aux stress HTH Centrale
Répresseur
DeoR Répresseur Métabolisme des sucres WHTH N-ter
Csp Activateur Résistance aux basses températures CSD Variable
GntR Répresseur Meétabolisme général, résistance aux stress WHTH N-ter
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2.3.2.2. Les régulateurs OCS de Streptococcus thermophilus

Plus de 40 ORF codant potentiellement des régulateurs OCS sont présents sur les 5 génomes

disponibles de S. thermophilus.

2.3.2.2.1. Exemple du régulateur HrcA

Le géne hrcA code un répresseur transcriptionnel de génes de réponse au choc thermique (Schulz
et Schumann, 1996). Ce régulateur transcriptionnel posséde un motif WHTH en position N-
terminale appartenant aux domaines WHTH de la famille GntR (tableau 2). Les protéines de la
famille GntR sont caractérisées par deux domaines fonctionnels : (i) un domaine WHTH en position
N-terminale nécessaire a leur fixation a ’ADN ; (i1) un domaine C-terminal impliqué dans la
fixation effecteur/ligand. La fixation de la protéine a son ligand permet de réguler la fixation de la
protéine a I’ADN (Hoskisson et Rigali, 2009).

Ainsi, la protéine HrcA se fixe, via son domaine WHTH, sur une séquence opératrice composée
de séquences répétées inversées de 9 pb séparées d’un « spacer » de 9 pb (Yuan et Wong, 1995).
Cette séquence opératrice, dont le consensus est TTAGCACTC-N9-GAGTGCTAA, est appelé
¢lément CIRCE (pour Controlling Inverted Repeat of Chaperone Expression) (Zuber et Schumann,
1994). Le répresseur HrcA et 1’élément CIRCE ont été décrits dans de nombreuses especes
bactériennes suggérant que ce mécanisme de régulation est trés répandu chez les bactéries (Hecker
et al., 1996). En effet, ce régulateur a été décrit chez différents genres bactériens tels que Bacillus,
Streptomyces, Lactococcus, Bradyrhizobium et serait restreint aux bactéries Gram positives.

La protéine HrcA est sous forme active lorsqu’elle est en interaction avec la protéine GroEL. En
effet, en condition standard, la protéine chaperonne GroEL stabilise la protéine HrcA qui, a son tour,
bloque la transcription de ses génes cibles en se fixant sur I’élément CIRCE (Mogk et Schumann,
1997). En condition de stress, I’accumulation de protéines dénaturées nécessite la dégradation et/ou
le repliement de ces protéines dont la protéine GroEL. La protéine HrcA n’est ainsi plus en
interaction avec la protéine GroEL et devient inactive ce qui entraine I’activation de la transcription
de ses genes cibles. La protéine GroEL agirait ainsi comme un thermosenseur de la cellule. Les
genes réprimés par le régulateur HrcA codent des chaperons et forment la classe I des génes de
réponse au choc thermique.

Martirani et al. (2001) ont mis en évidence la présence d’une protéine HrcA au sein de la souche
ST11 de S. thermophilus. Les études réalisées ont permis de montrer que cette protéine est capable
de se fixer sur un élément CIRCE. De plus, les auteurs ont montré que la protéine GroEL est requise
pour la renaturation de la protéine HrcA (Martirani et al., 2001). Une ORF annotée hrcA est

présente sur le génome séquencé des 5 souches de S. thermophilus. La protéine putative HrcA de
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ces 5 souches présente environ 30% d’identité avec la protéine HrcA de B. subtilis str.168. Des
¢tudes ont montré I’implication du geéne hrcA dans la réponse au stress thermique de
S. thermophilus Sfi39 (Zotta et al., 2009). En effet, I'inactivation du géne hrcA résulte en une
augmentation significative de la présence de la protéine GroEL suggérant que la protéine HrcA

agisse comme un répresseur de I’expression de la protéine GroEL.

2.3.2.2.2. Exemple du régulateur CtsR

A D’instar du geéne hrcA, le géne ctsR code un répresseur de génes de réponse au stress thermique
appartenant a la famille MarR. La famille MarR se caractérise par la présence d’un motif WHTH et
un domaine de dimérisation en position N-terminale (Derre et al., 2000 ; Wilkinson et Grove,
2006). Le régulateur CtsR se fixe via son domaine WHTH sur une séquence, appelée CtsR-box,
présente en amont de ses geénes cibles. La séquence consensus de la CtsR-box est
A/GGTCAAANANA/GGTCAAA (Derre et al., 1999 ; Derre et al., 2000). Le régulateur CtsR et
ses geénes cibles ne sont pas présents sur le génome des bactéries Gram positives a haut pourcentage
en bases G et C suggérant que ce régulateur soit spécifique des firmicutes (Elsholz et al., 2010).

Le régulateur CtsR agit comme un thermosenseur de la cellule. En effet, I’activité de la protéine
CtsR dépend de la température intracellulaire. A 37°C, la protéine CtsR présente une forte affinité
pour la CtsR-box, alors qu’a haute température, son affinité est faible. En effet, la protéine CtsR
possede une boucle tétraglycine dans son domaine WHTH qui permet au domaine WHTH d’adopter
une conformation lui permettant de se lier a ’ADN en fonction de la température (Derre et al., 1999
; Derre et al., 2000). A 37°C, la conformation du domaine WHTH permet la fixation stable de la
protéine CtsR a I’ADN et ses geénes cibles sont donc réprimés. Les génes réprimés par le répresseur
CtsR forment la classe III des génes de réponse au stress thermique. Ceux-ci regroupent des genes
codant des protéases ATP-dépendants appelés Clp (Nair et al., 2000).

Une ORF annotée ctsR est présente sur le génome disponible et entierement séquencé des 5
souches de S. thermophilus. La protéine putative CtsR des souches de S. thermophilus présente 50%
d’identité avec la protéine CtsR de B. subtilis str. 168. Chez un mutant ActsR de S. thermophilus
Sfi39, une augmentation significative du taux de la protéine ClpL est observée en phase stationnaire
de croissance par rapport a la souche sauvage. Cela suggere que la protéine CtsR serait bien un

répresseur chez S. thermophilus (Zotta et al., 2009).
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2.3.3. Les systemes a deux composants ou régulateurs TCS

2.3.3.1. Qu'est-ce qu'un systéeme a deux composants ?

INTRODUCTION

Les systémes a deux composants, notés TCS, permettent aux bactéries d’assurer des fonctions

d’adaptation et de survie en percevant les changements environnementaux et en modulant la

transcription d’un certain nombre de génes en réponse a de nombreux stimuli. Les TCS se

différencient des OCS puisqu’ils sont constitués de 2 protéines principales : une protéine senseur

kinase membranaire et une protéine régulatrice cytoplasmique recevant le signal (Hoch, 1993a ;

Hoch, 1993b ; Hoch, 2002) (figure 6).

B. Histidine
kinase hybride
A. Histidine
Kinase
P(“H _AHp
Hap A,

DHp \

ATP Receveur
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P-H_ &
g
7 Higtidine
phosphotransferass
D-p P P
Receveur Interne
Protéine
régulatrice

Figure 6 : Représentation schématique d’un systéme a deux composants et structure des domaines
le constituant (d’aprés Laub et Goulian, 2007). A. L’histidine kinase s’autophosphoryle sur un résidu
histidine puis transfert le groupement phosphate a la protéine régulatrice. Les domaines histidine kinase
sont trés répandus, typiques et ne présentent pas d’homologie substantielle entre eux. Le domaine
catalytique et ATPase (CA, en brun) de I’histidine kinase est responsable de la fixation de I’ATP et
catalyse D’autophosphorylation d’une histidine conservée a 1’aide du domaine histidine
phosphotransférase (DHp, en rouge). Le domaine DHp sert de donneur de phosphate a la protéine
régulatrice. Certaines histidines kinases assurent une double fonction et peuvent déphosphoryler la
protéine régulatrice. Un signal extérieur peut stimuler 1’activité phosphatase de la kinase. Les protéines
régulatrices contiennent deux domaines : le domaine receveur (en bleu) contient 1’aspartate accepteur de
phosphate et d’autres acides aminés stimulant la catalyse du phosphotransfére depuis I’histidine kinase ;
le domaine interne (en violet), qui est activé par phosphorylation du domaine receveur, permet la fixation
a PADN. Les TCS sont utilisés par les cellules afin de détercter et de répondre a des stimuli
environnementaux en modifiant la transcription. B. Le phosphorelais est une variante du mécanisme des
TCS. Le signal environnemental active 1’histidine kinase hybride. Le groupe phosphate est transféré de
maniére intramoléculaire au domaine C-terminal receveur. Une histidine phosphotransférase (HPT, en
vert) sert ensuite de navette pour le groupement phosphate entre 1’histidine kinase hybride et le domaine
interne de la protéine régulatrice.
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Les protéines senseur kinases présentent 2 domaines. Le domaine N-terminal permet de détecter

le stimulus. La séquence et la structure de ce domaine dépendent du signal a percevoir et varient
selon les protéines senseur kinases. Ce domaine est généralement localis¢é au niveau de la
membrane cytoplasmique. Le domaine C-terminal constitue le domaine autokinase, pouvant étre
subdivisé en un sous-domaine phosphotransférase et un sous-domaine fixant et hydrolysant 1'ATP.
La protéine senseur kinase répond a des signaux environnementaux par autophosphorylation puis en
transmet le signal a la protéine régulatrice. En effet, la reconnaissance du signal par la protéine
senseur kinase induit I'hydrolyse d'une molécule d'ATP. Le phosphate ainsi libéré est transféré a un
résidu, histidine en général, situé¢ sur le domaine phosphotransférase puis transféré a la protéine
régulatrice cytoplasmique (figure 6A). Un mécanisme de phosphorelais faisant intervenir une

protéine intermédiaire pour le transfert de phosphate peut €également intervenir (figure 6B).

La protéine régulatrice est en général un régulateur transcriptionnel. Cette protéine est composée
de deux domaines : un domaine N-terminal régulateur et un domaine C-terminal de liaison a I'ADN
(figure 6). Le groupement phosphate provenant de la protéine senseur kinase est transféré a un
résidu aspartate du domaine régulateur. La phosphorylation de la protéine régulatrice entraine un
changement de conformation augmentant la capacité¢ de fixation a ’ADN. Ainsi, la fonction de
régulateur transcriptionnel est ainsi assurée en permettant d’activer ou de réprimer la transcription

de ses genes cibles (Boucher ef al., 1994 ; Rampersaud et al., 1994).

Les sites de liaison de la protéine régulatrice a ’ADN sont situés en amont du promoteur des
genes cibles a réguler. La protéine régulatrice peut ainsi étre en contact avec I’ARN polymérase et
permettre de modifier la capacité de I’ARN polymérase a initier la transcription (Gralla et Collado-

Vides, 1996).

Les TCS ont été décrits dans de nombreux mécanismes tels que le cycle cellulaire bactérien, la
communication cellulaire ou la virulence en réponse aux changements de I’environnement

(Dziejman et Mekalanos, 1995 ; Hoch, 2002).

2.3.3.2. Les régulateurs TCS de Streptococcus thermophilus

L’analyse des génomes enticrement séquencés de S. thermophilus révele la présence d’au moins

6 ORF codant potentiellement des TCS.

L’un des régulateurs TCS bien décrit et présent chez S. thermophilus est le systeme CovS/CovR.

Le systéme CovS/CovR (encore appelé CsrS/CsrR) est un régulateur a deux composants majeur des
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streptocoques des groupes A et B. En effet, environ 15% et 7% des geénes sont régulés par les
protéines CovS et CovR chez S. pyogenes et chez S. agalactiae, respectivement (Federle et Scott,
2002 ; Jiang et al., 2008). Le systéme CovS/CovR est encodé par ’opéron covgsy, ou le géne covR
code la protéine régulatrice et le géne covS code la protéine senseur kinase. La fonction codée par le
géne covX n’est cependant pas élucidée (Lee et al., 2004). La protéine CovR réprime la
transcription de 1’opéron covgsy en I’absence d’autres facteurs (Federle et al., 1999). Cette
autorégulation permet une réponse rapide a des stimuli environnementaux, en adaptant les quantités

des protéines CovS/CovR nécessaire a la cellule.

Lorsque la protéine CovR est phosphorylée (CovR-P), celle-ci se multimerise (Miller et al.,
2001). La forme multimérique de CovR-P va induire une liaison sur I’ADN entre les boites de
fixation -35 et -10 de ’ARN polymérase. Un site de fixation de CovR-P, ATTARA, a été proposé
comme site consensus chez S. pyogenes (Federle et Scott, 2002). La liaison de CovR-P a ’ADN
altére la topologie de ce dernier ce qui empéche ’acces de I’ARN polymérase au promoteur (Gusa
et Scott, 2005). De ce fait, la protéine CovR agit principalement comme un répresseur de la
transcription. De plus, la protéine CovR peut intervenir directement ou indirectement, via d’autres

régulateurs, sur la transcription de ses genes cibles (Graham et al., 2002).

Chez les streptocoques pathogenes, le systéme CovS/CovR est requis dans la transcription de
genes de virulence. Néanmoins, des études ont montré que ce systeme est également requis dans la
médiation de la réponse générale aux stress chez les streptocoques du groupe A qui n’encodent pas
de facteur sigma alternatifs (Dalton et Scott, 2004). Ainsi, le systéme CovS/CovR est requis pour la
croissance de S. pyogenes en condition de stress thermique, acide ou salin. De plus, la protéine
CovR joue un rdle majeur dans la régulation des geénes de réponse au stress thermique chez
S. pyvogenes, S. agalactiae et chez S. mutans. Les geénes régulés par la protéine CovR codent

notamment des Clp protéases qui appartiennent au core génome de S. thermophilus (Rasmussen et

al., 2008).

Les protéines annotées RrO1 des 5 souches de S. thermophilus dont le génome est disponible
présentent 83% d’identité avec la protéine CovR de S. pyogenes MGAS8232 alors que les protéines
annotées HkO1 ne présentent que 47% d’identité avec la protéine CovS. Cela suggere que les génes

codant ces protéines sont présents dans les génomes de S. thermophilus.

Chez S. thermophilus, seules des données concernant ce TCS chez la souche Sfi39 sont
disponibles. L’inactivation du géne rr0! de S. thermophilus Sfi39 entraine une diminution
significative, en phase exponentielle et stationnaire, de la tolérance au choc thermique par rapport a

la souche sauvage. De plus, la préadaptation du mutant A0/ a un stress acide et la préadaptation a
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un stress thermique, en phase exponentielle, résulte en une légére augmentation et une diminution
significative, respectivement, de la tolérance au stress thermique par rapport aux cellules non
adaptées en phase exponentielle. Bien que le mécanisme de régulation de la protéine RrO1 chez
S. thermophilus soit inconnu a ce jour (Zotta et al., 2009), celle-ci pourrait étre similaire a celle de
S. pyogenes. Ainsi, la protéine RrOl pourrait étre une protéine régulatrice activée par

phosphorylation via la protéine senseur HkO1.
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3. Les protéines de type Rgg participent a la réponse aux stress

3.1. Les protéines Rgg constituent une famille de régulateur transcriptionnel

3.1.1. Les génes rgg codent des régulateurs transcriptionnels

Les protéines Rgg (Regulator of glucosyltransferase gene) forment un famille de régulateurs
transcriptionnels et leur présence serait restreinte aux bactéries Gram positives des genres
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, et Listeria (Sulavik et al., 1992 ; Lyon et al., 1998 ;
Sanders et al., 1998 ; Qi et al., 1999 ; Chaussee et al., 2001 ; Rawlinson ef al., 2002 ; Fernandez et
al., 2004a ; Samen et al., 2006 ; Ibrahim et al., 2007b ; Zheng et al., 2011). Les génes membres de
la famille rgg codent des régulateurs transcriptionnels qui peuvent étre positifs ou négatifs (tableau
3).

Tableau 3 : Exemple de protéines Rgg décrites dans la littérature.

Nom,fie la Souche Action Référence

protéine Rgg

Rgg S. gordonii Challis Activateur (Sulavik et al., 1992)

GadR L. lactis MG1363 Activateur (Sanders et al., 1998)

MutR S. mutans UA140 Activateur (Qi et al., 1999)
Activateur (Lyon et al., 1998 ; Chaussee

RopB S. pyogenes NZ131 Y N ’

p pyos Répresseur et al., 2002)

Rgg S. oralis ATCC10557 Activateur (Fujiwara et al., 2000)
Activateur

RovS S. agalactiae NEM316 (Samen et al., 2006)
Répresseur
Activateur

Rgg S. suis SS2 (Zheng et al., 2011)
Répresseur
Activateur

LasX Lb. sakei 145 (Rawlinson et al., 2002)
Répresseur

La premicre protéine de la famille Rgg a été identifiée chez S. gordonii Challis. Chez cet
organisme, la protéine Rgg régule positivement le géne gtfG, situé a proximité immédiate et en aval
du gene rgg. La protéine GtfG code une enzyme extracellulaire, la glucosyltransférase G essentielle
au développement de la plaque dentaire chez I’homme (Sulavik et al., 1992 ; Sulavik et Clewell,

1996). En absence de cette protéine, aucun transcrit du gene gtfG n’est observé.
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Chez S. mutans UA140, la protéine MutR, appartenant a la famille Rgg, régule positivement la
transcription d’un opéron mutsurreg, Situé en amont du geéne mutR et codant les protéines

nécessaires a la biosynthése d’un lantibiotique appelé mutacine II (Qi et al., 1999).

Chez Lb. sakei 145, la protéine LasX, appartenant a la famille Rgg, régule positivement
I’opéron las ynruvesw intervenant dans la biosynthese, la formation, I’export et I’immunité d’un
antibiotique appelé lactocine S. La protéine LasX régule négativement 1’opéron lasyy codant
notamment la protéine LasX, situé en aval et en orientation inverse de 1’opéron lassvnruvesw

(Rawlinson et al., 2002).

Ces données montrent que les geénes rgg contrélent, positivement ou négativement, la
transcription de génes qui leur sont adjacents (Sulavik ef al., 1992 ; Chaussee et al., 1999 ; Samen et
al., 2006 ; Pulliainen et al., 2008). De plus, ces genes cibles sont impliqués dans de nombreux
mécanismes tels que la virulence, le métabolisme, la régulation transcriptionnelle ou la résistance
aux stress (Sulavik et al., 1992 ; Sanders et al., 1998 ; Fujiwara et al., 2000 ; Chaussee et al., 2001 ;
Skaugen et al., 2002 ; Zheng et al., 2011).

3.1.2. Certaines protéines Rgg sont des régulateurs cellulaires globaux

Des analyses ont montré que certains régulateurs, membre de la famille Rgg, interviennent dans
la régulation globale de I’expression génique (Chaussee ef al., 2002 ; Chaussee et al., 2004 ; Samen

et al., 2006 ; Zheng et al., 2011).

Par une approche de puces a ADN, comparant les niveaux de transcrits d’une souche présentant
une délétion du gene ropB de S. pyogenes NZ131 et de la souche sauvage NZ131, Chaussee et al.
(2002) ont montré que le geéne ropB contrdlait I’expression de nombreux geénes dont plusieurs
facteurs de virulence. De plus, le géne ropB agit sur la transcription de plusieurs régulateurs
transcriptionnels qui eux méme ont pour cibles de nombreux genes. Par ailleurs, I'utilisation de la
protéomique a révélé que la protéine RopB de S. pyogenes est un régulateur global qui module la
synthese ou la stabilité de protéines en fonction de la phase de croissance. Ainsi, la protéine RopB
de S. pyogenes NZ131 est requise en phase stationnaire de croissance pour la régulation de la

transcription de génes de virulences impliqués dans la dissémination de la bactérie (Kreikemeyer et

al., 2003 ; Chaussee et al., 2004).

Chez S. suis SS2, une expérience de puce a ADN réalisée dans un contexte sauvage et mutant
Argg a permis de montrer que la transcription d’environ 15% des génes (soit 345) est sous le
contrdle de la protéine Rgg. Parmi ces génes, 195 sont sur-transcrits et 150 sont sous-transcrits chez

le mutant Argg par rapport a la souche sauvage, indiquant que la protéine Rgg contrdle un ensemble
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de geénes codant des fonctions diverses intervenant dans les métabolismes cellulaires, la division
cellulaire, la biogénese de la paroi ou encore dans la régulation transcriptionnelle. Ces données
montrent que la protéine Rgg de S. suis SS2 est un régulateur transcriptionnel global (Zheng et al.,

2011).

3.2. Les protéines Rgg se lient spécifiquement a ’ADN

3.2.1. Les protéines Rgg possédent un domaine HTH
Les données de la littérature indiquent que le pourcentage d’identité existant entre les protéines
de la famille Rgg est faible. Pour exemple, la protéine RovS de S. agalactiae NEM316 présente
25% d’identité avec la protéine Rgg de S. gordonii Challis et 21% avec la protéine RopB de
S. pyogenes NZ131 (Samen et al., 2006). Néanmoins, un alignement de la structure primaire de
plusieurs protéines Rgg a permis de mettre en évidence la présence de 3 résidus trés conservés

(Loughman et Caparon, 2007) (figure 7).
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Figure 7 : Alignement multiples des séquences primaires des protéines de la famille Rgg révélant les
résidus conservés (d’aprés Loughman et Caparon, 2007). Les séquences sont alignés par le méthode Clustal
W (Thompson et al., 1994). Les couleurs indiquent le degré de conservation des résidus. En rouge sont indiqués
les résidus invariables.
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Les protéines Rgg possédent un motif HTH appartenant a la famille XRE (pour Xenobiotic
Response Element) en position N-terminale. Aucun autre domaine n’est répertori¢ dans les banques
de données. Deux résidus, G4 et R;y, localisés dans ce domaine HTH et un résidu W4, localisé
dans la région centrale sont parfaitement conservés dans la séquence primaire des protéines Rgg

analysées.

Loughman et Caparon (2007) ont montré que les résidus R;; et W4, sont essentiels a la fonction
de la protéine RopB de S. pyogenes. Le résidu R;; est impliqué dans la liaison ADN-Rgg et le
résidu W4, pourrait étre impliqué dans des liaisons Rgg-protéine (Loughman et Caparon, 2007).
Néanmoins, le réle d’un résidu glycine dans les domaines HTH de la famille XRE n’est pas
clairement établi. L’analyse de la structure d’autres domaines HTH-XRE révele la présence d’un
résidu arginine a cette position impliqué dans la stabilit¢ de la liaison ADN-protéine

(Wigneshweraraj ef al., 2001).

3.2.2. Les protéines Rgg se fixent dans la région promotrice de leur génes cibles

Certaines protéines Rgg se fixent, via leur domaine HTH, sur le promoteur de leurs genes cibles
au niveau de séquences répétés directes (DR) ou inversée (IR) (Skaugen et al., 2002 ; Rawlinson et

al., 2005 ; Samen et al., 2006 ; Anbalagan et al., 2011 ; Fleuchot et al., 2011).

