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Streptococcus agalactiae est une bactérie présente physiologiquement dans le tube
digestif et le tractus génital de 'Homme. La plupart du temps, la présence de cette bactérie
est sans danger, cependant dans certains cas, S. agalactiae peut également étre responsable
de graves infections chez I’'Homme (méningite, pneumonie et septicémie), principalement
chez le nouveau-né (c’est la premiére cause d’infections néo-natales) et chez les personnes

agées ou immunodéprimées.

Ce travail s’inscrit dans I'une des thématiques de recherche de I'équipe B.R.M.F
(Bactéries et Risque Materno-Feetal) qui vise a étudier (i) le réle des ARN régulateurs
(ARNrég) dans la physiologie, la virulence et I'adaptation de S. agalactiae a différents hotes

et niches écologiques, et (ii) leur mécanisme d’action.

Dans ce mémoire de thése, nous présenterons en premiére partie une revue de la
littérature concernant : (i) S. agalactiae, notre modele d’étude ; (ii) les différents systémes
de régulation chez S. agalactiae et (iii) les mécanismes d’actions et le réle des ARNrég chez

les bactéries.

Dans une seconde partie, nous exposerons les résultats de nos travaux
expérimentaux portant sur (i) la caractérisation de I’ARNrég CetR et son role dans la
résistance aux peptides antimicrobiens et dans la virulence (publication N°1), (ii) role de
'ARNrég CetR dans la croissance en milieu chimiquement défini et I'impact de sa
délétion sur le protéome de S. agalactiae (publication N°2, en préparation) et (iii) enfin, nous
présenterons les résultats non publiés portant sur la caractérisation des ARNrég Srn008,

Srn015, Srn017, Srn024, Srn046 et Srn070.
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|. STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
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Figure 1 : Arbre phylogénétique du genre Streptococcus basé sur les séquences d’ARNr 16S.
D’apres (Nobbs ef al., 2009)



I. Streptococcus agalactiae

A. Caractéristiques phénotypiques et génétiques

1. Classification du genre Streptococcus

Le genre Streptococcus a été découvert pour la premiere fois en 1879 par Louis
Pasteur lors de I'examen d’une infection du postpartum. Il observa chez les femmes malades
des granules arrondis disposés sous forme de chaines de perles. A cette époque, ce
« microorganisme », Streptococcus pyogenes, causait des taux de mortalité élevés dans les
maternités. Quant a Streptococcus agalactiae, il a été initialement décrit en 1887, comme
responsable de mammites chez les bovins (Nocard and Mollereau, 1887). Des années apres
cette découverte, Rebecca Lancefield proposa la premiere classification des streptocoques
basée sur la composition en carbone des antigénes de la paroi (Lancefield, 1933). Ainsi, on
distingue vingt sérogroupes (groupes : Aa H, Ka P, R a V et non groupable). Les antigénes
permettant cette classification sont soit des polysaccharides (ex. groupes A, B, C, E, F et G),
des acides téichoiques (ex. groupe D et N) ou des acides lipotéichoiques (LTA) (ex. groupe H).
Il existe également une autre classification basée sur la capacité des streptocoques a lyser
les globules rouges. On distingue, les alpha-hémolytiques, les béta-hémolytiques et les
gamma-non-hémolytiques.  L'espece  Streptococcus  agalactiae  appartient  aux
« streptocoques du groupe B » béta-hémolytique, appelé également « SGB » (Lancefield and
Freimer, 1966). Son implication en pathologie humaine n’a été établie qu’a partir des années

1960 (Eickhoff et al., 1964).

2. Taxonomie

Streptococcus agalactiae appartient au phylum des Firmicutes, a l'ordre des
Lactobacillales, et plus précisément a la famille des Streptococcaceae. Cette famille regroupe
les genres Streptococcus, Lactococcus et Lactovum. A partir de la fin du XXéeme siecle,
I'arrivée des techniques de biologie moléculaire a contribué a I'amélioration de nos
connaissances concernant la phylogénie bactérienne. Le typage moléculaire basé sur I’ARNr
16S a permis d’organiser le genre streptocoque en six clusters (Figure 1). Chaque cluster
inclut plusieurs espéces, dont le cluster Pyogéne auquel appartient S. agalactiae. Au

moment de la rédaction de ce manuscrit, le genre Streptococcus comportait 119 especes.
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Genre
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Typage de séquences multilocus

Profilage des protéines totales

Prise d'empreinte génomique

Figure 2 : La résolution taxonomique relative de diverses techniques moléculaires.

D’apres (Prescott ef al., 2010)



D’autres études proposent |'utilisation de génes de ménage « housekeeping », I'analyse de la
présence/absence de genes de virulence afin d’identifier de nouvelles especes et de
discriminer les espéces qui sont trés proches en termes de séquences d’ARNr 16S (Kilian et
al., 2008; Bishop et al., 2009). Ainsi, des techniques de biologie moléculaire, tel que la prise
d’empreinte génomique, profilage de protéines totales et séquencgage massif ont apporté
une aide précieuse dans la caractérisation et la différenciation des souches bactérienne

(Figure 2) (Prescott et al., 2010).

L'emploi des séquences d’ADN pour déterminer l'identité d’une espece ou d’une
souche exige I'analyse de genes qui évoluent plus rapidement que ceux qui codent I’ARNTr.
Souvent, on séquence et on compare de cing a sept genes de ménage, une technique
appelée typage de séquence multilocus (MLST pour « multilocus sequence typing »). A
I'origine, le MLST fut mis au point pour distinguer les souches pathogénes, mais son
application s’est élargie a la taxonomie bactérienne (Maiden et al., 1998). Utilisée pour la
premiere fois chez S. agalactiae en 2003, cette technique se base sur I'étude de la
composition nucléotidique de sept génes de ménage: adhP (Alcohol dehydrogenase,
propanol-preferring), pheS (Phenylalanine--tRNA synthetase), atr (amino-acid transporter
protein), glnA (Glutamine synthetase, type 1), sdhA (L-serine dehydratase), glcK (Glucose
kinase) et tkt (Transketolase) (Jones et al., 2003). En fonction des variations nucléotidiques,
un numéro d’allele est donné pour chacun des sept genes étudiés, permettant ainsi
d‘attribuer une valeur de ST « Sequence Type » et une valeur de CC « Clonal Complex » a la
souche étudiée. Un CC est défini comme un groupe MLST dont le profil allélique des souches
est identique pour au moins six génes sur les sept étudiés, et il doit é&tre composé d’au moins

deux ST différents, sinon on appelle ceci un singleton.

3. Organisation du génome

L'espece S. agalactiae appartient a la famille des Streptococcaceae qui regroupe des
espéces bactériennes ayant un faible taux en GC (guanine-cytosine) représentant environ
35,5 % de leur génome. C’est au début de XXI®™ siecle que le premier génome de la souche
S. agalactiae NEM316 a été totalement séquencé et assemblé (Glaser et al., 2002). Cette
étude a permis de montrer que le génome de cette souche est composé de 2118 genes, dont

environ 55% représentent le « core genome », d’un génome dispensable constitué de genes
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Figure 3 : Caractéristiques morphologiques et culturales de Streptococcus agalactiae.

(A) Image en microscopie photonique d’une coloration du Gram de S. agalactiae. (B) Image

de colonies de streptocoques sur une gélose au sang de cheval. (C) Image du CAMP test.
(http://lib.jiangnan.edu.cn/asm/)


http://lib.jiangnan.edu.cn/asm/

partiellement communs ou spécifiques a la souche et environ 50% de génes appartenant a
14 ilots génomiques. Ces derniers, sont composés de génes codant des protéines de surface,
des geénes associés a des éléments génétiques mobiles, ou encore des génes de virulence.
Cette composition de génes suggére que parmi ces flots génomiques, certains pourraient
étre des ilots de pathogénicité (Glaser et al., 2002). Actuellement, on dénombre 31 génomes
de I'espéce S. agalactiae totalement séquencés et assemblés, disponibles dans la base de

données NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

B. Caractéristiques morphologiques et structurales

1. Caracteres morphologiques, culturaux et biochimiques

Les streptocoques partagent les caractéristiques communes des coques a Gram
positif, immobiles, mésophiles et non sporulants (Prescott et al., 2010). L'espece S.
agalactiae se présente sous forme sphérique ou ovoide, de diamétre mesurant 0,6 a 1,2 um

et groupée en diplocoques ou en chainettes de longueur variable (Figure 3A).

Streptococcus agalactiae est décrite comme une bactérie peu exigeante, capable de
croitre dans des milieux de culture commercialisés, tels que le milieu Todd Hewitt (TH), ou
coeur cervelle (« Brain Heart Infusion », BHI). Les streptocoques nécessitent pour leur
multiplication de nombreux facteurs de croissance présents dans ces milieux de culture
complexes, tels la phénylalanine, le glutamate, la tyrosine, le tryptophane, I'arginine, la
valine, la leucine, la lysine, la méthionine, I'isoleucine, la cystéine et I'histidine. Apres une
période d’incubation de 24 heures a 37°C sur un milieu gélosé additionné de sang de cheval
ou de mouton, S. agalactiae se présente sous forme de colonies rondes, de petite taille
d’environ 3 a 5 mm de diametre, de couleur blanchatre, plate et lisse (Figure 3B). De plus, les
colonies de S. agalactiae masquent une étroite zone d’hémolyse totale, appelée B-hémolyse.

Ces colonies peuvent produire un pigment jaune a rouge brique (Figure 3B).

S. agalactiae est une bactérie aérobie-anaérobie facultative, chimio-hétérotrophe, ne
possédant pas de catalase et incapable de réduire les nitrates. Les principaux caractéres
phénotypiques d’identification de cette espéce sont les tests de résistance a la bacitracine,

au triméthoprime-sulfaméthoxazole et I'hydrolyse de I’hippurate. En microbiologie clinique,
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Figure 4 : Représentation schématique de la paroi des bactéries a Gram positif.
LTA : Lipoteichoic acid, WTA : Wall teichoic acid.
D’apres (Brown et al., 2013)
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cette identification est rendue possible grace a I'analyse des profils protéomiques des
souches par la spectrométrie de masse. Le « CAMP test » (Christie-Atkins-Munch-Peterson)
(Christie et al., 1944) est également utilisé pour cette identification. |l met en évidence une
hémolyse synergique sur gélose au sang de mouton en présence de la B-toxine de
Staphylococcus aureus (Figure 3C). De plus, I'ensemble des bactéries appartenant a la famille
des Streptococcaceae sont des bactéries lactiques. Leur métabolisme énergétique aboutit a
la production d’acides lactique, acétique, formique, d’éthanol et de dioxyde de carbone par

fermentation du glucose (Brown and Collins, 1977).

2. La paroi bactérienne

A l'inverse des bactéries a Gram négatif, S. agalactiae fait partie des bactéries a Gram
positif dont la paroi cellulaire est constituée d’une seule bicouche phospholipidique (Figure
4). La protection de la membrane est assurée par une couche épaisse de peptidoglycane, qui
agit également comme une structure d’ancrage pour les autres composants de la surface
cellulaire, tels que les polyméres d’acides téichoiques. D’autres composants fixés aux lipides
membranaires, les acides lipotéichoiques (ALT), préservent I'intégrité de la paroi cellulaire et
fournissent la majeure partie de la charge négative globale de la surface cellulaire. Ces
polyméres peuvent représenter plus de 60% de la masse de la paroi cellulaire des Gram
positif (Silhavy et al., 2010). Chez S. agalactiae, les protéines exposées a la surface cellulaire
sont attachées a la paroi et peuvent étre classées en deux familles : les protéines a motifs
LPXTG, exposées a la surface, et les lipoprotéines qui ne sont pas accessibles en surface
puisqu’elles sont masquées par d’autres composants de I'enveloppe cellulaire (Lindahl et al.,
2005). Vingt et une protéines a motifs LPXTG et 36 lipoprotéines ont été identifiées chez la
souche S. agalactiae NEM316 (Glaser et al., 2002). Vingt-quatre protéines a motifs LPXTG et
51 lipoprotéines ont été identifiées chez la souche 2603V/R (Tettelin et al., 2005). Les
fonctions de ces protéines sont diverses (adhésines, nucléases, peptidase, protéases,
enzymes, systéme de transport) ou encore inconnues. Enfin, les polysaccharides capsulaires
forment la couche la plus externe de I'’enveloppe cellulaire et jouent également le role des

antigenes.

3. Les acides lipotéichoiques
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure des acides lipotéichoiques (ALT) et
leur ancrage a la membrane des bactéries a Gram positif.

Le R indique la substitution avec le D-Ala.

D’apres (Chapot-Chartier and Kulakauskas, 2014)
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Figure 6 : Mode¢les de mécanismes de D-alanylation des acides lipotéichoiques (ALT).

Le modéle 1 propose que I’activité combinée de DItA et DItC, dans le cytoplasme, permet le
transfert de D-Ala sur le «lipid carrier bactoprenol pyrophosphate » (PP) (Perego et al.,
1995). Ensuite, DItB transloque le D-Ala-bactoprenol-PP a travers la membrane. Il est
difficile de savoir si DItD améliore I’action de la flippase (DItB) ou bien permet le transfert de
D-Ala aux ALT (Reichmann et al., 2013). Dans le modele 2, DItD se trouvant du coté¢ du
cytoplasme, facilite le transfert de D-Ala a DItC. Ensuite, le DItC-S-D-Ala est transloqué a
travers la membrane par DItB et incorpore le D-Ala aux ALT (Neuhaus and Baddiley, 2003).

D’apres (Schneewind and Missiakas, 2014)
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Les acides lipotéichoiques (ALT) sont des polymeres de glycérol ou de ribitol reliés a
des groupements phosphates, liés directement aux lipides de la membrane. lls conférent a la
paroi cellulaire sa charge négative. Malgré des études montrant le role des LTA dans le
processus d’adhésion des cellules bactériennes aux cellules épithéliales humaines (Nealon
and Mattingly, 1984; Teti et al., 1987), leur fonction est controversée (Edwards and Baker,
2005). D’autre part, il a été montré que l'incorporation de D-alanine au niveau des ALT, via
I’expression de I'opéron dit permet a la bactérie de résister aux peptides cationiques (Poyart
et al., 2001; Poyart et al., 2003). De plus, les ALT jouent le role d’un ligand pour les TLR (Toll
like receptor), activant la production de cytokines inflammatoires en réponse a l'infection

par Staphylococcus aureus (Gillrie et al., 2010).

a- Biosyntheése des acides lipotéichoiques

Les ALT sont liés a la cellule bactérienne par un glycolipide ancré dans la couche
externe de la membrane (Figure 5). Ce glycolipide est un diglucosyldiacylglycérol synthétisé a
partir de diacylglycérols par I'addition successive de deux molécules de glucose (Glu) fourni
par 'UDP-Glu (Reichmann and Grundling, 2011). Le diglucosyldiacylglycérol est transféré de
I'intérieur vers le coté extérieur de la membrane par une transférase, LtaA. Ainsi, I'ajout des
groupements Gro-1-P (glycérol-phosphate) permet la polymérisation de la partie diglucosyl
de la chaine de I'ALT par une ALT synthase LtaS. Dans la majorité des espéces, cette chaine
peut contenir jusqu’a cinquante unités de Gro-1-P. Les groupes hydroxyles libres des unités
de glycérol-phosphates constituent la matrice d’ancrage de D-alanine lors de la D-alanylation

des LTAs.

b- La D-alanylation des acides lipotéichoiques

Comme mentionné ci-dessus, le mécanisme d’incorporation de D-Ala aux ALT est tres
bien caractérisé et implique quatre protéines encodées par |'opéron dItABCD. La méme
organisation de cet opéron est conservée chez de nombreuses bactéries a Gram positif
(Neuhaus and Baddiley, 2003). La fonction de DItA et DItC dans ce processus a été bien
établi. DItA est une « D-alanine-D-alanyl carrier protein ligase » qui permet I'activation de
I’acide aminé D-Ala en D-alanyl et son transfert a DItC « D-alanyl carrier protein » avec la
consommation d’une molécule d’ATP (Figure 6) (Fischer, 1994; Debabov et al., 1996). Le role
de DItB et DItD est moins clair. Cependant, deux modeles ont été proposés pour le
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Figure 7 : Roles et fonctions des acides lipotéichoiques.

D’apres (Pasquina et al., 2013)

Tableau 1 : Classification des principales familles d’antibiotiques en fonction de leur
mécanisme d’action

Mécanisme d'action Familles d'antibiotique

Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne B-lactamines
Pénicillines, ampicilline, céfotaxime
Glycopeptides
Vancomycine, teicoplanine

Inhibition de la synthése protéique Macrolides, lincosamides, streptogramines
Erythromycine, lincomycine, pristinamycine
Aminoglycosides
Gentamicine
Cyclines
Tétracycline

Inhibition de la synthése des acides nucléiques Fluoroquinolones
Norfloxacine, lévofloxacine
Rifampicine
Rifampicine

Action sur la membrane cellulaire Peptides antimicrobiens (PAM)

Colistine, polymyxine B, nisine, LL-37
Gramicidines

Bacitracine

Lipopeptides

Daptomycine
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fonctionnement de ces deux protéines (Figure 6). Dans le premier modele, Fischer et ses
collaborateurs proposéerent que la D-alanylation des ALT soit assurée par un groupement
intermédiaire, un « undecaprenyl phosphate » (Css-P), associé au lipides membranaires
(Perego et al., 1995). Dans ce modele, tandis que DItB facilite le transfert de D-Ala de DItC a
Cs5-P de l'intérieur vers I'extérieur de la membrane, DItD assure le transfert de D-Ala aux ALT
(Figure 6, partie gauche). Dans le deuxieme modeéle (Neuhaus and Baddiley, 2003), DItD agit
plutot dans le cytoplasme et permet le transfert de D-Ala a DItC (Figure 6, partie droite). Le
complexe DItC-Ala est ensuite transloqué a travers la membrane par DItB, permettant ainsi
I'incorporation de D-Ala aux ALT. Une étude récente consolide le premier modéle et suggere
qgue DItD est plutot localisé a I'extérieur de la membrane (Reichmann et al., 2013).
Néanmoins, cette étude n’a pas mis en évidence le role du groupement Css-P dans le

transport de D-Ala a travers la membrane.

c- Role et fonction des acides lipotéichoiques

Les ALT sont des cibles antibactériennes prometteuses, en raison de leur réle crucial
dans de nombreuses fonctions vitales. Il a été montré que les ALT jouent un role essentiel
dans la viabilité bactérienne in vitro (Oku et al., 2009), la division cellulaire (Grundling and
Schneewind, 2007; Campbell et al., 2011), I'échappement au systéme immunitaire (Atilano
et al., 2011; Smith et al., 2012), la résistance aux peptides antimicrobiens (PAM)(Peschel et
al., 1999; Saar-Dover et al., 2012), la résistance aux B-lactamines (Campbell et al., 2011) et

dans la virulence in vivo (Poyart et al., 2003; Weidenmaier et al., 2004) (Figure 7).

C. Résistance aux agents antimicrobiens

1. Classification et mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques (ATB) ont la capacité de tuer les bactéries ou encore d’inhiber leur
croissance, on parle alors respectivement de bactéricidie ou de bactériostase. Afin qu’il soit
efficace et sans danger pour le patient, un ATB doit posséder une cible qui soit unique au
monde bactérien et absente, ou du moins inaccessible chez le patient. Les ATB agissent, en
général, a un niveau précis des structures bactériennes. Selon leur mode d’action, on
distingue quatre catégories d’ATB (Tableau 1) : 1) les ATB inhibant sur la synthese de la paroi

bactérienne, une excellente cible pour les antibiotiques, car elle est absente chez les
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bactéries.
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eucaryotes ; 2) les ATB inhibant la synthése protéique, agissent au niveau de la traduction,
en ciblant soit la sous-unité 30S, soit la sous-unité 50S du ribosome bactérien, absent chez
les eucaryotes; 3) les ATB inhibant la synthése des acides nucléiques (ARN et ADN) par
I'interférence avec la fonction de la polymérase ; et 4) les ATB actifs sur la membrane, une
stratégie peu employée en raison de la grande similitude existant entre les membranes
bactériennes et eucaryotes. Il existe une derniere catégorie d’ATB qui inhibent certaines
voies métaboliques essentielles chez la bactérie. L'acide para-aminosalicylique, analogue de

I’acide para-aminobenzoique, induit I'inhibition des purines et des pyrimidines.

2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques est soit naturelle, soit acquise. La
résistance naturelle d’'une espéce est une caractéristique propre, appartenant a I'ensemble
des souches de cette espéce. Cette résistance est chromosomique. La résistance acquise ne
concerne, elle, que quelques souches d’'une méme espece. Elle peut étre chromosomique ou
plasmidique. La résistance chromosomique peut-étre secondaire a une mutation portant sur
le chromosome de la bactérie. Cette résistance est transmise a la descendance de cette
bactérie nouvellement résistante. Dans le cas de la résistance liée a I'acquisition d’un
plasmide (ou d’un transposon) portant un géne de résistance, non seulement la bactérie
transmettra ce gene a sa descendance, mais il lui sera également possible d’échanger cet
élément mobile avec d’autres bactéries présentes dans son environnement par conjugaison

(ou transposition). Il existe plusieurs mécanismes de résistance aux ATB (Figure 8) :

1- Efflux de I'antibiotique a I'extérieur de la cellule a I'aide de pompes. L'antibiotique est
alors expulsé a une vitesse supérieure a sa vitesse de diffusion, de telle sorte qu’il est
impossible qu’il atteigne une concentration intracellulaire suffisante pour exercer son
effet.

2- Inactivation enzymatique de I'antibiotique. Le cas classique est l'inactivation des PB-
lactamines par hydrolyse de leur anneau PB-lactame grdce a la production de B-
lactamases.

3- Modification de la cible de I'antibiotique afin de lui permettre de conserver son activité

physiologique, tout en la rendant invisible ou du moins protégée de l'action de

I"antibiotique.
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4- Diminution de la perméabilité membranaire par réduction du nombre des porines.

Cette résistance est le fruit de la remarquable adaptabilité des bactéries, qui ont su
développer différents mécanismes afin de contrer les effets nocifs des antibiotiques.
L'espéce S. agalactiae est naturellement résistante a la bacitracine, I'acide nalidixique, aux
polymyxines, au triméthoprime-sulfaméthoxazole, au métronidazole, aux aminosides a bas
niveau et aux PAM tels que la colistine et la polymyxine B (Edwards and Baker, 2005;
Brzychczy-Wloch et al., 2010; Kasahara et al., 2010; Da Cunha et al., 2014). En revanche,
cette bactérie est naturellement sensible aux PB-lactamines telles la pénicilline G,
I'amoxicilline ou le céfotaxime, aux macrolides, lincosamides et streptogramines A et B (MLS)
qui inhibent la synthese protéique bactérienne en se fixant a la sous-unité 50S du ribosome

bactérien (Ungureanu, 2010).

3. Résistance aux PAM

a- Mode d’action des peptides antimicrobiens cationiques

Les PAM cationiques, appelés également CAMP « cationic antimicrobial peptide » en
anglais, sont des peptides multifonctionnels jouant un role biologique fondamental,
notamment dans I'élimination de micro-organismes pathogenes (Diamond et al., 2009). Le
caractere cationique des PAM explique leur rapidité d’action et leur affinité pour les
membranes anioniques des bactéries : plus la charge est importante, plus les interactions
augmentent. De plus, chaque peptide a un spectre d’activité distinct. Ainsi, la taille, la
charge, la séquence en acides aminés, I’hydrophobicité, 'amphiphilie ou encore le degré de
structuration sont des facteurs spécifiques a chaque peptide (Gennaro and Zanetti, 2000).
Les mécanismes par lesquels les peptides perméabilisent et traversent les membranes
bactériennes ne sont pas encore compléetement élucidés et varient selon les peptides

(Yeaman and Yount, 2003).