Par exemple, le promoteur de ’opéron las,.w de Lb. sakei, appelé P4, est flanqué de deux
heptameres (TTATCCC) en orientation directe (Skaugen et al., 2002). Ces deux heptameres
constitueraient les sites de liaison de la protéine LasX via son motif HTH. L’étude de la fixation de
la protéine Rgg sur le promoteur du geéne las4 a révélé I’existence d’une troisieme répétition
imparfaite (TTtaCCC) fonctionnelle, localisée dans la région -40 a -70. Cette répétition imparfaite
présente au sein du promoteur est requise pour I’activation du promoteur P4 alors que les deux
autres répétitions, flanquant le promoteur, sont impliquées dans la modulation de I’interaction

LasX-promoteur (Rawlinson et al., 2005).

Chez S. agalactiae NEM316, des analyses de retard de migration sur gel ont permis de définir
un site consensus de fixation de la protéine RovS: AWAAWVHTDAW-NG6/7-
WTKWWAMDWAK (les nucléotides conservés sont indiqués en gras) (Samen et al., 2000).

Loughman et Caparon (2007) ont fait ’hypothése que les séquences répétées localisées au sein
du promoteur des genes régulés par les protéines Rgg permettraient la formation d’une structure
secondaire de type tige-boucle qui serait reconnue par la protéine Rgg. Celle-ci pourrait s’y fixer via

son motif HTH. Ce mécanisme de fixation semble étre une propriété commune a toutes les
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protéines de la famille Rgg décrites jusqu’ici (Sanders ef al., 1998 ; Chaussee et al., 1999 ; Qi et al.,
1999 ; Fujiwara et al., 2000 ; Rawlinson ef al., 2002 ; Samen et al., 2006). Cependant, la séquence
DR ou IR serait spécifique de la protéine Rgg et de I’espéce (Rawlinson et al., 2005 ; Samen ef al.,
2006). Par ailleurs, la variété des fonctions codés par ces geénes suggerent que les protéines Rgg
interagissent avec d’autres protéines pour modifier la transcription de ses geénes cibles (Loughman

et Caparon, 2007).

3.3. Implication des régulateurs Rgg dans la réponse aux stress

Plusieurs auteurs ont décrit I’implication de protéines Rgg dans la réponse a différents stress. Par
exemple, chez L. lactis, la protéine Rgg (appelé GadR) intervient dans la résistance au stress acide.
En effet, la résistance au stress acide fait intervenir I’antiport glutamate/y-aminobutyrate GadC et le
glutamate décarboxylase GadB. L’homéostasie du pH est obtenue par importation du glutamate et
sa décarboxylation, a 1’aide de la protéine GadB, en y-aminobutyrate qui sera ensuite exporté. Le
taux de transcrit de I"opéron gadpc est augmenté a faible pH et en présence de glutamate. Des
expériences ont montré ’implication de la protéine GadR dans I’activation de la transcription de
I’opéron gadpc. La syntheése de des protéines GadBC, contrdlée par GadR, n’est induite qu’en phase

exponentielle de croissance et en réponse a un pH acide (Sanders et al., 1998).

Le niveau d’expression des oxydases Nox-1 et AhpC, protéines qui interviennent de facon
coordonnée pour détoxiquer les cellules de Streptococcus face a un stress oxydant, est aussi affecté
chez le mutant AropB de S. pyogenes NZ131. Nox-1 est une NADH oxydase qui catalyse la
réduction de 1’0, en H,0,. L’H,0, ainsi formé est réduit en H,O par la peroxydase AhpC. Chez
S. pyogenes, les protéines AhpC et Noxl sont plus abondantes chez le mutant présentant une
inactivation du gene ropB que chez la souche sauvage (Chaussee et al., 2004). Par ailleurs, chez
S. pneumoniae et chez S. thermophilus, des études ont montré I’implication de deux genes rgg

distincts dans la réponse au stress oxydant (Bortoni et al., 2009) (Fernandez ef al., 2004a).

Chez S. pyogenes NZ131, I'implication du géne ropB dans la réponse aux stress thermique a été
démontrée (Chaussee et al., 2004 ; Pulliainen et al., 2008). L’inactivation de ce gene affecte
I’abondance des protéines associé¢es aux stress thermique (les protéases ClpL, ClpP et CIpE. Ces
protéines sont exprimées pendant les phases de croissance exponentielle et stationnaire chez le

mutant mais pas chez la souche sauvage.

Enfin, d’autres exemples d’implication des protéines Rgg dans la réponse aux changements des

conditions environnementales sont décrits chez d’autres especes. En effet, S. mutans UA149 induit
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la synthése de la mutacine quand les ressources nutritives sont épuisées, améliorant ainsi sa
compétitivité vis-a-vis des autres especes présentes dans son environnement. Ainsi, ’ensemble de
ces exemples suggerent que 1'une des fonctions des protéines Rgg serait de réguler des génes
intervenant dans la réponse aux conditions environnementales et notamment en réponse a différents

stress.

3.4. Implication du régulateur Rgg;3ss de S. thermophilus LMD9 dans un mécanisme de
quorum sensing
3.4.1. Mise en évidence de petites ORF non annotées dans les banques de données
Un certain nombre de petites ORF, non annotées dans les bases de données et présentes dans les
génomes séquences des souches LMG18311, CNRZ1066 et LMD9 de S. thermophilus, a ét€¢ mis en
évidence par des analyses in silico (Ibrahim et al., 2007a). Plusieurs de ces ORF sont génétiquement

associés a des geénes rgg de S. thermophilus (tableau 4).

Tableau 4 : Présentation des différents génes rgg de S. thermophilus associés a des

OREF shp et/ou pep (d’aprés Ibrahim et al. (2007a) et Fleuchot et al. (2011).

Groupe Shp Particularité de la Génes rgg | Environnement génétique
séquence Shp
Séquence atypique stu0182 ;
str0182 “ "
Shp de groupe I ster 1299 ) @
Un résidu aspartate
conservé stul044 Q o)
str1044
ster_1358 Q ) »
ster1922
stul950 ¢ )
str1950
Un re51d,u glutamate ster 0934 | 0 o) ——> 8
Shp de groupe IT | conserve
stu0917
L ) —
str0917
ster 1530
stul572 (O E—)
strl1572

Qshp D) rgg [ yinconnu Bppep
ster : souche LMDO ; stu : souche LMG18311 ; str : souche CNRZ1066
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Parmi les peptides codés par ces petites ORF, une nouvelle classe de peptides hydrophobes a été
mise en évidence, les peptides Shp (pour Short hydrophobic peptide). Les geénes codant des peptides
Shp sont associ¢s de fagon récurrente aux geénes rgg. En effet, au sein du génome des souches
LMG18311 et CNRZ1066 de S. thermophilus, 5 génes codant des peptides de type Shp ont été
identifiés en amont de 5 génes rgg. Dans le génome de la souche LMD9, 5 copies rgg sont présentes
et toutes sont associées a une ORF shp. Toutes les ORF shp sont en orientation inverse a ’ORF rgg
associ¢e. Les peptides Shp ont été regroupés en deux classes en fonction de la présence d’un
aspartate (groupe I) ou d’un glutamate (groupe II) (Ibrahim et al., 2007a). Une étude de phylogénie
récente montre que les ORF s/p associées aux gene stu0182 et str(0182 sont apparentées au groupe [

malgré leur séquence atypique sans résidu aspartate ou résidu glutamate (Fleuchot et al., 2011).

D’autres petites ORF sont également présentes dans I’environnement génétique de certains genes
rgg associés a des ORF shp. En effet, 4 des genes rgg associ€s a une ORF shp sont associ€s a une
ou deux ORF pep. Néanmoins, les petites ORF pep codent des petits peptides (moins de 60 AA) aux
fonctions inconnues. En effet, aucun homologue n’est retrouvé dans les banques de données

(Ibrahim et al., 2007a).

3.4.2. Mécanisme de quorum-sensing faisant intervenir les protéines Shpiss et Rggy3ss
Des auteurs ont mis en évidence que la présence d’un petit peptide, Pepissic, de S. thermophilus
LMD9 nécessitait ’expression des genes shp;zss et rgg;zss mais également un geéne appelé eep,
codant un transporteur de peptide. Ces données ont conduits les auteurs a émettre 1’hypothése d’un
mécanisme de quorum-sensing (QS) (Ibrahim et al, 2007b), confirmé par des études récentes

(Fleuchot et al., 2011).

Le QS est un mécanisme de communication cellulaire utilis€¢ par les bactéries pour contrdler
I’expression de geénes via la sécrétion de molécules appelée auto-inducteurs ou phéromones.
Premiérement, la phéromone est exportée dans le milieu extracellulaire puis, lorsqu’elle atteint une
concentration seuil, elle est détectée, soit par des protéines senseurs, soit par la réimportation de la
phéromone dans le milieu intracellulaire via un transporteur appelé Ami, membre de la superfamille
ubiquitaire des ABC transporteurs (Linton et Higgins, 2007). La détection de la phéromone conduit
les cellules a moduler I’expression génique, de fagon coordonnée, dans ’ensemble de la population

bactérienne (Bassler, 2002 ; Waters et Bassler, 2005 ; Antunes et al., 2010).

Le modele de QS proposé par Fleuchot ef al. (2011) est présenté dans la figure 8.
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Figure 8: Représentation schématique du mécanisme de quorum-sensing Rggss3/Shpisss de
S. thermophilus LMD9 (d'aprés Fleuchot et al, 2011). Le signal de QS est codé par le géne shp;sss. La
phéromone, un petit peptide hydrophobe appelé Shpssgiss) (EGIIVIVVG), est produite par le clivage en C-
terminal du peptide précurseur de 23 AA, un processus qui fait intervenir I’endopeptidase Eep localisée dans la
membrane. A forte densité cellulaire, le peptide Shpissgs.3) secrété est détecté par la lipoprotéine AmiA3 et
réimporté dans la cellule par le transporteur AmiCDEF. Le peptide Shpsss(is.o3) intracellulaire interagit ensuite
avec la protéine Rgg;sss. L'effet de Iinteraction est inconnu mais la fixation du complexe Shpisssas23/Rggi3ss
sur le promoteur de deux genes cibles, shp;;ss et pep;;sz., induit ’activation de leur transcription. A faible densité
cellulaire, Fleuchot et al., font I’hypothése que Shp3ss(is.23) est présent en quantité négligeable et que la protéine
Rgg3ss se fixe seule sur la région promotrice des génes shp;;ss et pep;ss7. dans un état inactif ne permettant pas
leur transcription.

Le peptide Shp,sss, du groupe II des Shp, est la phéromone du systeéme de QS de S. thermophilus
LMD?9. Bien que la nature de son interaction avec la protéine Rggi3sg n’ait pas été déterminée, les
auteurs font ’hypothése qu’elle pourrait moduler Iactivité de la protéine Rgg;sss. Cette derniere

induit, ensuite, la transcription des geénes shp;s3ss et pepissz.. La fonction du peptide Pepi3ssc reste

cependant inconnue.

Ces données indiquent donc que des geénes rgg associés a des génes shp et/ou pep pourraient étre

impliqués dans des mécanismes de QS.
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4. Etat de ’art

Nathalie Leblond-Bourget et son équipe s’intéresse a ’adaptation de S. thermophilus aux
changements de son environnement et notamment a la réponse au stress oxydant. Les premicres
¢tudes réalisées au laboratoire ont permis de montrer 1’existence d’un systeme de défense inductible
au H,O, chez S. thermophilus CNRZ368 (Thibessard et al., 2001). Afin d’identifier des génes
impliqués dans la réponse au stress oxydant de S. thermophilus CNRZ368, une banque de mutants
a été obtenue par mutagenese insertionnelle aléatoire a 1’aide du plasmide pGh9 : ISS7 (Thibessard
et al., 2002). Des mutants ont ensuite €té sélectionnés sur leur capacité de résistance/sensibilité en
réponse au stress oxydant (Fernandez et al., 2004a ; Thibessard et al., 2004). Parmi eux, deux
mutants appelé OsrA et OsrC (pour Oxidative stress resistance) étaient plus résistants que la souche
sauvage a un stress oxydant et I’analyse des loci interrompus a montré qu’ils codaient
potentiellement des protéines de la famille Rgg (Fernandez ef al., 2004a ; Fernandez, 2004b).

Au cours de sa theése, Annabelle Fernandez a mis en évidence que les souches de
S. thermophilus présentaient un grand nombre d’ORF rgg. En effet, ’analyse du génome des
souches LMD9 et LMG18311 a permis d’identifier 9 copies différentes de genes rgg. La recherche
de chacune des copies a été effectuée au sein de 10 souches de S. thermophilus par Southern blot

(Fernandez, 2004b) (tableau 5).

Tableau 5 : Polymorphisme des génes rgg au sein de 10 souches de . thermophilus (d’aprés Fernandez et
al., 2004b). Les souches de S. thermophilus analysées sont indiquées en gras.

+ : présence ; - : absence

A054 | ATCC | CNRZ | CNRZ | CNRZ | CNRZ | CNRZ | CNRZ IP LMG

19258 302 308 368 445 702 1402 6757 18311
rggA + + - + + + + - + +
rggB + + + + + + + + + +
rggC + + + + + + + + + +
rggD - - - - + - + - + +
rggE - - - - - - - - + +
rggl’ + - + + + + + + + +
rgeG | + - - - + + + + + +
rggH - - + - - - + + + -
rggl - - - - - - + + + ]

Ainsi, cette étude montre qu’au sein des différentes souches analysées, entre 3 et 9 copies
pourraient étre présentes sur le génome de S. thermophilus. Alors que les streptocoques pathogenes
présentes 2 ou 3 copies de genes rgg (Sulavik ef al., 1992 ; Samen et al., 2006), S. thermophilus

peut présenter un nombre plus important de copies (Fernandez, 2004b ; Ibrahim et al., 2007a). De
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plus, les régulateurs Rgg sont décrit comme des régulateurs majeurs de la virulence chez les
streptocoques pathogenes (Chaussee et al., 2004 ; Samen et al., 2006 ; Ikebe et al., 2010). Ces
données posent la question du role des génes rgg chez S. thermophilus. Sont-ils tous impliqués dans
la régulation de la transcription de génes de réponse aux stress ? Sont-ils impliqués dans des réseaux
de régulation similaires ou différents ? Est-ce que toutes ces copies codent des régulateurs

transcriptionnels globaux ou codent-ils des régulateurs transcriptionnels plus spécifiques ?

L’objectif de cette thése est double. Le premier objectif a pour but de mieux caractériser les
régulateurs de la famille Rgg. En effet, quelle est la répartition de ces genes dans les génomes
bactériens ? Quelle et la parenté phylogénétique entre ces genes ? Qu’est-ce qui caractérise
I’appartenance a cette famille ?

Le second objectif est de comprendre I’implication des genes rgg dans [’adaptation de
S. thermophilus a son environnement. En effet, les génomes de S. thermophilus se caractérisent par
un grand nombre de génes appartenant a la famille rgg. Quel est le role biologique de ces geénes ?

Est-ce que toutes ces copies sont impliquées dans la réponse aux stress ?
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IT - RESULTATS

1. Caractérisation in silico des protéines appartenant a la famille Rgg

Une partie de ces résultats fera I’objet d’une publication.

1.1. La majorité des protéines Rgg sont présentes au sein de la famille des

Streptocococcaceae et des genres Lactobacillus et Listeria

Les données de la littérature décrivent I’existence de plusieurs protéines Rgg au sein des
génomes de bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus et Lactobacillus. Afin de déterminer si
la présence des génes rgg est restreinte a ces genres bactériens, une recherche exhaustive de ces
genes a ¢été effectuée par wune analyse PSI-BLAST (Position-Specific Iterated Basic Local
Alignment Search Tool). Cette recherche a ¢été réalisée sur I’ensemble des séquences procaryotes
disponibles, utilisant la séquence primaire en acide aminés des protéines Rgg décrites dans la
littérature. Cette méthode permet de mettre en évidence des séquences significativement proches
des séquences sélectionnées (e-value < e). Plusieurs itérations sont réalisées afin de prendre en
compte les nouvelles séquences mises en évidence par ’itération précédente, et ce, jusqu’a ce
qu’aucune nouvelle séquence ne soit identifiée. Les résultats de cette analyse sont présentés dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Nombre de copies Rgg mise en évidence par I'analyse de PSI-BLAST au sein de différentes
familles de la division des Firmicutes et des Actinobacteria. La recherche a été réalisée sur I’ensemble des
séquences procaryotes disponibles dans les bases de données. Seuls les genres bactériens présentant au moins
une souche dont le génome contient une (ou plusieurs) copies 7gg sont indiqués dans ce tableau.

Division Classe Ordre Famille Genre Nombl:e
de copies
Aerococcaceae Aerococcus 1
. Carnobacterium 1
Carnobacteriaceae -
Granulicatella 1
Enterococcaceae Enterococcus 28
Lactobacillus 109
. Lactobacillaceae
Lactobacillales Pediococcus 1
.. oy Leuconostoc
Firmicutes Bacilli
Leuconostocaceae Oenococcus
Weissella 1
Streptocococcaceae Streptococcus 441
P Lactococcus 26
Bacillaceae Bacillus 1
Bacillale Listeriaceae Listeria 112
Staphylococcaceae | Staphylococcus 2
. . . . . . . . Parascardovia
Actinobacteria | Actinobacteridale | Bifidobacteriale | Bifidobactericeae -
Scardovia 1
Somme 733
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Par I’analyse de PSI-BLAST, 733 copies Rgg putatives ont été mises en évidence, qu’elles soient
identiques ou différentes. Lorsque des copies identiques sont retrouvées au sein de plusieurs
génomes, elles sont comptabilisées autant de fois que de génomes les posseédent. A ’exception de 3
copies présentes chez des Bifidobactéries, toutes les copies sont retrouvées au sein de la division

des Firmicutes et plus particuliérement au sein de la classe des Bacilli et du genre Listeria.

La majorité des copies rgg, soit plus de la moitié, est retrouvée au sein du genre Streptococcus
indiquant une forte représentation au sein de ce genre bactérien. Un grand nombre de copies Rgg est
¢galement présent au sein des genres Listeria et Lactobacillus (environ 15% des copies Rgg pour
chacun de ces deux genres). Les genres Enterococcus et Lactococcus possedent plusieurs copies
Rgg (environ 3% des copies) alors que seulement quelques copies (1 a 4 copie(s)) sont présentes au
sein des autres genres bactériens présentés dans le tableau. Enfin, aucune copie Rgg n’est retrouvée

dans d’autres genres bactériens.

Ainsi, la présence de copies Rgg pourraient étre restreinte aux génomes des genres
Streptococcus, Listeria, Lactobacillus, Enterococcus et Lactococcus. Cependant, I’analyse peut étre
biaisée par le nombre de génomes entierement séquencés. En effet, le faible nombre de copies Rgg
observé pour certains genres bactériens pourrait s’expliquer par un faible nombre de génomes
disponibles. Ainsi, afin de caractériser plus finement la distribution des copies rgg chez les
procaryotes, les génomes disponibles, au moment ou le PSI-BLAST a été réalisé¢ (16 mars 2011),

ont également été¢ dénombrés et sont indiqués dans le tableau 7.

Tableau 7 : Nombre de copies Rgg mises en évidence par analyse PSI-BLAST et répartition de ces
copies au sein de genres bactériens pour lesquels des génomes ont été séquencés. Les genres
bactériens ne possédant aucune copie rgg au sein de leur génome ne sont pas mentionnés. En noir sont
indiqués les genres bactériens dont la probabilité de trouver des copies rgg est forte; en gris, ceux qui en
possédent peu et, en rouge, ceux dont peu de génomes sont disponibles. Les copies identiques sont
comptabilisées autant de fois que de génomes les posseédent.

. Nombre de génomes .
G - Nombre de génomes A . . Nombre de copies rgg
enre bactérien . . séquencés présentant . Py
séquencés . identifiées
une (des) copie(s) rgg

Streptococcus 65 57 194
Listeria 10 7 27
Lactococcus 5 5 26
Lactobacillus 30 17 38
Staphylococcus 31 2 2
Bacillus 39 1 1
Leuconostoc 4 1 2
Oenococcus 1 1 1
Pediococcus 1 1 1

Somme 92 292
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Parmi I’ensemble des génomes séquencés au moment de I’analyse, seuls 92 d’entre eux
possédaient au moins une copie 7gg, ce qui implique que cette famille de génes n’est pas ubiquitaire
dans les génomes bactériens.

Les protéines rgg sont trés répandues au sein des génomes appartenant aux genres Streptococcus,
Lactococcus, Listeria, et Lactobacillus. En effet, 100% des génomes séquencés de Lactococcus
possedent au moins une copie rgg, contre 88% pour Streptococcus, 70% pour Listeria et 57% pour
Lactobacillus. Au contraire, les copies rgg sont peu répandues dans les génomes des genres
Bacillus, et Staphylococcus (3%, et 7%, respectivement).

La faible proportion de génomes disponibles appartenant aux genres Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus et Enterococcus ne permet pas de conclure quant a la faible ou forte répartition des
copies rgg au sein de ces genres bactériens. C’est le cas également des genres Aerococcus,
Carnobacterium, Granulicatella, Weissella, Parascardovia et Scardovia dont aucun génome n’a ,

pour ’instant, été¢ séquence.

Le tableau 7 indique que les genres Streptococcus, Lactococcus, Listeria, et Lactobacillus sont
particulierement riches en copies Rgg. Ainsi, cela semblait intéressant de déterminer si ces copies
¢taient présentes au sein de toutes les espeéces de ces genres ou restreintes a certaines d’entre-elles.
La figure 9 répertorie le nombre de copies rgg retrouvées au sein des différentes espéces des 4

genres bactériens qui en possedent le plus.
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Figure 9 : Histogramme représentant le pourcentage de génomes séquencés possédant une ou plusieurs copie(s)
rgg au sein de chaque espéce considérée. Le genre Lactobacillus est représenté en vert, le genre Listeria en orange, le
genre Lactococcus en jaune et le genre Streptococcus en bleu. Le nombre de génomes séquencés par espéces est indiqué
entre parenthése. Seules les espéces dont le génome d’au moins une souche a été séquencé sont représentées.

Les genres Streptococcus et Lactococcus se distinguent des deux autres genres. En effet, a
I’exception de S. uberis, des copies Rgg sont présentes dans toutes les espéces appartenant aux
genres Streptococcus et Lactococcus. Au sein du genre Lactobacillus, des copies rgg sont présentes

dans 10 especes sur 15. Enfin, des copies rgg sont présentes dans la moiti¢ des especes appartenant

au genre Listeria.

1.2. Plusieurs copies rgg peuvent étre présentes par génome

Des données de la littérature indiquent que plusieurs copies rgg différentes peuvent étre
présentes au sein d’un seul et méme génome. Ainsi, le génome de la souche CNRZ1066 de

S. thermophilus possede 7 copies rgg (Ibrahim et al., 2007b) alors que la souche NEM316 de
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S. agalactiae en posséde 3 (Samen et al., 2006). Afin de déterminer si la présence en multicopie des
geénes rgg est une caractéristique partagée (ou non), le nombre de copies rgg par génome a été

recensé pour I’ensemble des 92 génomes bactériens séquencés possédant au moins une copie rgg

(figure 10).

Pourcentage de génomes
—
h

1 2 3 4 5 6 7
Nombres de copies rgg par génomes

Figure 10 : Histogramme représentant le pourcentage du nombre de copies rgg par
génome séquencé.

Les résultats de cette analyse indiquent que dans la majorité des cas (75%), les génomes
contiennent plusieurs copies rgg. Le nombre de copies rgg au sein des génomes séquencés est tres
variable puisqu’il varie de 1 a 7 copies en fonction des souches. Afin d’analyser plus en détail cette
variation, le nombre de copies rgg par génome a été étudié au sein des différents genres bactériens

(figure 11).
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Figure 11 : Moyenne du nombre de copies rgg présentes dans les génomes qui en possédent
Les résultats présentés correspondent a la moyenne + la déviation standard (quand elle a pu étre
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calculée). Lorsqu’un genre contient seulement une espéce présentant une ou plusieurs copies
rgg, le nom de I’espéce est indiqué et I’histogramme est coloré en gris. Le nombre de génomes
séquencés au sein de chacun des genres considérés est indiqué entre parenthéses.

A T’heure actuelle, les génomes des espéces bactériennes ou peu de copies rgg sont présentes
possédent, pour la plupart, une seule copie rgg. La seule exception concerne le génome de 1’espece
Le. kimchii qui posséde deux copies rgg. Les génomes des genres Lactobacillus, Lactococcus,
Listeria et Streptococcus sont ceux qui possedent le plus de copies rgg. La figure 12 détaille le

nombre de copies rgg portées par les génomes des différentes especes de ces 4 genres.
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Figure 12 : Moyenne du nombre de copies rgg par génome des différentes espéces des genres
Lactobacillus, Lactococcus, Listeria et Streptococcus. Les résultats présentés correspondent a la
moyenne + la déviation standard (quand elle a pu étre calculée). Le nombre de génomes séquencés au
sein de chacun des espéces considérées est indiqué entre parenthéses.

Le genre Lactobacillus se différencie des 3 autres genres. En effet, au sein du genre
Lactobacillus, seuls les génomes des especes Lb. casei et Lb. rhamnosus possedent plusieurs copies
rgg, les autres n’en possédant qu’une. Au contraire, a I’exception des génomes de ’espece S. suis,
tous les génomes des espéces appartenant aux genres Lactococcus, Listeria et Streptococcus
possédent plusieurs copies rgg. De plus, les résultats montrent, qu’au sein des especes du genre
Streptococcus, le nombre de copies rgg par génome est trés variable et est compris entre 1 et 7
copies rgg. Les génomes des especes Lb. rhamnosus, L. lactis, S. gallolyticus et S. thermophilus
sont ceux qui possédent le plus grand nombre de copies rgg (entre 5 et 7 copies selon les souches).

Par ailleurs, un test #-student a permis de valider cette observation, au seuil de risque 1%.
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1.3. Les protéines de la famille Rgg se caractérisent par un domaine HTH et un domaine

médian
1.3.1. Deux domaines peuvent étre identifiés au sein des protéines Rgg

Une analyse réalisée par Louhman et Caparon (2007) a permis de mettre en évidence la
conservation de 3 acides aminés au sein des séquences primaires de 57 protéines Rgg : les résidus
G4 et Ry impliqués dans la fixation protéine-ADN et le résidu Wy4, probablement impliqué dans
des liaisons protéines-protéines. L’alignement réalis¢ par Loughman et Caparon (2007) indique par
ailleurs un fort polymorphisme entre les protéines Rgg. Afin de compléter ces données, un
alignement des séquences primaires des copies Rgg a été réalisé a ’aide du logiciel ClustalW. Pour
cela, un seul exemplaire de chaque copie Rgg a été retenu parmi les 733, soit 499 séquences. La
figure 13 présente un alignement de 10 séquences, choisies al€atoirement, pour illustrer le

polymorphisme des protéines de la famille Rgg.
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Figure 13 : Alignement de la séquence primaire des copies Rgg, réalisé a 1'aide du logiciel ClustalW. Cet
alignement a été réalisé a partir de 9 copies Rgg et illustre celui obtenu avec les 499 séquences primaires Rgg. La
séquence primaire de la protéine Rgg de S. gordonii Challis a été utilis¢ comme référence (Sulavik et al., 1992). Sur
fond rouge apparaissent les résidus conservés dans 95% des 499 séquences primaires ; sur fond bleu dans 90% des
séquences ; sur fond vert dans 85% des séquences et sur fond orange dans 80% des séquences. Les acides aminés
constituants le domaine HTH-XRE, tel qu’annoté dans les bases de données, sont entourés par une ligne pointillée rose.

Cet alignement confirme le fort polymorphisme existant entre les séquences primaire des copies
Rgg et montre qu’aucun résidu n’est conservé dans la totalité des séquences étudiées. Seuls 12

résidus sont conservés dans plus de 80% des 499 copies Rgg étudiées. Le résidu le plus conserveé est

le tryptophane en position 156 (Wise) qui est conservé dans 95% des séquences étudiées. La glycine
58



RESULTATS
(Ggs), I’arginine (R;s), la tyrosine (Y49) et la leucine (Ls0) sont conservées dans 90% des copies. La
phénylalanine (F33) et les trois glutamates (E39, Eg3, E160) sont conservés dans 85% des séquences.
Enfin, la leucine (Lsa), la phénylalanine (Fes) et 1’asparagine (N66) sont conservées dans 80% des

cas.

Parmi les résidus conservés, les résidus Gg, Ris, Y3s, Esg, Lsa, Ee3 et Fes appartiennent au domaine
HTH, décrit dans la littérature comme un domaine de fixation des protéines a I’ADN (Sulavik et
Clewell, 1996 ; Neely et al., 2003 ; Samen et al., 2006 ; Loughman et Caparon, 2007). Ces résidus
pourraient ainsi définir le « core » de ce domaine au sein des protéines Rgg. Celui-ci est situ¢ de la

position 8 a 70.

Les autres résidus conserveés (Y49, Liso, Wise, Ei60 €t Nigs) sont tous localisés dans la région
médiane. La conservation de ces résidus suggere qu’ils sont importants pour la fonctionnalité de la
protéine Rgg et donc suggere qu’un domaine fonctionnel, non reconnu par les bases de données,
pourrait étre localisé dans cette région. Ainsi, ce domaine, bordé par les résidus Y49 et Nigs, a été
appelé « domaine médian ». Les données de la littérature suggerent que les protéines Rgg puissent
agir sous la forme de dimeéres (Samen et al., 2006 ; Loughman et Caparon, 2007 ; Fleuchot et al.,
2011). Ainsi, ’hypothése privilégiée est que ce domaine puisse €tre impliqué dans des interactions

protéines-protéines nécessaire a I’oligomérisation des protéines Rgg.

Par ailleurs, I’alignement montre qu’a I’exception de quelques courtes délétions/insertions,
seules des mutations par substitutions sont observées entre les différentes séquences. Celles-ci ne

sont pas localisées a un endroit précis mais réparties tout au long de la séquence.

1.3.2. Le domaine médian est spécifique des protéines Rgg

L’analyse des structures des régulateurs transcriptionnels réveéle que la plupart des facteurs de
transcriptions procaryotes sont des homodimeéres qui se fixent sur des séquences d’ADN,
impliquant deux domaines particuliers. Les deux domaines impliqués dans ces fonctions permettent,
la plupart du temps, a définir les familles de régulateurs transcriptionnels. En effet, tous les
régulateurs transcriptionnels se fixent a I’ADN via un domaine, spécifique. Trois motifs récurrents
de fixation a ’ADN ont été décrit : les motifs HTH, les motifs WHTH et les motifs HLH (Pabo et
Sauer, 1992 ; Phillips et Phillips, 1994). Cette caractéristique pourrait étre commune aux protéines
de la famille Rgg qui se caractérise par un domaine HTH localisé en position N-terminale. Par
ailleurs, des données de la littérature indiquent que certaines des protéines Rgg sont capables de se
fixer ’ADN (Neely et al., 2003 ; Samen et al., 2006 ; Anbalagan et al., 2011 ; Fleuchot et al.,

2011).
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Afin de déterminer si les résidus conservés dans les différentes copies Rgg, au niveau du
domaine HTH et du domaine médian, sont caractéristiques des protéines Rgg ou s’ils sont plus
largement conservés, les séquences primaires des 10 copies Rgg (celles présentés dans la figure 13)
ont été comparées avec les séquences de plusieurs protéines caractéristiques appartenant a des

familles distinctes de régulateurs transcriptionnels.

Sept protéines ont été choisies pour la diversité de leurs motifs de fixation a I’ADN. De plus, afin
de ne pas biaiser I’alignement, les protéines ont été choisies de sorte que leur longueur en AA soit
du méme ordre de grandeur que celle des protéines Rgg. La protéine HrcA (360 AA), appartenant a
la famille GntR, se caractérise par un domaine WHTH et un domaine de fixation effecteur/ligand
(Hoskisson et Rigali, 2009). La protéine LysR (304 AA) se caractérise par un domaine WHTH et un
domaine de fixation d’un co-inducteur (Maddocks et Oyston, 2008). La protéine GalR (331 AA), de
la famille Lacl, se caractérise par un domaine WHTH, un domaine d’oligomérisation et un site de
fixation d’un inducteur (de Boer et Glickman, 1998). La protéine DeoR (254 AA) possede un motif
WHTH et un domaine d’oligomérisation (Garces et al., 2008). La protéine ComR (299 AA) possede
un motif HTH-XRE (pour Xenobiotic Response Element). La protéine AraC (202 AA) se
caractérise par la présence de deux motifs HTH et d’un domaine de dimérisation (Gallegos et al.,
1997). Enfin, la protéine Arc (338 AA) se caractérise par un motif HLH et un domaine de

dimérisation. Le résultat de 1’alignement obtenu est présenté sur la figure 14.
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Figure 14 : Alignement de la séquence primaire de 10 copies Rgg, comparé avec la séquence primaire de 7
protéines appartenant a des familles de régulateurs transcriptionnels différentes, réalisé a 1'aide du logiciel
ClustalW. Les 10 séquences primaires Rgg correspondent a celles utilisées dans la figure 13. Sur fond rouge
apparaissent les résidus conservés dans 95% des 499 séquences primaires Rgg ; sur fond bleu dans 90% des séquences ;
sur fond vert dans 85% des séquences et sur fond orange dans 80% des séquences. Les acides aminés constituant le
domaine HTH des protéines Rgg sont entourés par une ligne pointillée rose et ceux constituant le domaine médian sont
entourés par une ligne pointillée rouge. Les AA conservés au sein des protéines Rgg sont indiqués par des fléches.

A T’exception de la protéine ComR, aucune des protéines analysées ne possédent de motifs
conservés avec les protéines Rgg. Néanmoins, deux résidus sont conservés au sein du domaine
HTH des protéines LysR (Fsg et Eg3) et AraC (Gg et Fig), par rapport aux protéines Rgg. Au
contraire, 4 résidus sur les 6 résidus du domaine HTH des protéines Rgg (Gs, Ris, E39 et Eq3) sont

conservés dans la séquence primaire de la protéine ComR. Ainsi, le domaine HTH de ces deux
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types de protéines pourrait étre similaire. Cela est cohérent avec des analyses récentes qui indiquent

que ces protéines sont proches phylogénétiquement (Fleuchot et al., 2011).

Au niveau du domaine médian, seul deux résidus pour la protéine AraC (Y 149 et Ej60) €t un pour
la protéine GalR (L;so) sont conservés avec les protéines Rgg. Cela indique que le domaine médian
serait absent des protéines analysées. Ainsi, le domaine médian pourrait étre spécifique de la famille
Rgg. Par ailleurs, un BLAST réalisé a partir de la séquence primaire du domaine médian n’a permis
de mettre en évidence que des protéines appartenant a la famille Rgg, renforcant 1’hypothése que ce

domaine serait spécifique des protéines de la famille Rgg.

1.4. Parenté phylogénétique des copies Rgg

Les analyses de Loughman et Caparon (2007) et 1’alignement des 499 copies Rgg ont montré
que les protéines Rgg sont trés polymorphes. De ce fait, ’analyse de la parenté phylogénétique
entre les différentes copies Rgg a été analysée. Pour cela, un arbre phylogénétique a été réalisé a
I’aide du logiciel Seaview en utilisant la méthode du plus proche voisin (ou Neighbour-Joining).
Pour ce faire, seules les copies différentes ont été prises en compte. De plus, afin d’optimiser
I’alignement des séquences et ne pas introduire de biais, les copies présentant de grandes délétions
n’ont pas été prises en compte dans 1’analyse. Au total, 457 copies Rgg de taille comprises entre
275 et 339 AA ont été utilisées. La différence de taille s’explique par des insertions/délétions
principalement positionnées au niveau de la région C-terminale, le logiciel ne prenant pas en

compte ces régions afin de ne pas fausser 1’analyse.

La figure 15 présente I’arbre phylogénétique enraciné a 1’aide de la séquence primaire de 3
protéines ComR de streptocoques. Ce choix est justifié par une analyse récente démontrant que les
protéines ComR forment un groupe proche mais distinct des protéines de la famille Rgg (Fleuchot

etal.,2011).
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Figure 15 : Arbre phylogénétique des copies Rgg putatives réalisé a 1'aide du logiciel Seaview par la

méthode du Neighbour-Joining (NJ). L’arbre obtenu est présenté a gauche. Afin de permettre I’ interprétation de

I’arbre, une représentation, a droite, a été réalisé avec un regroupement monophylétique des copies Rgg (valeur de

Bootstrap supérieure a 95). Les valeurs de Bootstrap ont été obtenues a partir de 1000 répliques. L’arbre a été

enraciné a 1’aide de la séquence primaire de 3 copies ComR de streptocoques. Les copies Rgg présentes chez les

streptocoques sont présentées en bleu foncé, en vert chez les lactobacilles, en rose chez les lactocoques, en violet

chez les entérocoques, en orange chez les listeria et en bleu clair chez les oenocoques. Les copies Rgg isolées

apparaissent en noir et celles de S. thermophilus apparaissent en rouge.
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Les protéines Rgg ne forment pas un seul groupe monophylétique mais peuvent étre classées en
au moins 39 groupes distincts définis par des valeurs de Bootstrap supérieures a 95, bien que ne
tenant pas compte de la distance d’évolution. Hormis les copies Rgg des genres Listeria et
Oenococcus qui sont toutes regroupées au sein d’un méme groupe pour chacun de ces deux genres,
la topologie de I’arbre ne montre pas de lien avec la taxonomie puisque les protéines issues des
différents genres ne sont pas regroupées entre elles. En effet, au moins 19 groupes distincts chez les
streptocoques, 11 chez les lactobacilles, 6 chez les entérocoques et 2 chez les lactocoques peuvent

étre observés.

Par ailleurs, deux des groupes d’entérocoques sont inclus dans d’autres groupes : ’'un est inclus
dans le groupe des listérias et I’autre dans un groupe de lactobacilles. De plus, 9 copies Rgg sont
incluses dans des groupes différents du genre pour lesquels elles sont issues. Ceci suggere que des
copies Rgg aient pu étre transférées d’un genre a I'autre. Enfin, 20 copies Rgg sont isolées et n’ont
pu étre associées a un groupe phylogénétique puisque les valeurs de Bootstrap les concernant sont

trop faibles.

L’ensemble de cette analyse montre que les copies Rgg ne forment pas un seul groupe
monophylétique mais, au contraire, de nombreux groupes, qui pour la plupart sont issues du méme
genre bactérien. Ainsi, des duplications auraient pu avoir lieu au sein de ces groupes. De plus, cet
arbre montre que des copies issues des génomes de genres bactériens différents sont proches

phylogénétiquement ce qui suggére que celles-ci aient pu étre transférées d’un genre a 1’autre.

1.5. Caractérisation des copies Rgg présentes chez S. thermophilus

1.5.1. Onze copies Rgg distinctes sont présentes chez S. thermophilus
Lorsque I’analyse PSI-Blast a été réalisée, les génomes complets de 5 souches appartenant a
I’espece S. thermophilus étaient disponibles. Leur analyse a démontré, qu’au total, 31 copies rgg

sont présentes et la totalit¢ de ces copies ne sont présentes que dans les génomes de cette espece

(tableau 8).

64



RESULTATS

Tableau 8 : Copies rgg identifiées au sein des 5 génomes entiérement séquencés de S. thermophilus.
La présence de chaque copie est indiquée par le signe « + » et son absence par le signe «- ». Les copies
localisées sur une méme ligne sont homologues.

Nom de la Nom de la souche
protéine LMGI18311 CNRZ1066 LMD9Y9 NDO03 JIMS8232
RggStl + + - - -
RggSt2 + + + + +
RggSt3 + + - - -
RggSt4 + + - - -
RggSt5 + + + + +
RggSt6 + + + - +
RggSt7 + + - + +
RggSt8 - - + - +
RggSt9 - - + + +
RggSt10 - - - + -
RggStl1 - - - - +
Total 7 7 5 5 7

Ce tableau révele que tous les génomes de I’espece S. thermophilus actuellement disponibles
portent plusieurs copies rgg par génome allant de 5 a 7. La comparaison deux a deux de ces
protéines montre que plusieurs de ces copies sont homologues (99 ou 100% d’identité). Ainsi,
parmi ces 31 exemplaires, 11 copies Rgg différentes sont identifiées (renommées de RggSt1 (pour

Rgg de S. thermophilus) a RggSt11).

Hormis les génomes des souches LMG18311 et CNRZ1066 qui se caractérisent par un contenu
identique en copies rgg, tous les autres génomes de I’espece S. thermophilus présentent un contenu
en copies Rgg différent en nombre et/ou en nature des copies. Deux copies Rgg (RggSt2 et RggSt5)
sont communes aux cinq souches suggérant qu’elles aient pu €tre héritées d’un ancétre commun.
Leur maintien suggere par ailleurs qu’elles puissent conférer aux souches qui les possédent un
avantage adaptatif. Au contraire, 3 autres copies (RggSt10, RggStl1 et RggSt12) ne sont présentes

que dans une seule souche suggérant une acquisition récente.

Par ailleurs, le contenu en genes rgg des différentes souches est conforme a leur parenté

phylogénétique comme le montre la figure 16.
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des 5 souches de S. thermophilus dont le génome a
€té entiérement séquencé, réalisé a I’aide du logiciel Seaview. L’arbre a été construit a
partir de I’alignement de la séquence primaire de I’ARN 16S par la méthode du Neighour-
Joining (NJ) et la méthode du maximum de vraisemblance (ML). L’arbre a été enraciné par
la séquence de I’ARN 16S des souches NZ131 de S. pyogenes, GZ1 de S. suis et JIM8777
de S. salivarius. Les valeurs de Bootstrap ont été mesurées a partir de 100 répliques pour
les deux méthodes.

Les souches LMG18311 et CNRZ1066 sont trés proches phylogénétiquement et possédent le
méme contenu en genes 7gg. La phylogénie des souches LMD9, NDO03 et JIM8232 est cependant
moins claire. L’hétérogénéité des copies Rgg au sein des souches de S. thermophilus est en faveur

d’une évolution par perte ou par gain.

1.5.2. Polymorphisme et parenté des protéines Rgg de S. thermophilus
Les copies Rgg des génomes des 5 souches de S. thermophilus ont été comparées et leur

pourcentage d’identité calculé a I’aide du logiciel BLASTTwoSeq (tableau 10).

66



RESULTATS

Tableau 9 : Pourcentage d'identité entre les différentes copies Rgg de S. thermophilus. En gras sont indiqués
les pourcentages d’identité supérieurs a 50.

RggSt2 | RggSt3 | RggSt4 | RggSt5 | RggSt6 | RggSt7 | RggSt8 | RggSt9 | RggSt10 | RggStll
RggStl1 28% 30% 25% 35% 33% 31% 28% 36% 23% 31%
RggSt2 25% 26% 62% 26% 64% 31% 63% 24% 44%
RggSt3 23% 27% 29% 24% 28% 26% 22% 25%
RggSt4 28% 30% 23% 25% 28% 56% 26%
RggSt5 28% 61% 29% 81% 26% 47%
RggSt6 30% 28% 28% 27% 27%
RggSt7 31% 62% 26% 46%
RggSt8 31% 24% 27%
RggSt9 26% 47%
RggSt10 25%

A TDexception de quelques-unes d’entre elles, ’ensemble de ces données indique que les
protéines Rgg de S. thermophilus, prises 2 a 2, sont caractérisées, dans la majorité des cas, par de
faibles pourcentages d’identité de séquence et ne sont pas plus proches entre-elles qu’avec les autres
protéines Rgg. Leur polymorphisme suggere qu’elles pourraient avoir des fonctions ou un mode

d’action différent bien que les 11 copies possedent les motifs HTH et médian.

Seules, les protéines RggSt2, RggStS, RggSt7 et RggSt9 présentent un fort pourcentage
d’identité entre-elles (entre 61 et 81%) et sont classées dans le méme groupe monophylétique
(figure 15, page 68). Ces données suggerent que ces différentes copies pourraient résulter de la
duplication d’un geéne rgg ancestral au sein des génomes de S. thermophilus, avec une évolution
divergence des différentes copies sceurs. La méme hypothése peut étre émise pour expliquer la
parent¢ des copies RggSt4 et RggStl0 qui appartiennent toutes deux au méme groupe
monophylétique. Afin de savoir si certaines régions sont plus conservées, ou non, entre ces
séquences, un alignement a été réalisé a partir des séquences primaires des protéines possédant un
fort pourcentage d’identité entres-elles. Les copies RggSt2, RggSt5, RggSt7, RggSt9 ont été
regroupées entre-elles et nommées « groupe RggSt I ». La protéine RggStl1 étant incluse dans le
méme groupe monophylétique que ces 4 protéines, elle a été incluse dans ce groupe. De la méme
fagon, les copies RggSt4 et RggSt10 ont été regroupées et forment le « groupe RggSt I ». Le
résultat de ’alignement des séquences du groupe I est présenté sur la figure 17 et celui du groupe

RggSt II sur la figure 18.
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Figure 17 : Alignement de la séquence primaire des copies du groupe RggSt I (RggSt2, RggSt5, RggSt7, RggSt9
et RggStl1) de S. thermophilus, réalisé a I’aide du logiciel ClustalW. Les acides aminés sur fond noir sont conservés
dans toutes les séquences et ceux sur fond gris sont similaires. Les acides aminés constituant le domaine HTH des
protéines Rgg sont entourés par une ligne pointillée rose et ceux constituant le domaine médian sont entourés par une
ligne pointillée rouge. Les régions ou peu de polymorphisme est observé sont entourées par une ligne pointillée bleue.
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Figure 18: Alignement de la séquence primaire des copies du groupe RggSt II (RggSt4 et RggStl10) de
S. thermophilus, réalisé a I’aide du logiciel ClustalW. Les acides aminés sur fond noir sont conservés dans toutes les
séquences et ceux sur fond gris sont similaires. Les acides aminés constituant le domaine HTH des protéines Rgg sont
entourés par une ligne pointillée rose et ceux constituant le domaine médian sont entourés par une ligne pointillée
rouge. Les régions ou peu de polymorphisme est observé sont entourées par une ligne pointillée bleue.