Chez les bactéries a Gram positif, le mécanisme d’action des peptides dépend en tout
premier lieu de l'interaction du peptide avec la paroi bactérienne. Cette attraction initiale se

fait par lintermédiaire de liaisons électrostatiques entre le peptide cationique et
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Figure 9 : Principaux mécanismes de résistance aux PAM chez les Streptococcus.

On distingue plusieurs mécanismes de résistance aux PAM, parmi eux : la dégradation par les
protéases secrétées, la séquestration par les protéines associées a la membrane (ex. pili), ou le

blocage par les polysaccharides de la capsule.
D’apres (Nawrocki et al., 2014)
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les composants du peptidoglycane (acides téichoiques et ALT) (Dathe et al., 2001). Vient
ensuite I'étape d’attachement au peptidoglycane. Cette fixation se fait grace aux
groupements phosphates qui sont situés au niveau des ALT présents a la surface de la paroi.
L'importante proportion de lipides chargés négativement a la surface de la paroi des
bactéries permet aux PAM de cibler les bactéries et non pas les cellules de I’h6te. Enfin,
apres la fixation, les peptides vont entrainer des perturbations et/ou une modification de la

membrane plasmique ; cela aboutit a une modification de la perméabilité membranaire.

b- Principaux mécanismes de résistance aux PAM chez les Streptococcus

Depuis la découverte des premiers PAM, beaucoup d’études ont été menées afin de
comprendre leur mécanisme d’action et d’essayer de les synthétiser afin d’en faire des
agents antibactériens. Comme nous I'avons vu plus haut, la D-alanylation des ALT de la paroi
est un des principaux mécanismes responsables de la résistance aux PAM chez S. agalactiae
(Saar-Dover et al., 2012). Cependant, d’autres mécanismes sont utilisés par cette bactérie
pour contrer I'action des PAM a différents niveaux, notamment la dégradation enzymatique,
la séquestration par des structures supramoléculaires et la répulsion par la capsule (Figure

9).

Dégradation enzymatique. La dégradation des PAM par des protéases est un
mécanisme de résistance décrit chez plusieurs espéeces a Gram positif, telles que
Enterococcus faecalis (Schmidtchen et al., 2002), Staphylococcus aureus (Sabat et al., 2000)
ou Streptococcus pyogenes (Hauser et al., 1991). Cette résistance adaptative se fait par
sécrétion de protéases et peptidases, capables de cliver les peptides. Par exemple, S.
pyogenes sécrete une cystéine protéinase SepB qui inactive par clivage la cathélicidine

humaine « LL-37 » (Schmidtchen et al., 2002).

Séquestration par les protéines extracellulaires. Certaines bactéries a Gram positif
produisent des protéines extracellulaires ou fixées a la surface de la paroi, qui se lient
directement aux PAM et bloquent leur accés a la membrane cellulaire (Braff et al., 2007;
Lauth et al., 2009). L’espéce S. pyogenes sécrete le « Streptococcal inhibitor of complement »
(SIC) dans le milieu extracellulaire permettant ainsi la séquestration de plusieurs types de

PAM. Par exemple, cette enzyme (SIC) se lie a des a-defensines, LL-37 et au lysozyme afin de
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neutraliser I'action des PAM contre la paroi de S. pyogenes (Fernie-King et al., 2002). Des
études ont montré que la staphylokinase se lie a la cathélicidine de murin (mCRAMP) afin de
réduire son effet bactéricide (Jin et al., 2004; Braff et al., 2007). Des protéines associées a
I’enveloppe cellulaire peuvent aussi se lier aux PAM et empécher leur contact avec les
composants de la membrane. L'expression de la sous-unité du pili PilB de S. agalactiae

améliore sa résistance a la cathélicidine de murin in vitro (Maisey et al., 2008).

Inhibition de [lactivité des PAM par les polysaccharides capsulaires. Les
polysaccharides capsulaires protégent les bactéries contre les PAM via des forces
d’attractions ou de répulsions électrostatiques (Campos et al., 2004). L'interaction capsule-
PAM est facilitée par I'interaction électrostatique entre les PAM chargés positivement et les
polysaccharides capsulaires chargés négativement. Une étude chez S. pneumoniae a montré
gue l'interaction entre un extrait de la capsule et les deux PAM, la polymyxine B et I'a-
défensine, empéche ces dernieres d’atteindre la membrane et permet la survie bactérienne

in vitro (Llobet et al., 2008).

Enfin, les PAM sont impliqués dans de nombreuses maladies, par leur déficit mais
aussi par leur surexpression. Ainsi, des maladies complexes comme la maladie de Crohn, la
parodontite, I'athérosclérose, mais aussi certains cancers mettent en jeu des mécanismes
jusqu’a présents mal connus faisant intervenir les PAM. Leur présence est le plus souvent
indispensable, les PAM jouent un rdle protecteur contre les infections bactériennes,
notamment dans la mucoviscidose, la maladie de Crohn, ou encore dans la protection du

greffon de peau chez les grands brdlés (Zaiou, 2007).
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Figure 10 : Streptococcus agalactiae, un pathogene du nouveau-né.

(A) S. agalactiae réside en tant que commensal dans le tractus génital et gastro-intestinal
inférieur de la femme. (B) Cette bactérie peut s’infiltrer dans le compartiment intra-utérin de
la femme enceinte qui est un porteur asymptomatique. (C) Le nouveau-né inhale ou ingere S.
agalactiae dans 1’utérus ou pendant I’accouchement. (D) Ensuite, la bactérie envahit les
poumons du nouveau-né causant une pneumonie. (E) A partir des poumons, S. agalactiae
accede a la circulation sanguine du nouveau-né provoquant une septicémie, puis envahit de
multiples organes néonataux, y compris le cceur. (F) Elle pénetre également la barriere
hémato-encéphalique, provoquant une méningite.

D’apres (Rajagopal, 2009)
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Il. Les infections a Streptococcus agalactiae

A. Streptococcus agalactiae : un pathogene opportuniste

Le Streptocoque du groupe B (SGB) ou Streptococcus agalactiae est avant tout une
bactérie commensale présente au niveau du tractus gastro-intestinal et génital de 'Homme
(Six et al., 2014) (Figure 10). La colonisation vaginale a S. agalactiae est qualifiée de
transitoire ou intermittente et seules 30 a 40% des femmes colonisées en début de
grossesse possedent encore la bactérie au moment de I'accouchement (Six et al., 2014;
Joubrel et al., 2015). C’est seulement a partir des années 1970 que S. agalactiae est reconnu
comme le principal agent responsable des infections néonatales, infections dont les
conséquences peuvent étre dangereuses (Baker and Edwards, 1990). S. agalactiae a été
identifié chez diverses espéces animales telles que les poissons (Evans et al., 2006; Pereira et
al., 2010) ou divers mammiferes (bovin, chien, chat, porc, singe, dauphin....) (Elliott et al.,
1990; Evans et al., 2006; Pereira et al., 2010). Son pouvoir pathogéne est peu documenté
pour ces especes. En revanche, son role en pathologie bovine et humaine a été établi depuis

de nombreuses années.

1. Infection chez le bovin

S. agalactiae était I'un des principaux pathogénes responsables de mammites sub-
cliniques. Avant ['utilisation des antibiotiques, 90 % des mammites lui étaient attribuables
(inflammation modérée sans signe visible au niveau du pis de de la vache, de la mamelle ou
du lait) (Keefe, 1997). S. agalactiae a été décrit pour la premiere fois par le médecin
vétérinaire et microbiologiste Edmond Nocard comme le principal agent responsable de la
mammite bovine (Nocard and Mollereau, 1887). Cette pathologie représente encore
aujourd’hui un probleme considérable pour la filiere laitiere de I'industrie agroalimentaire
aux Etats-Unis ou le Canada (Hillerton and Berry, 2003). Ces infections, qui surviennent dans
les élevages laitiers, engendrent une forte diminution de la quantité et de la qualité du lait
produit par l'animal ainsi que d’importantes pertes économiques pour le secteur de
I'industrie laitiere (Keefe, 1997). En France, les mammites bovines sont peu fréquentes
(Djabri et al., 2002). La mise en place de programme d’antibioprophylaxie a conduit a une
diminution globale du nombre de cas aux Etats-Unis et au Canada, dont la prévalence est

parfois supérieure a 10 % (Djabri et al., 2002; Hillerton and Berry, 2003).
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Figure 11 : Schéma représentatif des différentes entités d’infections materno-feetale et leur
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D’apres (Francis, 2013)

26



2. Infection chez ’'Homme

Les infections humaines a S. agalactiae représentent un réel probleme de santé
publique dans les pays industrialisés et suscitent un intérét grandissant. Reconnu comme le
principal agent étiologique des infections néonatales dés les années 1970 (Schuchat, 1995),
S. agalactiae est aussi responsable d’infections graves chez la femme enceinte ou en post-
partum. Elle est également a l'origine d’infections invasives chez 'adulte en dehors de la
grossesse, en particulier chez les sujets agés de plus de 65 ans et chez les sujets atteints de
pathologies sous-jacentes (dénutrition, diabéte, cirrhose, insuffisance rénale, cancers, etc.)

(Edwards and Baker, 2005).

Parmi les 10 génotypes capsulaires décrits a ce jour (la, Ib, Il et-1X), le sérotype Il est
d'une importance particuliere parce qu'il est responsable d'une proportion importante d’
infections précoces (« Early Onset Disease » - EOD, < 7 jours) et de la plupart des cas
d’infections tardives (« Late Onset Disease » - LOD, 7-90 jours) (Simonsen et al., 2014)
(Figure 11). En revanche, le séquence type « hypervirulent » ST-17 est responsable en France
de 60% des infections néonatales a S. agalactiae et de pres de 80% des syndromes tardifs et
des méningites, que ces dernieres soient précoces ou tardives (Six et al., 2014). La

colonisation maternelle est une condition préalable a 'EOD.

a- Infection chez le nouveau-né

Chez le nouveau-né, I'EOD se manifeste sous forme de pneumonie qui évolue
rapidement en bactériémie (Cowgill et al., 2003). En revanche, la LOD se caractérise par une
bactériémie, avec un risque élevé d’évolution en méningite. Les protocoles de prévention
par antibioprophylaxie en per-partum largement mis en ceuvre dans de nombreux pays,
notamment en France, ont permis de réduire significativement l'incidence des EOD, mais
I'incidence des LOD est restée inchangée (Joubrel et al., 2015). La porte d’entrée de la
bactérie dans I'organisme du nouveau-né est pulmonaire pour les infections précoces et a
priori digestive pour les infections tardives. Dans ce dernier cas, au moment de
I'accouchement, lors de la traversée des voies génitales de sa mere, I'enfant colonise la

premiere fois son tube digestif, avec les bactéries dont sa mére est porteuse dans
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son vagin et dans son rectum. Ce mode de transmission verticale, en per-partum, se fait le
plus souvent par ingestion de liquide amniotique contaminé, ou lors du passage au travers
des muqueuses vaginale colonisées (Tazi et al., 2010) (Figure 11). Dans le cas de I'EOD, la
transmission verticale entre la mere et le nouveau-né se produit dans 30 a 70% des cas, soit
environ 50% des femmes avec un portage vaginal positif donnent naissance a des nouveau-
nés colonisés (Quentin, 2002). En I'absence de toute intervention, on estime que 1% a 2%
des nouveau-nés colonisés vont développer une infection précoce a streptocoque du groupe
B (Verani et al., 2010). La transmission horizontale, LOD ou post-partum, peut étre
matérnelle (transmission par le lait, manu-portage maternel), ou beaucoup plus rarement a
partir d’autres nouveau-nés par l'intermédiaire du personnel soignant (Tazi et al., 2015)

(Figure 11).

b- Infection chez la femme enceinte

Le portage vaginal de S. agalactiae est le plus souvent asymptomatique chez 6,5 a
36% des femmes enceintes. La manifestation la plus fréquente (50 % des cas) est I'infection
du haut de I'appareil génital (placenta et cavité amniotique) qui conduit a la mort feetale in
utero (Phares et al., 2008). En per-partum, S. agalactiae peut entrainer une chorioamniotite,
une rupture prématurée des membranes voire un avortement (Baker and Edwards, 1990;
Phares et al., 2008). En post-partum et post-abortum, S. agalactiae est responsable de
chorioamniotites et d’endométrites, accompagnées parfois de bactériémie (Krohn et al.,

1999).

c- Infection chez I’adulte, en dehors de la femme enceinte

Bien que linfection a S. agalactiae puisse survenir chez des adultes en bonne santé,
la majorité des cas survient chez les patients qui ont des pathologies sous-jacentes
(dénutrition, diabéte, cirrhose, insuffisance rénale, cancers) (Edwards and Baker, 2005). La
prévalence du portage recto-vaginal est d’environ 25% chez les jeunes adultes en bonne
santé hors grossesse (van der Mee-Marquet et al., 2008). Elle ne différe donc pas de facon
significative de celle observée chez les femmes enceintes (Le Doare and Heath, 2013). Les
infections nosocomiales a S. agalactiae représentent entre 8% et 20% des infections

invasives de I'adulte (Salloum et al., 2010).
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Tableau 2 : Facteurs de virulence chez Streptococcus agalactiae d’aprés (Rajagopal, 2009)

Facteurs de virulence Mode d’action

Mécanisme de régulation

Toxines porogenes

B-hémolysine/cytolysine (B-H/C, CylE)  Favorise l'invasion et déclenche la lyse de la cellule héte
Perturbe la fonction cardiaque et le foie
Induit les réponses inflammatoires et I'apoptose

Facteur CAMP (Cfb) Forme des pores dans la membrane de la cellule hote
Se lier aux protéines GPI

Facteurs d'évasion immunitaire

L'acide sialique polysaccharide Empéche la reconnaissance de I'ABG par mimétisme moléculaire de la surface
capsulaire (CPS) glycoconjuguée de la cellule hote

Superoxide dismutase (SodA) Détoxifie singulet oxygene et superoxyde

Pigment (rhamno-polyene) Détoxifie I'oxygene singulet et le superoxyde

C5a peptidase (ScpB) Empéche le recrutement des neutrophiles di( ?) au clivage du complément C5a

Favorise I'adhérence en se liant a la fibronectine de 'ECM (extracellular matrix) et aux
cellules épithéliales

Sérine protéase (CspA) Clive le fibrinogéne et chimiokines
Bloque le recrutement des neutrophiles

Résistance aux PAM

Alanylation des acides lipotéichoiques Diminue la charge négative nette sur la surface cellulaire, repousse les PAM
Protéine de liaison a la pénicilline 1a Favorise la résistance aux PAM a travers un mécanisme inconnu
(PBP1a)
Pili Favorise la résistance aux PAM a travers un mécanisme inconnu
Favorise également I'adhésion de S. agalactiae aux cellules hotes

Adhérence et invasion des cellules hotes

Fibrinogen-binding protein A (FbsA) Favorise 'adhérence de SGB aux cellules hotes par liaison au fibrinogene de 'ECM
Fibrinogen-binding protein B (FbsB) Favorise I'entrée de SGB dans la cellule hote

Laminin-binding protein (Lmb) Favorise 'adhérence de SGB aux cellules hotes par liaison a la laminine de 'ECM
Serine-rich repeat proteins (Srr) Favorise 'adhérence de SGB a la kératine humaine et aux cellules épitéliales (HEp2)
Immunogenic bacterial adhesin (BibA)  Favorise I'adhérence de SGB aux cellules hotes par liaison a la protéine C4bp

Protéine aC Facilite I'adhérence de SGB aux cellules épithéliales

Invasion-associated gene (lagA) Permet I'ancrage des acides lipotéichoiques a la membrane; important pour I'invasion

de la barriere hématoencéphalique
D’autres facteurs de virulence

Hyaluronate lysase Clive le hyaluronate et favorise la propagation de SGB lors de l'infection

Inhibé par CovR/CovS

Activé par Stk1 a travers CovR

Activé par RovS indépendamment de CovS/CovR et
Stkl

Activé par CovR/CovS

Inhibé par Stk1 a travers CovR

Inhibé par RogB

Activé par RovS
Inhibé par CovR/CovS
Inhibé par RgfC/RgfA et CovR/CovS

Inconnu

Activated by DItR/DItS
Inconnu

Expression de Pl-2a est activée par RogB

Inhibé par RovS
Inhibé par MtaR
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu
Inconnu

Inconnu
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B. Facteurs de virulence de Streptococcus agalactiae

Le développement d’une infection a S. agalactiae repose sur la réussite de la
colonisation bactérienne de [I'épithélium vaginal, la pénétration du placenta et/ou des
barrieres épithéliales du nouveau-né et la résistance et I'échappement au systéme
immunitaire. Afin de contourner ces obstacles, S. agalactiae exprime différents facteurs de

virulence a la surface cellulaire et en sécréte d’autres dans le milieu extracellulaire (Table 2).

1. Facteurs d’adhérence et de colonisation

L'infection néonatale débute avec la colonisation du tractus génital de la femme
enceinte. S. agalactiae posséde des facteurs lui permettant d’adhérer a une variété de
cellules humaines, telles que les cellules épithéliales vaginales et pulmonaires, les cellules de
la barriere foeto-placentaire et celles formant I’endothélium de la barriere hémato-
encéphalique. Ces facteurs d’adhérence reposent sur des protéines hydrophobes a la surface
de la bactérie, en particulier les protéines FbsA, ScpB et Lral liant respectivement le
fibrinogéne (Rosenau et al., 2007), la fibronectine (Beckmann et al., 2002), la laminine
(Lindahl et al., 2005) et les protéines BibA et ssr-1 décrites comme des molécules
d’adhérence aux cellules de I’épithélium pulmonaire et vaginal, respectivement (Figure 12).
De plus, S. agalactiae possede des pili qui joueraient un réle dans I'adhérence aux cellules de
la barriere hémato-encéphalique (Konto-Ghiorghi et al., 2009; Papasergi et al., 2011). Une
étude récente a montré qu’une protéine ancrée a la surface de la bactérie, HvgA pour
« hypervirulent GBS adhesin », chez les ST-17 est cruciale pour I'adhérence aux cellules
épithéliales intestinales, aux cellules endothéliales dans les plexus choroides et les cellules
endothéliales micro-vasculaires qui constituent la barriere hémato-encéphalique (Tazi et al.,

2010).

2. Facteurs d’invasion cellulaire

La capacité de S. agalactiae a I'invasion cellulaire correle au potentiel de virulence de
chaque souche. L’invasion cellulaire est médiée par les composants de cytosquelette via la

voie de signalisation de la PI3 Kinase (Burnham et al., 2007) et par différentes protéines de
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Figure 12 : Mécanismes d’adhérence et d’invasion cellulaire chez Streptococcus agalactiae.

ACP, alpha C protein; BibA, GBS immunogenic bacterial adhesin, ECM, extracellular
matrix; FAK, focal adhesion kinase; FbsA/B, fibrinogen-binding proteins A and B; GAPDH,
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GDP, guanosine diphosphate; GTP, guanosine
triphosphate; Lmb, laminin-binding protein, LTA, lipoteichoic acid; P13K, phosphoinositide
3-kinase; ScpB, C5a peptidase; Strl, serine-rich repeat domain protein 1.

D’apres (Maisey et al., 2008)
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Figure 13 : Mc¢écanismes d’échappement au systeme immunitaire chez Streptococcus

agalactiae.

BibA, GBS immunogenic bacterial adhesin, CspA, cell-surface protease A; PBPla,
penicillin-binding protein 1a; ScpB, C5a peptidase; SOD, superoxide dismutase.

D’apres (Maisey et al., 2008)
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surface telles que la protéine Spb1 (Adderson et al., 2003), la protéine ScpB (Cheng et al.,
2002), I'a-protéine C (Bolduc et al., 2002) ou la protéine FbsB (Gutekunst et al., 2004) (Figure
12). Aprés pénétration dans la cellule, S. agalactiae entraine la lyse cellulaire par effet
cytolytique de la B-hémolysine/cytolysine et du facteur CAMP qui forme des pores dans les
cellules épithéliales du poumon et les cellules endothéliales de la barriere hémato-
encéphalique (Gibson et al., 1999; Lang and Palmer, 2003). Le facteur HvgA est également
impligué dans la colonisation intestinale et le franchissement de la barriere

hématoencéphalique (Tazi et al., 2010).

3. Echappement au systeme immunitaire

Une fois que S. agalactiae a pénetré a travers les barrieres cellulaires pour atteindre
la circulation sanguine ou les tissus profonds, une large réponse immunitaire est activée
pour éliminer l'infection, dans laquelle les cellules phagocytaires de I’hote y compris les
neutrophiles et les macrophages jouent un réle crucial. La réponse immunitaire de I’h6te est
conditionnée par les opsonines et ses cellules phagocytaires qui coopérent a I'élimination
des bactéries. Les 1gG et le complément contribuent au mécanisme d’opsonisation. Une
déficience combinée des défenses immunitaires humorales et cellulaires chez le nouveau-né

contribue a sa susceptibilité accrue pour les infections a S. agalactiae (Kallman et al., 1998).

En outre, S. agalactiae échappe a la réponse immunitaire de I’hote, avec implication
de la B-hémolysine/cytolysine (Liu et al., 2004) et des protéines de surface qui inhibent les
défenses de I’'hote en fixant les immunoglobulines et le complément, telles la B-protéine
(Jerlstrom et al., 1996), le facteur CAMP (Lang and Palmer, 2003), la protéine ScpB (Cheng et
al., 2002), la protéine CspA (Quach et al., 2009), la protéine BibA (Santi et al., 2009) et la
protéine FbsA (Rosenau et al., 2007)(Figure 13). S. agalactiae est également capable de se
protéger des peptides antimicrobiens tels que les défensines et cathélicidines par
I'incorporation de D-alanine au niveau des ALT (Saar-Dover et al., 2012) et par la protéine de

liaison aux pénicillines PBP1a (Hamilton et al., 2006).
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Figure 14 : Principaux régulateurs de facteurs de virulence chez Streptococcus agalactiae.

Les systemes a deux composants formés par les régulateurs de réponse CovR, RgfA, CiaR et
DItR et par les senseurs correspondants CovS, RgfC, CiaH et DItS permettent de contrdler
I’expression des genes impliqués dans 1’adhérence, 1’invasion cellulaire ainsi que dans
I’évasion immune par S. agalactiae; le systéme de signalisation eucaryote formé par la sérine
thréonine kinase Stkl et la phosphatase correspondante Stpl; et trois régulateurs
transcriptionnels (simple composant) RogB, RovS et MtaR. Treize autres TCS restent de
fonction inconnue ; B-H/C: B-hémolysine/cytolysine; AMP: peptide antimicrobien; CS5ase:
C5a peptidase; FbsA: protéine A liant le fibrinogene; LTA: acide lipotéichoique; Met:
méthionine; Sia-CPS: acide sialique capsulaire; SodA: Superoxide dismutase.