Pour les deux groupes RggSt étudiés, 1’alignement de séquences montre que le polymorphisme

de séquence au sein de ces groupes ne semble pas aléatoire. Certaines régions, notamment les
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domaines HTH et médian, sont mieux conservées alors que d’autres sont plus polymorphes. La

conservation de ces régions au sein du groupe RggStl et II suggérent que celles-ci seraient

importantes pour le fonctionnement de ces protéines.

1.5.3. Etude de I’environnement génétiques des copies rgg de S. thermophilus

Sachant que le produit des génes rgg régule, pour la plupart, des geénes adjacents,

I’environnement génétique des ORF rgg de S. thermophilus a été analysé a I’aide du logiciel

Artemis. Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10: Présentation des environnements génétiques des différentes ORF rgg présentes sur les
génomes séquencés de S. thermophilus. Les noms d’ORF rgg correspondent aux annotations des banques de
données. NG : Non Groupé; stk: sérine/thréonine kinase ; prs: protéine a radical SAM ; IS: Séquence
d’Insertion. Les régions indiquées entre parenthéses présentent un pourcentage en bases G et C plus faible (entre

25 et 31%) que la moyenne de I’ensemble du génome (39% =+ 4) sur lequel elles se trouvent.

Groupe RggSt

Protéine
Rgg

Nom de
I’ORF rgg

Environnement génétique

Groupe RggSt I

RggSt2

str0917

(@ ) o) ) E— ( S >)

stu0917
ster0934
stnd0883
sthl116

(@ ) o ) ) ——) | S >)

RggSt5

stul572
strl572
ster1530
stnd1506
sth1809

(@ o)) )

RggSt7

stul950
str1950
stnd1893
sth2252

(¢ o) o) —) ) ———)

RggSt9

ster1358
stnd1322
sth1611

(s e @ e 1)) (—

RggStl1

sth1792

(¢ ) o ) —) ) )

Groupe RggSt 11

RggSt4

stul511
stri511

(e ) )

RggSt10

stnd0397

(e s )

NG

RggSt1

stu0182
str0182

(¢ o) o)) )

RggSt3

stul 044
str1044

Ol ——

RggSt6

ster1919

() —) ——))

stul947
str1947
sth2247

RggSt8

ster1299
sthl541

B =] Re < Pe | e (E——

0y shy D) rgg Wypey HEEEEEE)prs BN stk EESSm=m) transporteur T——) IS T————— autre ou inconnu

stu : souche LMG18311 ; str : souche CNRZ1066 ; ster : souche LMDO9 ; stnd : souche NDO3 ; sth (sth8232) : souche JIM8232

69



RESULTATS
Les numéros des ORF, annotés dans les banques de données, indiquent leur position dans le
génome par rapport a I’origine de réplication et permettent de positionner les différentes ORF rgg
les unes par rapport aux autres. L’analyse du positionnement de ces ORF montre, tout d’abord,
qu’elles sont réparties tout le long du génome et non pas toutes regroupées dans une seule région,
suggérant qu’elles sont insérées aléatoirement dans le génome. Par ailleurs, I’étude des génes situés
dans I’environnement proche des génes rgg indique qu’ils sont toujours localisés a proximité de
géne codant des transporteurs putatifs et souvent localisés a proximit¢é d’ORF codant
potentiellement des sérine/thréonine kinases et des petits peptides. Cela suggere que le produit de
ces ORF pourrait jouer un role commun avec celui des ORF rgg de S. thermophilus. Par ailleurs, 9
des 11 genes rgg de S. thermophilus sont flanqués d’un gene codant un peptide hydrophobe de type
Shp.

Les peptides Shp ont été regroupés en deux classes en fonction de la conservation dans leur
séquence un d’AA conservé de type aspartate (groupe I) ou glutamate (groupe II) (Ibrahim et al.,
2007a). Les résultats présentés dans le tableau 10 indiquent que toutes les ORF codant des Shp
appartenant au groupe II sont localisées en amont des ORF rgg classées dans le groupe rggSt 1, alors
que les ORF codant des Shp appartenant au groupe I sont présentes uniquement en amont de génes
rgg appartenant au groupe rggSt Il ou de copies rgg isolées. Ces résultats sont concordants avec
I’analyse phylogénétique récente réalisée par Fleuchot et al. (2011) indiquant que les génes rgg

associés aux genes shp du groupe I sont distincts de ceux associés aux genes shp du groupe II.

Par ailleurs, le pourcentage en bases G et C des ORF rgg étant plus faible que celui du génome et
la présence de séquences IS dans I’environnement génétique de 4 des geénes rgg sont en cohérence

avec leur probable acquisition par transfert horizontal.
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2. Role des genes rgg de S. thermophilus LMG18311

2.1. Obtention d’une collection de mutants Argg de S. thermophilus LMG18311

Lorsque ce travail a débuté, seuls les génomes des souches LMG18311 et CNRZ1066 étaient
disponibles. Ils possédent tous deux le méme contenu en ORF rgg. La présence de ces geénes
suggérait qu’ils puissent conférer un avantage adaptatif aux bactéries qui les portent. Cette
hypothése était confortée par des données de la littérature démontrant 1I’implication du géne rgg;9s¢
dans la réponse au stress oxydant de la souche CNRZ368 (Fernandez et al., 2004a) et, d’autre part,
I’implication de geénes rgg dans la réponse aux stress chez S. pyogenes, S. agalactiae et
S. pneumoniae (Chaussee ef al., 2004 ; Samen et al., 2006 ; Pulliainen et al., 2008).

Ainsi, D'objectif de ce travail était d’étudier I'implication des ORF rgg de S. thermophilus
LMG18311 dans I’adaptation de S. thermophilus aux modifications de son environnement afin de
déterminer, parmi ces genes, lesquels sont importants pour la réponse de S. thermophilus aux stress,
et de connaitre la nature du changement environnemental auxquels ils répondent. Pour ce faire, la
stratégie a consisté, dans un premier temps, a construire une série de mutants présentant chacun la
délétion d’'une ORF rgg puis, de comparer la tolérance a divers stress environnementaux des
mutants et de la souche sauvage (non délétée).

La stratégie de délétion a été réalisée selon le protocole décrit par Layec et al. (2007) et les

différentes étapes sont présentées dans la figure 19.
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Figure 19 : Schéma de la stratégie utilisée pour déléter les ORF rgg de S. thermophilus LMG18311.

A. Deux régions d’ADN flanquant la zone a déléter sont amplifiées puis liguées entre elles et a I’ADN du
plasmide pG 'host9.

B. Le mélange de ligation est utilisé pour transformer la souche E. coli EC101. Les clones porteurs du
plasmide recombinant sont ainsi résistants a 1’érythromycine [EryR].

C. S. thermophilus LMG18311 est ensuite transformé par le vecteur recombinant. Les cellules transformées
sont cultivées en présence d’érythromycine, a 30°C (température a laquelle le vecteur pG+host9 est capable
d’autoréplication).

D. DLintégration du vecteur recombinant au sein du génome de S. thermophilus LMGI18311 est ensuite
sélectionnée. Le premier événement de recombinaison implique, sur le schéma, les fragments I, mais peut
avoir lieu entre les fragments II. Les cellules sont cultivées a 42°C (température a laquelle le vecteur pG host9
n’est plus capable d’autoréplication) en présence d’érythromycine.

E. La perte du plasmide conduisant soit au génotype sauvage soit a la délétion du géne cible est enfin
sélectionnée. Un clone de S. thermophilus ayant intégré le vecteur recombinant est soumis a des cycles de
cultures successifs avec changements de température (16 h a 30°C et 6 h a 42°C).
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Cette stratégie a permis I’obtention de 9 mutants présentant la délétion d’une ou plusieurs ORF

rgg chez S. thermophilus LMG18311 (tableau 11).

Tableau 11 : Liste des mutants Argg de la souche LMG18311 de S. thermophilus.

Nom Genotype

Arggors2 Souche LMG18311 portant une délétion de 699 pb dans le géne rggy;s,
Arggoor7 Souche LMG18311 portant une délétion de 807 pb dans le géne rggye;7
Arggisi Souche LMG18311 portant une délétion de 777 pb dans le géne rgg;s;;
Arggroq7 Souche LMG18311 portant une délétion de 825 pb dans le géne rgg;q,7
Arggioso Souche LMG18311 portant une délétion de 723 pb dans le géne rgg;os0
Arggo182-Arggo9;7 Souche Arggy;s; portant une délétion de 807 pb dans le géne rggpo;,
Arggo182-Arggisi Souche Arggy;s, portant une délétion de 777 pb dans le géne rgg;s;,
Arggo182-Argg 947 Souche Arggy;s; portant une délétion de 825 pb dans le géne rgg;o,7
Arggo182-Arggi9s0 Souche Arggy;s, portant une délétion de 723 pb dans le géne rgg;oso

L’obtention de 5 simples mutants Argg (1220152, 7220917, ¥2L 1511, 2L 1947 €t ¥2€Z1950) €t de 4 doubles
mutants Arggps>-Argg indique que les genes rgg étudiés ne sont pas essentiels a la survie de

S. thermophilus dans les conditions de laboratoire.

2.2. La délétion de genes rgg n’a pas d’impact sur la croissance de S. thermophilus

LMGI18311 en condition de laboratoire

Afin d’¢étudier I'impact de la délétion d’un ou plusieurs genes rgg de S. thermophilus
LMG18311, la croissance des différents mutants a été étudiée en conditions de laboratoire. Pour ce
faire, une culture de chacune des souches a été ensemencée en milieu LM17 et incubée a 42°C et la

densité optique (DO) a 600nm a été mesurée au cours du temps (figure 20).
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Figure 20: Croissance des souches LMGI18311 et Argg de S.thermophilus LMG18311
réalisée a 42°C en milieu LM17. Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation
standard de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.

Les courbes de croissance obtenues pour I’ensemble des souches étudiées sont similaires. En
effet, les cellules entrent en phase exponentielle de croissance au bout de 2 heures de cultures et
atteignent la phase stationnaire de croissance en 6 heures. Les paramétres de la croissance ont, ainsi,

¢té mesurée et sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12: Paramétres de croissance des souches LMGI18311 et Argg de
S. thermophilus LMG18311 mesurées lors de cultures réalisées en milieu LM17 a

42°C.
Souche DO finale T emPS(ZZ %’:;’ration
LMGI18311 23+0,1 31+4
Arggoss2 2,6+0,2 30+1
Arggoor7 25+04 28+5
Arggisiy 2,6+0,6 28+5
Argg 947 2,8+04 3014
Arggi950 24£05 27 +3
Arggo15-Arggosr7 2,7+06 306
Arggors-Arggsi 2,6+0,5 32+2
Arggois-Argg 1947 2,8+04 28+4
Arggors2-Arggi9so 2,8+0,6 33+£3

Ces résultats montrent que la DO finale est d’environ 2,5 et le temps de génération d’environ 30
minutes pour chacune des souches étudiées. Cela suggere que, dans les conditions testées, les génes
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rgg étudiés n’influent pas sur la croissance de S. thermophilus.

2.3. Impact des protéines Rgg dans ’organisation des cellules en chaines

Afin d’étudier les -caractéristiques morphologiques des cellules des mutants Argg de
S. thermophilus, des cultures ont été ensemencées en milieu complet LM17 a 42°C pendant une nuit
et la morphologie des cellules en phase stationnaire de croissance a, ensuite, été étudiée au
microscope photonique les cultures obtenues en phase stationnaire ont, ensuite, été analysées au
microscope photonique. De plus, un comptage du nombre de cellules par chaines a été réalisé. Pour
cela, au moins 1000 cellules ont été comptées pour chacune des souches, en triplicat, a partir de
cellules obtenues en phase stationnaire de croissance en milieu LM17. Les résultats de cette analyse

sont présentés sur la figure 21 pour les simples mutants et sur la figure 22 pour les doubles mutants.
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Figure 21 : Répartition du nombre de cellules par chaines (a gauche) et photographies
des cellules observées au microscope photonique (a droite) des simples mutants Argg

et de la souche LMG18311 de S. thermophilus. Grossissement x1000.
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S. thermophilus se développe sous forme de chaines de cellules comme le montre la photo de la
souche LMG18311 de S. thermophilus de la figure 21. L’ensemble des mutants, a I’exception de
celui portant la délétion du geéne rggy;s2, présente des chaines de cellules similaires a celles de la
souche sauvage. En effet, les chaines de la souche sauvage sont formées, majoritairement, de 2 a 20
cellules (80% des chaines), dont seulement 18% des chaines comportent moins de 5 cellules. Les
mutants Arggoor7, Arggisi;, Arggies; et Arggrosp ont une répartition du nombre de cellules par
chaines similaire a celle de la souche sauvage. Au contraire, le mutant Arggy;s, se développe sous
forme de chaines d’environ 2 a 5 cellules dans 97% des cas et seulement 3% des chaines sont
composées de 6 a 20 cellules. Ces résultats suggerent que le géne rggp;s; est impliqué dans

I’organisation des cellules de S. thermophilus en chaines.
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Figure 22 : Répartition du nombre de cellules par chaine (a gauche) et photographie
des cellules observées au microscope photonique (a droite) des mutants et Arggy;s,-

Argg de la souche LMG18311 de S. thermophilus. Grossissement x1000.

Les doubles mutants portant la délétion du gene rggp;s> (souches Arggois:. Arggoisr-Arggosry,

Arggo1s>-Arggisii, Arggoisa-Arggios7 et Arggois-Arggoso) présentent des chaines de cellules plus

courtes que celles de la souche sauvage. Toutefois, leur phénotype est similaire a celui du simple

mutant Arggy;sz> de S. thermophilus (figure 22) indiquant ’absence d’effet cumulatif des délétions.

Cela suggere que seule la mutation du géne rggy;s» est nécessaire et suffisante pour expliquer ce

phénotype. Ainsi, ’hypothése privilégiée est que seul le géne rggp;s, serait impliqué dans le

mécanisme de la séparation cellulaire.
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Des analyses similaires, réalisées en phase exponentielle de croissance, ont donné des résultats
identiques pour les 10 souches étudiées. Cela indique que la répartition du nombre de cellules par

chaines ne serait pas dépendante de la phase de croissance.

2.4. Tolérance des mutants a différents stress

Les données de la littérature indiquent que certaines protéines Rgg sont impliquées dans la
réponse a différents stress. Pour exemple la protéine Rggioso de S. thermophilus CNRZ368 est
impliquée dans la défense contre le stress oxydant (Thibessard 2004). Ainsi, afin de savoir si les
différents genes rgg de S. thermophilus LMG18311 participent a la réponse adaptative, la stratégie a

consisté en la comparaison de la survie des différents mutants a celle de la souche sauvage, exposée
a un stress.

De cette maniere, la réponse au stress acide a été analysée. Afin de déterminer la valeur du pH a
laquelle le stress doit étre réalisé, un suivi de la production d’acide des souches sauvages et mutants

Argg cultivées en milieu LM17 a 42°C et a été suivie (figure 23).
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Figure 23 : Suivi de D’acidité du milieu de culture et de la croissance des souches
LMGI18311 et Argg de S. thermophilus, a 42°C en milieu LM17. Les carrés plein
correspondent aux valeurs de pH et les carrés vides correspondent aux valeurs de DO. Les
résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences

indépendantes réalisées en triplicat.

Aucune différence n’est observée entre la souche sauvage et les simples mutants Argg. En effet,
pour les 6 souches étudiées, le pH est de 6,5 lors de I’ensemencement des cultures puis cette valeur
diminue au cours de la phase exponentielle pour atteindre une valeur de 5,1 lors de I’entrée en phase

stationnaire de croissance. Ces données suggerent qu’aucun des geénes rgg étudié n’est impliqué
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dans la production d’acide lactique chez S. thermophilus, dans les conditions testées.

La tolérance au stress acide a ensuite ét¢ évaluée sur des cellules des souches sauvage et Argg en
phase stationnaire de croissance, cultivées pendant 10h en milieu LM17 avant et aprés 30 minutes
d’incubation a pH acide (pH =4,5 ; 4 ; 3,5 et 3, c'est-a-dire a des pH inférieurs a celui atteint par les
souches en phase stationnaire de croissance). A pH = 4,5, quasiment 100% de survie a été observée

alors qu’a pH = 3, quasiment aucune survie n’est observée, pour toutes les souches étudices.

Les taux de survie obtenus a pH = 4 et 3,5 sont comparables pour les deux pH étudiés. Les

résultats obtenus a pH = 3,5 sont présentés dans la figure 24.

120
2
2 100 1
z T |
o 80
o
[«b]
%360
5 40 -
o
2 20 -
[a
0,
<% < 2 ¢ 2w 2 % g
o8 oo ) 93 or’
% o e % R o w9
R 2 2, % 2 = 2
] oY = », - — = =]
< % %
o e
= =

Figure 24: Taux de survie des souches LMGI18311 et des mutants Argg de
S. thermophilus aprés un stress acide (pH = 3,5, pendant 30 minutes). La culture de
S. thermophilus a été réalisée en milieu LM17 a 42°C puis exposée a un stress acide. Le
pourcentage de survie a été calculé par la formule N/ Ny x100 ou Njest le nombre d’UFC
obtenu dans la condition contrdle et N est le nombre d’UFC aprés exposition au stress. Les
résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences
indépendantes réalisées en triplicat.

Aucune différence n’est observée entre la souche sauvage et les mutants Argg de
S. thermophilus. En effet, le taux de survie obtenu est d’environ 60% quelle que soit la souche
considérée. Les mémes expériences ont été réalisées en phase exponentielle de croissance et des
résultats similaires ont été obtenus. Ainsi, les geénes rgg de S. thermophilus ne seraient pas

impliqués dans la réponse au stress acide.

Par ailleurs, la tolérance au stress oxydant a été analysée dans les mémes conditions de cultures.
Différents temps d’incubation (15 et 30 minutes) en présence d’agent oxydant (ménadione et
tellurite) a différentes concentrations (1, 5 et 10 M), en phase exponentielle et en phase stationnaire

de croissance ont été analysés. Cependant, aucune des conditions testées n’a permis de révéler de
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différences phénotypiques particuliéres entre les différentes souches testées.

Ainsi, la stratégie qui consistait a étudier I’ensemble des mutants Argg n’a pas permis d’étudier
I’implication de tous ces geénes rgg conduisant a se focaliser sur un seul géne rgg. Du fait de
I’implication du gene rggy;s> dans 1’organisation des cellules en chaines, celui-ci a été choisi pour la

suite des travaux.
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3. Le géne rggopis> code un régulateur transcriptionnel requis dans P’adaptation aux

changements de température de Streptococcus thermophilus LMG18311

Cette partie a fait 1’objet d’une publication intitulée « The rggns: gene encodes a
transcriptional regulator required for the full Streptococcus thermophilus LMG18311 thermal
adaptation » dans BMC Microbiology.

3.1. Caractérisation du locus rggy;s> de S. thermophilus LMG18311
3.1.1. Analyse de la séquence du géne rggys:
Le séquengage du geéne rggy;s2 a été réalisé et montre que la s€quence obtenue differe de celle
présente dans les banques de données (annotée stu0182) obtenue lors du séquencage complet du

génome de la souche LMG18311 de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004). La figure 25 illustre ces

différences.
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Figure 25 : Alignement des séquences nucléotidiques des ORF stu0182 et rggy;s; de S. thermophilus. La séquence
stu0182 a été obtenue lors du séquencage complet de la souche LMG18311 (Bolotin et al., 2004). La séquence rggy;s; a
été obtenue lors de ce travail. Le sigle « Start® » correspond au codon d’initiation de la transcription annoté dans les
banques de données.

Cet alignement a mis en évidence la présence de 5 substitutions (position 44, 46, 50, 579 et 681).
La présence d’une guanine en position 50 de I’ORF stu0182 génére un codon stop qui a conduit a
considérer le codon Start* comme codon d’initiation de la traduction de la protéine Stu0182
(Bolotin et al., 2004). Ce gene se différencie ainsi du gene rggps> par une troncature de 147
nucléotides. Le séquencage du géne rggp;s» permet de considérer le codon Start comme codon

d’initiation de la traduction de la protéine Rggois». Ainsi le géne rggy s> a une taille de 864 pb et
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code une protéine de 288 acides aminés avec une prédiction de masse moléculaire de 33,6 kDa.
Cette séquence nucléotidique présente 100% d’identité avec celle du geéne str0182 de la souche
CNRZ1066 de S. thermophilus. Les divergences de séquence observées entre les genes stu(182 et
rggos2 ainsi que ’homologie avec la souche CNRZ1066 ont conduit a vérifier que la souche utilisée
au cours de ce travail était bien LMG18311 et non CNRZ1066. Pour cela, la région variable du géne
cse, démontrée antérieurement comme étant spécifique de souches (Borges et al., 2005), a été

amplifiée par PCR puis digérée par I’enzyme Nhel(figure 26).

MT ADNg
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Figure 26 : Profil de restriction obtenu par digestion Nhel du produit d’amplification
par PCR de la région variable du géne cse de la souche LMG18311 de S. thermophilus.
MT = marqueur de taille. ADNg indique que la PCR a été réalisée avec pour matrice
I’ADN génomique de la souche LMG18311.

La digestion de la région variable du geéne cse de la souche CNRZ1066 conduit a I’obtention de 3
fragments (383, 276 et 213pb) alors qu’elle conduit a ’obtention de 2 fragments (520 et 354pb)
chez la souche LMGI18311. Le profil de digestion ainsi obtenu est cohérent avec les tailles
attendues pour la souche LMG18311 de S. thermophilus et montre que la souche étudiée est bien
S. thermophilus LMG18311. La séquence réelle du geéne rggy;s, a été soumise dans les banques de

données au numéro d’accession : GenBank Accession JF699754.

3.1.2. L’environnement génétique du géne rggy;s; est similaire a celui du géne rgg;;ss
L’environnement génétique du gene rggp;s> de S. thermophilus LMG18311 a été analysé et

compar¢ a celui du géne rgg;;3ss de S. thermophilus LMD9 (figure 27).
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Figure 27 : Représentation schématique des loci rggy;s; de la souche LMG18311 et
rgg;;3ss de la souche LMD9Y de S. thermophilus (A) et des protéines correspondantes (B).
Les génes sont représentés par des fléches et les protéines par des rectangles. Les fléches
cassées indiquent les promoteurs. L’identité entre les séquences primaires des protéines est
indiquée en pourcentage.