D’apres (Rajagopal, 2009)
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Ill. Les systémes de régulation chez Streptococcus agalactiae

S. agalactiae rencontre des conditions environnementales variées et sa survie
nécessite une capacité a percevoir les changements du milieu externe et une capacité
d’adaptation a ces différents environnements. La bactérie module I'expression des genes
impliqués dans le métabolisme et la virulence (I'adhérence, I'invasion, la résistance a la
réponse immunitaire) suite a des variations de température, du pH, de nutriments
disponibles ou du niveau d’oxygene. Chez les procaryotes, la régulation de I'expression des
génes, en réponse a l'environnement extérieur, est accomplie par les systémes de
transduction de signal (STS). Ces systemes réagissent a un signal externe et le plus souvent
régulent la fonction de facteurs de transcription. Parmi les STS les mieux caractérisés se
trouvent les systémes a deux composants (TCS). Les TCS sont constitués d’'un senseur a
fonction histidine kinase et d’'un régulateur cytoplasmique (Stock et al., 2000). Les
mécanismes de communication entre le senseur et le régulateur impliquent des réactions de
phosphorylation et de déphosphorylation. L’histidine kinase ancrée a la membrane percoit
les stimuli extérieurs et active par phosphorylation le régulateur de réponse. Une fois activé,
le régulateur va se fixer grace a son domaine de liaison avec I’ADN de maniére spécifique et

régule ainsi la transcription des génes cibles.

Des études ont montré que le génome de S. agalactiae héberge entre 17 et 20 TCS
(Glaser et al., 2002; Tettelin et al., 2005). Cependant, le role de seulement quatre TCS, CovRS
(Lamy et al., 2004), DItRS (Poyart et al., 2001), RgfCA (Spellerberg et al., 2002) et CiaRH
(Quach et al., 2009) a été étudié (Figure 14). Glaser et ses collaborateurs ont montré que la
souche S. agalactiae NEM316 renferme 20 histidine kinases et 21 régulateurs
cytoplasmiques, organisés en 20 TCS et un régulateur "orphelin" (Glaser et al., 2002). S.
agalactiae encode également au moins six systemes de régulation a simple composant
(Stand-alone Systems). Cette famille de régulateurs transcriptionnels permet I'activation ou
I'inhibition des genes cibles en réponse a un changement dans le cytosol (Ulrich et al., 2005)
ou du milieu extracellulaire grace a des senseurs non identifiés (Kreikemeyer et al., 2003). La
fonction de trois de ces six régulateurs, MtaR (Shelver et al., 2003), RogB (Gutekunst et al.,
2003) et RovS (Samen et al., 2006) a été étudiée. On distingue également les facteurs sigma
(o) et les systémes de régulation de type eucaryote comme systemes de régulation

transcriptionnelle.
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Figure 15 : Structure des systemes de régulation a deux composants (TCS).

L’histidine kinase agit sous forme d’homodimeres et est organisée en domaines fonctionnels:
le domaine senseur ou détecteur N-terminal, variable d’une histidine kinase a une autre et
comprenant généralement deux segments transmembranaires (TM) et le domaine transmetteur
ou domaine kinase C-terminal composé de deux modules conservés: le module de
dimérisation (contenant la boite ou résidu H) et le module de liaison a I’ATP (contenant les
boites N, GI, F et G2). Le domaine charniere lie les deux domaines. Le régulateur
cytoplasmique comporte un résidu Asp (D), résidu cible du phospho-transfert, invariablement
retrouvé en position N-terminale du domaine receveur de la protéine (vers le 50éme résidu).
La phosphorylation de ce résidu Asp va influencer l'activité du domaine effecteur C-terminal
présentant dans le cas des régulateurs de la famille OmpR, un motif de fixation a 'ADN de
type « winged Helix-Turn-Helix » (HTH).

D’apres (Stock et al., 2000)
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A. Systemes de régulation a deux composants

Les TCS permettent la régulation de I'expression des génes de virulence au sein de
compartiments cellulaires infectés en réponse a des stimuli extra ou intracellulaires. Ils ont
été impliqués dans I'adaptation métabolique a des changements de sources de carbone,
d’azote et de phosphate, dans I'adaptation a des conditions de stress, dans le

chimiotactisme, la sporulation et la pathogénicité (Stock et al., 2000).

1. Le systeme CovS/CovR

Le TCS CovS/CovR (control of virulence), appelé également CsrS/CsrR (capsule
synthesis regulator), a été décrit chez plusieurs espéces de streptocoques, notamment chez
S. pyogenes (Graham et al., 2002; Trevino et al., 2009). Chez S. agalactiae, le locus cov code
un régulateur cytoplasmique CovR de la famille OmpR/PhoB et une histidine kinase
membranaire CovS (Figure 15). Le TCS CovS/R est un systéme pléiotropique qui régule la
transcription d’approximativement 7 % du génome et fonctionne essentiellement comme un
répresseur transcriptionnel (Lamy et al., 2004). Initialement décrit comme inhibiteur de
I'opéron has impliqué dans la synthése de la capsule chez S. pyogenes (Levin and Wessels,
1998), le TCS CovS/R est également impliqué dans la régulation de nombreux génes de
virulence tels que I'opéron cyl responsable de la synthése de I’hémolysine, le gene cfb
codant le facteur CAMP ou encore le gene scpB codant la C5a peptidase ScpB (Lamy et al.,
2004; Jiang et al., 2005). En outre, ce systeme de régulation permet la régulation des génes
codant des systéemes de transport de sucres, des acides-aminés, des genes de réponse au
stress oxydatif (Jiang et al., 2005; Jiang et al., 2008; Santi et al., 2009), ou encore dans la
résistance au peptide antimicrobien cationique humain LL-37 chez S. pyogenes (Froehlich et

al., 2009).

L'inactivation de locus cov dans la souche S. agalactioe NEM316 a conduit a
I'obtention d’un mutant AcovRS hyper-hémolytique et hyper-adhérent aux cellules
épithéliales humaines (A549 et Hela) et murines (Lamy et al., 2004). Cependant, ce mutant
était incapable de croitre dans le sang humain et sa virulence était fortement altérée dans
un modele de sepsis du rat nouveau-né infecté par voie intrapéritonéale (Lamy et al., 2004),

soulignant le role primordial de ce systeme de régulation dans la pathogénicité. Par ailleurs,
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il a été suggéré que le TCS CovS/R participerait a I'adaptation de la bactérie lors de la
translocation d’un milieu acide tel que le milieu vaginal vers un milieu neutre comme le sang
ou les poumons (Santi et al., 2009). L’analyse comparative du transcriptome de la souche
sauvage NEM316 et son mutant a montré que ce systéme de régulation activerait 63 génes
tandis qu’il agirait comme répresseur pour 76 autres (Lamy et al., 2004). Dans la méme
étude, Lamy et ses collaborateurs ont identifié la séquence consensus (TATTTTAAT) située

dans les régions régulatrices des génes et a laquelle le régulateur CovR se fixerait.

Le systeme CovS/R présente de plus la particularité d’étre lui-méme régulé par un
systeme de transduction sérine/thréonine kinase et sérine/thréonine phosphatase
(Stk1/Stpl) de type eucaryote (Rajagopal et al., 2006). Ce systéme est impliqué dans une
large gamme de processus cellulaires allant du métabolisme a la réponse au stress et a la
virulence de S. agalactiae (Rajagopal et al., 2003). En effet, il a été montré que Stkl
phosphoryle la thréonine en position 65 (T65) du régulateur de réponse CovR entrainant
ainsi une réduction de son activité. Enfin, la variation des régulons CovR est susceptible de
jouer un role important dans |'adaptation des souches aux changements environnementaux

et pourrait ainsi expliquer la différence de potentiel pathogene de différentes souches.

2. Le systeme CiaR/CiaH

Le systeme de régulation CiaR/CiaH a été identifié pour la premiére fois chez I'espéce
S. pneumoniae (Guenzi et al., 1994). Le régulateur CiaR de S. agalactiae appartient a la
famille OmpR et présente 89 % d’identité peptidique avec son homologue chez S.
pneumoniae (Quach et al., 2009). Des mutations dans le locus ciaRH sont associées avec une
augmentation de la résistance aux antibiotiques, tel que le céfotaxime (Giammarinaro et al.,
1999) ; ce phénotype est probablement associé a la régulation des genes impliqués dans la
synthése de la paroi cellulaire. Le systéeme CiaR/CiaH contribue également a la compétence
par la régulation de I'opéron comCDE (Giammarinaro et al., 1999), I'autolyse, la tolérance au
stress oxydatif et a la virulence (Zahner et al., 2002). Chez S. agalactiae, le régulateur CiaR
est impliqué dans la survie aux polynucléaires neutrophiles, aux macrophages et dans les
cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Quach et al., 2009). Le mutant AciaR est plus
rapidement éliminé dans un modele murin d’infection systémique que la souche sauvage.

Par ailleurs, des mutations dans le senseur CiaR ont permis
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I'identification de 120 genes dont la régulation est Cia-dépendante chez S. pyogenes (Riani et
al., 2007). Parmi ceux-ci, des genes codant des protéines de transport de cations, de systeme
PTS (Phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphoTransferase System), des hémolysines, des

hyaluronidase et des DNases.

3. Le systeme DItS/DItR

Comme son nom lindique, le TCS DItS/DItR contrdle I'expression des genes de
I'opéron dItABCD impliqués dans l'incorporation des résidus D-Alanyl dans les acides
lipotéichoiques (ALT) (cf, I.B.3). Décrit pour la premiere fois chez S. agalactiae, le locus dit
code un régulateur cytoplasmique DItR appartenant a la famille des OmpR (Poyart et al.,
2001). Le gene dItS code une histidine kinase, dont la fonction est probablement la
transduction du signal du milieu extracellulaire vers le DItR situé dans le cytoplasme.
L'utilisation de fusions transcriptionnelles a permis de montrer, en présence de DItS, que
DItR active la transcription de son propre promoteur. Cette analyse a montré également que
les génes de I'opéron dItABCD ne nécessitaient pas la présence de DItR et DItS pour leur
expression. Les auteurs suggerent que le role de ce TCS serait plutét le maintien d’un niveau
approprié de D-Alanine dans les ALT, en réponse a des changements dans |’environnement.

Le signal capté par DItS reste inconnu.

4. Le systéeme RgfC/RgfA

Parmi les treize autres systémes conservés dans le génome de S. agalactiae, le TCS
RgfC/RgfA est codé par I'opéron rgfBDAC (regulator of fibrinogen binding) (Spellerberg et al.,
2002). Ce TCS est composé d’une histidine kinase (RgfC) et d’un régulateur (RgfA)
appartenant a la famille LytR. Cette famille de régulateurs contient a I'extrémité N-terminale
un domaine de phosphorylation et un domaine de liaison a I'ADN en C-terminal.
L'inactivation du gene rgfC chez une souche de S. agalactiae entraine une réduction
significative de sa liaison au fibrinogéne (Spellerberg et al., 2002). De plus, la transcription du
géne scpB, codant une C5a peptidase, est augmentée dans le mutant rgfC (Spellerberg et al.,

2002). Le mécanisme exact de cette régulation par RgfC reste a identifier.
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B. Régulateurs transcriptionnels

Les régulateurs transcriptionnels a simple composant (stand-alone regulators) sont
des protéines se liant a ’ADN qui permettent d’activer ou de réprimer la transcription du
géne cible, en réponse a un changement cytoplasmique ou du milieu extérieur. Ces
régulateurs se fixent sur des séquences spécifiques (dites consensus) au niveau de la région

promotrice du gene cible.

1. Le régulateur MtaR

Le régulateur MtaR (methionine transport requlator) appartient a la famille des
régulateurs transcriptionnels LysR (Schell, 1993). Cette famille de régulateurs est constituée
de protéines cytoplasmiques qui reconnaissent des signaux intracellulaires et qui possédent
a la fois un domaine senseur et un domaine effecteur de liaison a I’ADN (Schell, 1993). Chez
S. agalactiae, le régulateur MtaR est impliqué dans la régulation du transport de la
méthionine, la croissance bactérienne en plasma humain et dans la virulence (Shelver et al.,
2003). Ce régulateur active également la transcription du géne codant une sérine protéase

(CspA) qui contribue a la virulence (Bryan et al., 2008).

2. Le régulateur RogB

RogB (Regulator of group B streptococcus) appartient a la famille des régulateurs
RofA-like proteins (RALP) et présente des similarités avec les régulateurs de la famille RofA
(Fogg et al., 1994). RogB possede un domaine hélice-tour-hélice (HTH) dans sa partie N-
terminale permettant la liaison a I’ADN et présente 50,2% d’identité avec RofA et 49,9%
d’identité avec Nra, un autre régulateur de la famille RofA présent chez S. pyogenes. Chez S.
agalactiae, le géne rogB est situé a 284 nucléotides en aval du locus PI-2a, impliqué dans la
biosynthése des pili (Morello et al., 2015). RogB controle positivement la transcription du
géne fbsA (codant une protéine d’adhérence au fibrinogéne) et régule négativement des
génes impliqués dans la synthese du polysaccharide capsulaire (Gutekunst et al., 2003). La
délétion de RogB entraine une diminution d’adhérence a la fibronectine, au fibrinogéne et

aux cellules épithéliales pulmonaires (A549) (Gutekunst et al., 2003).
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3. Le régulateur RovS

Le régulateur RovS (Regulator of virulence in S. agalactiae) est un homologue du
régulateur Rgg identifié chez Streptococcus gordonii, chez lequel il régule I'expression d’une
glycosyltransférase (Sulavik et al., 1992). De méme que RogB, RovS intervient dans
I'adhérence de S. agalactiae au fibrinogéne et aux cellules épithéliales pulmonaires (Samen
et al., 2006). L'analyse transcriptionnelle ainsi que des expériences de retard sur gel ont
montré que RovS inhibe la transcription du géne fbsA et active celle des génes sodA (codant
la Superoxide dismutase), rogB (codant le régulateur RogB) et cy/ (B-hémolysine/cytolysine).
RovS peut réguler directement |'expression de ces genes ou via l'interaction avec d’autres
régulateurs, tel que CovRS (Samen et al., 2006). L'interaction directe se fait par la liaison a
une séquence consensus (AWAAWVHTDAW-Ng;7-WTKWWAMDWAK) située dans les régions
promotrices des genes cibles. Une étude récente suggére également que RovS est impliqué
dans la communication cellulaire et la pathogénicité de S. agalactiae via la co-régulation de
SHP (short hydrophobic protein) et d’'une protéine extracellulaire de fonction inconnue
codée par le gene gbs1556 (Perez-Pascual et al., 2015). Ces différentes données suggérent

gue RovS pourrait jouer un réle majeur dans la virulence de S. agalactiae.

C. Les facteurs sigma

Les facteurs sigma (o) sont des sous-unités de ’ARN polymérase holoenzyme qui lui
permettent de reconnaitre et de se fixer aux promoteurs des genes. |l existe différents types
de facteurs o, les facteurs o primaires et les facteurs o alternatifs. Le facteur o primaire est
essentiel a la survie des bactéries et reconnait des séquences consensus situées -35
(TTGACA) et -10 (TATAAT) nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription. Les
autres facteurs o sont non essentiels a la survie cellulaire en conditions de croissance
favorables et sont appelés facteurs o alternatifs. Ces derniers sont impliqués dans des
fonctions diverses comme par exemple la régulation de I'expression de génes des cellules
exposées a divers stress, la compétence, la production d’antibiotiques ou encore des

facteurs de virulence (Mauri and Klumpp, 2014).

Chez S. agalactiae, il existe seulement trois facteurs o : le facteur GA, un facteur

primaire ; le facteur ComX, un facteur de compétence et le facteur o, présent chez
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d’autres bactéries a Gram positif (Glaser et al., 2002; Tettelin et al., 2005).

D. Les systemes de signalisation de type eucaryote

L'espéce S. aglactiae code deux systemes de signalisation de type eucaryote (Glaser
et al., 2002; Tettelin et al., 2005). Le premier est constitué d’une tyrosine kinase (CspD) et de
la phosphatase correspondante (CspB). Le deuxiéme est constitué d’une sérine/thréonine
kinase (Stkl) et de la phosphatase correspondante (Stpl) ; ces deux protéines sont
impliquées dans plusieurs processus cellulaires allant du métabolisme, résistance aux
neutrophiles, a la réponse au stress et au développement ainsi qu’a la virulence de S.

agalactiae (Rajagopal et al., 2003).

Les bactéries régulent I’expression des génes en utilisant ces systémes de régulation
mais aussi des ARN régulateurs. Dans le prochain chapitre, nous allons vous présenter :
quelles sont les caractéristiques qui distinguent ces régulateurs ? Quels sont les
mécanismes de régulation ? Et quel est leur réle dans le pouvoir d’adaptation des bactéries

et notamment des streptocoques ?
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réticulation immunoprécipitation.

D’apres (Barquist and Vogel, 2015)
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IV. Les ARN régulateurs bactériens

A. Découverte et caractéristiques des ARN régulateurs

Les bactéries pathogéenes ont la capacité d’envabhir les tissus de I’"h6te pour établir un
foyer d’infection. Le pathogeéne doit tout d’abord adhérer aux tissus via I'expression
d’adhésines. Puis, I'expression de facteurs de virulence neutralise les défenses immunitaires.
La synthése de toxines détruit les cellules de I’h6te pour permettre I'acces a de nouvelles
sources de nutriments et favoriser la dissémination des bactéries dans les tissus et les
organes voisins. Cette machinerie infectieuse nécessite l'intervention d’un réseau de
régulation spécifique a chaque étape. La découverte des ARN régulateurs (ARNrég), appelés
également ARN non-codants (ARNnc) ou petits ARN (sRNA pour small RNA), et leur role dans
la modulation de I'expression des genes chez les bactéries, en réponse aux changements
environnementaux, a permis d’améliorer nos connaissances sur ces réseaux de régulation et

leur implication dans les processus infectieux.

Pendant de nombreuses années, la communauté scientifique a pensé que les ARN
avaient pour seul role de servir de support intermédiaire a I'information génétique (ARNm)
et d’assurer la synthese protéique via les ARN ribosomiques (ARNr) et les ARN de transferts
(ARNt). Cependant, des les années 1960, le scientifique Hindley a été le premier a montrer
qgue les ARN peuvent aussi avoir des fonctions dites « de ménage ou houskeeping » (Hindley,
1967). Ces ARN « de ménage » comprennent ’ARN M1 de la RNase P qui possede une
fonction d’endoribonuclease sur I'extrémité 5 de la séquence précurseur de I’ARNt
(Guerrier-Takada et al., 1983) ; I'ARN 6S, qui inhibe la transcription en se liant directement a
la forme holoenzyme de I’ARN polymérase et bloque son accés au promoteur ADN
(Wassarman, 2007) ; ou encore ’ARNtm (RNAtm, transfer-messenger RNA) qui possede a la
fois la fonction de ’ARNt et de 'ARNm et joue un réle important dans le contrdle de la

qualité de traduction (Withey and Friedman, 2003).

A partir des années 1980, de nombreuses équipes ont rapporté le réle des ARNrég
dans des phénomenes de régulation du nombre de copies de plasmide ou dans la
maintenance de ces plasmides dans les bactéries hoétes (Stougaard et al., 1981; Tomizawa

and Itoh, 1981). En paralléle, Mizuno et ses collaborateurs s’interrogérent sur un potentiel
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Figure 17 : Critéres de prédiction des ARNrég par bio-informatique.

Les principales études bio-informatiques se sont concentrées sur les régions intergéniques
(IGR) présentes entre deux ORF annotées. Les algorithmes ont été congus pour détecter au
sein de ces IGR des motifs promoteurs et des terminateurs rho-indépendants (formant une

structure en tige-boucle), espacés par 40 a 400 nt en moyenne.
D’apres (Reignier, 2010)
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role de ces ARNrég dans la régulation des génes codés par les chromosomes bactériens
(Mizuno et al., 1984). En effet, ces chercheurs ont caractérisé un fragment d’ADN, exprimé
en trans a partir d’'un plasmide multi-copies, qui réprime I'expression de I'’ARNm ompF.
L'analyse de ce fragment d’ADN leur a révélé qu’il codait un ARNrég non-codant et que la
répression de la synthese d’OmpF était liée a I’hybridation de cet ARNrég, appelé MicF (pour
« mRNA-interferring complementary RNA »), au site de fixation du ribosome (RBS ou
ribosome binding site) de ’ARNm ompF, composé de la séquence de Shine-Dalgarno (SD) et

du codon d’initiation de la traduction AUG.

Apreés cette découverte, il a fallu attendre 2001 pour que la vision de la communauté
scientifique prenne un nouvel essor grace a la découverte d’une nouvelle classe d’ARNrég
exprimés dans les régions intergéniques (intergenic region ou IGR) des bactéries,
principalement chez Escherichia coli (Figure 16) (Argaman et al., 2001; Rivas et al., 2001;
Wassarman et al., 2001). Ces travaux s’appuyaient sur des approches bioinformatiques de
comparaison de génome, combinées a des tests d’expression in vivo. Trois caractéristiques
étaient recherchées pour l'identification des ARNrég dans les IGR : (i) une taille entre 40 a
400 nucléotides (nts), (ii) la présence de terminateurs Rho-indépendants et de promoteurs
orphelins, et (iii) la conservation de ces mémes IGR dans des génomes de bactéries
phylogénétiquement proches (Figure 17). L'autre caractéristique des ARNrég est leur
structure secondaire. Les ARNrég possédent généralement une proportion importante de
bases complémentaires impliquées dans des interactions intra-moléculaires, permettant a la
séquence ribonucléotidique primaire de se replier sur elle-méme pour former des structures
secondaires de type tige-boucle. Le niveau d’expression et la stabilité restent également des

critéres primordiaux pour |'activité régulatrice de ces ARNrég (Gottesman, 2005).

De nos jours, le développement de nouvelles techniques d’identification des ARNrég
a grande échelle, tels que les méthodes a haut débit (Figure 18) ou les microarray, a permis
la découverte de centaines de ces molécules codées par les génomes bactériens, qui
représentent 3 a 5% du nombre total de genes annotés quelles que soient les espéces

étudiées (Siezen et al., 2010).
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B. Mécanismes et modes d’action

Ces ARNrég sont impliqués dans de trés nombreux processus physiologiques
bactériens, comme par exemple le métabolisme du carbone, ’homéostasie des métaux, la
virulence, le quorum-sensing ou encore la réponse aux stress environnementaux tels que la
température ou le pH (Vogel and Papenfort, 2006; Repoila and Darfeuille, 2009; Waters and
Storz, 2009; Storz et al., 2011). Chez les bactéries, les ARNrég peuvent étre divisés en deux
grandes classes : les éléments agissant en cis (cis-acting RNAs) et les éléments agissant en
trans (trans-acting RNAs). Les ARNrég agissant en cis correspondent aux ARN qui agissent
et/ou sont localisés aux extrémités 5’ ou 3’ non-traduites (untranslated region ou UTR) d’un
ARNm (Gossringer and Hartmann, 2012; Ruiz de los Mozos et al., 2013). La classe des
ARNrég agissant en trans, d’origine plasmidique ou chromosomique, se divise en deux
catégories : (i) les ARN antisens (ARNas) qui sont codés en cis sur le brin opposé de leur
ARNm cible, avec laquelle ils présentent une complémentarité parfaite de séquence ; (ii) les
ARN codés en trans, transcrits a partir d'un locus différent de leur cible (Zorgani et al., 2016).
A linstar des ARNas, les ARN codés en trans peuvent activer/réprimer la traduction de
leur(s) ARNm cible(s) ou bien affecter leur(s) stabilité (Gottesman and Storz, 2011). Les ARN
codés en trans peuvent également former des complexes ribonucléo-protéiques (Storz et al.,
2011) ou encore participer a I’élimination des fragments d’ADN étrangers, cas des CRISPR
RNAs (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats RNAs) (Karvelis et al.,
2013).