La protéine Rggois, présente environ 30% d’identité avec les autres protéines de la famille Rgg
et 35% d’identité avec la protéine Rggjsss de S. thermophilus LMD9 (figure 27). Cette derniere a
¢té récemment décrite comme étant impliquée dans un mécanisme de quorum sensing (QS)
(Fleuchot et al., 2011). La protéine Rggois» contient un motif HTH-XRE en position N-terminale
(localis¢ aux niveaux des résidus 11 a 67). Ce gene est entouré par deux ORF, non annotées sur le
génome de la souche LMGI18311 mais révélées par des analyses réalisées avec le logiciel
bactageneSHOW permettant de détecter de petites ORF (Ibrahim et al., 2007a). En amont du géne
rggors2, le géne shpgis2 (63 pb) code potentiellement un petit peptide hydrophobe appartenant au
groupe I de la famille des SHP (Fleuchot et al., 2011). En aval du geéne rggy;s2, le gene pepy;s:
(42 pb) code un petit peptide ne présentant aucune similarité avec des peptides présents dans les
banques de données. Cette organisation présente des similarités avec 1I’environnement génétique du
gene rgg;3ss de la souche LMD9. Néanmoins ces deux loci sont distincts comme I’illustre le faible
pourcentage d’identité existant entre les différentes séquences primaires des protéines SHP (28%),
Rgg (35%) et Pep (7%). De plus, les deux protéines SHP ne sont pas classées dans le méme groupe
de la famille SHP (Fleuchot et al., 2011) (figure 27).

3.2. Etude du taux de transcrit rggy;s; de S. thermophilus LMG18311

Dans la littérature, la transcription des geénes rgg a été peu étudiée. En effet, seule la
transcription du géne ropB de S. pyogenes a été décrite. La transcription du géne ropB est

dépendante de la phase stationnaire de croissance (Neely et al., 2003). Ainsi, la transcription du
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gene rggprs2 a été suivie par des expériences de qPCR, utilisant comme matrice les ARN totaux
extraits de cellules cultivées en milieu LM17 (milieu complet) ou en milieu MCD (Milieu
Chimiquement Défini), a 30 et a 42°C. Dans toutes les expériences, le taux de transcrit obtenu a été
normalisé par rapport a celui du geéne /dh qui code un lactate déshydrogénase. Ce dernier a été
considéré comme un bon gene de référence aprés avoir démontré que celui-ci était transcrit de
maniére constitutive dans toutes les conditions testées. Les expériences de qPCR ont été réalisées a
partir de trois extractions d’ARN totaux indépendantes, réalisées en duplicat. Les taux relatifs de
transcrits du géne rggy;s2, dans les différentes conditions de température et de milieux, et dans trois

phases de la croissance (exponentielle, transition et stationnaire) sont présentés dans la figure 28.
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Figure 28 : Taux de transcrit relatif du géne rggy;s; de S. thermophilus LMG18311 cultivée a 42°C (A) et a
30°C (B). Les ARN totaux ont été extraits de la souche sauvage en phase exponentielle (E, barres blanche), en
phase stationnaire (T, barres gris clair) et en phase stationnaire de croissance (S, barres gris foncé). Les résultats
correspondent & la moyenne + la déviation standard de trois expériences indépendantes réalisées en duplicat. Test
de Student #: *, p<0.001.

A 42°C (figure 28A), quel que soit le milieu considéré (LM17 ou MCD) une diminution
significative du taux de transcrit au cours de la croissance est observée. En effet, le taux de transcrit
est d’environ 0,16 en phase exponentielle et diminue d’un facteur 3 a 4 en phase stationnaire. Ces
résultats suggerent, qu’a 42°C, le niveau de transcription du geéne rggys> de S. thermophilus est
modulé en fonction de la phase de croissance mais qu’il n’est pas influencé par le milieu de culture.

Le taux de transcrit a, ensuite, été étudié a partir de cellules cultivées a 30°C (figure 28B),
température a laquelle la bactérie S. thermophilus est souvent exposée lors des procédés industriels.
En milieu LM17, a 30°C, le taux de transcrit est similaire a celui obtenu lors d’une croissance

réalisée a 42°C. Au contraire, le taux de transcrit du geéne rggy;s2 de cellules cultivées en milieu
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MCD a 30°C est trois fois plus ¢élevé, en phase stationnaire qu’en phase exponentielle de croissance.
La comparaison du niveau de transcrits du geéne rggy;s, de cellules en phase stationnaire cultivées en
milieu MCD indique qu’il est 14 fois supérieur a 30°C qu’a 42°C. Cela suggéere que la transcription
du géne rggyp;s: est influencée a la fois par le milieu de culture et par la température a laquelle

S. thermophilus est soumise.

3.3. Le géne rggyis: de S. thermophilus LMG18311 code un régulateur transcriptionnel

3.3.1. Implication du géne rggy;s; de S. thermophilus LMG18311 dans la transcription des
génes adjacents
Les données de la littérature indiquent que la plupart des geénes rgg codent des régulateurs
transcriptionnels et régulent la transcription de génes qui leur sont adjacents (Sulavik ef al., 1992 ;
Lyon et al., 1998 ; Fleuchot et al., 2011). Afin de déterminer si le géne rggy;s2 est impliqué dans la
régulation transcriptionnelle des genes qui le flanquent, la mesure par qPCR du niveau de
transcription des genes shpg;sz2 et pepoisz a €té effectuée dans des contextes génétiques sauvage et
mutant Arggy;s2. Néanmoins, cette stratégie n’a pas fonctionné, la petite taille des ORF shpy,s, et
pepois; nayant pas permis de choisir des amorces efficaces pour les expériences de qPCR. Une
stratégie alternative consistant en I’étude de ’activité des promoteurs des genes shpg;sz et pepoisz a
I’aide de fusions transcriptionnelles, dans des contextes sauvages et Arggy,sz, a été choisie. Pour ce
faire, des plasmides portant le promoteur des geénes shpg;s2 et pepois2 en amont des génes luxAB,
codant la luciférase, ont été construits et intégrés dans le geéne blp des génomes des souches
LMGI18311 et Arggy;s, de S. thermophilus. Ainsi, 4 souches ont été obtenues et ont été appelées
LMG18311 blp ::Pyeporsr-luxAB, LMG18311 blp ::Pppo182-luxAB, Arggors: blp ::Ppepors-luxAB et
Arggois2 blp ::Ppeporsr-luxAB. Le niveau relatif de D'activité de ces deux promoteurs a ensuite été
déterminé dans les conditions de milieu et de température définies précédemment. La figure 29

présente les résultats obtenus en milieu LM17 et la figure 30, ceux obtenus en milieu MCD.
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Figure 29 : Représentation de Pactivité luciférase et du taux de croissance des souches LMG18311 et
Arggis; de S. thermophilus, contenant les fusions transcriptionnelles Pgy,g;5-luxAB et P,,,95-luxAB, en
milieu LM17. L’expression des fusions a été réalisée sur des cellules cultivées en milieu LM17 a 30°C (A) et
a 42°C (B). Les résultats correspondent a la moyenne =+ la déviation standard de trois expériences
indépendantes. UA : Unité Arbitraire de la luminescence normalisée par la DO a 600nm.

Lors d’une croissance réalisée en milieu LM17, a 30 ou a 42°C, pas ou peu d’activité luciférase

n’est observée dans les contextes sauvage et mutant (figure 29). Ainsi, dans ces conditions, les

promoteurs des genes shpg;s: et pepossz sont inactifs, suggérant que ces génes ne sont pas transcrits.
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Figure 30: Représentation de D’activité luciférase et du taux de croissance des souches LMG18311 et
Arggis; de S. thermophilus, contenant les fusions transcriptionnelles Py, g;5-luxAB et Pp,9;5-luxAB, en
milieu MCD. L’expression des fusions a été réalisée sur des cellules cultivées en milieu MCD a 30°C (A) et
a 42°C (B). Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard de trois expériences
indépendantes. UA : Unité Arbitraire de la luminescence normalisée par la DO a 600nm.
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Au contraire, lors d’une croissance réalisée en milieu MCD, une activité luciférase est détectée a
30 et a 42°C (figure 30) pour toutes les souches étudi€es. A noter que quelles que soient les souches
étudiées, Iactivité des promoteurs P,e,0:52 €t Pyipois2 st plus élevée a 30°C qu’a 42°C. Le maximum
d’activité des fusions Ppepp1s2-luxAB et Pgp015:-luxAB est 28 et 6 fois supérieur a 30°C qu’a 42°C,
respectivement (p < 0,001). De plus, I’activité luciférase de ces fusions transcriptionnelles différe
entre les souches LMGI18311 et Arggy;s, de S. thermophilus. En effet, lorsque les cellules sont
cultivées en milieu MCD a 30°C, le maximum d’activité est trois fois moins important dans le
contexte mutant que le contexte sauvage (p < 0,001) pour les deux constructions. Ces résultats
démontrent ainsi que le géne rggy;s2 joue un rdéle dans la régulation de la transcription des genes
shpoisz €t pepois:.
Par ailleurs, quelles que soient les conditions testées, aucune différence de croissance entre les
souches n’est observée. En effet, les souches Arggy;s, et LMG18311 présentant des parametres de

croissance (taux de croissance spécifique et biomasse finale) similaires.

3.3.2. La protéine Rggos; de S. thermophilus LMG18311 se fixe dans la région promotrice

des génes cibles
Les résultats précédents, ainsi que la présence d’un motif HTH dans la région N-terminale de la
protéine Rggo s, suggerent que la protéine Rggois, puisse réguler I’activité transcriptionnelle des
promoteurs Pg,0152 €t Phepors2 €n se fixant sur leur région promotrice. Pour tester cette hypothese,
des expériences de retard de migration sur gel d’électrophorese ont été réalisées. Pour se faire, la
protéine Rggoisx a été marquée par une queue histidine (His-Tag) et surproduite chez E. coli.
Parallelement, un fragment d’ADN contenant la région intergénique r2gy;s2-shpois2 €t un fragment

d’ADN contenant la région intergénique rggy;s2-pepois: (figure 31) ont été¢ amplifiés et marqués a la

biotine.
Pshp0182 Ppep0782
E_‘ 990182 P€Py152
shpgysg,

Figure 31 : Représentation schématique de la position des sondes Py,55: et Ppg0182,
utilisé pour les expériences de retard de migration sur gel. Le fragment Py;,;5> de 126
pb contient les 72 pb de la région intergénique rggy;s-shpg;s €t une partie de la région 5’ du
géne shpy;s; et 5° du géne rggyss2. Le fragment P95, de 165 pb contenant les 150 pb de la
région intergénique rggy;s;-pepos2 €t une partie de la région 3’ du géne rggy;s; et 5 du géne
Pepois2-
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Ensuite, 0,1 pmol de chacune des sondes marquées a la biotine ont été incubées avec 2 pmol de
la protéine purifiée Hiss-Rggoiso afin de réaliser des expériences de retard de migration sur gel

d’¢lectrophorese (figure 32).

Pldh Pshp0]82 Ppep0]82

Hisg-Rggors, - + - + - +
retard = .

sonde == ' bt L st

Figure 32: Retard de migration sur gel de la région promotrice des génes shpy;s;,
pepors: et ldh par fixation de la protéine His¢-Rgggis,. .L’ADN (0,1 pmol) marqué a la
biotine est incubé en absence ou en présence (2 pmol) de la protéine Hiss-Rggy s, purifiée.
La sonde Py, correspond a la région promotrice du géne /dh et a été utilisée comme témoin
négatif.

La protéine Hiss.Rggois, retarde la migration des fragments d’ADN Py,,01s2 €t Ppeposs2. Pour
vérifier que le retard de migration observé est dii a la fixation de la protéine Hiss.Rggois> sur des
fragments d’ADN, I’expérience a été réalisée avec la région promotrice du géne /dh. Ce dernier a
¢été utilisé comme témoin négatif puisque sa transcription n’est pas régulée par la protéine Rggois.
Dans ces conditions, aucun retard de migration sur gel n’est observé montrant que la fixation de la

protéine Rggois, sur les régions promotrices des genes shpg;sz €t pepos: est spécifique.

Les résultats de fusions transcriptionnelles indiquent que la protéine Rggois, influence la
transcription des genes shpg;s2 et peporsa. De plus, les résultats de retard de migration sur gel
d’électrophorése montrent que le produit du geéne rggy;s, est capable de se fixer sur la région
promotrice de ses deux genes adjacents, suggérant que celui-ci est impliqué dans la transcription de
ceux-ci. Ainsi, ’ensemble de ces résultats montrent que la protéine Rggois» est un régulateur

transcriptionnel qui peut agir directement sur la transcription de ses genes cibles.

3.4. Implication du régulateur transcriptionnel Rgggs; de S. thermophilus LMG18311 dans

la transcription de génes codant des chaperons et protéases

L’impact de la température sur la transcription du géne rggy;s2 suggere un role de la protéine
Rggois: de S. thermophilus LMG18311 dans ’adaptation aux changements de température. Ainsi,

une hypothése est que la protéine Rggois» puisse contrdler la transcription de génes codant des
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protéines de choc chaud, appelées Hsp (pour Heat shock protein) ou de choc froid, appelées Csp
(pour Cold shock protein), incluant ainsi des chaperons et des protéases. Les chaperons et les
protéases ATP-dépendantes jouent un role majeur dans la survie des bactéries soumises a des
conditions ou les protéines sont agrégées ou mal repliées. Les chaperons et les protéases
interviennent dans la biogénése des protéines en absence de stress. Cependant, celles-ci sont
particuliérement induites en condition de stress froid ou chaud et plus généralement a différents

stress.

Au sein du génome de la souche LMG18311 de S. thermophilus (Bolotin et al., 2004), plusieurs
genes sont prédits pour coder des chaperons et des protéases majeures, impliquées dans la réponse
aux stress thermiques et ont été sélectionnés pour I’analyse : clpC, dnaK, dnal, hsp33, groES,
groEL, clpP, clpX, clpE, clpL, cspA et cspB (Genbank Accession NC 006448, locus tags stu0077,
stu0120-0121, stu0180, stu0203-0204, stu0356, stu0581, stu0602, stul614, stu0837 et stu0838,
respectivement). Le taux de transcrit de ces genes a ¢été mesuré par qPCR sur des cellules en phase
stationnaire de croissance issues d’une culture réalisée sur les souches sauvage et Arggy;s, en milieu
MCD a 30°C (c'est-a-dire quand le gene rggy;s> est le plus transcrit). L’expérience a été réalisée a

partir de 3 cultures indépendantes en duplicat (figure 33).
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Figure 33 : Taux de transcrit relatif de génes de S. thermophilus sur des cellules en phase stationnaire de
croissance dont la croissance a été réalisée en milieu MCD a 30°C. Les ARN totaux ont été extraits de la
souche sauvage (barre gris foncé) et du mutant Arggy;s, (barres gris clair). Les résultats correspondent a la
moyenne =+ la déviation standard de trois expériences indépendantes réalisées en duplicat. Test de Student #: *,
p <0.001.
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Ces résultats montrent que, dans les conditions testées, le taux de transcrit de tous ces génes
(excepté dnaJ, groEL, cspA et cspB) sont sous-transcrit chez le mutant Arggy,s, par rapport a la
souche sauvage. En effet, la différence du taux de transcrit entre les deux souches varie de 1,5 a 20
fois, selon le géne considéré, de maniére significative (p < 0.001). Comme décrit dans d’autres
analyses transcriptionnelles chez les streptocoques, une différence de 1,5 fois du taux de transcrit
entre deux souches est significative (Fernandez et al., 2004 ; Zheng et al., 2011).

Chez les bactéries a bas pourcentage en bases G et C, le contrdle de la transcription des génes
clp et des génes dnaK et groES est médi¢ par la fixation des répresseurs CtsR et HrcA,
respectivement, a la région promotrice de ces genes cibles. Ainsi une analyse de la séquence
nucléotidique de ces régions promotrices a permis de mettre en évidence ['opérateur CtsR
(AGGTCAAANANAGGTCAAA) décrit par Derre et al., (1999) en amont des génes clpP, clpE,
clpL, ctsR, clpC et groEL et le site de fixation HrcA (TTAGCACTC(N)oGAGTGCTAA) décrit par
Zuber et Schuman (1994) seulement en amont des genes hrcA, groEL (avec 2 mismatches) et dnaJ
(6 mismatches). Ainsi, le taux de transcrit des genes ctsR et hrcA (locus stu0076 et stu0118,
respectivement) a été analysé chez la souche sauvage et la souche Arggy;s,. Les résultats présentés
sur la figure 33 ne montrent pas de différence significative du taux de transcrit c#sR entre les deux
souches. Au contraire, le géne hrcA est 4 fois moins transcrit chez le mutant comparé a la souche

sauvage suggérant que sa transcription est sous la dépendance de la protéine Rggo;s,.

3.5. Implication de la protéine Rgggis, de S. thermophilus LMG18311 dans la réponse au

stress thermique

3.5.1. Implication de la protéine Rgg;s, dans la réponse au stress chaud

Les données de la littérature indiquent que certaines protéines Rgg sont impliquées dans la
réponse aux stress (Sanders et al., 1998 ; Chaussee et al., 2004 ; Fernandez et al., 2004a ; Pulliainen
et al., 2008 ; Bortoni et al., 2009). Par exemple, le géne ropB est impliqué dans la réponse aux
stress thermique de S. pyogenes NZ131 (Chaussee et al., 2004 ; Pulliainen et al., 2008). D’autre
part, les résultats précédents ont montré I’influence de la température sur la transcription du gene
rggois2. Ainsi, ces données suggerent que le gene rggy;s2 pourrait étre impliqué dans 1’adaptation de
S. thermophilus au choc thermique. En conséquences, la tolérance au stress chaud a été évaluée sur
des cellules des souches sauvage et Arggy;s> en phase stationnaire de croissance cultivées pendant
10h en milieu MCD (DOgoonm = 1,5) ou en milieu LM17 (DOgoonm = 2,5) avant (condition controle)
et aprés 15, 30, 45 et 60 minutes d’incubation a 52°C (température limite de croissance de

S. thermophilus LMG18311 en conditions de laboratoire). Cette expérience a été réalisée 3 fois de
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maniere indépendante et en triplicat. Les résultats obtenus en milieu LM17 sont présentés sur la

figure 34 et ceux obtenus en milieu MCD sur la figure 35.
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Figure 34 : Survie des souches sauvage et Arggy;s, de S. thermophilus soumises a un
choc thermique (0, 15, 30, 45 et 60 min a 52°C). La culture de S. thermophilus a été
réalisée en milieu LM17 & 30°C puis exposé a un choc chaud. Le pourcentage de survie a
été calculé par la formule N/ Ny x100 ot Nyest le nombre d’UFC obtenu dans la condition
controle et N est le nombre d’UFC aprés exposition au stress. Les barres gris foncé
correspondent a la souche sauvage et les barres gris clair correspondent a la souche

Arggyis2. Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences
indépendantes réalisées en triplicat. Test de Student ¢ : *, p <0.001.

En milieu LM17, quelle que soit la durée d’incubation a 52°C, I’exposition conduit seulement a
une réduction d’environ 20% de la survie des deux souches testées. Ces résultats suggerent donc

que dans ces conditions le géne rggy;s2 n’est pas nécessaire a la survie de S. thermophilus au stress

chaud.
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Figure 35 : Survie des souches sauvages et Arggy;s; de S. thermophilus aprés un choc
thermique (0, 15, 30, 45 et 60 min a 52°C). La culture de S. thermophilus a été réalisée en
milieu MCD a 30°C puis exposé a un choc chaud. Le pourcentage de survie a été calculé
par la formule N/ Ny x100 ou N, est le nombre d’UFC obtenu dans la condition controle et
N est le nombre d’UFC apres exposition au stress. Les barres gris foncé correspondent a la
souche sauvage et les barres gris clair correspondent a la souche Arggy;s,. Les résultats
correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences indépendantes
réalisées en triplicat. Test de Student ¢ : *, p <0.001.
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Au contraire, les résultats présentés dans la figure 35, obtenus en milieu MCD, montrent qu’a
partir de 30 min d’incubation a 52°C, la survie du mutant différe de celle de la souche sauvage
(p <0,001). En effet, la tolérance au stress chaud de la souche Arggy;s, diminue graduellement avec
le temps d’exposition (72%, 53%, 46% et 38% de survie a 15, 30, 45 et 60 min, respectivement). De
plus, une différence de survie est observée a 30, 45 et 60 min entre les deux souches. En effet, le
mutant Arggy;s> est plus sensible que la souche sauvage a ces trois temps d’incubation, suggérant un

role du gene rggy;s> dans 1’adaptation au stress chaud de S. thermophilus.

3.5.2. Implication de la protéine Rggys; dans la transcription des genes cIpE et cspB suite

a un stress chaud
La diminution du taux de survie du mutant Arggy;s; suite a un changement de température
suggere que la protéine Rggois» pourrait réguler la transcription de genes de S. thermophilus
impliqués dans la réponse au stress thermique, dans les conditions testées. Pour vérifier cette
hypothese, le taux de transcrit des genes codant des chaperons et des protéases a ét¢ mesuré par
qPCR. Les 14 genes sélectionnés précédemment ont été choisis pour cette analyse. L’expérience a
¢té réalisée trois fois de maniere indépendante en duplicat sur des cellules des souches sauvage et

Arggp;sz cultivées en milieu MCD a 30°C puis exposées 30 min a 52°C (figure 36).
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Figure 36 : Taux de transcrit relatif des génes clpE et cspB de S. thermophilus dans des
cellules exposés a un stress chaud. Les ARN totaux ont été extraits de la souche sauvage
(barre gris foncé) et du mutant Arggy;s, (barres gris clair) sur des cellules en phase
stationnaire de croissance cultivées en milieu MCD a 30°C puis exposées 30 min a 52°C
(condition de stress thermique). Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation
standard de trois expériences indépendantes réalisées en duplicat. Test de Student z# *,
p <0.001.

Les résultats montrent que les génes cIpE et cspB sont 2 fois moins et trois fois plus transcrits,
respectivement, chez le mutant comparé a la souche sauvage (p < 0,001). Aucune différence n’a été

observée pour les autres geénes étudiés. Ces résultats suggeérent que la protéine Rggoigo régulerait
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positivement la transcription du géne clpE et négativement la transcription du géne cspB en

conditions de stress chaud a 52°C.

3.6. Effet du stress sur le taux de transcrit des chaperons et des protéases

Les données de la littérature indiquent que les génes des régulons HrcA et CtsR sont réprimés
par ces répresseurs en conditions normales de croissance. Au contraire, lorsque les bactéries sont
soumises a une augmentation de leur température de croissance, 1’inactivation des protéines HrcA et
CtsR conduit a I’augmentation de la transcription des génes codant des chaperons et des protéases.
Chez S. thermophilus, aucune analyse du taux de transcription de tous ces génes n’a été publiée.
Ainsi, le taux de transcrits de ces genes a €té¢ analysé par qPCR avant et aprés un stress de 30

minutes a 52°C. Les résultats sont présentés dans la figure 37.
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Figure 37 : Taux de transcrit relatif de génes de S. thermophilus avant et aprés exposition des cellules & une
augmentation brutale de la température. Les ARN totaux ont été extraits de la souche sauvage sur des cellules en
phase stationnaire de croissance cultivées en milieu MCD a 30°C (barre grises) puis exposées 30 min a 52°C (barres
grises hachurées). Les résultats correspondent a la moyenne =+ la déviation standard de trois expériences indépendantes
réalisées en duplicat. Test de Student #: *, p <0.001.