1. Les ARN régulateurs agissant en cis

Chez les bactéries, les éléments agissant en cis sont de véritables senseurs de I'état
métabolique de la cellule. Sous des conditions spécifiques et afin de contréler I'expression
de leur géne respectif, ces ARNrég captent les signaux environnementaux tels que des
métabolites (cas des riboswitch) (Breaker, 2012) ; les T-box, impliquées dans la liaison des
ARNt et la modulation des besoins en amino-acyl ARNt synthétase (Green et al., 2010) ; les
ions métal et pH et ; les thermosenseurs capables de détecter les variations de température

(Serganov and Nudler, 2013).
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Figure 19 : Mécanisme d’action des riboswitch.

(A) Quand certains métabolites présents dans la cellule dépassent un seuil de concentration,
ils peuvent étre directement captés par le domaine senseur des riboswitch. La capture du
métabolite (ligand) stabilise la conformation de senseur de riboswitch et induit généralement
des changements structuraux dans la plateforme d’expression. Tandis que certains éléments
structuraux stabilisent 1’expression des genes (carré vert), d’autres 1’inhibent (carré rose). (B)
La Glucosamine-6-phosphate (GlcN6P) induit le clivage du riboswitch-ribozyme g/mS dans
I’extrémité 5S’UTR. Ainsi, le groupement 5’-OH stimule la dégradation du messager par la
RNase J. (C) Chez Listeria monocytogenes, en absence du S-adénosyl-méthionine (SAM), les
riboswitch SreA et SreB forment des tiges-boucles anti-terminatrices et permettent la
transcription. La liaison du SAM provoque I’arrét de la transcription. Ainsi, le fragment de
I’ARNm se lie a la partie 5’UTR de I’ARNm cible et agit en trans pour déstabiliser ce dernier
et réduire sa traduction.

D’apres (Serganov and Nudler, 2013)
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a- Les riboswitch

Le terme « riboswitch » reflete la capacité de ces ARN non-codants a fonctionner
comme commutateurs génétiques. Parmi les métabolites auxquels les riboswitch sont
capables de se fixer, il y a la flavine mononucléotide (FMN), la glycine, la lysine, le S-
adénosyl-méthionine (SAM), la Glucosamine-6-phosphate (GIcN6P), I'adénosylcobalamine
(AdoCbl), la S-adenosyl-L-homocystéine (SAH), I'adénine, la guanine, la pré-queuosine-1
(preQ1), le cyclic di-guanosyl-5'-monophosphate (c-di-GMP), les cofacteurs molybdenum et
tungsten (Moco/Tuco), la thiamine pyrophosphate (TPP) et la vitamine B12 (Serganov and
Nudler, 2013) (Figure 19).

Généralement, les riboswitch se composent de deux parties: i) la région dite
aptameére (senseur), responsable de la reconnaissance spécifique du métabolite et ii) la
plateforme d’expression qui permet la fixation du métabolite. Cette fixation conduit a des
changements conformationnels, favorisant la formation d’un terminateur ou d’un
antiterminateur de transcription (Figure 19. A) qui favorise/bloque I'accés au site de fixation
du ribosome (RBS) (Figure 19. A, B et C). D’autres structures plus complexes ont été décrites
également, tel que le riboswitch en tandem chez B. subtilis (Mandal et al., 2004). En outre,
I'intervention de deux riboswitch indépendants pour le contréle de I'expression du gene
tenA chez B. anthracis, en fixant la TPP, permet de favoriser la formation d’un terminateur

de transcription (Welz and Breaker, 2007).

Un mécanisme non conventionnel est utilisé par le riboswitch-ribozyme gImS qui
couple la détection du métabolite et le clivage du I’ARNm (Figure 19. B). Ce type de
riboswitch est fréquent chez les bactéries a Gram positif, il interagit avec la Glucosamine-6-
phosphate (GIcN6P) et coupe I'ARNm g/mS au sein méme de la séquence de riboswitch
(Winkler and Breaker, 2005). Ainsi, la RNase J dégrade le fragment de ’ARNm a partir de
I'extrémité 5'-OH et inhibe sa traduction. De plus, ces ARN agissant en cis peuvent aussi
avoir une action en trans. Ce mécanisme a été décrit chez Listeria monocytogenes pour les
riboswitch SreA et SreB, qui fixent le S-adénosyl-méthionine (SAM) (Figure 19. C) (Loh et al.,
2009). Apres la fixation du SAM et la terminaison de la transcription, ces riboswitch se lient a

la partie 5’UTR de '’ARNm codant le facteur de virulence PrfA et inhibent sa traduction.
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b- Les thermosenseurs

Outre la détection des métabolites, les ARN agissant en cis peuvent aussi répondre a
des signaux environnementaux telle que la température. Les ARN thermosenseurs, appelés
également thermometres, constituent une classe unique des éléments agissant en cis. lls ne
nécessitent pas de domaine senseur, mais leur fonction est ajustée en réponse a un
changement de température. En effet, le RBS est souvent bloqué a basse température (30°C)
dans une structure secondaire qui est instable a plus haute température. Un exemple
typique de ces ARN non-codants est le thermosenseur situé dans la région 5’UTR de ’ARNm
prfA chez L. monocytogenes (Johansson et al., 2002). L. monocytogenes produit le facteur de
virulence PrfA uniquement a 37°C. A cette température, la structure secondaire qui piege le

RBS se désagrége, rendant la traduction de I’ARNm prfA possible (Johansson et al., 2002).

2. Les ARN régulateurs agissant en trans ciblant les ARNm

La tres grande majorité des ARNrég caractérisés a ce jour agissent sur les ARNm par
un mécanisme dit de type « antisens ». Ce mécanisme, a ne pas confondre avec les ARN
antisens, met en jeu un appariement de bases de type Watson-Crick (A:T ; G:C) ou non
canoniques (G:U) entre des régions simple brin antiparalleles portées par I’ARNrég et
I’ARNm (Repoila and Darfeuille, 2009). De cette association ARNrég/ARNm (antisens/sens)
résulte alors la formation d’un duplex bi-moléculaire qui conduit a une modification de
I'efficacité de traduction et/ou de la stabilité de ’ARNm correspondant. En se basant sur la
localisation du géne codant I’ARNrég, deux classes peuvent étre distinguées. D’une part, le
géne codant I’ARNrég est localisé sur le brin opposé d’un cadre ouvert de lecteur (open
reading frame ou ORF), et par conséquent ces ARNrég, dits ARN antisens (ARNas), sont
qualifiés de ARNrég codés en « cis » de leur cible d’ARNm (Figure 20. A). Dans ce cas, le
couple ARNas/ARNm est strictement complémentaire. A I'inverse, les ARNrég codés par des
régions intergéniques (IGR) ou par un autre locus que '’ARNm cible peuvent tolérer des
mésappariements dans leur liaison (Figure 20. B). Ces ARNrég d’origine intergénique agissent
guant a eux sur des ARNm cibles transcrits depuis des loci génomiques distants du gene de

I’ARNrég. Dans ce cas, nous parlons d’ARNrég codés en « trans » (Waters and Storz, 2009).
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Figure 21 : Mécanisme d’action des ARN codés en cis ou antisens.

(Partie gauche) La liaison de ’ARNas (en bleu) au RBS inhibe la traduction. Le duplex
ARNas-ARNm est ensuite dégradé par la RNase. L’ARNas peut également se lier a
I’extrémité 5° de I’ARNm cible conduisant a la terminaison de la transcription. (Partie droite)
Le complexe ARNas-Hfq peut également stabiliser ’ARNm cible pour activer sa traduction.
(Zorgani et al., 2016)
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a- Les ARN codés en cis ou antisens

Chez les procaryotes, la traduction des ARNm en protéines est assurée par le
ribosome, composé d’une petite sous-unité 30S (contenant I’ARNr 16S) et d’une grande
sous-unité 50S (contenant les ARNr 23S et 5S). Les ARNm portent une séquence codante,
définie par un codon d’initiation (AUG mais aussi GUG et plus rarement UUG) et un codon
stop. L'initiation de la traduction est assurée par la petite sous-unité 30S qui se fixe sur
I’ARNm au niveau d’une région appelée « Shine-Dalgarno » (SD) ou « ribosome binding site »
(RBS), située a une dizaine de bases en amont du codon d’initiation. La fixation de la sous-
unité 30S au niveau de la séquence SD est médiée par un appariement de bases
complémentaires entre ’ARN 16S et un court motif nucléotidique présent sur 'ARNm
comportant 4 a 9 nucléotides consécutifs. Une fois que la sous-unité 30S est fixée sur
’ARNm, elle permet le recrutement et le positionnement de la grande sous-unité 50S de
telle sorte que le site A du ribosome se trouve au niveau du codon d’initiation. Le ribosome
ainsi assemblé recouvre physiquement une portion de ’ARNm, désignée sous le terme de
région d’initiation de la traduction (TIR, pour « translation initiation region ») et qui
correspond a une séquence de 40 nucléotides répartis de part et d’autre du codon
d’initiation de la traduction. Cette région TIR doit étre structurellement accessible pour que
le ribosome puisse se fixer et que la traduction puisse étre initiée, I'élément déterminant

étant avant tout I'accessibilité a la séquence SD.

La tres grande majorité des ARNas cible cette région TIR, souvent au niveau du RBS.
Celui-ci, engagé dans un duplex avec I’ARNas n’est plus accessible a la reconnaissance par la
sous-unité 30S qui, par conséquent, ne peut initier la traduction, conduisant a une inhibition
de I'expression de la protéine codée par '’ARNm correspondant (Figure 21, partie gauche)
(Repoila and Darfeuille, 2009). Le duplex ARNas-ARNm est souvent dégradé par des RNases,
telles que RNase E, RNase Y, PNPase ou RNase Il (cf dégradation des ARN). Ce mécanisme
d’inhibition de la traduction a été décrit pour la premiére fois dans les éléments génétiques
mobiles, tels que les plasmides et les phages (Wagner et al., 2002). La réplication du
plasmide R1 est sous le contréle de I’ARNas CopA (Nordstrom, 2006). CopA est
complémentaire de la région 5’UTR de 'ARNm tap. La traduction du peptide Tap, appelé
peptide leader, est nécessaire pour favoriser la traduction de I’ARNm codant RepA qui initie

la réplication du plasmide. En interagissant avec ’ARNm tap, CopA empéche la fixation du
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ribosome sur le RBS de tap et, grace au couplage traductionnel, inhibe indirectement la
synthése de RepA. Le duplex CopA-ARNm tap est ciblé par la RNase Ill qui dégrade les deux
ARN.

Les ARNas peuvent également altérer I'expression de leur ARNm cibles par un
mécanisme d’atténuation de la transcription (Figure 21, partie gauche) (Thomason and Storz,
2010). Dans certains cas fréquemment retrouvés chez les plasmides, la liaison de ’ARNas a
I’ARNm induit la formation d’un terminateur sur '’ARNm et provoque ainsi I'arrét prématuré
de la transcription. Il a été montré que le long ARNas RNAB (427 nts), codé par le plasmide
pJM1 du pathogene de poisson Vibrio anguillarum, permet |'atténuation de la transcription
de I'’ARNm polycistronique fatDCBA-angRT impliqué dans la biosynthése du transporteur du
fer (Stork et al., 2007). L'interaction, entre la structure en tige-boucle de I'lGR de fatA-angR
et celle du RNAB, provoque l'arrét de la transcription et ainsi une augmentation dans le

niveau de transcrit fatA par rapport a angRT.

D’autres études ont montré que l'appariement des ARNas sur I'extrémité 3'UTR
permet de stabiliser I’ARNm cible pour une traduction efficace (Figure 21, partie droite). Le
géne codant ’ARNas GadY, impliqué dans I’adaptation au stress acide, se situe dans I'lGR de
I'opéron gadXW et est complémentaire a la région 3’'UTR de gadX (Opdyke et al., 2004).
L'ARNm gadXW est instable et rapidement dégradé, mais la liaison du GadY induit une
maturation qui génere deux ARNm distincts et plus stables, conduisant a une traduction des

protéines GadX et GadW.

Les systémes toxine/antitoxines (TA) de type I. Dans certains cas, les ARNrég codés
en cis inhibent I'expression des genes codant des peptides de courte taille (< a 60 acides
aminés), généralement hydrophobes et toxiques pour la bactérie (Silvaggi et al., 2005). Ces
modules d’expression, transcrits a partir d’'un méme locus génomique, comprennent un
ARNm codant la «toxine » et un ARNas répresseur codant « I'antitoxine ». A ce jour,
plusieurs systemes TA de type | ont été découverts, tels que le systeme TpxA-RatA chez B.
subtilis (Silvaggi et al., 2005), les systemes OhsC-ShoB (Fozo et al., 2008), TisB-IstR-1
(Argaman et al., 2001) et SymE-SymR (Kawano et al., 2007) chez E. coli. De fagcon générale,

I’ARN-antitoxine est transcrit face a ’ARNm codant la toxine, au niveau de la TIR, formant
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Figure 22 : Mécanisme d’action d’ARN codés en trans.

Le gene codant ’ARN codé en frans (rouge) est génétiquement distant du géne codant sa
cible (bleu) et présente une faible complémentarité de séquence. Ces ARNrég peuvent inhiber
la traduction en bloquant le RBS par liaison a I’extrémité 5’UTR et/ou la dégradation du
duplex ARNrég-ARNm par des RNases. Les ARN codés en frans peuvent également activer
la traduction en empéchant la formation des structures inhibitrices qui piegent le RBS.
D’apres (Waters and Storz, 2009)
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ainsi un duplex inhibiteur de la traduction.

b- Les ARN codés en trans

Les ARNrég appartenant a cette classe présentent une complémentarité partielle
avec la séquence de leurs ARNm cibles. La liaison entre I’ARNrég et I’ARNm conduit
généralement a une baisse du niveau de la protéine cible par inhibition de la traduction,
dégradation de ’ARNm, ou les deux (Figure 22) (Gottesman and Storz, 2011). Bien que la
plupart des ARN codés en trans se lient au niveau de 5’UTR de ’ARNm et piegent le RBS,
certains ARNrég, tel que RyhB, inhibent la traduction de leur cibles par liaison en amont de
I’AUG du gene cible (Masse et al., 2005), ou encore au niveau de la séquence codante tel que
I’ARNrég SgrS, impliqué dans la régulation de I'expression de I’ARNm polycistronique

manXYZ (Rice et al., 2012).

Pour les ARNrég codés en trans, une faible corrélation existe entre la localisation du
géne codant I’ARNrég et celui codant I’ARNm cible. En effet, généralement un seul ARNrég
peut cibler plusieurs messagers (Gottesman, 2005). Cette capacité d’interaction avec
plusieurs ARNm résulte du fait que les ARN codés en trans nécessitent I'implication de peu
de nucléotides pour inhiber la traduction de leur cible. Par exemple, bien que 23 nucléotides
soient engagés dans l'interaction entre I’ARNrég SgrS et 'ARNm ptsG, seulement quatre
mutations ponctuelles dans SgrS ont significativement affecté la régulation du ptsG
(Kawamoto et al., 2006). Afin de faciliter I'interaction ARN-ARN, a cause de la faible
complémentarité de séquence, une grande majorité des ARN codés en trans agissent en

concert avec la protéine chaperonne Hfqg.

De plus, a l'inverse des ARN codés en cis exprimés de facon constitutive, les ARN
codés en trans sont synthétisés dans des conditions spécifiques (stress, phase de croissance,
densité cellulaire...). Les ARNrég MicA et RyhB régulent négativement I'expression des
transcrits yfeK et htrG (Gogol et al., 2011). La surexpression de ces deux protéines devient
létale pour la bactérie et conduit a la mort cellulaire programmée, lorsque I’homéostasie
membranaire atteint un niveau trop important. La mort programmée des bactéries diminue
la taille de la population et la compétition pour I'assimilation des nutriments en période de

stress sera plus faible.
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Figure 23 : Activation de la traduction par les ARN codés en trans.

(A) RNAIII cible I’ARNm #la et libére le SD, piégé dans une région en double brin, activant
ainsi la traduction de ’ARNm hla (Felden et al., 2011). (B) L’ARNrég FasX se lie a
I’extrémité 5° de I’ARNm ska, le protégeant de la dégradation par la RNase J1 (Jester et al.,
2012). (C) La liaison du ARNrég VR a ’ARNm col4 va induire le clivage par une
endoribonucléase (en rouge) (Obana et al., 2010).

GEP accumulation or Fe depletion

¢ induction of SgrS or RyhB RNA

\-h..—-
SgrS (RyhB) SgrS (RyhB) is incorporated into Hig-RiNase E complex
RMNasa E . Enclase
< ’ z RhiE }
i " PhPass

- PHPass
Hfg

RMNA degradosomes

‘ RMase £ is recruited to target mRNAs by SgrS (Ryh8)

ﬁ initial cleavage
= ¥ ptsG mRNA (sodB mRNA)

‘ further degradation of mRNAS

Figure 24 : Mode d’action de la protéine Hfq.

Roéle de la protéine Hfq dans ’action de ’ARNrég SgrS (RyhB) sur la traduction de sa cible
ARNm ptsG (ARNm sodB).

D’apres (Morita et al., 2005)
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Les ARN codés en trans peuvent également activer la traduction par divers
mécanismes (Figure 22). Le mécanisme le plus courant consiste a empécher la formation
d’une structure inhibitrice séquestrant le RBS d’'un ARNm. Chez S. aureus, le RNAIIl possede
plusieurs domaines de régulation, dont le domaine 5’ qui interagit en amont de ’ARNm hla,
codant I'alpha hémolysine (Felden et al., 2011). Le RNAIIl empéche la formation d’une région

en double brin pour activer la traduction de I’ARNm (Figure 23. A).

L’ARNrég FasX active la traduction de I’/ARNm ska, qui code un facteur de virulence
(streptokinase) de S. pyogenes (Ramirez-Pena et al., 2010). La fixation de FasX n’a pas d’effet
direct sur la traduction, mais protege I'extrémité 5’ de I’ARNm ska probablement contre la
dégradation par I'activité exoribonucléase de la RNase J1 (Figure 23. B). Chez Clostridium
perfringens, 'ARNrég VR se fixe a I'extrémité 5° de I’ARNm colA, codant la collagénase,
piégée dans une structure en tige-boucle stable et inaccessible au ribosome (Obana et al.,
2010). La liaison de I’ARNrég VR induit une maturation spécifique de ’ARNm colA par une
endoribonucléase inconnue qui permet de générer un ARNm doté d’une région 5 -UTR plus

courte et un RBS libre et accessible, permettant d’initier la traduction (Figure 23. C).

Les ARN codés en trans requiérent souvent |'action d’une protéine chaperonne Hfq,
afin de stabiliser le duplex ARN-ARN. De plus, les endoribonucléases (RNase lll, RNase E,
PNPase, RNase J1/J2, RNase Y) sont également des partenaires essentiels qui interviennent

souvent dans |'étape de la dégradation de ce duplex.

L’ARN chaperonne Hfq. La protéine Hfq (Host factor protein q), homologue aux
protéines Sm chez les eucaryotes, joue un rbéle important dans I"épissage et la dégradation
des ARNm (Vogel and Luisi, 2011). Cette protéine, capable de lier I’ARN, est conservée dans
la moitié des bactéries séquencées (Gram positif et négatif confondus), mais absente dans
d’autres comme les streptocoques (Moller et al., 2002). Hfg s’assemble en un
homohexameére, avec une forme en anneau, le recrutement de la RNase lui permet de
stimuler la dégradation des ARNm cibles appariés aux sRNA (Figure 24) (Morita et al., 2005).
A l'inverse, la liaison de Hfg a RyhB sur le site reconnu par la RNase E permet de protéger

I’ARNrég de la dégradation par la RNase (Moll et al., 2003).

59



RNase Y ml\lase Y L/Jz./{
. L o : V. (n&L
PPP-NNN A} OH P VA OH OH

4 @

i
4 (},f ;\74 RNase Il %
P e . 0 [ a1 (p_ <L—| i i
'\\ /) 5 PPP=NNN i1 OH
=

5 €3 PNP >3

Figure 25 : Représentation schématique des voies de dégradation des ARN chez les bactéries
a Gram positif.

Chez les bactéries, les ARNm sont protégés par leur extrémité 5’ triphosphate. Cette extrémité
peut étre ciblée par des exoribonucléases telles que la RNase J1/J2 ou la RNase Y.
L’extrémité 3°, quant a elle, est principalement dégradée par I’action des PNPases. La RNase
III possede une action spécifique aux ARN double brin.

D’aprées (Durand et al., 2015)
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Figure 26 : Propriétés générales des SRNA séquestrant des protéines.
D’apres (Storz et al., 2011)
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Dégradation par les RNases. De nombreuses ribonucléases sont impliquées dans la
dégradation et le recyclage des ARN. La RNase E possede une action endonucléotidique, qui
est spécifique des régions simple-brin avec une préférence pour les séquences riches en A/U
(Arraiano et al., 2010). Cette protéine agit au sein d’'un complexe multi-protéique appelé
dégradosome. L’'inhibition du recrutement des ribosomes par la fixation de I’ARNrég au
niveau de la séquence SD conduirait a un dénudement de I’ARNm, devenant ainsi vulnérable
a la dégradation par la RNase E. L'activité de la RNase E est sensible a I'état de
phosphorylation de I'extrémité 5° de I'ARNm: elle est plus active en présence d’une
extrémité 5° monophosphate que triphosphate. Cette RNase est peu conservée chez les
bactéries a Gram positif (Jester et al., 2012). Chez ces derniéres, la dégradation des ARNm
fait intervenir d’autres enzymes, telles que la RNase lll, la RNase Y, la PNPase ou le complexe
RNase J1/J2 (Durand et al., 2015). Par exemple, le duplex RNAIlll/spa chez S. aureus est ciblé
et dégradé par la RNase lll, qui a une affinité pour les séquences d’ARN double brin (Figure
25) (Felden et al., 2011). Les extrémités des ARNm clivées par la RNase Y sont ciblées par
deux types d’exoribonucléases : de 3’ vers 5’ via PNPase, et de 5’ vers 3’ via les RNases J1 et
J2 (Figure 25). Les RNases J1 et J2 possedent en plus une activité endoribonucléase (Durand

etal., 2015).

3. Les ARN régulateurs ciblant les protéines

Certains ARNrég exercent leurs fonctions en interagissant directement avec des
protéines et en modulant leur activité (Figure 26). Parmi ces ARNrég, ’ARNrég CsrB module
I'activité de CsrA chez E. coli (Babitzke and Romeo, 2007). La protéine CsrA, impliquée dans
la régulation du métabolisme du carbone, se lie a des motifs GGA dans la région 5'-UTR des
ARNm ciblés, affectant ainsi leur stabilité et leur traduction (Liu et al., 1997). L'ARNrég CsrB
contient de nombreux motifs GGA (de 13 a 22), spécifiques a CsrA. Dans le cytoplasme de la
bactérie, CsrB séquestre la protéine CsrA afin de diminuer sa disponibilité, et ainsi limiter sa

fixation sur les régions 5’-UTR des ARNm ciblés.

Un autre ARNrég caractérisé dans cette classe est I’ARN 6S. Chez E. coli, 'ARN 6S est
un ARN non-codant qui s"accumule en phase stationnaire de croissance (Wassarman, 2007).
L’ARN 6S co-précipite avec I'’ARN polymérase, et plus précisément avec I'holoenzyme

associée au facteur o’°. Ainsi le réle de cet ARNrég est de diminuer la transcription de
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Tableau 3 : Liste non-exhaustive d’ARNrég impliqués dans le contrdle de la virulence chez
plusieurs bactéries pathogeénes pour I’Homme, d’apres (Reignier, 2010)

Taille
Espéce ARNrég (nt) Cible Mode d'action Phénotype/Fonction
ARNrég codés en trans
ro: (rgpressor of Inhibition de la
oxins), spa, traduction Régulateur global du quorum-sensing
RNA I 514 501000 et coa et de I'expression des
genes de virulence
hla (a- Activation de la
S. aureus hemolysine) traduction
Sbi, facteur
"éch Inhibiti |
SprD 142 d ?C apl)pement n |b|t|on'de a Virulence chez la souris
alaréponse traduction
immunitaire
Atténue la virulence chez la souris: diminue
RsaA 139 mgrA Inhibition.de la la formation de la capsule, favori.se la
traduction persistance et augmente la formation du
biofilm
S. pyogenes RivX 220 mga n.d
Régulation de I'expression de
R facteurs de virulence
A |
FasX 205 ska ctlvatlon' dela
traduction
. . Inhibition de la Régulation des modifications
. Typh MgrR B
S Typhimurium &r 98 ept traduction du LPS
V. cholerae Qrr-1 100 thR’ fac.tetyr de Contréle du quorum-sensing
ranscription Inhibition de la
traduction . -
VA 140 ompA Modt{!atlon.de la colonlsat'lon
de l'intestin, chez la souris
ARNrég codés en cis
Antisens
msgA probable . .
Virul |
S. Typhimurium IsrC 288 (macrophage (dégradation irulence et survie dans les
. macrophages
survival gene) mutelle
IsrC/msgA)
desAl Mécanisme Régulation de la biosynthese
M. tuberculosis AsDes 110 (désaturase des antisens des lipides (induite lors de la
acides gras) (prédiction) colonisation de la souris)
ARNrég ciblant les protéines
Séquestre
L. pneumophila 65 182 ARN F)olymérase I’A.RNpoI Régule le systeme de sécrétion
sigma70 en mimant un de type IV
promoteur
Séquestration de
RmsA, régulateur RsmA sur Régulateurs clés pour la réplication dans
RsmY, Z 132 - . .
traductionnel plusieurs motifs les macrophages
de fixation
S. Typhimurium CsrB, C 300 CsrA, régulateur Séquestration de , .Ré.gulateurs clés pour la
traductionnel CsrA réplication dans les macrophages
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certains genes par le facteur 6’°. Sa structure secondaire mime une bulle de transcription qui
recrute ’ARN polymérase lorsqu’elle est liée au facteur o’° (Wassarman, 2007). Certaines
hypothéses suggerent que I'ARN 6S pourrait piéger 'ARN polymérase chargée avec le
facteur 6’ en mimant la structure d’un promoteur bactérien pour permettre le recyclage de

I’ARN polymérase lors de I’entrée en phase stationnaire (Wassarman, 2007).

C. Exemple de certains ARN régulateurs

1. ARN régulateurs impliqués dans la virulence chez Staphylococcus

aureus

Certains ARN régulateurs sont au coeur des évenements de régulation touchant les
facteurs de virulence. Ces facteurs de virulence sont des armes fatales que la bactérie
exprime au cours de processus infectieux, souvent en modulant leur expression en fonction
des conditions environnementales. Ainsi, les études d’ARNrég chez des bactéries pathogenes
pour I'homme ont démontré un role crucial de ces régulateurs dans |'adaptation a la niche
humaine, la défense contre le systéeme immunitaire et le controle des génes de virulence
(Tableau 3). Par exemple, ’ARNrég RNAIIl de S. aureus contréle I'expression de plusieurs
facteurs de virulence tels que rot (repressor of toxins), spa (surface protein A), sa1000
(protéine liant le fibrinogéne) ou coa (coagulase) (Boisset et al., 2007). L’ARNrég SprD régule
I’expression de I’ARNm sbi, codant le facteur d’adhésion, la protéine G (Chabelskaya et al.,
2010; Chabelskaya et al., 2014). Dans un modéle murin, I'expression de SprD module la
virulence de S. aureus, mais indépendamment de I'expression de la protéine Shi. L'ANRrég
RsaA est impliqué dans la virulence, la persistance et la formation du biofilm chez S. aureus
(Lays et al., 2014). Les avancées sur I'étude des ARNrég chez S. aureus a permis a Felden et
ses collaborateurs de proposer RNAIIl et SprD comme des potentielles biomarqueurs des
infections du systéme sanguin (Bordeau et al., 2016). La liste du tableau 3, présentant des
ARNrég impliqués dans la virulence chez 'Homme, est loin d’étre exhaustive car de
nombreux autres ARNrég sont décrits et d’autres restent a découvrir (Papenfort and Vogel,

2010).
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Tableau 4 : Les ARNrég étudiés chez les streptocoques d’apres (Le Rhun and Charpentier, 2012)

Cible et mécanisme

Régulation de I'expression

Especes ARNrég d'action Fonction de sRNA
Rl 5 Restore le retard de croissance du mutant ciaR Activé par CiaR et le peptide
Affecte la longueur des chainettes du mutant ciaR stimulateur de compétence
S. pneumoniae csRNA2, 3 ? ? Activé par CiaR
csRNA4 ? Influence I'autolyse en phase stationnaire Activé par CiaR
? ?

spd-sr17, spd-sr37

Impliqué dans la réponse au stress

Stabilisation de I'ARNm

Améliore la traduction de Ska

activé par: FasBCA, les

FasX ska par liaison a Affecte les transcrits fbp et mrp et le SRNA Pel acides aminés, le systeme
I'extrémité 5' Améliore I'adhérence et l'internalisation des cellules Hep-2 LuxS/Al-2
Affecte la transcription des ARNm emm et speB, |'expression
de Ska, d'immunoglobuline et de la protéine de liaison a la Activateurs: Acides aminés,
fibronectine CodY, Irr, SLS, StpR
2
S, pyogenes Pel ) Affecte.le niveau de transcription des gene nga et sic et la Inhibiteurs: CcpA, CovRS,
' traduction du SpeB FasX, LuxS, Mga, Nra, Ralp3,
Affecte la virulence RofA, RopB/Rgg
RivX ? Affecte I'expression des ARNm emm, scpA, mga et speA Activé par CovRS
Clivage de crRNA en . . T " s
tracrRNA présence de Rnase IIl et Actlvle 'Ie systéeme CRISPR/Cas impliqué dans l'immunité )
bactérienne
Cas9
crRNA (type 2) Cible I'ADN étranger  Systéme CRISPR/Cas impliqué dans l'immunité bactérienne ?
S lacti SQ18 et SQ485 gbs0031 (sip) et gbs1588 Régulent négativement |'expression des genes cibles ?
. agalactiae
g $Q893 gbs1263 Active |'expression ?
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1. ARN régulateurs chez Clostridium

Plusieurs ARNrég ont été également identifiés chez le pathogene humain Clostridium. Chez
C. difficile, 251 ARNrég ont été identifiés par RNA-seq (94 agissant en trans, 91 ARNas et 66
riboswitch) (Soutourina et al., 2013). L ’expression de 35 de ces ARNrég a été confirmée
par northern blot et/ou RT-PCR. Cette étude a permis d’identifié I"’ARNrég dit
« housekeeping », I’ARN 6S ; des ARNrég régulés par la phase de croissance ; des riboswitch

fixant le cyclic di-guanosyl-5’-monophosphate (c-di-GMP) ; ou encore le locus CRISPR.

D’autres exemples d’ARNrég existent chez d’autres espéces de Clostridium
responsables d’intoxications alimentaires. L'expression de ’ARNrég VR-RNA (VirR-regulated
RNA) de C. perfringens est régulée par le TCS VirSR (Shimizu et al., 2002). VR-RNA active
I'expression de nombreux genes, notamment des génes codant des toxines, et réprime

I’expression d’autres, notamment /uxS codant une autoinducteur 2 synthase.

2. ARN régulateurs chez Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis est un pathogéne opportuniste de 'Homme, responsable de
certaines infections nosocomiales (infections des voies urinaires, des plaies et des tissus
mous). La délétion de I’ARNrég ef0408-0409, homologue de RNAIl composant du systeme TA
de type |, a permis d’augmenter la virulence du mutant, sa survie dans les macrophages et la
colonisation des organes dans un modele d’infection de souris. D’autres phénotypes ont été
observés pour le mutant ef0408-0409, notamment la résistance aux stress acide, oxydatif et
osmotique (Michaux et al., 2014). De nos jours, plus de 100 ARNrég ont été identifiés chez E.
faecalis (Innocenti et al.,, 2015), dont la fonction de nombreux d’entre eux reste a

déterminer.

3. ARN régulateurs impliqués dans la virulence de Streptococcus

La plupart des études menées sur les ARNrég chez Streptococcus concerne trois
espéces pathogénes: S. pyogenes, S. pneumoniae et S. agalactiae. Bien que plusieurs
ARNrég ont été identifiés a ce jour, trés peu sont caractérisés (Tableau 4). A ce jour, 75
ARNrég ont été identifiés chez S. pyogenes (Perez et al., 2009; Patenge et al., 2012; Tesorero
et al., 2013) et 179 ARNrég chez S. pneumoniae (Kumar et al., 2010; Tsui et al., 2010; Acebo
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et al., 2012; Mann et al., 2012). Chez S. agalactiae, 197 ARNrég ont été prédits in silico, et
dix d’entre eux ont été validés par northern blot (Pichon et al., 2012). De plus, 125 ARNrég
ont été identifiés par une approche de séquencage massif d’ARN différentielle (dRNA-seq)
avec 39 sRNA agissant en cis, 39 asRNA et 47 sRNA codés en trans (Rosinski-Chupin et al.,
2015).

a- ARN régulateurs chez Streptococcus pyogenes

Chez S. pyogenes, deux genes forment un opéron dont le transcrit comporte deux
éléments : le facteur de transcription RivR et un ARNrég non-codant RivX, qui semble
processé au niveau post-transcriptionnel pour former un ARN régulateur a part entiére.
L'absence de RivR et de RivX altere de maniére identique le niveau d’expression de
nombreux génes dont le régulateur transcriptionnel Mga, qui assure un contréle direct de la
transcription des genes de virulence. Cette réduction de I'expression des genes de virulence
en absence de RivR/RivX est restaurée a un niveau identique par une complémentation soit
de RivR, soit de RivX, démontrant le caractére redondant de ces deux régulations, I'une

exercée par une protéine et I'autre par un sRNA (Roberts and Scott, 2007).

L'’ARNrég FasX a été identifié la premiére fois par Kreikemeyer et ses collaborateurs
(Kreikemeyer et al., 2001). Cet ARNrég appartient au locus fasBCAX codant deux histidines
kinases putatives (FasB et FasC), un régulateur de réponse de liaison a 'ADN (FasA) et un
ARNrég de 205 nts (FasX). Deux génes codant des facteurs de virulence ont été confirmés
comme cibles directes et le mécanisme de régulation a été étudié. La premiére cible est le
géne ska codant la streptokinase (Ramirez-Pena et al.,, 2010). La streptokinase est une
protéine sécrétée qui favorise la conversion du plasminogene humain vers une protéase
plasmine. La formation d’une structure secondaire a I'extrémité 5’, suite a la liaison de
I’ARNrég FasX, permet d’augmenter la stabilité de ’ARNm ska. La deuxiéme cible de FasX est
I’ARNm cpa codant le pili (Liu et al., 2012). Chez S. pyogenes, le pili favorise I'adhérence du
pathogene aux cellules de I'héte et a la formation du biofilm. L'ARNrég FasX régule
négativement I'expression de 'ARNm cpa par l'inhibition de I'accés au RBS par le ribosome
(Liu et al., 2012). FasX module également I'expression d’autres cibles ayant un role dans la
virulence, notamment sagS (streptolysine), fbp54 et mrp (protéines de liaison a la

fibronectine).
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Possédant des fonctions similaires a celles de RNAIIl de S. aureus, I'’ARNrég Pel
(pleiotropic effect locus) est un ARNrég bi-fonctionnel, étant un effecteur de I'expression de
facteurs de virulence et codant en méme temps |’expression d’'une hémolysine (Mangold et
al.,, 2004). Pel est également un régulateur pléiotrope de I'expression de facteurs de
virulence a la fois au niveau transcriptionnel (emm codant la protéine M et sic codant
I'inhibiteur du complément chez les streptocoques) et au niveau post-transcriptionnel (speB
codant une cystéine protéase). L'expression de I’ARNrég Pel est modulée par de nombreux

régulateurs de virulence, notamment CcpA et CovRS (Shelburne et al., 2008).

b- ARN régulateurs chez Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, appelé également pneumocoque, est un pathogéene opportuniste,
responsable d'un grand nombre de maladies humaines, allant de |'otite moyenne aigué a des
infections plus graves, telles que la méningite, la septicémie et I'endocardite (O'Brien et al.,
2009). Une combinaison entre des approches bioinformatiques, analyse de transcriptome et
de RNA-seq ont été utilisées afin d’identifier les ARNrég codés par S. pneumoniae. Tandis
gu’une étude in silico a permis d’identifier 128 ARNrég localisés dans des régions
intergéniques (Livny et al.,, 2008), une analyse par microarray a permis d’identifier 50
ARNrég putatifs de la souche TIGR4 (Kumar et al., 2010). En outre, Acebo et ses
collaborateurs ont identifié 88 ARNrég par RNA-seq (Acebo et al., 2012); et Mann et ses
collaborateurs ont augmenté le nombre total d’ARNrég identifiés chez S. pneumoniae a 178,

dont certains sont impliqué dans la virulence (Mann et al., 2012).

c- ARN régulateurs chez Streptococcus agalactiae

Malgré son pouvoir pathogéne dans les infections néonatales, seulement trois études
ont été effectuées sur les ARNrég de S. agalactiae (Marx et al., 2010; Pichon et al., 2012;
Rosinski-Chupin et al., 2015). Ces travaux ont permis l'identification et la validation de
nombreux ARNrég de la souche NEM316. Marx et ses collaborateurs ont montré in silico que
chaque espece de streptocoques hébergent de 2 a 6 ARNrég associés au TCS CiaRH (csRNA
pour « cig-associated small RNA »). Afin de réaliser cette prédiction bio-informatique, une
recherche des promoteurs activés par le régulateur CiaR, localisés dans des régions

intergéniques et suivis par un terminateur de transcription a été effectuée. Quatre csRNA
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potentiels ont été prédits pour interagir avec le TCS CiaRH de la souche S. agalactiae
NEM316 (Marx et al., 2010). Dans une autre étude, |'utilisation des RIT « Rho-independent
terminators » comme unique signature pour la prédiction in silico des ARNrég a permis de
prédire 197 ARNrég dans le génome de la souche NEM316 de S. agalactiae. Vingt-six
candidats sur les 30 testés ont été validés par RT-PCR. Parmi ces 26 candidats, |’expression

de 10 d’entre eux a été confirmée par northern blot (Pichon et al., 2012).

Récemment, M.F. Lartigue, en collaboration avec I'’équipe de P. Bouloc et celle de P.
Glaser, a identifié les ARNrég de la souche NEM316 par dRNA-seq « differentiel RNA-
sequencing » (Rosinski-Chupin et al., 2015). Cette étude a permis, entre autre,
I'identification de 47 ARNrég localisés dans des régions intergéniques et agissants
potentiellement en trans. L'expression de sept d’entre eux a été étudiée par northern blot

en fonction de la cinétique a différentes phases de croissance et conditions de stress.

L’expression de ces sept ARNrég, dont trois régulés par CiaR, est modifiée en réponse
a des variations de pH. Ces modifications suggérent que ces ARNrég jouent un role dans
I'adaptation de S. agalactiae aux changements environnementaux, notamment en
conditions acides. Puisque cette adaptation est primordiale en cas de colonisation vaginale
et afin de survivre dans le phagosome des macrophages lors d’un processus infectieux, ces

ARNrég peuvent potentiellement étre impliqués dans la virulence de S. agalactiae.

Dans les prochains chapitres, nous exposerons les résultats du travail expérimental.
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Figure 27 : Profil d’expression northern blot de sept ARNrég de S. agalactiae NEM316 en
fonction de la phase de croissance.

Les ARN totaux ont été extraits a partir de cultures en milieu THY (milieu TH additionné
d'extrait de levure) centrifugées a la DOgoonm : 0,3 ; 0,6 ; 1,2 ; 2 ; et en phase stationnaire
tardive ou « overnight » (Stat.). L’expression constitutive du transcrit des genes ARN 58S et
ARNtm a été utilisée comme contrdle.

D’apres (Rosinski-Chupin ef al., 2015)
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Objectifs du travail

A. Introduction

Les évenements de régulation touchant les facteurs de transcription permettent
généralement aux bactéries de passer d’'un état physiologique a un autre, en remaniant
rapidement leur arsenal de genes d’adaptation et de virulence pour répondre a une
condition environnementale spécifique. S. agalactiae est une bactérie qui colonise le tube
digestif et le tractus génital. Etant donné I'omniprésence des régulations ARNrég-
dépendantes chez les procaryotes et les conditions changeantes des niches digestive et
génitale, nécessitant une régulation fine et rapide des génes d’adaptation, il est difficile
d’imaginer que S. agalactiae puisse se passer de ce mode de régulation médiée par les

ARNrég.

B. Données préliminaires

1. Identification des ARNrég dans la souche NEM316

Au sein de I'équipe Bactéries et risque materno-feetal, dont le responsable est le
Professeur Laurent MEREGHETTI, les recherches effectuées par Marie-Frédérique LARTIGUE
sont orientées vers la caractérisation des petits ARN régulateurs (ARNrég) chez S. agalactiae.
Ce pathogéne opportuniste est la premiere cause d’infections néonatales. Jusqu’a présent,
aucune étude n’a caractérisé le réle des ARNrég pour ce pathogéne. Pendant une mobilité
au sein de I'équipe Signalisation et Réseaux de Régulations Bactériens, dirigée par Philippe
BOULOC, M.F. LARTIGUE a mis en évidence |'expression de sept ARNrég dans la souche S.
agalactiae NEM316 en collaboration avec I'équipe de Philippe Glaser (Figure 27). Ces
ARNrég présentent des caractéristiques tres variables, telles que la taille, le profil
d’expression en fonction de la phase de croissance ou encore en fonction de stress (Figure

28).

L’ARNrég Srn008 a une taille d’environ 290 nucléotides (Figure 27). Son gene, srn008,
est situé entre gbs0220 qui code une protéine de fonction inconnue et gbs0221 qui code
une protéine hypothétique de la famille du systéme toxine-antitoxine RelE/ParE.

L'expression de Srn008 augmente pendant la phase de croissance exponentielle puis décroit
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Figure 28 : Profil d’expression northern blot de sept ARNrég de S. agalactiae NEM316 en
fonction des conditions de stress.

Les ARN totaux ont été extraits a partir de cultures en milieu THY centrifugées a la DOgoonm :
0,6 puis soumis a 15 min de stress lysozyme (200 ng/mL), 30 min de stress acide (pH 4,5), 20
min de stress salin (NaCl 1M) ou 15 min de stress oxydant (H,O, 4 mM). L’expression
constitutive du transcrit des génes ARN 5S et ARNtm a été utilisée comme contrdle.
D’apres (Rosinski-Chupin ef al., 2015)

72



en phase stationnaire. Il s"accumule en stress acide (Figure 28).

Srn015 a une taille d’environ 140 nucléotides (Figure 27). Il correspond au csRNA10
(Marx et al., 2010). Son géne, srn015, est localisé entre gbs0437 et gbs0438 qui codent
respectivement une glucose-6-phosphate isomérase et une 5-formyltetrahydrofolate cyclo-
ligase. L'expression de Srn015 diminue fortement en phase stationnaire. En revanche, il est
fortement exprimé en stress acide, mais également de fagon beaucoup plus modérée, lors

d’un stress oxydant (H,0,) et en présence de lysozyme (Figure 28).

Srn017 a une taille d’environ 290 nucléotides (Figure 27). Il correspond au SQ154
(Pichon et al., 2012). Son gene, srn017, est localisé entre gbs0476 qui code une protéine de
membrane et gbs0477 qui code une protéine de fonction inconnue. Le brin complémentaire
de srn017 code également I’ARNrég Srn018. Le systéme Srn017-Srn018 présente une
homologie avec un systéme toxine-antitoxine. L’expression de Srn017 diminue en phase

stationnaire et s’accumule lors d’un stress oxydant et en présence de lysozyme (Figure 28).

Srn024 a une taille d’environ 90 nucléotides (Figure 27). Il correspond au csRNA11
(Marx et al., 2010). Son géne, srn024, est situé entre ghbs0600 et gbs0601 qui codent des
protéines hypothétiques de la superfamille des protéines CsbD qui sont des protéines de
réponse au stress. L'expression de Srn024 est corrélée a celle de Srn015 dans les conditions

testées (Figure 28).

Srn046 a une taille d’environ 190 nucléotides (Figure 27). Son géne, srn046, est situé
entre gbs1087 et gbs1088 qui codent respectivement une protéine d’adhésion au
fibrinogéne FbsA et une cardiolipine synthétase. L’expression de Srn046 diminue fortement

en phase stationnaire et en stress oxydant et salin (Figure 28).

Srn070 a une taille d’environ 110 nucléotides (Figure 27). Il correspond au csRNA12
(Marx et al., 2010) et au SQ517 (Pichon et al., 2012). Son gene, srn070, est localisé entre
gbs1697 et gbs1698 qui codent respectivement une protéine favorisant I'absorption du
glycérol et une protéine hypothétique de la superfamille des Cupin_2. L'expression de
Srn070 diminue pendant la cinétique bactérienne, mais est augmentée lors d’un stress

oxydant et en présence de lysozyme (Figure 28).
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Figure 29 : Mécanisme d’action du vecteur d’expression pG-+off portant un promoteur
inductible par la tétracycline.

Le plasmide pG+off exprime le répresseur TetR qui se lie a I’opérateur tetO ; dans ce cas, il
n’y a pas d’expression de cefR. L’expression génique est induite par 1’ajout de
I’anhydrotétracycline (aTc) dans le milieu, dont I’action est d’inhiber le répresseur.

D’apres (Lartigue and Bouloc, 2014)

Tableau 5 : Genes différentiellement exprimés dans le mutant cefR induit (I) par rapport au
mutant cefR non-induit (NI), évalués par microarray

Microarray
3 | Fold Change Fonction prédite (MicroCyc pathways)
-val
Opéron gene (1vs NI) p-value (http://www.genoscope.cns.fr/microme/microcyc-wsc/)
Glycolyse / Gluconéogenéses, métabolisme du pyruvate,
1,87 0,005 . N . . .
1 biosyntheses des métabolites secondaires
Cycle citrate (cycle TCA), métabolisme du butanoate,
1,86 0,006 X N . . . .
biosyntheses de la valine, leucine et isoleucine
0,55 0,007 Biosyntheses de la thiamine lipoprotéine
2 0,51 0,004
NADPH-dépendent FMN réductase domain-containing protein
0,53 0,005
2,01 0,001 Protéine de stress similaire a la famille Gls24
1,92 0,004 MF3-like protéine
1,83 0,007 Métabolisme de la purine
3 1,78 0,013 Protéine membranaire
1,8 0,01 Protéine exportée
1,84 0,007 Transglycosylase
1,69 0,054
4 1,89 0,005 Protéine rhodanese-like
1,82 0,008 Phosphorylation oxydative, systéme a deux composants
5
1,87 0,006 Cytochrome bd-Il oxydase, sous-unité | | 1.10.3.-
1,81 0,008 Protéine NADH dehydrogenase-like yjID
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Enfin, 'ARNrég Srn073, que nous avons renommé CetR pour « cell-envelope-
targeting RNA », a une taille d’environ 680 nucléotides (Figure 27); c’est le plus long ARNrég
qui a été identifié lors de cette étude, il ne contient pas de séquence codante. Il correspond
au SQ968 prédit par Pichon et al. (2012). Son géne est localisé entre rpsF et mutY qui codent
respectivement la sous-unité 30S du ribosome et une adénine glycosylase. Contrairement
aux six autres ARNrég précédemment décrits, CetR est trés fortement exprimé en phase

stationnaire, mais également en stress salin (Figure 28).