Ces résultats montrent que le taux de transcrit des geénes ctsR, hrcA, clpL, clpX, dnaJ, groEL,
hsp33 et cspB sont modifiées aprés exposition des cellules a 52°C pendant 30 min. En effet, le taux
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de transcrit des génes ctsR et hrcA est diminué d’un facteur 2 et 23, respectivement, en condition de
stress chaud. Les génes dnaJ et groEL sont, au contraire, sur-transcrits d’un facteur 2 et 3,
respectivement. Enfin, le taux de transcrit des génes clpL, clpX, hsp33 et cspB sont sous-transcrits

(de 2 a 240 fois) en condition de stress.
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4. Implication du géne rggyis> de S. thermophilus 1L.MG18311 dans I’hydrophobicité thermo-
induite des cellules

Cette partie fait I’objet d’une publication actuellement en préparation.

4.1. Implication de la protéine Rggys; dans un phénoméne d’adhésion cellulaire thermo-
induite

Afin de préciser I’'impact de la délétion du géne rggy,s, sur la croissance de S. thermophilus, la
croissance des souches sauvage et Arggp;s2 en milieu LM17 a été étudiée a 50°C. Les croissances
ont ¢té réalisées a 1’aide d’un spectrophotométre-incubateur a plaque (Bioscreen C) permettant de

suivre la turbidimétrie de 100 micro-cultures simultanément. Les résultats obtenus a 42 et a 50°C

sont présentés dans la figure 38.
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Figure 38 : Suivi de croissance des souches sauvage et Arggy;s; de S. thermophilus, réalisé a I’aide du
Bioscreen C, en milieu LM17 a 42°C et a 50°C. Les résultats correspondent a la moyenne + la déviation
standard de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.

A 42°C, aucune différence n’est observée entre les deux souches étudiées. Au contraire, a 50°C,
la courbe de croissance du mutant Arggy;s; se caractérise par un arrét prématuré de la croissance
suivi d’une chute progressive de la DO. Afin de déterminer si la diminution de la densité optique
pourrait résulter d’une lyse des cellules du mutant Arggy;s», des échantillons des cultures des
souches Arggp;s> et LMGI18311 ont été prélevés a différents temps et étalés sur boite de pétri.
Aucune différence significative de la survie n’a été observée entre les deux souches.

Cependant, ’observation attentive des micro-puits a révélé qu’a 50°C les cellules de la souche
Arggpis> ne se déposaient pas uniformément au fond des micro-puits mais s’accolaient

progressivement sur les parois (figure 39). Ceci a pour conséquence de fausser la lecture de DO,
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prise par le faisceau lumineux au centre des micro-puits.

ILM17 LMGI18311 Arggys>

homogénéisation

Figure 39 : Photographies prise du fond des micro-puits sur des cultures des souches
LMGI18311 et Arggyss; de S. thermophilus, réalisée en milieu LM17 a 42°C et a 50°C.

Afin de vérifier cette hypotheése, la densité optique de cultures en phase stationnaire de
croissance en microplaques de la souche sauvage et du mutant, cultivées a 50°C, ont été mesurée
avant et apres homogénéisation ceci afin de disperser les cellules dans le micro-puits. Tandis que la
DO de la souche sauvage est constante, celle de la souche Arggy;s, est faible avant homogénéisation
puis comparable aux valeurs obtenues pour la souche sauvage aprés homogénéisation. Cette
information indique, d’une part, que la biomasse finale entre les deux souches est similaire lors
d’une croissance réalisée en milieu LM17 a 50°C et, d’autre part, que les cellules de la souche
Arggors; commencent a adhérer aux parois des micro-puits dés qu’elles atteignent la fin de leur
phase exponentielle de croissance.

Afin de mieux cerner la température a laquelle ce phénoméne est induit des suivis de croissance
de la souche sauvage et du mutant ont été réalisés a différentes températures, allant de 30 a 55°C.
La DO/DOy (mesure permettant d’obtenir une valeur plus juste de la DO sans a priori de la DO

initiale (DOy)) obtenue aux différentes températures est représentée sur la figure 40.
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Figure 40 : Courbes représentant la DO/DO, obtenue a 60 et 2 300 min en fonction des différentes températures

étudiées des souches sauvage et Arggy;s, de S. thermophilus. Les croissances ont été réalisées a 1’aide du Bioscreen C
a 30, 34, 38, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 et 55°C. La DOy correspond a la DO initiale des cultures. Les
résultats correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.

Ces résultats montrent qu’a 60 min, c'est-a-dire en phase exponentielle de croissance, aucune
différence significative n’est observée entre les deux souches quelle que soit la température étudice.
En revanche, a 300 min, c’est-a-dire en phase stationnaire de croissance, les courbes présentent des
divergences significatives pour des températures comprises entre 47 et 51°C. Au-dela de 52°C, les 2
courbes convergent et aucune croissance cellulaire n’est observée. Lorsque la température de
croissance est comprise entre 47 et 51°C, les valeurs du rapport DO/DOy de la souche Arggy;s, sont
systématiquement plus faibles que celles de la souche sauvage avec une différence maximale
observée a 50°C. Ces données indiquent que le phénoméne d’adhésion cellulaire sur les parois du

micro-puits de la souche Arggy,s, est thermo-induit a des températures supérieures a 47°C.

Afin de vérifier si le phénomeéne d’adhésion cellulaire de la souche Arggy;s» est également
observé dans un plus grand volume, le suivi de la croissance a été étudié¢ en tube de 50 mL (marque
Falcon), en milieu LM17 et aux différentes températures choisies précédemment. Les résultats
obtenus pour les croissances réalisées aux différentes températures choisies sont présentés dans les

figures 41 et 42.
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Figure 41 : Suivi de croissance des souches sauvage et Arggy;s, de S. thermophilus, réalisé en tube de 50mL
(marque Falcon), en milieu LM17 a 42°C et a 50°C. Les croissances ont été réalisées a 42 et a 50°C. Les résultats
correspondent a la moyenne + la déviation standard de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicat.
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Figure 42 : Courbes représentant la DO/DO, obtenue a 60 et 2 300 min en fonction des différentes températures
étudiées des souches sauvage et Arggy;s, de S. thermophilus. Les croissances ont été réalisées a en tube de 50 mL
(marque Falcon) a 30, 34, 38, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 et 55°C. La DO, correspond a la DO initiale des
cultures. Les résultats correspondent a la moyenne =+ la déviation standard de 3 expériences indépendantes réalisées en
triplicat.

Les résultats obtenus montrent qu’aucune différence n’est observée entre la souche sauvage et le
mutant Arggy;s2 quelle que soit la température étudiée. Ces données indiquent que le phénomeéne
d’adhésion cellulaire de la souche Arggp;s» ne se produit pas dans les conditions testées. Des
analyses similaires ont été réalisées en tube de 5 mL (tube a hémolyse) et aucune adhésion cellulaire

n’a été observée.

Deux parametres different entre les expériences réalisées en Bioscreen C et en tubes (de 5 ou 50
mL) : le volume des cultures et la nature du plastique des contenants. Les microplaques utilisées en

Bioscreen C et les tubes de marque Falcon sont constituées de polystyréne de nature différente alors
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que les tubes a hémolyse sont faits de polypropyléne.

Une hypothése pour expliquer 1’adhésion cellulaire thermo-induite des cellules du mutant sur le
polystyréne des parois des microplaques est que la fixation des cellules du mutant Arggy;s, aux
parois des micro-puits soit favorisée par des liaisons ¢lectrostatiques. Pour le vérifier, des
expériences de mobilité électrophorétique ont été réalisées sur des cellules en phase stationnaire,
issues d’une croissance réalisée en milieu LM17 a 50°C des souches LMG18311 et Arggy;s, de
S. thermophilus. Néanmoins, les résultats montrent qu’aucune différence n’est observée entre les
deux souches. Les données obtenues suggerent ainsi que les cellules du mutant Arggy;s> n’adhérent
pas aux parois des microplaques par des interactions électrostatiques. Une autre hypotheése pour
expliquer ’adhésion thermo-induite des cellules sur du polystyréne est I’adhésion par interaction

hydrophobe.

4.2. Caractérisation des forces hydrophobes sur les parois des microplaques

Afin de caractériser la surface des cellules de la souche sauvage et du mutant Arggy;s> de
S. thermophilus, la stratégie a consisté en 'utilisation de la microscopie a force atomique (AFM)
qui permet de caractériser les propriétés physicochimiques et mécaniques de surfaces et de localiser

et de quantifier certaines molécules par interaction spécifique récepteur-ligand (figure 43).
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Figure 43 : Représentation schématique de I’AFM. A. Représentation des composants de I'AFM. B.
Représentation du fonctionnement de I'AFM (Grégory Francius). La céramique piézoélectrique est I’endroit ou
I’échantillon est déposé, aprées préparation, et qui permet son balayage en 3 dimensions (avec une précision de déflexion
de I’ordre de 0,1 nm et un déplacement latéral (X, Y) d’une précision de I’ordre de 1 nm). La pointe AFM est ancrée au
levier pour scanner 1’échantillon. Un faisceau est envoyé au bout de la pointe AFM puis réfléchi, via un miroir, vers un
photodétecteur qui transmet les informations a un logiciel de traitement des données (Igor6). Ce fonctionnement permet
ainsi de réaliser de 1’imagerie 2D ou 3D. L’analyse et la précision des images AFM permet la détermination de la
rugosité des surfaces et des distances caractéristiques quand la surface est couverte de motifs.
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L’AFM permet d’étudier les caractéristiques physicochimiques de surfaces par une technique
appelé force-volume. Cette technique génére des courbes de force basées sur I’interaction entre une
pointe AFM trés fine et la surface d’un échantillon. Elle permet également de visualiser a I’échelle
moléculaire la topographie des surfaces et de mesurer point par point les forces d’adhésion a la
surface de 1’échantillon étudié. La technique d’imagerie force-volume par AFM permet de dresser
des cartographies bidimensionnelles et tridimensionnelles des forces sur une surface mais aussi de
localiser des molécules et d’obtenir un grand nombre de propriétés physico-chimiques propres a ces
derniéres (longueur de contour, élasticité, force spécifique d’adhésion, force de détachement...).

Cela permet, par exemple, de différencier des surfaces adhésives de surfaces non adhésives.

Dans un premier temps, la technique AFM utilisant des pointes hydrophobes ou CFM (Chemical
Force Microscopy) a ¢€té utilisée pour étudier la surface des microplaques et des tubes Falcon. Les
images topographiques obtenues ainsi que les mesures d’hydrophobicité sont présentés dans les

figures 44 (microplaques) et 45 (tubes Falcon).
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Figure 44 : Imagerie et mesure de la force hydrophobe réalisées a I’aide de I’AFM sur le fond (a) et la paroi (b)
des micro-puits des microplaques utilisées pour les croissances en Bioscreen C.

Pour les microplaques, les parois et le fond des micro-puits ont été analysés. Le fond et les
parois sont lisses avec des rugosités différentes d’environ 24 nm pour le fond et de de 18 nm pour
les parois. Par ailleurs, le fond des micro-puits présente une hydrophobicité faible avec une force
d’adhésion de I'ordre de 0,57 = 0,06 nN. En revanche, la paroi posséde des caractéristiques
hydrophobes plus marquées avec une force d’adhésion moyenne de 3,74 + 0,17 nN. Les différences

observées entre le fond et la paroi pourraient expliquer pourquoi, dans certaines conditions, les
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cellules du mutant Arggy;s. acquierent des propriétés d’adhésion aux parois plus importantes.
A partir de ces différents résultats, ’hypothése qui peut étre suggérée pour expliquer ces
phénomenes repose sur le fait qu’a partir de la fin de la phase exponentielle, la surface des cellules
du mutantArggy;s; acquierent des propriétés hydrophobes plus importantes leur permettant

d’adhérer de maniére préférentielle aux parois plutdt que dans le fond des micro-puits.

Fréquence (%)

Force hydrophobe (nN)

Figure 45 : Imagerie et mesure de la force hydrophobe réalisées a ’aide de ’AFM sur
les tubes de marque Falcon.

Les mesures réalisées par AFM sur les tubes Falcon révelent que ceux-ci sont striés de fagon
réguliere avec une périodicité de ’ordre de 100-200 nm, présentent une rugosité¢ de 29 nm (valeur

proche de celle mesurée au fond des microplaques) pour une force d’adhésion hydrophobe de 1,18
+ 0,06 nN.

Par ailleurs, la rugosité est plus faible sur les parois des micro-puits par rapport a la surface du
tube de marque Falcon ou encore le fond des micro-puits. De plus de nombreuses études ont montré
que dans certaines conditions, la rugosité¢ des surfaces a plutot tendance a favoriser I’adhésion des
cellules bactériennes (Kerr et J.Cowling, 2003). Les mesures de rugosité effectuée sur les
microplaques et le tube de marque Falcon tendent & montrer que ce parameétre n’a pas d’influence
notable sur 1’adhésion des cellules puisque celles-ci adhérent de préférence sur les parois qui sont

moins rugueuses que le fond des micro-puits.

4.3. Analyse de I’hydrophobicité des cellules

Afin de caractériser la surface des cellules de la souche sauvage et du mutant Arggy;s> de

S. thermophilus, des images par AFM ont été réalisées. La figure 46 présente les résultats
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d’imagerie des surfaces obtenue par AFM de la souche sauvage et du mutant.

Figure 46 : Imagerie réalisée par AFM sur des cellules de la souche LMG18311 (a) et Arggy;s;
(b) de S. thermophilus.

Les deux souches ne présentent pas de différences significatives en termes de rugosité de
surface. Les cellules sont lisses, ce qui suggere que soit, elles présentent a leur surface trés peu ou
pas d’exopolymeres soit, la frange polymérique qui recouvre la paroi est suffisamment dense et
compacte pour maintenir une faible rugosité. Par ailleurs, la mesure de la taille des cellules montre
que celles de la souche sauvage ont une taille comprise entre 2 et 2,5 um alors que celles de la
souche Arggy;s, mesurent entre 1,5 et 2 um. Ainsi, les cellules du mutant Arggy;s, sont 1égerement
plus petites que celles de la souche sauvage. Ceci suggere que la délétion du gene rggy;s, aurait pu

conduire a un arrét prématuré de I’¢longation de la paroi latérale des cellules.

Afin de caractériser plus en détails la présence de polyméres sur la surface des cellules, la
technique force-volume réalisée par AFM a été envisagée. Cependant, a I’heure actuelle, cette
perspective n’a pas donné de résultats concluant du fait que les cellules bactériennes doivent
impérativement étre fixées sur un support sans subir de traitement chimique ou thermique pouvant
modifier leur état physiologique et par conséquent leurs propriétés physico-chimiques a 1’état natif.

Une autre stratégie est envisagée afin de vérifier cette hypothese. Celle-ci est basée sur la
technique d’adhésion microbienne a des solvants (ou MATS pour Microbial Adhesion To Solvent)

(Bellon-Fontaine ef al., 1996). Ces analyses sont en cours d’expérimentation.
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I — DISCUSSION ET PERSPECTIVES
1. Comment fonctionnent les protéines Rgg ?

1.1. Comment les protéines Rgg contrélent-elles ’expression de leurs cibles ?

Dans la littérature, tous les geénes rgg décrits codent des régulateurs transcriptionnels et régulent,
notamment, les génes qui leurs sont adjacents (Sulavik et al., 1992 ; Lyon ef al., 1998 ; Qi et al.,

1999 ; Ibrahim et al., 2007b).

Les données obtenues au cours de ce travail ont montré que le géne rggy;s> n’€chappe pas a cette
régle puisque la protéine qu’il code controle la transcription des ORF shpy;s, et pepois2 qui lui sont
directement adjacents. La protéine Rggpis, controle également la transcription de génes codant des
chaperons et des protéases. Ainsi, le produit du gene rggy,s, est capable de réguler non seulement les
genes qui lui sont adjacents mais également de nombreux genes disséminés sur le génome.
Cependant, cette étude n’est pas exhaustive et il n’est pas exclu que la protéine Rggpiz, puisse

contrdler I’expression d’autres genes cibles.

Dans la majorité des cas, la délétion du gene rggy;s> se traduit par une diminution de la quantité
de transcrit de ses cibles indiquant ainsi que la protéine Rgg;s, est un activateur de la transcription.
Néanmoins, la protéine Rggo;s, est également capable de réprimer la transcription de génes, comme
le géne cspB par exemple. La protéine Rggos, serait donc a la fois un activateur et un répresseur.
Samen et al. (2006) ont montré que la protéine RovS de S. agalactiae NEM316 était capable de
controler positivement la transcription des génes gbs0230, sodA et cylE et négativement celle du

gene fbsA.

Par ailleurs, des expériences de retard de migration sur gel ont permis de montrer que la protéine
Rggois2 contrdle directement la transcription des génes shpy;s> €t pepoisz en se fixant sur leur région
promotrice. L’hypothése la plus probable est que les protéines Rgg se fixent & I’ADN via leur motif
HTH. Loughman et Caparon (2007) ont montré que la substitution du résidu G4 en un résidu A ou
du résidu R11 en un résidu A dans la protéine RopB de S. pyogenes NZ131 entraine une diminution
de 5 fois et une inactivation, respectivement, de la capacité de la protéine a activer la transcription
du geéne speB. L’étude de la capacité de fixation a ’ADN de la protéine Rggois» avec des
substitutions des résidus conservés dans le domaine HTH, ou méme la délétion de ce domaine,

permettrait de valider ou d’invalider cette hypothese.

107



DISCUSSION

Plusieurs études ont montré que des protéines Rgg se fixent dans la région promotrice de leurs
genes cibles (Chaussee ef al., 2002 ; Vickerman et Minick, 2002 ; Neely et al., 2003 ; Rawlinson et
al., 2005 ; Samen et al., 2006 ; Anbalagan et al., 2011 ; Fleuchot et al., 2011). Ces études ont
permis de proposer des sites de fixation spécifique a I’ADN. Cependant, ces données indiquent
¢galement que chacune des protéines Rgg étudiées reconnaissent une séquence d’ADN qui leur est
propre. En effet, le site de fixation de la protéine LasX dans la région promotrice du géne lasA4, en
position -40/-70, est une séquence répétée directe de 7 nucléotides (TTATCCC) (Rawlinson et al.,
2005). La protéine RopB se fixe au niveau d’une séquence répétée inversée (GTTAGGCA) dans la
région promotrice du geéne speB (Neely et al., 2003). La séquence de fixation consensus
« AWAAWVHTDAW-N6/7-WTKWWAMDWAK » a, par ailleurs, été proposée pour la protéine
RovS (Samen et al., 2006). Concernant la protéine Rggois, de S. thermophilus, sa fixation dans la
région promotrice des genes shpgis: €t pepopis; a permis de rechercher des sites potentielles de

fixation (figure 47).

A

Pslzp0182 5° — catatdT G CAA Ccttctittaaaaaatcaaatcaaatgttatc C T AT G T A acaaactaagttggaggaaatcatarg - 3°
IRL1 IRR1

P pep 0182 5 - taatcccgrrtAT GCAA C,Qaaagcgtaga‘rttgtaaagataggctatacmaatcataagg‘rtaa,q TAACGT Taacct

IRL2 IRR2

agaaaggagcctaattaaatgaaaaatttitaagctitgtigaaagttacaaagtcatetggagtaaaatetgatg - 3°

B AN ATGC 2AC Sy

RAMA TG ANC
INPRATGCAAC

Site de fixation potentielle ATGCAAC-(c/g)-(t/a)-a

Figure 47 : Schématisation des sites potentiels de fixation de la protéine Rggy;s, dans la région promotrice des
génes shpys; et pepgssy. (A) Positionnement des IR sur la séquence nucléotidique des régions promotrices Pgyoss2 €t
Ppepors2. (B) Alignement des IR. Les séquences indiquées en rose correspondent aux codons stop, en bleu les boites -10
é¢tendue (GNTTNTATAAT), en rouge les RBS (GGAGGAAA) et en vert les codons initiateurs. Les séquences
soulignées correspondent aux IR. Le site potentiel de fixation proposé posséde une partie trés conservée (en majuscule)
et une partie moins conservée (en minuscule). IRL : Inverted Repeat Left ; IRR : Inverted Repeat Right.

Des expériences d’empreinte a la DNAse I pourront étre réalisé pour vérifier le site de fixation
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de la protéine Rgg:s».

Enfin, une hypotheése pour expliquer I’absence d’un site de fixation commun a toutes les
protéines Rgg est la diversité des motifs HTH. En effet, bien que le domaine HTH soit présent dans
toutes les protéines Rgg, celui présente des divergences d’une protéine Rgg a une autre. La diversité
des motifs HTH des protéines Rgg suggére qu’ils puissent reconnaitre des sites de fixation
différents. De plus, le régulon des protéines Rgg semble étre différent. En effet, pour exemple, les
résultats obtenus au cours de ce travail montrent que parmi les génes rgg de S. thermophilus, seul le
gene rggy s est impliqué dans 1’organisation des cellules en chaines. Pour vérifier cette hypothése,
la fixation de différentes protéines Rgg sur différents fragments d’ADN pourra étre ¢tudiée par
expérience de retard de migration sur gel. Les sites de fixation des différentes protéines Rgg sera

ensuite comparée

Par ailleurs, la régulation exercée par les protéines Rgg, positive ou négative, pourrait étre
directement liée au positionnement de leur site de fixation dans la région promotrice du geéne cible
comme cela a par exemple été démontré dans le cas du régulateur CcpA de B. subtilis. Ce régulateur
se fixe au niveau de ’ADN sur un site de fixation appelé cre. Un site cre localisé en amont de la
région -35 engendre une activation de I’expression du gene cible alors que si celui-ci est placé en
aval de la boite -35 ou entre les boites -10 et -35 du promoteur, une répression est observée (Kim et

al., 2002).

Néanmoins, des expériences préliminaires ne montrent aucune fixation de la protéine Rggg;s, sur
le promoteur des geénes c/pE et cspB (communication personnelle, Emmanuelle Bruneau) suggérant
alors que la régulation de la transcription de ces genes par la protéine Rggosy serait indirecte. De
plus, le site de fixation potentiel proposé dans la figure 47 n’est pas retrouvé dans la région
promotrice des geénes clpE et cspB. Ainsi, la protéine Rggos, serait capable de controler la
transcription de genes via d’autres régulateurs transcriptionnels comme cela a ét¢ démontré dans le
cas de la protéine RopB de S. pyogenes NZ131 (Chaussee et al., 2002). Parmi les régulateurs
transcriptionnels contr6lés par la protéine Rggpigy, certains pourraient étre des activateurs et
permettraient, par exemple, d’induire la transcription du géne clpE et d’autres pourraient étre des

répresseurs et inhiberaient la transcription du gene cspB.