2. ldentification des cibles de CetR par microarray

La majorité des ARNrég dont la fonction a été caractérisée a ce jour agissent par
appariement de bases avec leur ARNm cibles. Afin d’identifier les cibles potentielles de CetR,
nous avons combiné plusieurs stratégies (cf, chapitre 2). Une des approches utilisées est
I’étude par analyse transcriptomique des effets de la surproduction de CetR sur le
transcriptome [en utilisant le plasmide pG+off qui permet I'induction régulée de CetR chez S.
agalactiae (Lartigue and Bouloc, 2014)]. Le plasmide pG+off est un vecteur d’expression
portant un promoteur inductible par la tétracycline. Ce vecteur permet une expression
génique étroitement contrblée chez S. agalactiae. |l exprime le répresseur TetR qui se lie a
I'opérateur tetO ; I'expression génique est induite en ajoutant de I'anhydrotétracycline (aTc)
dans le milieu de culture (Figure 29). Cette approche favorise l'identification des cibles
directes de ’ARNrég. Le microarray ou analyse transcriptomique permet d’analyser le niveau
d’expression des genes dans un organisme a un temps donné par rapport a un échantillon de
référence. Les expériences de microarray ont été réalisées en collaboration avec I. Rosinski-

Chupin, équipe P. Glaser, Institut Pasteur, Paris.

L'accumulation de CetR a conduit a I'activation de 13 genes et a la régulation
négative de trois autres genes (Tableau 5). L'ensemble des génes modulés significativement,
suite a la surexpression de CetR, appartient a cinq opérons distincts. L'opéron 1 (gbs0886 et
gbs0897) code des genes impliqués dans le métabolisme du carbone ou la biosynthése des
acides aminée. L'opéron 2 (gbs1112-4) est le seul opéron dont la régulation est négative. Les
génes appartenant a l'opéron 3 codent différentes protéines de fonctions inconnues;

cependant, la recherche dans la base de données Pfam (http://pfam.xfam.org/) a montré

que les protéines codées par les génes gbs1202 et gbs1204 présentent une forte homologie
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de séquence avec les protéines Gls24 et GlIsB, respectivement (environ 60 % d’identité de
séquence). Une étude a montré que l'inactivation des genes de I'opéron gls24 conduit a des
effets pléiotropes, notamment sur la morphologie cellulaire, la sensibilité aux stress et
I’expression des génes chez E. faecalis (Giard et al., 2000). La fonction des génes appartenant
aux opérons 4 et 5 n’a pas été déterminée expérimentalement, cependant la prédiction

bioinformatique montre que ces génes sont impliqués dans le stress oxydatif.

La validation de I'expression de ces cibles potentielles sera présentée dans le chapitre
2. Ces cibles seront ensuite comparées a celles identifiées par d’autres approches in silico et

in vivo.

C. Objectifs du travail de thése

L'objectif de ma thése est la caractérisation des ARNrég par |’étude de leur fonction,
régulation, mécanisme d’interaction avec leurs cibles et de leur implication dans la

physiologie et dans la virulence de la souche S. agalactiae NEM316.

L'objectif principal de cette thése consistait a caractériser plus particulierement
I’ARNrég CetR d’un point de vue fonctionnel et mécanistique. Afin d’apporter une meilleure
compréhension des mécanismes liés a la physiologie et a la virulence de la bactérie, nous
avons identifié par différentes approches les cibles de CetR et nous avons caractérisé le

mécanisme d’interaction de I'une d’entre elles (Publication N°1, soumis).

Le second objectif était de réaliser une analyse comparative globale du protéome sur
des extraits totaux de protéines entre la souche sauvage et une souche délétée de I’ARNrég
CetR. Cette approche a été conduite dans un milieu chimiquement défini dans le but
d’identifier d’autres cibles et de définir les processus biologiques régulés par CetR dans cette

condition (Publication N°2, en préparation).

La derniere partie de ma these consistait a : i) étudier la prévalence des sept ARNrég
(Srn008, Srn015, Srn017, Srn024, Srn047, Srn070 et Srn073) chez différentes souches de S.
agalactiae ; ii) étudier le systeme toxine-antitoxine (Srn017-Srn018) et iii) construire des

mutants de délétion de différents ARNrég et identifier leurs cibles potentielles in silico.
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Figure 30 : Identification et validation de I’expression de I’ARNrég CetR.

(A) Identification de I’ARNrég CetR par RNA-seq et son environnement génétique. (B)
Séquence du peptide prédit a partir de la séquence de cetR. (C) Profil northern blot révélant la
quantité¢ de transcrit CetR, en milieu THY (Todd-Hewitt-Yeast), dans la souche sauvage.
L’ARNtm a été utilisé comme témoin. (D) Profil de qRT-PCR et de cinétique de croissance.
L’expression de CetR est rapportée au gene de ménage gyrB. Abréviations, EE: exponentiel
précoce, ME: mi-exponentiel, ES: stationnaire précoce, S: stationnaire, o.n: overnight,

tmRNA: ARN thermometer.
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Chapitre 1: Caractérisation de ’ARNrég CetR : role dans la
résistance aux PAM et dans la virulence de S. agalactiae

A. Introduction

La premiere partie de ma thése s’inscrit dans la poursuite des travaux initiés par M.F.
Lartigue, en collaboration avec les équipes de P. Bouloc et P. Glaser, sur l'identification et la
caractérisation des ARNrég de S. agalactiae. Au début de cette collaboration, M.F. Lartigue a
choisi de travailler sur la souche S. agalactiae NEM316, qui est la premiére souche dont le
génome était entiérement séquencé et annoté. Cette souche a été isolée d'un cas de
bactériémie néonatale fatale. Etant donné que le transcriptome est un ensemble dynamique
dont la composition varie en fonction des conditions physiologiques, le RNA-seq de S.
agalactiae NEM316 a été effectué dans plusieurs conditions de culture afin d’avoir une
vision plus large sur I’expression des ARN et de leur régulation. Ces conditions englobent des
cultures issues de différentes phases de croissance (exponentielle et exponentielle tardive),

des mutants de TCS (CiaRH, CovRS et RelRS) ou des cultures en condition acide.

La premiere partie de ma thése aborde ainsi la caractérisation de I’ARNrég CetR en
mettant en évidence, pour la premiére fois, le role d’'un ARNrég dans la résistance aux PAM
et dans la virulence de S. agalactiae. Nous présentons tout d’abord les caractéristiques de

CetR, puis les phénotypes liés a sa délétion.

B. Caractéristiques de I’ARNrég CetR

Les données issues de séquengage massif du transcriptome de S. agalactiae NEM316
ont révélé la présence de 47 ARNrég localisés dans des régions intergéniques, notamment
Srn073, renommé CetR. Le choix d’étudier CetR a été initialement basé sur sa grande taille
(680 nt) et son expression abondante (Figure 30. A). Une recherche in silico, effectuée via le

serveur ExPASy (www.expasy.org), a prédit la présence d’un peptide de 17 acides aminés

(Figure 30. B). Ce peptide est hydrophobe avec un poids moléculaire de 2,02 kD. Nous avons
montré que, méme si ce peptide est exprimé, il n‘impacte pas le role de CetR dans les

phénotypes décrits dans la publication N° 01.
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Figure 31 : Structure secondaire potentielle de I’ARNrég CetR.

La structure secondaire de CetR a été prédite en utilisant le serveur interne de RNAshapes
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnashapes/). Le paramétrage pour le MFE (Minimum

Free Energy) était de 0,01 Kcal/mol.
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Nous avons montré, par northern blot (en collaboration avec P. BOULOC) et par gRT-
PCR, que I'expression de CetR dans la souche S. agalactiae NEM316 est modulée par la
phase de croissance (Figure 30. C et 30. D). Les deux profils d’expression montrent que CetR
est principalement exprimé au début de la phase stationnaire de croissance et que son
expression est maintenue jusqu’a la phase stationnaire tardive. Le niveau d’expression de
CetR est trés supérieur a celui de gyrB, utilisé comme géne de référence pour la qPCR,
soulignant son role possible dans les mécanismes d’adaptation de la bactérie lors de son
passage de la phase exponentielle a la phase stationnaire de croissance. Nous avons montré
également que I'expression de CetR est augmentée aprés un stress d’'une durée de 30 min
en NaCl 1M (Figure 37). Ce type d’induction en réponse a un stress est souvent révélateur
des ARNrég potentiellement impliqués dans la réponse de la bactérie au changement des

conditions environnementales.

Nous avons également prédit la structure secondaire de I’ARNrég CetR via le serveur
interne RNAshapes (Figure 31, collaboration avec Stefan Janssen). L’algorithme de ce serveur
est basé sur la programmation dynamique, ou tous les appariements possibles sont
considérés, pour déduire ceux minimisant I'énergie thermodynamique globale. L'idée est
qgue la structure réelle soit celle de I'énergie libre minimale. Cette structure secondaire
correspond a la forme (ou topologie) induite par I'ensemble des appariements A-U, G-C
(liaison hydrogéne Watson-Crick) et G-U (liaison hydrogene Wooble) de la molécule simple
brin. La structure secondaire de CetR est composée de plusieurs régions appariées, appelées
hélices (ou tiges), et des régions non-appariées appelées boucles. On distingue quatre types
de boucles : 1) des boucles internes, qui relient deux hélices, peuvent étre soit symétriques
(les deux brins composant la boucle sont de tailles égales), soit non-symétriques ; 2) les
renflements, reliant deux hélices par un seul brin non-apparié, les deux hélices étant cote a
cOte sur l'autre brin ; 3) les boucles terminales, situées a I'extrémité d’'un "bras" de la
structure ; et 4) les boucles multiples, qui relient plusieurs hélices (trois ou plus) (Figure 30).
On retrouve ainsi plusieurs motifs dans cette structure, notamment des motifs en « tige-
boucle » ou « épingle de cheveux ». Il est possible que certains de ces motifs de structure

secondaire puissent jouer des rbles importants dans certains processus de régulation.
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Figure 33 : Role de CetR dans la physiologie de S. agalactiae.

(A) Images de cultures bactériennes apres 24h d’incubation statique (partie gauche) et suivi de
la cinétique de sédimentation en culture statique en TH et a 37°C (partie droite). (B) Images
en microscopie optique de la coloration de Gram des cultures aprés 24h d’incubation. (C)
Image de la plaque 96 puits issue du suivi de la formation de biofilm aprés 24h d’incubation a
37°C. (D) Concentration minimale inhibitrice (CMI) de la colistine, la polymyxine et le LL-
37.
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C. Role de CetR dans P’intégrité cellulaire de S. agalactiae

Cette partie de ma these vise a comprendre le r6le de CetR dans la physiologie de S.
agalactiae, son adaptation a son environnement et sa virulence. Nous avons d’abord
construit le mutant de délétion cetR (AcetR) en le remplacant par une cassette de résistance
a la Kanamycine (Figure 32). Afin de vérifier que la délétion de cetR n’a eu aucun effet
polaire sur I'expression du géne rpsF (30S ribosomal subunit protein S6) situé en aval et
orienté dans le méme sens que cetR, nous avons réalisé la complémentation du mutant de
délétion cetR par deux méthodes différentes. Nous avons réalisé: 1) une complémentation
plasmidique en clonant cetR avec son promoteur endogene dans le plasmide a haut nombre
de copies, pJIM2246 (Renault et al., 1996), 2) une complémentation chromosomique en
position ectopique en insérant cetR sous le contréle de son promoteur endogéne, dans la

région intergénique située entre les génes gbs0155 et rpoB (Figure 32).

La délétion de cetR a conduit a la perte de sédimentation de la souche dans le milieu
TH (Figure 33. A, partie gauche). Le suivi de la cinétique de sédimentation en fonction du
temps montre que la souche sauvage et la souche complémentée sédimentent beaucoup
plus rapidement que la souche AcetR (Figure 33. A, partie droite). L'analyse de la
morphologie cellulaire, en microscopie optique, a montré que la perte de sédimentation du
mutant cetR est due principalement a une anomalie dans la formation des chainettes (Figure
33. B). La souche sauvage (wild-type, WT) de S. agalactiae forme de longues chainettes en
milieu liquide conduisant a sa sédimentation, tandis que le mutant cetR forme des mono- ou
diplocoques. Cet impact sur la morphologie de la bactérie pourrait étre lié a une fragilisation
de la paroi cellulaire, un dysfonctionnement des enzymes impliquées dans la voie de
biosynthése de la membrane, ou dans la division cellulaire. Cette hypothése implique que
I’ARNrég CetR pourrait avoir plusieurs cibles potentielles liées au maintien de l'intégrité

cellulaire de S. agalactiae et donc a sa virulence.

Nous avons étudié également la capacité de S. agalactiae a former du biofilm. Le test
de cinétique de formation du biofilm est basé sur la quantification de I'absorbance de
bactéries colorées avec le cristal violet. Nos résultats ont montré que le mutant cetR forme

significativement moins de biofilm que la souche sauvage et la souche cetR**® (Figure 33. C).
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Comme nous l'avons cité précédemment, I'espéce S. agalactiae est naturellement
résistante aux PAM. Cette résistance lui confere la capacité d’échapper au systéme
immunitaire de la cellule h6te. Nous avons testé la résistance de S. agalactiae a différents
PAM, tels que la colistine, la polymyxine ou le LL-37. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) obtenues montrent que la souche AcetR est plus sensible a la colistine
(CMI = 2ug/mL) que la souche WT ou la souche cetR*® (Figure 33. D ; CMI > 256pg/mL). Des
résultats similaires ont été obtenus avec la polymyxine et le LL-37. Chez S. agalactiae, la
résistance aux PAM est conférée par la voie de D-alanylation des acides lipoteichoiques
(ALT). Les genes impliqués dans cette voie appartiennent a I'opéron dItABCD. Nous pouvons
ainsi supposer que la diminution de la résistance aux PAM, observée pour le mutant cetR,

pourrait étre due a un dysfonctionnement dans la voie de D-alanylation des ALT.

D. Publication N° 1

Dans cette publication, nous avons détaillé, entre autre, I'identification de la cible de

CetR liée aux phénotypes observés.
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Antimicrobial peptides (AMPs) are essential components of the
innate immune response against bacterial infections in human
and most eukaryotic hosts. The human opportunistic pathogen
Streptococcus agalactiae avoids AMPs toxicity by increasing D-
alanylation of lipoteichoic acids and thickness of the cell wall. Here,
we show that a 680 nt-long regulatory RNA, CetR (cell-envelope-
targeting RNA), modulates AMPs resistance and virulence through
posttranscriptional regulation of dltD mRNA which encodes a D-
alanyl-lipoteichoic acid biosynthesis protein. Deletion of cetR leads
to cell morphology changes, reduced biofilm formation and AMPs
resistance. A 27 nt-long CetR-d/tD interacting region is predicted in
silico. Compensatory base pair exchanges in S. agalactiae demon-
strate that CetR interacts directly with d/tD mRNA and that disrup-
tion of this RNA pairing is sufficient to observe the CetR-associated
phenotypes. By quantifying both mRNA and protein, we demon-
strate that CetR enhances dItD translation and disruption of the
CetR/dItD mRNA interaction results in a dramatic decrease in DItD
protein. Finally, using an infection murine model and quantifying
bacterial survival in macrophages, we observe that both CetR and
DItD are crucial for S. agalactiae virulence.

Antibiotic resistance | bacterial virulence | cell wall | posttranscrip-
tional regulation | colistin

Introduction

The virulence of pathogens relies on their ability to adapt to their
hosts, escape defense mechanisms and antimicrobial treatments.
A multilayer control ensures tight regulation of these processes
to optimize pathogen fitness through the different encountered
environments (1). A first line of control is transcriptional with
regulators such as two-component systems (TCSs) that respond
to physical and chemical perturbations. It is followed by posttran-
scriptional regulations in which regulatory RNAs may affect RNA
elongation, processing/degradation and translation (2).

Streptococcus agalactiae, a Group B Streptococcus, is a chain-
forming gram-positive opportunistic pathogen for farm animals
and humans. It colonizes asymptomatically the digestive and
genitourinary tracts of 10 to 30% of the human population (3).
Streptococcus agalactiae is the leading cause of invasive infections
in neonates, causing pneumonia, sepsis and meningitis mainly via
maternal transmission and has emerged as an increasing cause of
invasive diseases in immune-compromised and elderly adults (4,
5). Intrapartum antibiotic prophylaxis is used for pregnant women
tested positive for S. agalactiae, but the emergence of antibiotic
resistant strains is of concern (6).

Antimicrobial peptides (AMPs) are produced by certain bac-
teria, and also by higher organisms as a part of the innate immune
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response (7, 8). They have broad spectrum antimicrobial activity
leading to disruption of the bacterial cell envelope and leakage of
intracellular contents (9). However, as AMPs are mainly cationic,
their effects on Gram-positive bacteria are limited by the global
positive charge of the cell wall. This charge is conferred by the
incorporation of D-alanine residues in lipoteichoic acids (LTAs)
and wall teichoic acids (WTAs), which are major cell envelope
constituents of Gram-positive bacteria. The dlt operon encodes
four enzymes (DItA, DItB, DItC, and DItD) that catalyze LTA D-
alanylation. The S. agalactiae dit operon comprises, in addition
to the ditABCD genes, two regulatory genes, designated dltR and
dltS, located upstream of dlt4. In several species, including S.
agalactiae, inactivation of dlt genes results in reduced virulence
and higher sensitivity to AMPs (10-12).

Here, we characterize CetR, a newly identified S. agalactiae
long regulatory RNA that is required for DIt activity. Deletion of
its corresponding gene leads to numerous phenotypes including
AMP sensitivity and reduced virulence. We demonstrate that
CetR RNA base-pairs to ditD mRNA to stimulate its translation.
We propose that drugs targeting regulatory RNAs such as CetR

Significance

Emergence of antimicrobial resistance is an increasing threat
worldwide and failure of treatments urges the discovery of
new means to combat against multi-resistant strains. Strep-
tococcus agalactiae is an opportunistic pathogen responsible
for neonatal infections. We report that CetR, a long regulatory
RNA of S. agalactiae, contributes to the regulation of virulence
and antimicrobial peptides (AMP) resistance. CetR binds to
the ditD mRNA coding region to stimulate its translation. The
inability of dltD mRNA to associate by base-pairing to CetR
prevents dltD expression. DItD contributes to the final step of
D-alanine transfer onto lipoteichoic acid and its absence alters
the bacterial envelope leading to AMP sensitivity. Preventing
the action of this regulatory RNA may significantly increase the
activity of antimicrobial compounds.
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Fig. 1. CetR, a long and abundant RNA. (A) Transcriptome profile of 5.

agalactiae showing CetR genetic context and abundance. NEM316 strain
(NC_004368) RNA-seq results are visualized using the Artemis genome
browser (35). The cetR NEM316 genomic coordinates are: 1.818.732-
1.819.411. (B) Diagram representing the alignments of NEM316 cetR region
with several other 5. agalactiae strain genomes. Homologous genes in differ-
ent Streptococcus strains are represented by the same great scale, whereas
unrelated genes are indicated in white.

would affect pathogens by reducing their virulence and increasing
their susceptibility to AMPs.

Results

CetR is a Long RNA Conserved in Streptococcus agalactiae

We reported the identification of 47 putative trans-acting
regulatory RNAs in our previous differential RNA-seq (dRNA-
seq) study of S. agalactiae strain NEM316 (13). Among them,
Srn073 hereafter called CetR for cell-envelope-targeting RNA, is
highly expressed and remarkably long (680 nucleotides [nts]), Fig.
1A). Its corresponding gene, cefR, is located between rpsF and
mutY . The longest putative open reading frame predicted in cetR
sequence is a 17 amino acid peptide that is not conserved in other
species (Fig. S1A). As discussed hereafter, the CetR-associated
phenotypes that we report are not due to peptide expression; we
therefore consider that CetR is likely a long regulatory RNA.
Sequence homology searches using all available S. agalactiae shot-
gun and complete genome sequences reveal that cetR is conserved
in S. agalactiae, with a low degree of polymorphism (99% nt
identity; Figs. 1B and S1). Thus, cetR belongs to S. agalactiae reg-
ulatory RNA core genes. A long non-coding sequence harboring
a predicted terminator is also present between rpsF and mutY
genes of other Streptococcus species. The sequence displays weak
homologies with cetR at about 150 nts downstream of a potential
consensus promoter (Fig. S2), suggesting that CetR-like RNAs
may exist in a subset of streptococci.

CetR Promotes AMP Resistance, Chain and Biofilm Forma-
tion

To identify putative functions associated with CetR, we con-
structed a strain in which the cefR gene was inactivated (AcetR).
In rich medium, growth rate and final biomass are not affected by
the absence of CetR (Fig. S34). The minimum inhibitory concen-
trations (MICs) for different antibiotics of the AcetR and parental
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AMPs (pg/ml) NEM316 AcetR AcetR-cetRet
Colistin_| >512 2 >512
Polymyxin B 64 4 64
LL-37 >100 4 >100

—+— NEM316
—a— AcetR
— m— AcetR-cetRes®

12

“E

E

g

a

[¢)

= o8

(5]

g

@ 06

[=

£

= 04

2

s 02

=

g o+ :

= 1] 20 A0 &0 B0 100
[}

wy

Time (h)
/
: N N f?.. “
N 8
n > -
= = il Y Y
¥ ; ,__.{\ o
\)
’ s
. :
- i
oy e & e ™~

NEM316 AcetR AcetR-cetRe°

° OoﬂwOO

TR
o e

Fig. 2. CetR promotes AMP resistance, chain formation and biofilm.(A) MICs
measured for colistin, polymyxin B and LL-37 in NEM316, AcetR and AcetR
cetR*™_(B) Bacterial sedimentation on standing tubes of liquid cultures after
24 hours (left panel), and sedimentation kinetics monitored as described in
Material and Methods (right panel). (C) Microscopic fields of Gram-colored
strains. The AcetR cells present a reduced chain lengths compared to the
wild-type and AcetR cetR®™ strains. (D) Biofilm formation assay of wild-type,
AcetR and AcetR cetR®® strains on 96-well plastic plates. Bacterial sessile
biomass was measured at 24h with crystal violet coloration.

strains were also tested (Figs. 24, S4 and Table S1). As observed
for many Gram-positive bacteria, NEM316 is highly resistant to
three tested AMPs, LL-37, colistin and polymyxin B (e.g. colistin
MIC > 512 pg/ml). In contrast, a dramatic decrease of MICs was
observed in AcetR (e.g. > 256-fold for colistin). To determine if
reduced AMP resistance in the AcetR strain was not due to a polar
effect of the mutation, we constructed a AcetR-derivative strain
carrying a chromosomal ectopic copy of wild-type cetR (referred
as cetR**"°) inserted between gbs0155 and rpoB (Fig. S3B). In
this strain, the AMP resistance phenotype was restored to the
wild-type level (Fig. 24). The CetR requirement for antibiotic
resistance was exclusive to AMPs, as MICs of all other antibiotic
categories tested were similar for bacteria expressing CetR or
not (Table S1). These results demonstrate that CetR promotes
a specific resistance to AMPs in S. agalactiae.

Interestingly, reduced sedimentation was observed in liquid
culture for the AcetR mutant as compared to the parental strain
(Fig. 2B). This phenotype correlates with a morphological change
observed for AcetR, which forms shorter chains, mainly diplo-
coccl, as compared to the parental strain (Fig. 2C).

Biofilm formation depends on adhesion of microorganisms to
each other and to biotic or abiotic surfaces. The development of
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Fig. 3. CetR targets dftD mRNA by direct RNA/RNA pairing. (A) Predicted
pairing between d/tD mRNA and CetR, mutated dl/tDyn,: and CetR, ditD
mRNA and mutated CetR (CetR3mut) and, ditDamut and CetRamut. Mutated
ditD nucleotides, pink; mutated CetR nucleotides, blue. (B) Sedimentation
phenotype of the wild-type, AcetR, ditD;, and AcetR- ditDypy,,; strains with
the indicated plasmids.
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Fig. 4. CetR activates d/tD mRNA translation. (A) ditD mRNA was quantified
by guantitative RT-PCR in the indicated strains relative to NEM316. (B) ditD
translation is evaluated by Western blot with anti-FLAG antibodies against
the 3xFLAG epitope on strains having the indicated mutations and the
chromosomal copy of ditD replaced by a translational ditD::3xflag gene
fusion.

surface-associated bacteria contributes to virulence and antibiotic
recalcitrance (14). The NEM316 strain forms biofilms on 96-well
plastic plates. However, the strain deficient for CetR (AcetR)
showed strongly reduced biofilm formation, which was restored
by introducing the cetR** allele (Figs. 2D and S5).

Our results suggest that the long RNA CetR may have a
regulatory function affecting the expression of a gene (or genes)
involved in cell morphology, cell wall biogenesis and AMP resis-
tance.

CetR Targets the D-Alanyl-Lipoteichoic Acid Biosynthesis
Pathway by RNA/RNA Pairing

To identify putative mRNA targets of CetR, a genome-wide
in silico prediction of CetR-mRNA interactions was performed
using RNApredator (15). The best candidate identified by rank-
ing putative targets by energy was ditD mRNA (-21.6 KJ/mol, see
pairing region in Fig. 34).

Footline Author

DItD is a membrane-anchored protein that contributes to
cell wall synthesis by mediating D-alanine transfer to the LTA
polyglycerophosphate chain (16). This modification is associated
with AMP resistance and sedimentation of S. agalactiae (11, 17).

In silico prediction and AcetR—associated phenotypes strongly
suggests that CetR modulates dltD expression by RNA/RNA
pairing interaction. To test this hypothesis, we first examined the
phenotypic consequences of disrupting the putative pairing re-
gion by mutagenesis. The morphological changes associated with
AcetR are restored in the presence of a plasmid expressing CetR
(pCetR) (Figs. S64 and S6B). However, a plasmid derivative
carrying a 27-nt deletion of the sequence corresponding to the
CetR-dltD mRNA predicted interaction region (pCetR»7) could
not restore the parental phenotypes (Fig. S6). This experiment
supported the in silico-predicted CetR-dltD mRNA interaction.

To better define the pairing region, we introduced three-
nt changes in ditD, in cetR, or in both genes. Three nts on
the ditD chromosomal gene were mutated (A423G, T426C and
T432C) without changing the DItD amino acid sequence; the
resulting allele was named dltD3mu (Fig. 34). Remarkably, the
dltD3p, strain displayed the same phenotypes as were observed
for AcetR: reduced sedimentation, morphology changes, reduced
biofilm formation, and increased AMP sensitivity (Figs. 3B, S4
and S7, and Table S2). These results suggest that the dltDimu
allele does not interact with wild-type CetR. When expressed
from a plasmid (pCetR), CetR restored sedimentation of the
AcetR mutant to the parental level, but as expected, not of the
dltD 3y mutant (Fig. 3B). To confirm that the ditD3mu phenotype
was associated with the inability of dltDsy,,; mRNA to base-pair
with CetR, we constructed a mutated cetR allele (A252G, A258G
and T261C), named cetR3mu;, restoring base-pair complementar-
ity with dltD3mue (Fig. 34). CetRamu expressed from the plasmid
pCetRjy,,; restored sedimentation of the dltDsy, and AcetR-
ditD 3y, mutants to the parental level, but not of AcetR (Fig.
3B). Similarly, the morphology phenotype of short chains and
increased AMP sensitivity observed for the AcetR and ditD3mu
mutants were lost in the presence of pCetR and pCetRj3py,
respectively (Fig. S8 and Table S2).

These experiments demonstrate that CetR is crucial for ditD-
associated phenotypes (i.e. AMP resistance, chain-forming, and
biofilm). The CetR activity is mediated by RNA/RNA interaction
involving the 242-268 region of CetR and 416-443 of ditD mRNA.

CetR Activates ditD mRNA Translation

Bacterial regulatory RNAs interacting by base-pairing to mR-
NAs modulate mRNA stability and translation; in most studied
cases, they act as negative regulators (2). AcetR phenotypes sug-
gest that the absence of CetR decreases dit activity; we therefore
considered that the presence of CetR would upregulate ditD
expression on transcriptional and/or translational levels.

The amount of ditD transcript was determined by qRT-PCR in
strains NEM316, AcetR, AcetR cetR*" and dltDs . Transcription
was not significantly different in the four strains (Fig. 44). We
conclude that the role of CetR is not likely to affect the ditD
mRNA transcription and stability and therefore, CetR may act
translationally.

To evaluate DItD translation, the endogenous dltD gene was
replaced by a ditD-3xflag allele. The latter gene expresses a
DItD-3xFLAG fusion protein, which is detected by specific anti-
FLAG antibodies. Four strains harboring the chromosomal dlfD-
3xflag allele were constructed (see SI Methods) and expression
of DItD-3xFLAG was monitored by Western blot. The DItD-
3xFLAG tagged-protein was detected with a strong signal in the
NEM316 and AcetR cetR*" strains but not in AcetR and dltD3mut
strains (Fig. 4B). Altogether, our results demonstrate that pair-
ing of CetR with dltD mRNA is required for efficient DItD
synthesis. Synthesis remains efficient with the duplex formed
by CetRamut/dltDimy mRNA. The RNA/RNA interaction does
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Fig. 5. CetR, a Long RNA Promoting Bacterial Survival in Macrophages and Virulence. (A) Bacterial survival in macrophages RAW 264.7 cells. Bacterial CFUs
were counted 1-hour post-infection (1h p.i) and compared to starting inoculums. The error bars represent the standard deviation calculated from at least
three independent experiments.The asterisks indicate p-values obtained using unpaired Student t-test (** P<0.01). (B) Mouse virulence assays. Bacterial load
in blood, liver and brain of 3 weeks-old mice (n = 8) infected with 3 x 10 CFU via intravenous route. NEM316, black circles; AcetR, white circles; AcetR-cetR**°,
black squares; ditDamut, white squares.Asterisks indicate significant differences as assessed by the Mann-Whitney test (*, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001).

not alter the dltD mRNA level, but is required to stimulate its
translation.

CetR is Required for S. agalactiae Survival in Macrophages
and Virulence

Production of AMPs is an important component of effective
macrophage bactericidal activity. However, expression of LTAs by
Gram-positive pathogens leads to AMP resistance. Our findings
establishing the direct effects of CetR on DItD expression led us
to investigate the roles of CetR on §. agalactiae survival in phago-
cytic cells and in infection. Survival of NEM316, AcetR, AcetR
cetR*" and dltD3mu exposed to RAW 264.7 macrophages was
compared at 1-hour post-infection. Survival was more than 55-
fold lower for AcetR and dltD3mu than for NEM316 and cetR*®
strains (Fig. 54).

We then investigated virulence of the AcetR mutant compared
to AcetR cetR®°, NEM316, and dltD3my strains in an intravenous
mouse infection model. Animals were sacrificed 24 and 72 hours
post-infection, and bacterial load was measured in infected tis-
sues. At 72 hours post-infection, bacterial counts in blood, liver
and brain were significantly lower in animals infected with AcetR
or dltDsy,,, compared to those infected with NEM316 and AcetR
cetR**° (Fig. 5B).

We conclude that CetR, likely through its interaction
with ditD mRNA, contributes to S. agalactiae resistance to
macrophage killing and survival during infection in a murine
model.

Discussion

Regulatory RNAs in bacteria are classically referred to as SRNAs,
for small RNAs, because their size is usually between 70 to 300-
nts. However, few of them are exceptionally long and RNAIII
from Staphylococcus aureus is their paradigm (18). This 514-nts-
long RNA expresses the 26 amino acid 8-hemolysin and has 14
hairpin structures. It regulates positively and negatively several
genes via RNA/RNA interactions involving substrate-dedicated
hairpins. We characterized CetR, the longest regulatory RNA
from S. agalactiae (13) and identified ditD mRNA as one of
its target. All reported phenotypes associated with AcetR are
explained by a dltD down-regulation and involves a critical short
pairing region. Since regulatory-RNA pairing regions with targets
are usually short, it is likely that different CetR regions nested in
its 680-nts interact with other, so far unknown, targets. We do not
exclude the possibility that cetR encodes a putative small peptide;
however, all presented phenotypes are mediated by a RNA/RNA
interaction.

Regulatory RNAs can modulate all biological processes and
several of them, contribute to virulence. A large scale study on
Streptococcus pneumoniae indicates that several of them are likely
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involved at different steps of pneumococcal pathogenesis (19).
Inactivation of these sSRNAs alters expression of genes related
to transport and metabolism; but, no direct regulation by these
sRNAs on putative targets was demonstrated. In Streptococcus
pyogenes, the three sRNAs Pel, FasX and RivX are implicated in
virulence: i) as RNAIII, Pel codes for an hemolysin and regulates
the expression of virulence factors via RNA/RNA interaction, ii)
FasX binds the 5'end of ska mRNA to stimulate the streptok-
inase expression, and iii) RivX, issued from the RivR mRNA
processing, upregulates a regulator of virulence (20). Streptococ-
cus agalactiae SRNAs were inventoried, but their targets remain
unknown (13, 21). We provide the first evidence of a regulatory
RNA involved in the virulence of S. agalactiae. Previous reports
demonstrated that incorporation of D-ala residues is important
for virulence in animal model (22-24). Here, we demonstrate that
the dltD mRNA encoding the final step of D-ala transfers onto
LTA (25) is a direct target of CetR. Indeed, mutations within
the ditD open reading frame keeping intact the DItD amino-
acid sequence but abolishing its interaction with CetR (dltD3mut)
mimic the AcetR phenotype. We therefore conclude that the
attenuated virulence associated with AcetR is due to its regulatory
effect on the dit operon.

Host response to S. agalactiae infection includes activation of
macrophages and other component of the innate immune system
(26). Mouse macrophages produce cathelin-related antimicro-
bial peptides (27). The efficient clearance of AcetR and ditD3mu
mutants in mice is possibly a consequence of their increased
susceptibility to AMPs and indeed, these mutants are also more
susceptible to killing by macrophages than the wild-type strain.

So far, only few regulatory RNAs were reported to affect
antibiotic resistance, but the emergence of multidrug resistant
strains raised an interest for them (28). Gram-positive bacteria
are usually resistant to AMPs through the increase of the global
positive charge of the cell envelope; interestingly, the inactivation
of cetR results in a dramatic increase in AMP susceptibility.
Since defects in D-alanyl-LTA biosynthesis affect the membrane
charge and increase AMP susceptibility (10), we conclude that the
AcetR AMP-susceptibility is associated to a down-regulation of dit
gene expression. This result is supported by the observation that
dltD3my mimics the AcetR AMP phenotype.

Most trans-acting regulatory RNAs downregulate gene ex-
pression; however, there is growing number of them contribut-
ing to gene activation (29). They can liberate sequestered ribo-
some binding sites (e.g. DsrA in Escherichia coli) and antagonize
mRNA processing to increase the stability of targeted mRNAs
(e.g. FasX). In most cases, these regulatory RNAs bind to the
untranslated regions (UTRs) of their targets. CetR-dependent
phenotypes indicate that CetR is a dltD activator. It does not
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affect significantly the dlfD mRNA quantity, but stimulates its
translation. Unusually, the CetR activity involves a pairing within
the ditD coding region. One hypothesis is that in the absence of
CetR, the structure of the polycistronic dlt mRNA prevents ditD
translation. Thus, CetR binding to the dltD coding sequence may
generate an alternate dlt mRNA structure that free a ribosome
binding site (dltD or upstream sequences that would act via
translational couplings) allowing dltD translation and LTA D-
alanylation.

Artificial molecules tampering with riboswitches can have
antimicrobial activities (30) and RNA-based molecules (e.g. artifi-
cial trans-encoded sSRNA) can silence specific bacterial genes (31,
32). Such compounds are one step forward to the development of
new therapeutic agents. Thereby, finding a molecule preventing
the binding of CetR to dltD mRNA would be a mean to generate a
reduced virulence and susceptibility to AMP of S. agalactiae. This
concept applies to other regulatory RNAs in different bacteria.

Material and Methods

Bacterial Strains, Growth Conditions,
Primers

Serotype III S. agalactiae strain NEM316 from a human case
of bacteremia was the parental strain used for this study (33).
Mutant derivatives were constructed as described (SI Material
and Methods). E. coli was used for cloning purposes. All S.
agalactiae and E. coli strains are listed (SI Table S3).

Streptococcus agalactiae and E. coli strains were routinely
grown at 37°C statically in Todd Hewitt broth (TH, Difco) and
under agitation in Luria Bertani broth (LB, MP Biomedicals),
respectively. When necessary, erythromycin was added to the
media at final concentrations: 10 pg/mL and 150 pg/mL for S.
agalactiae and E. coli, respectively.

Plasmid constructions is described (SI Material and Meth-
ods). Plasmids and DNA primers are listed (SI Table S4 and S5,
respectively).

Sedimentation Kinetics and Morphology Observation

Bacterial sedimentation was measured according to previous
report with modification (34). Cells were grown overnight, diluted
1:100 into 45 mL of fresh medium and grown statically at in 50 mL
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conical tubes to stationary phase. Shaking, pipetting or vortexing
were avoided to allow bacterial sedimentation. Samples of 500
UL were taken from the top of each tube at different time points
for ODgpo nm measurement. To observe morphological changes or
bacterial aggregation, Gram coloration and photonic microscopy
observations were performed after 24 h of incubation. Results
reported are from three independent experiments.

Biofilm Assay

Streptococcus agalactiae strains were grown overnight and di-
luted 100-fold in the same medium. Cells were then prepared for
biofilm assay as described previously (34). At ODgoonm =0.5, 200
HL culture aliquots were dropped into 96-well plates. Plates were
then incubated at 37 °C, and bacterial sessile development was
evaluated with crystal violet coloration at different time points.
Negative control wells were filled with sterile medium.

Antibacterial Activity

Antibiotic MICs were measured according to EUCAST
guidelines (www.eucast.org). Bacteria were plated on Mueller
Hinton agar supplemented with defibrinated horse blood and
20 mg/L B-NAD (MHF, BioMérieux). Antibiotic susceptibility
was tested by disks containing antibiotics (Bio-Rad) or Etest
strips (BioMérieux). For human cathelicidin AMP (LL-37, In-
vivoGen), MICs were determined by a dilution method in 96-

well microplates (Argos Technologies). Bacteria (10° CFU) were
added to wells containing increasing LL-37 concentrations and
incubated overnight at 37 °C; bacterial growth was determined
by OD using a microplate reader (BioTec).
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Additional Methods
Strain constructions

Mutant strains were constructed by allelic exchanges via a two-step homologous

recombination process using pG+host5 derivatives as described (1).

The cetR deletion (Fig. S3A) was obtained using pAcetR::aphA-3, a pG+host5 derivative
constructed as follow. The aphA-3 gene conferring kanamycin resistance was PCR-amplified
from pBT2 with primers kan-F/kan-R. The cetR upstream and downstream regions were PCR-
amplified with primers Srn073-UpF/Srn073-UpR and Srn073-downF/Srn073-downR,
respectively. pG+host5 was PCR-amplified using primers pGhost-F/pGhost-R. The four PCR
products were assembled by Gibson assembly (2). The AcetR::aphA-3 allele in NEM316
generated AcetR (MFL100) strain.

The ectopic complementation of AcetR strain was performed by inserting a cetR wild-type
copy in the chromosome at a different position than its endogenous copy using the
pG+host5 derivative pCetR*™. The position between 178811-178812nts of the NEM316
strain (NC_004368) was chosen for the absence of transcriptional signals by RNA-seq.
pCetRecto was constructed as follow. cetR was PCR-amplified with primers cetR-ectoF/cetR-
ectoR. The amplified sequence includes the cetR native promoter and Rho-independent
terminator (Fig. S3A). The upstream (gbs0155) and downstream (rpoB) regions of position
178811 were PCR-amplified with primers IGR-UpF/ IGR-UpF R and IGR-DownF/IGR-DownR,
respectively. pG+host5 was PCR amplified using primers pGhost-F/pGhost-R. The three PCR

ecto

products were assembled by Gibson assembly (2). The cetR™" allele introduced into the

AcetR strain generated AcetR cetR®™ (MFL101).

The dItD chromosomal gene was substituted by the dltDsn,: allele using a pG+host5
derivative, pDItD3mut, constructed as follow. Two fragments of d/tD were PCR-amplified
with primers dltDsmu-UpF/ dItD3mu-UpR and d/tD3mu-DownF/dltDsm-DownR. The primers
were designed to introduce three point mutations, A423G, T426C and T432C. These
mutations are conservative and therefore do not affect the dItD coding sequence. pG+host5
was PCR amplified using primers pGhost-F/pGhost-R. The three PCR products were
assembled by Gibson assembly (2). The dltDsm.: allele in NEM316 and AcetR strains
generated d/tD3my (MFL102) and AcetR-dItDspu: (MFL103) strains.
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The translational expression of dItD and dItDs.: was evaluated by means of a DItD::3xFlag
fusion protein in which 3xFlag is at the C-term end of the protein. The chromosomal copy of
ditD was substituted by ditD3xflag using pDItD3xFlag, a pG+host5 derivative constructed as
follow. The 3xflag sequence was PCR-amplified from pTOOX with primers 3xFLAG-F/3xFLAG-
R. Fragment of about 1kb upstream and downstream from the d/tD stop codon were PCR-
amplified from NEM316 genomic DNA with primers gbs1829-F/ gbs1829-R and dItD-F/ ditD-
R, respectively; pG+host5 was PCR-amplified using primers pGhost-F/pGhost-R. The three
PCR products were assembled by Gibson assembly (2). The dItD3xflag allele introduced into
the AcetR and AcetR cetR*™ strain generated AcetR dltD3xflag (MFL110) and AcetR cetR*"
ditD3xflag (MFL111), respectively. The chromosomal copy of d/tD was substituted by
dItD3my3xflag using pDItDsny3xFlag, a pG+host5 derivative constructed as pDItD3xFlag,
except that upstream and downstream sequences from the d/tD stop codon were PCR-
amplified from dltD3m. (MFL102) genomic DNA. The d/tDsyn 3xflag allele introduced into
NEM316 generated dltDsy: 3xflag (MFL112).

Plasmids were constructed into E. coli, verified by DNA sequencing of the cloned regions and
transferred into the appropriate NEM316 S. agalactiae derivative. For strain constructions,
the genomic DNA of mutants were isolated and the presence of appropriate mutations was
checked by PCR-amplification of the concerned regions and sequencing (for primers, see

Table S5).
Construction of pCetR, pCetRxa,7 and pCetR3n,: plasmids

Plasmid pCetR expressing wild-type CetR was constructed as follow. The cetR gene with 81
nts upstream its TSS and 75 nts downstream its terminator was PCR-amplified from NEM316
chromosomal DNA using pJIM-cetR-F and pJIM-cetR-R primers. plasmid pJIM-erm (3) was
PCR amplified using pJIM-F and pJIM-R primers. The two resulting PCR products were
assembled by the Gibson assembly (2). To investigate the CetR and d/tD mRNA interaction in
vivo, pCetR derivatives with site directed deletion (pCetRa,7) and mutations (pCetR3amyt) in
the plasmid cetR sequence were constructed. pCetRa,; was generated by the ligation (by
Gibson assembly method) of a PCR product resulting for the PCR-amplification of pCetR
using CetRp,7-upF and CetRa,7-upR primers. pCetRsmy: Was generated in the same way, but
using CetR3yu-F and CetRsn-R primers. The CetRsm,t mutations are the following: A252G,

A258G and T261C (see Fig. 3A). They were chosen to disrupt CetR-d/tD interaction with a
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minimum change in the overall RNA structures and to be complementary of three ditD

mutations designed not to alter the d/tD coding sequence.
RNA Preparation

For RNA preparation, overnight cultures of S. agalactiae strains grown in TH medium were
diluted 100-fold in the same medium and grown at 37°C. Samples were then harvested at
different growth phases, mixed with 0.5 volumes stop mix [95% (vol/vol) EtOH/5% (vol/vol)
acetone], and immediately stocked at -20°C. Cells pellets were mixed with resuspension
buffer (0.5 (vol/vol) 20% glucose, 0.5 (vol/vol) 25 mM Tris pH 7.6 and 10 mM EDTA),
mechanically lysed with glass beads in FastPrep -24. Total RNA was extracted using the
phenol/trizol method as described (4). The quality of total RNA was checked on agarose and

bioanalyser (Agilent).
Quantitative Real-Time PCR Analysis

RNA samples were treated with TURBO DNase (Ambion) and absence of contaminating
genomic DNA was checked by PCR (for primers see Table S5). Gene selections for
normalization, qRT-PCR experiments and data analysis were performed as described (5). The
geometric mean of three genes (gyrA, recA and rpoB) chosen among ten genes was used to
normalize the samples. Presented data were obtained from duplicate measures of three

independent RNA sample extractions.
Western Blot Analysis

Overnight cultures of Streptococcus strains were diluted 100-fold in fresh TH media and
grown at 37°C. Culture samples were then taken during exponential growth phase
centrifuged for 8 min at 1, 250 x g at 4°C. Pellets were resuspended in lysis buffer (10 mM
Tris-Hcl, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, and 1 mg/ml lysozyme) to a final concentration of 20 OD
units and incubated 30 min at 37°C. Lysed cells were mixed with the same volume of 2x SDS
gel-loading buffer (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % SDS, 0.2 % bromophenol blue, 20 % glycerol,
and 1 mM DTT) and denatured for 5 min at 95 °C. Western blot analysis of DItD::3xFLAG
fusion proteins were performed using Life Technology western blotting devices, according to
manufacturer’s instructions. Novex™ WedgeWell™ Tris-Glycine gels were used for protein
electrophoresis, iBlot~ 2 Dry Blotting System for protein transfer, and the iBind™ Flex

Western Device for antibodies hybridization and protein detection. Monoclonal anti-FLAG
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(SIGMA) was wused at 1:2,000 dilutions. Goat anti-rabbit secondary antibody

(ImmunoReagents) was used at 1:2,000 dilutions.
Macrophage Survival Assay

Bacteria and human macrophages RAW 264.7 cells were prepared separately for survival
assays. Bacteria were grown in TH medium at 37 °C and resuspended in RMPI 1640 medium
(Gibco) to 10° CFU/ml. Macrophage cells were grown to confluence in RPMI 1640
supplemented with 10 % of Fetal Calf Serum (Gibco). Macrophages were then incubated
anaerobically with bacteria at 10 MOI (multiplicity of infection) in RMPI 1640 at 37 °C for 1
hour to allow bacterial phagocytosis. The supernatants were recovered and infected
macrophages were washed with RPMI (Gibco) and lysed by incubation with pure ice-cold
water for 30 min. Total bacterial CFUs were determined by serial dilutions and compared to
the starting inoculum. Survival assays were performed in duplicates and repeated at least

three times.
Sequence Homology Searches

Sequence homology searches were performed with Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

implemented in Geneious R9.1.5 software (Biomatters LTD) using default parameters. Clonal
complexes (CCs) were attributed to cetR sequences according to Patron et al. (6) and aligned
using ClustalW using default parameters (7). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were

determined using S. agalactiae NEM316 cetR sequence as reference.
Animal Experiments

Three weeks-old Swiss female mice were infected intravenously with 3 x 10° CFU of
exponentially growing bacteria. One and three days after infection, mice were sacrificed;
blood, brain, and liver were collected. Serial dilutions of blood were immediately plated on
solid TH medium for CFU counts. Organs were homogenized in 0.9% NaCl using a tissue
homogenizer, and serial dilutions were plated on solid TH medium.