L’ensemble de ces données suggere I’existence de régulons Rgg distincts, bien que des
chevauchements soient envisageables. Pour vérifier cette hypothése, la comparaison des régulons,

analysés par transcriptomique, de différentes protéines Rgg pourra étre effectuée.
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1.2. Quelle est la forme active des protéines Rgg ?

Au sein des protéines Rgg, un second domaine, composé de 18 nucléotides, est présent dans la
région centrale de la protéine. Celui-ci n’est pas reconnu par les banques de données et a été appelé
domaine médian. Loughman et Caparon (2007) ont mis en évidence que la protéine Rgg, appelé
RopB, de S. pyogenes NZ131 était capable de se dimériser, comme la plupart des régulateurs
transcriptionnels (Luscombe et al., 2000). Les auteurs font I’hypothése que le résidu Wisg,
fortement conservé (plus de 95% des séquences primaires des copies Rgg étudiées au cours de ce
travail), pourrait intervenir dans I’interaction Rgg-protéine. En effet, la substitution du résidu Wise
par un résidu A entraine une instabilité et une diminution de la capacité de régulation de la protéine
RopB de S. pyogenes (Loughman et Caparon, 2007). De plus, des études ont montré que les résidus

tryptophanes sont souvent impliqués dans des interactions protéine-protéine (Ma et al., 2003).

Ainsi, une hypothése est que le domaine médian pourrait intervenir dans [’activation (ou
I’inactivation) de la protéine en permettant sa multimérisation. L’oligomérisation des protéines Rgg
pourrait leur permettre d’adopter une conformation spécifique qui favoriserait leur interaction avec
I’ADN. La présence d’IR ou de DR dans la région promotrice des génes cibles des protéines Rgg
est un argument en faveur de la fixation de ces protéines sous forme dimérique. En effet, chacune
des deux protéines formant le dimére pourraient se fixer a une des séquences répétées. Pour vérifier
cette hypothese, la délétion du domaine médian (ou la substitution des résidus conservés dans ce
domaine) pourra étre réalisée et la capacité de la protéine Rgg obtenue a se fixer a I’ADN pourra

étre déterminée par des expériences de retard de migration sur gel.

Par ailleurs, les peptides Shp (dont les génes sont localisés a proximité immédiate de geéne rgg)
pourraient interagir avec les protéines Rgg. Des analyses récentes ont montré 1’implication de la
protéine Rgg;3ss de S. thermophilus LMD9 dans un mécanisme de QS et ont montré que son activité
¢tait dépendante de la présence de la phéromone Shp;sss (Fleuchot et al., 2011). Des résultats
similaires ont été obtenus avec les protéines Shp3 et Rgg3 de S. pyogenes NZ131 (Chang et al.,
2011). Fleuchot et al. (2011) ont par ailleurs montré que la protéine Rggisss interagit

spécifiquement, in vitro, avec le peptide Shpsss.

Les protéines impliquées dans des mécanismes de QS, notamment la famille RNPP (les
régulateurs Rap, NprR, PIcR et PrgX), se caractérisent par une structure TPR (Tétratricopeptide) en
position C-terminale impliquée dans des interactions protéine-protéine ou protéine-peptide (Goebl

et Yanagida, 1991). Un motif TPR est constitu¢ de deux hélices a antiparalleles séparées par une
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boucle. Dans la plupart des cas, ces motifs sont organisés en tandem de 3 a16 motifs, générant ainsi
une super-hélice au sein de laquelle viennent interagir différentes protéines (Das et al., 1998).
Fleuchot ef al. (2011) ont proposé que la protéine Rggisss ait une structure TPR qui permettrait
I’interaction avec le peptide Shpisss. Cependant, seule 1’analyse par cristallographie permettra de
déterminer si la protéine Rggssg est capable d’adopter de telle structure. L hypothése proposée par
Fleuchot et al. (2011) est que la phéromone Shp;sss favoriserait 1’oligomérisation de la protéine
Rgg)3sg entralnant son activation, indépendamment de sa capacité de fixation a I’ADN. Les résultats
obtenus au cours de ce travail sont en accord avec cette hypothése puisque la protéine Rggo;s» est

capable de se fixer a ’ADN en absence du peptide Shpos.

1.3. Les protéines Rgg sont-elles toutes activées par un mécanisme de QS ?

Comme cela a ét¢ démontré pour le couple Shpisss/Rggisss de S. thermophilus LMD?9 et les
couples Shp3/Rgg3 de S. pyogenes NZ131 (Chang et al., 2011 ; Fleuchot ef al., 2011), les résultats
obtenus au cours de ce travail permettent de faire I’hypothése que la protéine Rggoisn de

S. thermophilus LMG18311 pourrait également intervenir dans un mécanisme de QS.

En effet, environnement génétique du gene rggy;s,> est similaire a celui de ’ORF rgg;;3ss de
S. thermophilus LMD9, bien que le produit des geénes shp, rgg et pep soit différent (faible
pourcentage d’identité entre les protéines) et que les peptides Shpisss et Shpgis, soient classés dans
deux groupes distincts (Fleuchot et al., 2011). Un des arguments en faveur de cette hypothése est
I’influence de la protéine Rggos, sur la transcription des génes shpy;sz et pepy;sz. Par ailleurs, lors
d’une croissance réalisée en milieu MCD, a 30°C, la transcription des geénes rggo;s2, Shpoisz et
pepois2 augmente au cours de la phase de croissance. Pour vérifier cette hypothése, I’influence de la
transcription du géne pepy;s2 par la protéine Rggois, devra étre analysée dans différents contextes

génomiques : sauvage, Arggo;s2, Ashpoisz, Aeep et Aami.

Le mécanisme de QS pourrait étre généralisé a plusieurs des protéines Rgg. En effet, parmi les
11 copies rgg différentes présentes au sein des génomes disponibles de S. thermophilus, 8 sont
situées a proximité d’ORF codant potentiellement un peptide de type Shp. Fleuchot ez al. (2011) ont
par ailleurs montré 61 associations de génes shp/rgg chez les bactéries, suggérant que ce mécanisme

de QS puisse étre largement répandu.

Par ailleurs, I'originalit¢é du mécanisme de QS décrit chez S. pyogenes NZ131 (Chang et al.,

2011) (figure 48) suggere que des protéines Rgg distinctes puissent engendrer des effets croisés.
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rgg shp

Figure 48 : Modéle du QS faisant intervenir Rgg2/3 et Shp2/3 (d’aprés Chang 2011).
Le peptide pro-Shp est maturé par le systéme Eep et est sécrété par un systéme non
déterminé. Ensuite, un second traitement conduit a la maturation du peptide Shp sous forme
active. La réimportation du peptide Shp mature dans le cytoplasme se fait via la perméase
Opp. Les peptides Shp interagissent probablement avec la protéine Rgg. En absence du
peptide Shp3, la protéine Rgg3 réprime la transcription des geénes shp2 et shp3. Au
contraire, en présence du peptide Shp3, la répression par la protéine Rgg3 est inhibée et la
transcription des génes shp2 et shp3 par la protéine Rgg?2 est induite (Chang 2011).

Chez S. pyogenes NZ131, les deux peptides, Shp2 et Shp3, appartiennent tous les deux a la
classe I et ont des effets antagonistes (Chang et al., 2011). Ainsi, la présence de plusieurs génes rgg
sur les génomes suggere que certains d’entre eux pourraient étre impliqués dans des effets croisés.
Par exemple, les génes rgg associés aux genes shp codant des peptides Shp de méme classe
pourraient avoir des effets synergie ou antagonistes. Cependant, des effets croisés entre des
protéines Rgg associées a des peptides Shp de classes différentes est tout a fait envisageable. De
méme que les geénes rgg qui ne sont pas associ€s a des genes shp pourraient étre impliqués dans des
mécanismes de QS par interaction avec les peptides Shp présents dans le cytoplasme des cellules.
Pour vérifier ces hypotheses, I’implication de plusieurs des protéines Rgg dans des mécanismes de

QS devra étre analysée.
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2. Quel est le role physiologique des protéines Rgg de S. thermophilus ?

2.1. Les protéines Rgg de S. thermophilus sont-elles impliquées dans la réponse aux stress ?

2.1.1. Les protéines Rgg ont-elles un effet antagoniste ou compensateur ?

Les génomes de S. thermophilus se caractérisent par un grand nombre de genes rgg alors qu’ils
évoluent par perte de fonction (Bolotin et al., 2004 ; Siezen et al., 2005 ; Delorme et al., 2009).
L’existence d’un grand nombre de geénes rgg dans le génome des souches de S. thermophilus
suggere que leur acquisition et leur maintien ne soient pas contre-sélectionnés et donc que ceux-ci
joueraient un role important pour la survie de S. thermophilus. En effet, plusieurs études ont montré
I’implication de protéines Rgg dans la réponse a divers stress (Sanders et al., 1998 ; Chaussee ef al.,

2004 ; Fernandez et al., 2004a ; Pulliainen ef al., 2008 ; Bortoni et al., 2009).

Afin d’étudier I’'implication des protéines Rgg de S. thermophilus dans la réponse adaptative, les
cellules de S. thermophilus en phase exponentielle et stationnaire de croissance ont été exposées a
divers stress : thermique, oxydant ou acide. Bien que les données obtenues au cours de ce travail
aient montré que la protéine Rggo s, améliore la survie des cellules exposées a 52°C, I’ensemble des
expériences réalisées n’a pas permis d’impliquer d'autres geénes rgg dans la réponse de
S. thermophilus aux stress, leur délétion ne conduisant a aucun phénotype particulier. L’hypothese
la plus simple pour expliquer I’absence de phénotype est que ces protéines n’aient pas pour role de

contribuer a I’adaptation de S. thermophilus aux diftérents stress testés.

Cependant, les conditions de culture pourraient €tre un parametre important a prendre en compte
lors de I’analyse de la réponse aux stress. Cette derniére hypothése est a privilégier dans la mesure
ou le phénotype résultant de la délétion du gene rggp;s» n’est visible que dans des conditions
particuliéres, c'est-a-dire uniquement lorsque les cellules sont cultivées en milieu MCD et a 30°C.
Par ailleurs, la transcription du géne rggy;s2 n’est pas constitutive mais induite en fonction de la
phase de croissance et des conditions de croissance. Lors des expériences réalisées, ce dernier

parametre n’a pas €té pris en compte pour les autres génes rgg de S. thermophilus.

Enfin, la derni¢re hypothése est que la présence de plusieurs copies rgg au sein du génome de
S. thermophilus LMG18311 puisse compenser, dans certaines conditions, ’absence d’une des
copies. Ainsi, certaines des protéines Rgg pourraient agir en synergie et d’autres auraient des effets
antagonistes. Des effets synergiques et antagonistes entre des protéines Rgg a été d’ailleurs
récemment décrit chez S. pyogenes NZ131 (Chang ef al., 2011). En effet, la délétion du gene ropB
(rggl) ou rgg3 entraine une induction (d’un facteur 2 et 3, respectivement) de la production de

biofilm par rapport a la souche sauvage. La double délétion de ces deux genes rgg induit, d’un
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facteur 5, la production du biofilm, suggérant ainsi un effet synergique de ces deux génes. Au
contraire, la délétion du géne rgg2 chez un mutant Argg/ ou Argg3 conduit a une production de
biofilm similaire a celle de la souche sauvage de S. pyogenes NZ131, suggérant ainsi que la protéine

Rgg? ait un effet antagoniste aux protéines Rggl et Rgg3.

L’ensemble de ces observations suggére donc que les protéines Rgg soient requises dans des
conditions particuliéres et que certaines d’entre-elles puissent agir en synergie alors que d’autres
auraient des effets antagonistes. L’effet croisé, décrit précédemment, entre les protéines Rgg2/3 de
S. pyogenes NZ131 (Chang et al., 2011) est un argument supplémentaire en faveur de cette
hypothese. Pour le vérifier, ’analyse de la transcription des différents genes rgg de S. thermophilus
dans différentes conditions de croissance (milieu, température) permettra de déterminer les
conditions dans lesquelles ces protéines sont requises. La survie des mutants a différents stress
(oxydant, thermique, pH, osmotique,...) sera ensuite étudiée dans les conditions ou les génes rgg
sont le plus exprimés et dans différents contextes génomiques. En particulier, des mutants
présentant la délétion d’un, mais aussi de plusieurs genes rgg (doubles, triples, quadruples
mutants,...), permettra de déterminer si oui ou non, les genes rgg de S. thermophilus sont, de
maniere générale, impliqués dans la réponse aux stress et quels sont les genes rgg qui peuvent agir
en synergie ou étre antagonistes. Enfin, la construction et I’é¢tude d’un mutant présentant la délétion
des tous les geénes rgg présents sur le génome de la souche LMG18311 permettraient de déterminer
si I’ensemble de ces génes est essentiel a la survie de S. thermophilus. A 1’heure actuelle, il est

cependant difficile de déterminer quels geénes rgg pourraient avoir des effets croisés.

2.1.2. La protéine Rgg)s, est-elle impliquée dans les réseaux de régulation de la réponse

au stress thermique de S. thermophilus ?
Pour répondre a des situations de stress, les organismes induisent un programme complexe
d’expression de genes, impliquant I’augmentation rapide de la concentration d’un jeu de protéines,
spécifiques d’un stress donné, permettant a la bactérie d’adapter sa physiologie aux changements

environnementaux.

Les protéines Hsp et Csp sont impliquées dans la réponse globale aux stress et, plus
particulierement dans la réponse au stress thermique. Certaines des protéines Hsp (comme les
protéines GroEL et DnaK et les protéases Clp ATP-dépendantes) sont des molécules chaperonnes
qui facilitent le bon repliement des protéines cellulaires et d’autres (les protéases Clp ATP-
indépendantes) dégradent les protéines mal repliées (Gottesman et al., 1997). Les protéines Csp,

quant a elles, sont des chaperons de I'ARN facilitant la traduction en condition de stress froid (Jiang
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et al., 1996 ; Graumann et al., 1997).

Chez E. coli, la synthése de protéines Hsp est controlée au niveau transcriptionnel par deux
facteurs o alternatifs appelés o et o' (Yura et al., 1996). Chez B. subtilis, la réponse au stress
chaud implique 4 principales classes différentes de génes, inductibles a la chaleur, qui se distinguent
par leur mécanisme de régulation (Hecker et al., 1996) : (i) les geénes de la classe I (groESL, dnaK)
sont régulés par le répresseur HrcA (Schulz et Schumann, 1996), (ii) les génes de la classe II
requirent le facteur alternatif ¢® (Petersohn et al., 2001 ; Price et al., 2001), (iii) les génes de la
classe III (les genes clp) sont controlés par le répresseur CtsR (Derre et al., 1999) et (iv) les genes
de la classe IV qui sont régulés par d’autres régulateurs, connus ou a découvrir. Cependant,
B. subtilis ne reflete pas tous les mécanismes de la régulation de la réponse aux stress chez les
bactéries Gram-positives. Ainsi, bien que I'induction de genes codant des protéines Hsp soit une
réponse universelle, les bactéries disposent de plusieurs stratégies pour ajuster la production de
protéines Hsp dans des conditions difficiles. Un exemple est la régulation duelle par les répresseurs
HrcA et CtsR qui controle 1’expression des protéines DnaK, GroES et GroEL de St. aureus et la
protéine ClpP de S. salivarius (Chastanet et Msadek, 2003). Ces mécanismes de régulation duelle
pourraient agir en synergie pour assurer le maintien d’un faible niveau d’expression en absence de
stress et la synthése finement coordonnée des différentes protéines Hsp dans des conditions
défavorables. La figure 49 présente les mécanismes de régulation des genes Asp par les protéines

HrcA et CtsR de différents organismes.

Bacillus Streptococcus S. salivarius Staphylococcus 0. oeni Lb. bulgaricus
Genes clp Geénes clp Genes clp Genes clp Genes clp Genes clp
sroBYL CI‘Z;'L ESL
’ groE! gro.
&ZOE‘:'L ) dnak groESL groESL
na dnak dnak dnaK dnakK
D Régulon CtsR ,:] Régulon HrcA

Figure 49 : Régulation duelle par les répresseurs CtsR et HrcA dans différentes bactéries Gram-positives
(d'apreés Chastanet et Msadek, 2003 et Grandvalet et al., 2005). Chez différentes bactéries Gram-positives,
des régulons HrcA et CtsR coexistent. Chez B.subtilis et les bacilles apparentés (B. anthracis,
B. stearothermophilus, B. halodurans, Clostridium acetobutylicum, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Li monocytogenes et Li. innocua), les deux régulons sont distincts alors que dans le
groupe des streptocoques (S. pneumoniae, L. lactis et S. salivarius), ils sont chevauchants. Chez St. aureus, le
régulon HrcA est complétement inclus dans le régulon CtsR. Les espéces O. oeni et Lb. bulgaricus ont une
régulation des genes de réponse au stress chaud originale, avec un contrdle prédominant par la protéine CtsR ou
la protéine HrcA, respectivement.
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Les résultats obtenus au cours de ce travail ont permis d’apporter quelques éléments de réponse
quant au fonctionnement du réseau de régulation de la réponse au stress thermique de
S. thermophilus LMG18311. En effet, la régulation duelle de la transcription du géne groEL par les
répresseurs CtsR et HrcA est envisageable puisqu’une CtsR-box et un élément CIRCE sont
retrouvés en amont de ce geéne chez S. thermophilus LMG18311. De plus, la diminution du taux de
transcrit des geénes ctsR et hrcA s’accompagne d’une augmentation de la transcription du gene
groEL en condition de stress chaud. Par ailleurs, le géne dnaJ pourrait étre sous le controle de la
protéine HrcA puisqu’un élément CIRCE est présent en amont de ce géne et que sa transcription est
augmentée en condition de stress. Pour vérifier cette hypothése, le taux de transcrits des genes
groEL et dnaJ pourra étre déterminé dans des contextes génomique sauvage et mutants AhrcA et

ActsR.

Au contraire, la transcription des genes clpL et clpX ne semble pas €tre sous la dépendance des
répresseurs HrcA et CtsR. En effet, la diminution de la transcription des geénes hrcA et ctsR devrait
entrainer ’augmentation des transcrits des genes clpL et clpX. Or, les résultats obtenus au cours de
ce travail montrent I’inverse. L’absence d’une CtsR-box et d’un élément CIRCE en amont du gene
clpX suggerent que ce gene n’est pas sous la dépendance de ces répresseurs. Cependant, une CtsR-
box est retrouvée en amont du géne clpL. L’hypothése est que la transcription du géne clpL ne soit

pas sous la dépendance de la protéine CtsR, dans les conditions testées.

Enfin, le stress chaud a 52°C, réalis¢ sur des cellules en phase stationnaire cultivées en milieu
MCD et a 30°C, entraine la diminution de la transcription du géne cspB, suggérant que ce géne ne

soit pas requis dans ces conditions et est réprimé par la protéine Rgg;s.

Enfin, dans ces conditions, la protéine Rggpisx controle positivement la transcription du gene
clpE. Chez S. pneumoniae, le géne clpE est requis dans la tolérance au stress chaud (Chastanet et
al., 2001). Ainsi, la diminution de la survie du mutant Arggy;s, pourrait étre due, tout au moins en
partie, a la diminution du taux de transcrits du géne c/pE. Pour vérifier cette hypothese, un mutant
présentant la délétion du gene c/pE devra €tre construit et sa survie analysée dans les conditions de
stress chaud précédemment décrites. Cependant, la protéine Rggo s, pourrait également influencer
la transcription d’autres cibles, non encore identifiées, dont 1’expression pourrait étre importante

pour la survie des cellules soumises a une augmentation de la température.

Par ailleurs, le contrdle de la transcription des genes cIpE et cspB par la protéine Rggos, serait
indirect. Des analyses de transcriptomique dans un contexte sauvage et mutant Arggy;s; permettra

de trouver des régulateurs transcriptionnels intermédiaires candidats. Ces données permettront
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¢galement de vérifier si la protéine Rggo;sy est ainsi impliquée dans les réseaux de régulation de la

réponse au stress thermique.

2.2. La protéine Rgggis; controle-t-elle la synthése de protéines impliquées dans la division

cellulaire ?

La division cellulaire est un processus essentiel consistant a transmettre le patrimoine génétique
d’une bactérie a ses descendantes. Ce processus complexe aboutit a la formation de deux cellules
filles identiques a partir d’une cellule mere. Quatre grands mécanismes ont lieu : (1) la réplication de
I’ADN, (i1) la ségrégation chromosomique, (iii) la scission de la cellule mére en deux cellules filles
non disjointes et (iv) la séparation des cellules filles en cellules individuelles (Layec, 2008). Au
cours de la division cellulaire, un septum de division est formé au niveau du futur site de séparation.
Ce processus nécessite le recrutement de diverses protéines de la division pour promouvoir la
formation du septum (Rothfield ez al., 1999 ; Buddelmeijer et Beckwith, 2002 ; Errington, 2003).
Les protéines de division interviennent, plus précisément, dans I’invagination de la membrane
plasmique, dans la syntheése du peptidoglycane latéral permettant I’accroissement de la taille
cellulaire et dans la synthése du peptidoglycane septal permettant la scission de la cellule mére en
deux cellules filles. Par ailleurs, une ou plusieurs protéines de division jouerai(en)t un réle dans la
coordination de la formation du septum avec d’autres événements du cycle cellulaire, incluant la
réplication chromosomique et la partition des deux chromosomes. Au final, la division cellulaire

s’acheve par la séparation des deux nouvelles cellules filles en cellules individuelles (Layec, 2008).

Le phénotype « courtes chaines » du mutant Arggy;s> suggere que la protéine Rggp s, puisse étre
impliquée dans I’organisation des cellules de S. thermophilus en chaines. Plusieurs hypotheses

peuvent étre formulées pour expliquer ce résultat.

L’hypothese la plus simple est que la protéine Rggois, active la transcription du gene cse. En
effet, les enzymes de séparation cellulaire sont assurées par des hydrolases du peptidoglycane et
chez S. thermophilus, la séparation cellulaire est majoritairement assurée par 1’hydrolase Cse,
identifiée au laboratoire (Borges et al., 2005 ; Layec et al., 2009). La délétion du géne cse entraine
la formation de chaines extrémement longues pouvant contenir plus de 3000 cellules (Borges et al.,
2005). Cette hypothese a été vérifié en comparant le taux de transcrits du géne cse dans un contexte
génomique sauvage et mutant Arggy,s,. Cependant, aucune différence du taux de transcrit du géne

cse n’a été observée entre les deux souches, ce qui invalide cette hypothése.
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Sachant que la longueur des cellules du mutant Arggy;s., est diminuée par rapport a celles de la
souche sauvage, I’hypothése ainsi privilégiée est que la protéine Rggg s, puisse contrdler la syntheése
de protéines de division cellulaire. Cette hypothése est soutenue par des données de la littérature
indiquant que des protéines impliquées dans la formation du peptidoglycane peuvent également
influencer la longueur des chaines de cellules. Par exemple, chez S. thermophilus, un phénotype
« longues chaines » a été observé pour des mutants ArodA, Apbp2b et AmreD (Thibessard et al.,
2002 ; Thibessard et al., 2004). Ces geénes codent des protéines essentielles a la synthése
longitudinal du peptidoglycane permettant 1’accroissement de la taille cellulaire au cours de la
division bactérienne (Ishino ef al., 1986 ; Noirclerc-Savoye et al., 2003). Chez L. lactis MG1363,
I’inactivation du gene ponA conduit a un phénotype « courtes chaines » (Mercier et al., 2002). Le
gene ponA code la protéine Pbpla, une enzyme bifonctionnelle essentielle a la biosynthese du
peptidoglycane lors de la division cellulaire (Goffin et Ghuysen, 1998). Le raccourcissement des
chaines de cellules résulterait de la fragilisation des liaisons peptidiques du peptidoglycane
entrainant des cassures (Mercier ef al., 2002). Ainsi, la protéine Rggois» pourrait inhiber la
transcription du gene ponA (présent chez S. thermophilus LMG18311), par exemple, ce qui

entralnerait un raccourcissement de la taille des cellules et des chaines de cellules courtes.

Un autre argument en faveur de cette hypothese est I’implication de la protéine Rgg de S. suis
SS2 dans la morphologie cellulaire. En effet, Zheng et al. (2011) ont montré que la délétion du gene
rgg de S. suis SS2 conduit a un phénotype « longues chaines » et les cellules du mutants sont
altérées avec un diamétre plus petit. L’analyse du transcriptome de la souche SS2 dans un contexte
génomique sauvage et mutant Argg a permis aux auteurs d’émettre I’hypothese que la protéine Rgg
pourrait influencer la transcription des genes diviV (Zheng et al., 2011). La délétion du gene diviV
chez S. pneumoniae conduit a des chaines de cellules deux a trois fois plus longues que chez la
souche sauvage et a des cellules altérées dans leur morphologie (Fadda et al., 2003). Le gene divlV
est présent sur le génome de S. thermophilus LMG18311 et la protéine Rggos» pourrait contrdler

négativement la transcription de ce gene.

Le taux de transcrits des genes candidats pourra étre analysée par qPCR dans un contexte
génomique sauvage et mutant Arggy;s2. Cependant, pour vérifier cette hypothése et proposer des
geénes cibles candidats, une analyse du transcriptome dans un contexte génomique sauvage et
mutant Argg sera nécessaire au vu du nombre conséquent de protéines impliquées dans la division
cellulaire. En effet, chez S. thermophilus LMG18311, au moins 81 geénes sont impliqués dans la

formation du peptidoglycane et de I’enveloppe cellulaire et au moins 20 geénes dans la division
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cellulaire (Bolotin et al., 2004).

Par ailleurs, la délétion du geéne rggp;s, entraine I’adhésion des cellules sur des surfaces
hydrophobes. Cette observation est probablement la conséquence de 1’altération de I’allongement
des cellules et le raccourcissement des chaines de cellules. En effet, une corrélation entre la taille
des chaines de cellules et la capacité d’adhésion a une surface a été démontrée pour S. mutans,
responsable de caries dentaires (Nakano et al., 2005). L’adhésion de S. mutans sur les dents est
fortement diminuée chez un mutant inactivé du geéne brpA présentant un phénotype « longues
chaines » (Nakano et al., 2005). Inversement, Nakano et al. (2005) ont rapporté que la croissance en

longues chaines de cellules aurait un effet négatif sur I’adhésion de S. mutans aux surfaces.

Une hypothese alternative pour expliquer 1’adhésion les cellules du mutant Arggy,s, sur les parois
des micro-puits des microplaques du Bioscreen C est la formation de liaisons hydrophobes. Cette
hypotheése est supportée par 1’analyse des parois des plaques révélant leur hydrophobicité.
Cependant, a I’heure actuelle, la stratégie utilisant des pointes hydrophobes, selon la technique
force-volume par AFM, n’a pas permis de mesurer I’hydrophobicité de surface des cellules de la
souche LMG18311 et du mutant Arggy;s>. Une autre stratégie, basée sur la technique de MATS

(Bellon-Fontaine et al., 1996), est actuellement envisagée pour répondre a cette question.

Comme cela a été démontré pour les protéines Rggl, 2 et 3 de S. pyogenes NZ131 (Chang et al.,
2011), ’adhésion des cellules a des surfaces hydrophobes chez le mutant Arggy,s, pourrait conduire
a la formation d’un biofilm. Pour vérifier cette hypothése, des expériences de formation de biofilm

basée sur la coloration au violet de gentiane (Chang et al., 2011) pourront étre réalisées.

2.3. Est-ce que les protéines Rgg sont des régulateurs transcriptionnels globaux ?

Les régulateurs transcriptionnels peuvent réguler un petit nombre de geénes ou au contraire
contrdler un large panel de génes. Ceux qui régulent un petit nombre de génes sont appelés
régulateur locaux ou spécifique et contrdlent directement la transcription de leurs genes cibles, via
la fixation du régulateur dans la région promotrice de ceux-ci. Les génes régulés directement sont
appelés genes spécifiques.

Au contraire, les régulateurs transcriptionnels agissant sur un large panel de genes sont appelés
régulateurs globaux. Selon la définition donnée par Martinez-Antonio et Collado-Vides (2003), un

régulateur global est défini par (i) sa capacité a réguler un large nombre de geénes appartenant a des
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classes différentes, c’est-a-dire intervenant dans des fonctions bien distinctes ; (ii) le fait qu’il

controle une cascade de régulation complexe en intervenant directement ou indirectement (par
I’intermédiaire de régulateurs variés qui agissent, eux mé€me, sur quelques genes spécifiques) et (iii)

le fait qu’il puisse agir sur des promoteurs de geénes cibles d’autres régulateurs transcriptionnels.

Ainsi, les régulons qui sont sous le controle de régulateurs globaux incluent un large nombre de
genes qui sont souvent inclus dans le régulon d’autres régulateurs transcriptionnels. L’ensemble de

ces deux types de régulateurs transcriptionnels, spécifiques et globaux, forment, ainsi, un réseau

hiérarchis¢. Pour exemple, le réseau de régulation d’E. coli qui a été bien analysé est présenté dans
la figure 50.
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Figure 50 :

Vue d’ensemble du réseau de régulation d’E. coli (Martinez-Antonio et Collado-Vides, 2003). Les
geénes régulés sont indiqués par des ovales jaunes. Les régulateurs transcriptionnels spécifiques sont indiqués par des
ovales verts et les régulateurs transcriptionnels considérés comme globaux sont indiqués par des ovales bleus. Les

lignes vertes indiquent I’induction, les lignes rouges la répression et les lignes bleues une régulation duelle (activation et
répression).

La figure 50 montre que, d’une part, un petit nombre de régulateurs transcriptionnels globaux

influence la transcription d’un large nombre de genes impliqués dans différentes voies métaboliques

(Gottesman, 1984 ; Perez-Rueda et Collado-Vides, 2000 ; Gutierrez-Rois et al., 2003) et d’autre
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part, un large nombre de régulateurs transcriptionnels locaux ou spécifiques affecte la transcription
d’un petit nombre de génes spécifiques (Martinez-Antonio et Collado-Vides, 2003 ; Wei et al.,
2004). Le role des régulateurs globaux et spécifiques permet, ainsi, d’adapter la physiologie de
I’organisme par activation ou répression des geénes appropriés et prenant en compte, par exemple,
des changements environnementaux ou des états métaboliques particuliers (Martinez-Antonio et

Collado-Vides, 2003).

Certaines protéines Rgg ont été décrites comme étant des régulateurs transcriptionnels globaux de
I’expression génique. En effet, les protéines RopB et Rgg régulent environ 15% des ORF présentes
sur les génomes de S. pyogenes NZ131 et S. suis SS2, respectivement (Chaussee et al., 2003 ;
Zheng et al., 2011). Par ailleurs, Samen et al. (2006) ont montré que la protéine RovS était capable
d’influencer la transcription de génes de facon indirecte, c’est-a-dire via des régulateurs
intermédiaires et font I’hypothese que cette protéine soient un régulateur transcriptionnel global.

Les résultats obtenus au cours de ce travail permettent de faire 1’hypothese que le géne rggy,s, de
S. thermophilus LMG18311 pourrait coder un régulateur transcriptionnel global de I’expression
génique. Cette hypotheése se justifie par le fait que: (i) le géne rggpss» est impliqué dans des
fonctions bien distinctes comme la réponse au stress thermique, la division et I’adhésion cellulaire ;
(11) la protéine Rggo s, peut agir directement (fixation de la protéine dans la région promotrice des
genes pepors2 et shpoisz) et indirectement (absence de fixation sur les promoteurs des génes clpE et
cspB, Emmanuelle Bruneau, communication personnelle), et (iii) la protéine Rggos» agit sur le
controle de la transcription de genes inclus dans les régulons HrcA et CtsR. Ainsi, la protéine
Rggoisy serait capable d’influencer la transcription de certains geénes, trés probablement, par
I’intermédiaire d’autres régulateurs transcriptionnels. Une analyse de transcriptomique et/ou
protéomique permettra de vérifier cette hypothese et d’identifier le régulon de la protéine Rggo;s, de

S. thermophilus LMG18311.
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3. Comment expliquer la répartition des protéines Rgg chez les bactéries ?

Les données de la littérature et les résultats obtenus au cours de ce travail ont permis de montrer
que les protéines Rgg sont réparties au sein des génomes appartenant a la famille des
Streptocococcaceae et des genre Lactobacillus et Listeria. Néanmoins, le faible nombre de génomes
disponibles concernant les genres Aerococcus, Carnobacterium, Granulicatella, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus et Weissella n’a pas permis de conclure quant a la
répartition des copies rgg au sein des génomes appartenant a ces genres bactériens. Ainsi, une
hypothése est que les copies Rgg pourraient étre spécifiques des bactéries lactiques. Cependant,
pour savoir si les protéines Rgg sont spécifiques des bactéries lactiques ou si elles sont seulement

spécifiques de la famille des Streptocococcaceae et des genres Lactobacillus et Listeria, seule

I’augmentation du nombre de génomes disponibles pourra y répondre efficacement.

La figure 51 présente la parenté phylogénétique existant entre les bactéries lactiques et quelques

genres bactériens apparentés.
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Figure 51 : Arbre phylogénétique montrant la position des bactéries lactiques par
rapport aux genres apparentés (Clostridium, Listeria, Bacillus, Staphylococcus), aux
bactéries Gram positif a haut GC % (Propionibacterium, Bifidobacterium), et a
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certaines bactéries Gram négatif (y-protéobactéries, cyanobactéries) (d'aprés Taillez,
2001). Le dendrogramme est construit par 1’alignement des séquences d’ARNr 16S en
utilisant la méthode du Neighbour-Joining (NJ). Les séquences utilisées sont celles
présentes dans les banques de données. Les valeurs de Bootstrap indiquées aux différents
nceuds importants de I’arbre sont exprimées en pourcentage des résultats obtenus a partir de
1000 répliques. Les genres soulignés en rouge correspondent aux genres ou des copies rgg
sont retrouvées.

La répartition des copies rgg au sein des genres Streptococcus, Lactococcus et Lactobacillus
pourrait ainsi s’expliquer par la proximité phylogénétique de ces genres. Cependant, la phylogénie
ne permet pas, a elle seule, d’expliquer cette répartition qui tient compte également de la proximité
¢cologique des souches. En effet, les souches qui possedent le plus de copies rgg sont celles qui
peuplent des niches écologiques communes. Les genres Lactococcus, Lactobacillus et I’espece
S. thermophilus regroupent des bactéries utilisées en industrie alimentaire. Ces bactéries participent,
notamment, a la fermentation du lait mais également, pour le genre Lactobacillus, a la fermentation
de la viande, de certains végétaux, de céréales, etc. Les listérias sont des bactéries ubiquitaires,
contaminants des productions alimentaires. Elles peuvent donc coloniser des niches écologiques
communes aux genres Lactococcus, Lactobacillus et de I’espece S. thermophilus. Ainsi, bien que
ces critéres ne soient exhaustifs, la parenté phylogénétique et la proximité écologique des souches
seraient des critéres permettant d’expliquer la présence de copies Rgg au sein des genres

Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus et Listeria.

Par ailleurs, ces copies rgg auraient pu se mobiliser d’une espece a une autre par des mécanismes
de transferts horizontaux. Eng et al. (2011) ont mis au point une méthode permettant de prédire in
silico quels sont les geénes probablement acquis par transfert horizontal au sein d’un génome
bactérien. Cette méthode est basée sur une technique appelé HMM (Hidden Markov Model) qui
permet de détecter des régions d’ADN avec une composition en bases atypique par rapport au reste
du génome. Cette technique a notamment permis de mettre en évidence que 18% des génes de la
souche CNR1066 de S. thermophilus auraient été acquis par transfert horizontal, incluant les 7
genes rgg (Eng et al., 2011).

Plusieurs caractéristiques des génes rgg de S. thermophilus sont en faveur de leur acquisition par
transfert horizontal : (i) leur pourcentage en bases G et C (allant de 25 a 31 %) plus faible que le
pourcentage global du génome de S. thermophilus (compris entre 37,2 et 39,8 %), (ii) le
polymorphisme de la séquence primaire des protéines Rgg ainsi que leur présence/absence d’une
souche de S. thermophilus a une autre et (iii) la présence d’IS dans I’environnement génétique

proche de plusieurs des ORF rgg (4 copies sur les 11 de S. thermophilus).
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Ainsi, ces données suggerent que des génes rgg aient été acquis par transfert horizontal, mais
n’exclut pas que certaines des copies puissent étre issues de duplication au sein des génomes. Par
exemple, les copies RggSt2 et RggSt5 présentent un fort pourcentage d’identité entre-elles et sont
présentes dans les 5 génomes disponibles de S. thermophilus, suggérant que ces deux copies aient

divergées a partir d’une copie ancestrale commune.

Par ailleurs, le motif HTH des protéines Rgg appartient a la famille des motifs HTH-XRE (pour
Xenobiotic Response Element) et les membres de la famille XRE incluent des protéines régulatrices
des phages Cro et C1. Des études ont montré que la protéine RopB de S. pyogenes NZ131 contrdle
la transcription de génes codant des excisionase et des intégrases spécifiques des phages NZ131.1 et
NZ131.2 (Dmitriev et al., 2006 ; Anbalagan et al., 2011). La protéine RopB se fixe dans la région
promotrice de ces genes et contrdle ainsi la fréquence d’excisions et d’insertions dans I’ADN des
deux phages (Anbalagan et al., 2011). Dmitriev et al. (2006) ont rapporté que le pourcentage en
bases G et C du gene ropB est similaire a celui d’un géne du phage NZ131.1 (32%) et est inférieur a
la moyenne global du génome de la souche NZ131 de S. pyogenes (39%). Cette caractéristique est
partagée par de nombreux genes rgg décrits tels les genes lasX, gadR, et mutR (Dmitriev et al.,
2006) ou les genes rgg de S. thermophilus (ce travail). Enfin, la protéine RopB possede des acides
aminés similaires a ceux de répresseurs des bactériophages (Dmitriev ef al., 2006). Anbalagan et al.
(2011) font ainsi I’hypothése que les protéines Rgg puissent étre issues de bactériophages. En effet,
les geénes codant des systémes de régulation du bactériophage pourraient conférer des avantage a la
bactérie, par exemple, en s’adaptant a des niches écologiques diverses. Ainsi, la participation de ces
genes dans le réseau de régulation globale de la bactérie, comme les génes rgg, lui permettrait
d’augmenter sa probabilité d’étre maintenu dans le génome par sélection naturelle.

Ces hypotheses sont cohérentes avec la répartition des protéines Rgg dans les bactéries. En effet,
les protéines Rgg sont présentes dans des bactéries Gram-positives a bas GC et cela pourrait refléter
le spectre d’infection d’un bactériophage ancestral. Par ailleurs, les génes rgg contrdlant I’excision
et I'insertion a ’ADN du bactériophage pourraient ainsi se transférer facilement a une bactérie
phylogénétiquement proche et présente dans des niches écologiques communes, par des

mécanismes de transferts horizontaux.

L’analyse des génomes disponibles, et disposants de copies rgg, a permis de montrer que : (i)
plusieurs copies rgg (1 a 7) peuvent étre présentes au sein d’un seul et méme génome, et que (ii) le
nombre de copies rgg par génome est variable selon les souches bactériennes considérées.

Les bactéries lactiques évoluent par perte de geénes et donc par réduction de la taille de leur
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génome (Pfeiler et Klaenhammer, 2007). En effet, les génomes des Lactobacillales et des Bacilli
divergent d’environ 600 a 1200 genes, présents chez les Bacilli et absents chez les Lactobacillales
(Makarova et al., 2006). Les genes perdus chez les Lactobacillales concernent des génes qui ne sont
pas nécessaires au développement et a la survie de cellules en milieux riches, milieux au sein
desquels les bactéries lactiques sont présentes. De plus, en fonction de leur condition de vie et de
leur niche écologique, les génomes des bactéries lactiques se sont spécialisés d’un point de vue
métabolique et physiologique, non seulement par la perte mais également par ’acquisition de
fonction. Enfin, un génome de petite taille présente moins de génes redondants au niveau de leur
fonction qu'un génome de plus grande taille. L’exemple le plus marquant est celui de
S. thermophilus dont I’évolution par perte de fonction a ¢été bien étudiée (Bolotin et al., 2004 ;
Siezen et al., 2005 ; Delorme et al., 2009). Ainsi, le maintien de ces genes dans les génomes
suggere qu’ils conférent un avantage adaptatif aux bactéries qui les possedent.

Les données de la littérature et celles obtenues au cours de ce travail indiquent que certaines des
protéines Rgg sont des régulateurs globaux intervenant dans la transcription de nombreux geénes. En
effet, les protéines RopB et Rgg régulent environ 15% des génes du génome de S. pyogenes NZ131
et de celui de S. suis SS2, respectivement (Chaussee et al., 2002 ; Zheng et al., 2011). Les genes
régulés codent des protéines aux fonctions trés variées, comme la réponse aux stress, le
métabolisme, les systémes de transport, la division cellulaire, la réparation de I’ADN,... Ainsi, les
protéines Rgg pourraient étre des régulateurs transcriptionnels globaux de 1I’expression génique. Ces
protéines pourraient avoir des régulons plus ou moins larges. De plus certains des geénes de ces
régulons pourraient étre communs a plusieurs protéines Rgg, comme les protéines Rggl, 2 et 3 de
S. pyogenes NZ131 qui sont impliquées dans la formation de biofilm (Chang et al., 2011). De plus,
les effets croisés des protéines Rgg2 et 3 de S. pyogenes dans I’induction d’un mécanisme de QS
(Chang et al., 2011) suggerent que la présence de plusieurs geénes rgg dans un génome pourrait
assurer une régulation fine de I’expression génique. Ainsi, le maintien d’un nombre plus ou moins
important de copies rgg dans de tels génomes suggere que ces copies assureraient un role essentiel a

la bactérie.
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4. Perspectives de travail

4.1. Perspectives a court et moyen terme

Dans un premier temps, le taux de transcrit des différents génes rgg de S. thermophilus
LMG18311 sera ¢tudi¢ dans différentes conditions de croissance (milieux de culture, température
de croissance) afin de déterminer les conditions dans lesquelles ces génes sont requis. Ensuite, la
réponse aux stress (oxydant, acide, thermique,...) des mutants Argg sera comparée a la souche
sauvage dans les conditions dans lesquelles les génes rgg sont le plus fortement transcrits. Cette
¢tude permettra de déterminer, d’une part, quels sont les genes rgg qui sont impliqués dans la
réponse aux stress et, d’autre part, quels sont les genes rgg qui peuvent avoir des effets antagonistes
ou synergiques. Par ailleurs, cette étude permettra de déterminer si la majorité des génes rgg sont
impliqués dans la réponse a différents stress ou si, au contraire, ils sont spécialisés dans la réponse a

un stress particulier.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thése ont permis de mieux caractériser
I’implication de la protéine Rggo s> de S. thermophilus LMG18311 et suggere que celle-ci soit un
régulateur global de I’expression génique. Une analyse par transcriptomique et/ou par protéomique
devra étre réalisée et permettra de déterminer les réseaux de régulation dans laquelle la protéine
Rggoisz est impliquée. Les résultats permettront de proposer des geénes cibles candidats impliqués
dans les phénotypes observés chez le mutant Arggy;s, et ceux-ci pourront €tre vérifiés par qPCR

dans les contextes génétiques sauvage et mutant.

Par ailleurs, le couple Shpo;s2/Rggois, pourrait agir de concert dans un mécanisme de QS. La
délétion des principaux intervenants dans de tels mécanismes (génes ami, eep, shp) sera réalisée.
L’activité du promoteur P05 sera ensuite analysée dans ces différents contextes génétiques. De
plus, I’interaction de la protéine Shpg;sx avec la protéine Rggoisx pourra étre analysée par la
technique de Biacore ce qui permettra de mieux comprendre le mode d’activation de la protéine
Rggois2. Enfin, la délétion du gene pepy;s» devra étre réalisée afin de déterminer le(s) role(s) de

celui-ci.

4.2. Perspectives a long terme

A plus long terme, la capacité¢ des protéines Rgg a contrdler la transcription génique sera
explorée. Pour cela, le transcriptome de chacun des mutants Argg de S. thermophilus sera déterminé

et comparé a celui de la souche sauvage. Les résultats obtenus permettront, d’une part, de
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déterminer le régulon de chacune des protéines Rgg et, d’autres part, de montrer un possible
chevauchement de ces régulons entre les protéines Rgg. Ce dernier point permettra également de

proposer les protéines Rgg qui peuvent avoir des effets antagonistes ou synergiques.

Le mécanisme de QS pourra étre étudié pour tous les geénes rgg de S. thermophilus LMG18311.
Cela permettra de savoir si seuls les génes rgg associés a un geéne shp sont impliqués dans des
mécanismes de QS ou si des effets croisés sont possibles. Les effets croisés pourront par ailleurs

étre analysés en fonction des couples Shp/Rgg pouvant agir en synergie et/ou en antagonisme.

Par ailleurs, les sites de fixation des différentes protéines Rgg pourront étre analysés. Pour cela,
des expériences de retard de migration sur gels seront réalisées dans la région promotrice de leurs
genes cibles afin de déterminer les séquences d’ADN ou ces protéines peuvent se fixer. Des
expériences d’empreinte a la DNAse I seront ensuite réaliser afin de déterminer avec précision le
site de fixation des protéines Rgg. La comparaison des séquences nucléotidiques ou se fixent

chacune des protéines Rgg permettra de déterminer des sites consensus de fixation.

Enfin, la substitution des acides aminés conservés dans les protéines Rgg pourront étre réalisée.
Les protéines obtenues, avec des substitutions dans le domaine HTH, seront analysées dans leur
capacité a se fixer a ’ADN et celles avec des substitutions dans le domaine médian seront analysées

dans leur capacité a se dimériser.
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