All animal experiments were conducted in accordance with guidelines of Paris Descartes
University, 1in compliance with the FEuropean animal welfare regulation
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.html) and were approved
by the Institut Cochin University Paris Descartes animal care and use committee (n° 12—145).
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Fig. S1. Genomic context of cetR from different Streptococcus strains. Multiple sequence
alignment of 280 cefR sequences distributed in twelve S. agalactiae clonal complexes (CCs).
The single nucleotide mismatch (G267A, colored in bleu) localized in CetR-d/tD pairing
region is squared. The predicted peptide on cetR sequence and the stop codon are indicated.
Green bar indicated the relative identity. Colored box on the alignment indicate single
nucleotide polymorphism (SNP) on the aligned sequences. In brackets is indicated the number

of aligned strains for the same CC.
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Fig. S2: Multiple alignment of CetR-like RNA sequences. The multiple alignment, using
ClustalW program, revealed the presence of a poorly conserved region of cetR-like sequence,
a 150 nts downstream a potentially conserved promoter region, in related Streptococcus
species. Homologous genes in different Streptococcus species are illustrated by the same

colors, whereas unrelated genes are indicated in white.
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complemented strain AcetR-cetR*" (see SI Methods for details).
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different time points. Bacterial sessile biomass was measured with crystal violet coloration.
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with plasmids carrying wild-type or mutated CetR (pCetRa»7, deletion of the entire interaction
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described in methods (right panel). (B) dltD3my cells present significantly reduced chain
lengths compared to the WT background, as shown with Gram-colored microscopic
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points. Bacterial sessile biomass was measured with crystal violet coloration.
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Table S1: Minimum inhibitory concentrations (MICs)*

Antibiotic target (ng/ml) WT AcetR cetR*° ditD

3mut

Bacterial envelope
B-lactams
Penicillin
Ampicillin
Cefotaxime
Glycopeptides
Vancomycin
Teicoplanin
Nucleic acids synthesis
Norfloxacin
Levofloxacin
Rifampicin
Proteins synthesis
Erythromycin
Lincomycin
Pristinamycin
Gentamicin
Tetracycline

Cell membrane
Bacitracin

Daptomycin

0.06
0.06
0.01

0.50
0.06

8.00
1.00
0.01

0.25

0.25

0.25

0.25

4.00
1.00

0.06
0.06
0.01

0.50
0.06

8.00
1.00
0.01

0.25
0.25
0.25

64.00 64.00

0.25

4.00
1.00

0.06
0.06
0.01

0.50
0.06

8.00
1.00
0.01

0.25
0.25
0.25
64.00
0.25

4.00
1.00

0.06
0.06
0.01

0.50
0.06

8.00
1.00
0.01

0.25
0.25
0.25
64.00
0.25

4.00
1.00

*tests were repeated three times.

Table S2: Colistin Minimum inhibitory concentrations (MICs)*

WT"  AcetR” ditD, " AcetR-ditD
mut 3mu

#
t

pJIM-erm§ >512

pCetR’ 5512 >512

pCetR, Y  >512

t

2

2

>512

2

2

>512

*tests were repeated at three times

#Relevant strain genotypes

§ plasmids from the corresponding strains.
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Table S3: Bacterial strains

Common Name Collectio Genotype Source or
n Name reference

Streptococcus agalactiae

WT NEM316 Wild-type (NCBI Acc-no NC_004368) Glaser et al,
Serotype Il isolated from neonatal 2002
blood culture

AcetR MFL100 NEM316 AcetR::Kan, Km® This study

cetR** MFL101  NEM316 AcetR IGR?****™"..cetR,  This study
Km?®, ectopic complementation of
cetR in the intergenic region
(gbs0155-rpoB)

dItD3mut MFL102 NEM316 dItDs3n, compensatory This study
mutations (A423G, T426C, T432C) in
the coding sequence of ditD in the
interaction region (CetR-dItD)

AcetR-dItDs e MFL103 NEM316 AcetR-dItD,,,; (A423G, This study
T426C, T432C), Km"®

WT-dItD::3xFLAG MFL109 NEM316 DItD::3xFLAG This study

AcetR-dtD::3xFLAG MFL110 NEM316 AcetR::Kan DItD::3xFLAG, This study
Km®

AcetR-cetR*"- MFL111 NEM316 AcetR IGRY*°>>PB..cetR This study

ditD::3xFLAG DItD::3xFLAG, KmF

dItD3p -dItD::3XFLAG MFL112 NEM316 d/tD3my: DItD::3xFLAG This study

Escherichia coli

DH5a BRMFO8 F- @®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) Invitrogen

0 U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,

mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96
relAl

105



Table S4: Plasmids

Name Description Source or
reference
pG+host5 ColE1 replicon, thermosensitive derivative of Biswas et al.
pGK12; MCS pBluescript, Em® (1993)
pAcetR::aphA-3  Em®, Kan®, derivative of pG+host5 used for This study
cetR deletion by allelic exchange with aphA-3
pBT2 Kan®, plasmid carrying aphA-3 Laboratory
collection
pCetR*™ Em", derivative of pG+host5 used for cetR This study
ectopic complementation
pDItD3myt Em®, derivative of pG+host5 used to generate This study
three point mutations (A423G, T426C and
T432C) in dItD chromosomal gene
pDItD3xFlag Em"®, derivative of pG+host5 carrying the This study

pDItD3my:3xFlag

pJIM-erm

pCetR

pCetRaz7

pcetR3mut

pTOOX

translational fusion DItD::3xFlag

Em®, derivative of pG+host5 carrying the
translational fusion DItD3pyt::3xFlag

Em®, derivative of the

pliIM2246

shuttle vector

plIM-erm-cetR, Em®, cloning of cetR in

pBRM100 under the control of its native
promoter

pJIM-erm-cetRp,7, EmR, cloning of cetR,
deleted of the entire interaction region (CetR-
ditD mRNA, i.e. 27 nts), in pBRM100 under
the control of its native promoter

pJIM-erm-cetRsmut, Em®, cloning of cetR,
carrying the mutations (A252G, A258G,
T261C) in cetR sequence in the interaction
region (CetR-d/tD mRNA), in pBRM100 under
the control of its native promoter

Plasmid carrying 3xFLAG

This study

This study

This study

This study

This study

Laboratory
collection

106



Table S5: DNA oligonucleotides

Name

Primers (sequence 5' => 3')

Purpose

cetR deletion oligos

Srn073-UpF

Srn073-UpR

Srn073-downF

Srn073-downR

kan-F

kan-R

pGhost-F
pGhost-R
pGhMCS-F

pGhMCS-R

Dsrn073-F
Dsrn073-R

CGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCCTGCATCTTCAGCTTCAACG

CCATTTATTATTTCCTTCCTCTTTTCTACAGTATTTAAAGTTTTTATTTTTTAATTGAATTATAGAA
TGGG

GAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGAATTTAATTATAGTGTAAACGCTTC

CTTA

TGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAATGCCACCAAAATCAACCAT

CTTTAAATACTGTAGAAAAGAGGAAGG

CTAAAACAATTCATCCAGTAAAATA

TATCCGCTCACAATTCCACA
GGGCTGCAGGAATTCGATA
ATGGCGCATTAACGGAATAA

TGTGGAATTGTGAGCGGATA

TGCCTTATATCAAACCTATGTAGCC
CAAAGAAAGAGGATTTAACAAAGAGG

Forward primer for cetR upstream region and
insertion in pG+host5

Reverse primer for cetR upstream region

Forward primer for cetR downstream region

Reverse primer for cetR downstream region
and insertion in pG+host5

Forward primer for kanamycin resistance
cassette

Reverse primer for kanamycin resistance
cassette

Forward primer for pG+host5 amplification
Reverse primer for pG+host5 amplification

Forward primer for pG+host5::cetR assembly
control

Reverse primer for pG+host5::cetR assembly
control

Forward primer for cetR deletion control

Reverse primer for cetR deletion control
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cetR ectopic chromosomal insertion oligos

IGR-UpF CGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCATCACGAAAGTAAACCTGTCCG Forward primer for IGR upstream region
IGR-UpR CTTCATCATTAATTACGATCTTTTTAAACATAGCATACTGGTG Reverse primer for IGR upstream region
IGR-DownF AAATGGCTACATAGGTTTGATCATCGTGTTATGCTAAAAC Forward primer for IGR downstream region
IGR-DownR TGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATATAAACACCAGGAGAACGGAC Reverse primer for IGR downstream region
cetR -ectoF CAGTATGCTATGTTTAAAAAGATCGTAATTAATGATGAAGAAAAATG Forward primer for cetR ectopic insertion
cetR -ectoR GTTTTAGCATAACACGATGATCAAACCTATGTAGCCATTTTC Reverse primer for cetR ectopic insertion
IGR-OutF TGGACTTACAAGATGCTACG Forward primer for cetR insertion control
IGR-OutR ACGACGTGTACGGTGTTTTC Reverse primer for cetR insertion control

Insertion of a triple mutations into di/tD (dItDs,,..) oligos

dItDsm-UpF GATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCTGGCATATGAGCCTTTCTTTCTGG Forward primer for d/tD upstream region

dItDsm-UpR AATAGTTTTGGAAAGCGCCCTTGTTGGCTCCCT Reverse primer inserting a triple mutation to
ditD

diItDsn-DownF GAGCCAACAAGGGCGCTTTCCAAAACTATTTCAGCAAC Forward primer inserting a triple mutation to
ditD

dItD;m,-DownR TCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATATGAAACCAAGCCCTAAAAG Reverse primer for d/tD downstream region

pCetR (pBRM101) assembly oligos

pJIM-cetR-F TAAATAGAATTCGGGCCCCCGATCGTAATTAATGATGAAGAAAAATG Forward primer for cetR fragment
pJIM-cetR-R AGAACTAGTGGATCCCCCGAAACCTATGTAGCCATTTTCT Reverse primer for cetR fragment
pJIM-F CGGGGGATCCACTAGTTCT Forward primer for pJIM2246 apmlification
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pJIM-R GGGGGCCCGAATTCTATTTA

pCetR,,; (PBRM115) assembly oligos

CetRpy7-upF taaatagaattcgggcccccGATCGTAATTAATGATGAAGAAAAATG
CetRy7-upR acatctaaacTAGGAAATGAAGAAAACTTCAAATC
CetRy,7-downF tcatttcctaGTTTAGATGTAGGTCGCTAC

CetR,,7-downR tagaactagtggatcccccgTCAAACCTATGTAGCCATTTTC

pCetR;.: (PBRM102) assembly oligos
CetRsn-F TTGGGGGGGCGCTCATGTTGGGTTTAGATGTAGGTCGCTACA

CetRsmu-R CAACATGAGCGCCCCCCCAACTATTTCTAGGAAATGAAGAAAACTTC

DItD::3xFLAG assembly oligos

gbs1829 F atatcgaattcctgcagcccGGTGCTGTTGACCCCTTAAA

gbs1829 R acaaggatgacgatgacaagTAAATAGTAGAGTCAGATGATTTATAGC
ditD F ccgtcatggtctttgtagtcCTTGTAATCACTTGGACGTC

ditD R tgtggaattgtgagcggataTTTCTCCGCAATGGTTTGTT

3xFLAG F TTTATCACAGCAGGTATGGG

3xFLAG R GTGATAACCGCTACTGTAAG

Reverse primer for pJIM2246 apmlification

Forward primer for cetR up fragment
Reverse primer for cetR up fragment
Forward primer for cetR down fragment

Reverse primer for cetR down fragment

Forward primer inserting a triple mutation to
cetR

Reverse primer inserting a triple mutation to
cetR

Forward primer for gbs1829 and insertion in
pG+host5

Reverse primer for gbs1829 and link with
3xFALG

Forward primer for d/tD and link with 3xFALG

Reverse primer for d/tD and insertion in
pG+host5

Forward primer for 3xflag fragment

Reverse primer for 3xflag fragment
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gRT-PCR oligos

gRT-cetR-F GCATGCGCTAATGGTAATGA Forward primer for cetR fragment
gRT-cetR-R TGTTGCAAACAGTCACAAGGA Reverse primer for cetR fragment

gRT-dItD-F GGCGGCTTCTCTGACACAAT Forward primer for d/tD fragment
gRT-dItD-F CACCTTTGTTGGCTCCCTTG Reverse primer for ditD fragment
qRT-gyrA-F TGCCGCACAGCGTTATACAG Forward primer for gyrA (gbs0948) fragment
gRT-gyrA-R CGCGCTGGTAAAACAAGAGG Reverse primer for gyrA (gbs0948) fragment
gRT-recA-F TCGCTTTAGGAGCAGGTGGA Forward primer for recA (gbs2047) fragment
gRT-recA-R GCAGCATAGGCTGGGTCAAG Reverse primer for recA (gbs2047) fragment
gRT-rpoB-F TCAGGTGCAGCTGTGATTGC Forward primer for rpoB (gbs0156) fragment
gRT-rpoB-R TTTGAACGGCGGAATTTTTG Reverse primer for rpoB (gbs0156) fragment
gRT-gyrB-F GCTCACATCAGAACTTTACTTTTAACTC Forward primer for gyrB fragment
qRT-gyrB-R TTTAATCTCACTTCCTACTTTGACACC Reverse primer for gyrB fragment

110



111



RESULTATS COMPLEMENTAIRES
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Figure 34 : Profil d’expression de CetR.

(A) Profil northern blot des transcrits de CetR. Les différentes bandes correspondant aux trois
transcrits sont indiquées par les fleches. L’ARNr 16S a été utilisé comme contrdle. E,
Exponential; ES, Early Stationary; S, Stationary; o.n., over-night. (B) Position et taille des
transcrits de CetR. (C) Représentation schématique des fusions transcriptionnelles P..z-,
P2.r- et P3..r::lacZ ainsi que I’activité B-galactosidase chez la souche sauvage (WT).

&
P P2 & Q,Q" P3
& b ——— I
E — . s1s2
680Nnts S N e e e T e e e e i/
e < H H
S1 S2
5354 T .
s1s5 —P--cmmttomsmoooooooooe- < Ery Sédimentation
Ery S3 sS4 ;
> \
S1 S5
587nts s s i i T e T T e Ery 5352
_________________________ < > |
52 H !
i
5652 153nts S

Absence de
sédimentation

= —><-
Absencede 56 52
sédimentation

Absence de
sédimentation

Figure 35 : Caractérisation de la région d’interaction CetR-d/tD.

Diagramme représentant les différents transcrits de CetR (680, 587 et 153nts). Cinq
plasmides, dérivés du plasmide pJIM2246, ont été construits avec les couples d’amorces
S1S2, S3S4, S1S5, S3S2 et S6S2 puis transformés dans le mutant cetR. L’effet de chaque
plasmide a été ensuite évalué par observation de la sédimentation.
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E. Résultats complémentaires

Dans cette partie, nous exposerons des résultats complémentaires du travail

précédent, qui seront publiés dans un deuxiéme article.

1. CetR, code-t-il différents transcrits fonctionnels ?

Le profil d’expression de CetR présenté en Figure 34. A correle avec celui publié
précédemment (Rosinski-Chupin et al., 2015) et montre une expression dépendante de la
phase de croissance (Figure 30. C). Cependant, en plus du transcrit de taille 680 nts, deux
autres transcrits plus courts ont été détectés (Figure 34. B). Pour tester l'existence
d'éventuels promoteurs alternatifs, I'extrémité(s) 5 de TARNm cetR a été mappé par 5’ RACE
(5’ rapid amplification of cDNA ends, voir annexe 1 pour les méthodes) et les régions de
promoteurs putatifs ont été clonés avec le gene rapporteur lacZ (Figure 34. C; voir annexe 1
pour les détails de la construction des fusions transcriptionnelles). Une activité [-
galactosidase a été détectée uniquement avec la fusion transcriptionnelle P..r::lacZ,
correspondant au transcrit de 680 nts (Figure 34. C). L'absence d’activité des fusions
P2etri:lacZ et P3.ri:lacZ suggére que CetR est un long transcrit unique et que les autres

fragments sont des produits de traitement « processing » par des RNases.

2. Caractérisation des différents transcrits de CetR

Le profil northern blot de CetR (Figure 34. A) montre que I’ARNrég possede trois
différents transcrits ; et I'analyse de I'activité B-galactosidase montre que seul le promoteur
du grand transcrit (680 nts) est actif. Cette différence de profil avec le northern blot
présenté dans l'article (Rosinski-Chupin et al., 2015) est due a la différence de position des

sondes utilisées pour I'hybridation de CetR.

Afin de vérifier siles deux autres transcrits (CetR; et CetRs) jouent un role dans les
phénotypes observés, nous avons cloné leurs séquences correspondantes sous le contréle
de Ptr dans le plasmide pJIM2246. Les plasmides recombinants ont été ensuite transformés

dans la souche AcetR et la sédimentation a été évaluée (Figure 35).
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Figure 36 : Région homologue entre les promoteurs de difR et cetR.

(A) Région promotrice de cefR. (B) Région promotrice de d/tR. (C) Région homologue entre
les promoteurs de dltR et cetR.
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Nos résultats montrent que seul le grand transcrit (680nts) permet de restaurer le
phénotype de la souche sauvage (Figure 35). lls confirment que les transcrits CetR; et CetR;
n‘ont pas de rble dans les phénotypes observés. Avec la méme stratégie, nous avons
construit des plasmides contenant +/- 50 nts de : 1) la région d’interaction CetR-dItD, 2) la
séquence codant le peptide putatif et 3) les deux (région d’interaction et peptide). La
sédimentation du mutant cetR a été ensuite évaluée apres transformation avec les différents
plasmides. Aucun de ces plasmides n’a permis de restaurer la sédimentation du mutant cetR
au niveau de la souche sauvage. Ce résultat confirme que : 1) I'intégralité de ’ARNrég CetR
est nécessaire pour interagir avec I’ARNm d/tD, 2) le peptide putatif, méme s’il est exprimé,

n’influe pas sur la fonction régulatrice de ’ARNrég CetR.

3. DItR, le régulateur du régulateur ?

L'analyse comparative des régions promotrices de cetR et du gene codant le
régulateur DItR (d/tR), a montré la présence d’une région homologue entre les deux
séquences (Figure 36). Poyart et collaborateurs ont montré que le régulateur DItR régule
positivement |'expression de son propre promoteur (Poyart et al., 2001). Cependant, le
mécanisme exact impliqué dans cette auto-régulation n’a pas été déterminé. La fixation de
DItR sur son propre promoteur pourrait effectivement activer la transcription de I'opéron
dItABCD. De la méme fagon, DItR pourrait activer directement la transcription de CetR, en
réponse a la présence des PAM, qui activerait a son tour la traduction de DItD. La région
d’homologie, entre les régions promotrices des genes cetR et dItR, pourrait étre impliquée
dans cette régulation et sa caractérisation pourrait apporter une meilleure compréhension

de la régulation de DItD par CetR.

4. L'expression de CetR est inhibée par le stress acide et activée par le

stress salin

Nous avons montré que |'expression de CetR est cruciale pour la résistance aux PAM
et la virulence de S. agalactiae. Ces résultats suggerent fortement que CetR joue un role
dans la réponse au changement dans I'environnement de la bactérie. Effectivement, nous
avons montré que I'expression de CetR est |égérement augmentée en présence de 1M NaCl.

Nous n’avons pas pu confirmer cette régulation par le dosage de I'activité B-galactosidase
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Figure 37 : Effet de stress acide et salin sur I’ARNrég CetR.

(A) Activité B-galactosidase de la fusion transcriptionnelle P.er::/acZ dans la souche WT
cultivée dans le milieu TH en phase exponentielle de croissance pendant 30min de NaCl 1M
ou dans un pH 4,5. (B) Survie des souches WT ou AcefR a 15 ou 30 min de stress salin (NaCl
IM) ou acide (pH 4.,5).
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Figure 38 : CetR favorise ’adhérence aux protéines de la matrice extracellulaire.

(A) Adhérence des souches WT, AcetR, cetR*™ et dltDmy 4 la laminine et au fibrinogéne. (B)
La biomasse adhérée est estimée par coloration au Crystal violet, dont la lecture d’absorbance
se fait a 595 nm.
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dans cette condition ; cependant, nous avons montré que I'activité de la fusion Per::lacZ est
significativement réprimée en pH acide par rapport au contréle (Figure 37. A). Ce résultat
corréle avec les résultats du RNA-seq (Rosinski-Chupin et al., 2015). L’inhibition de
I'expression de I'’ARNrég CetR en pH acide, valeur habituelle du pH des cellules
phagocytaires, pourrait étre une stratégie de S. agalactiae pour échapper au systéme

immunitaire.

L’étude de la survie bactérienne en conditions de stress (salin et acide) a montré que
le mutant cetR est plus sensible au stress salin que la souche sauvage (Figure 37. B). Ce
résultat peut expliquer une baisse d’homéostasie membranaire dans le mutant cetR. La
membrane cellulaire de la souche AcetR étant fragilisée, cette derniére devient plus sensible
aux stress dans lesquels interviennent des molécules importantes pour 'osmose cellulaire,
tels que les cations Na® ou les ions CI". Aucune différence de survie bactérienne n’a été

observée en stress acide (Figure 37. B).

5. CetR favorise I’adhérence aux protéines de la matrice extracellulaire

Afin d’envahir son hoéte, S. agalactiae doit tout d’abord adhérer aux protéines de la
matrice extracellulaire (ECM), qui composent la plupart des cellules eucaryotes. Parmi les
composants majeurs de 'ECM, on distingue la laminine et le fibrinogéne. Nous avons ainsi
évalué la capacité d’adhérence des différentes souches de S. agalactiae a ces deux
protéines. Afin de réaliser ce test, 200 uL de la suspension bactérienne sont déposés dans
chacun des puits des plaques de microtitration préalablement préparées. Des puits
contenant seulement du milieu de culture stérile servent a controler I'absence de
contamination. Aprés 3h d’incubation a 37 °C, la suspension bactérienne est retirée et la
biomasse adhérée est mesurée par coloration au Crystal violet (cf. annexe 1 pour détail des

méthodes).

La figure 38 montre clairement que les souches AcetR et d/tDsm,: adhérent
significativement moins aux deux composants de I'ECM (laminine et fibrinogéne) par rapport

aux souches WT et cetR®™

. Cet effet sur I'adhérence des mutants AcetR et d/tDsmy: peut
expliquer la perte de la capacité a former du biofilm par ces souches (cf. figure 33). Par

ailleurs, ces expériences d’adhérence effectuées sur des protéines purifiées de I'ECM
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Figure 39 : Role de CetR dans la croissance en milieu chimiquement défini.

(a) et (b) Suivi de croissance des souches WT et du mutant cetR en MCD supplémenté avec
0,5% de glucose ou de fructose aprés une préculture en TH, respectivement. (c) Suivi de
croissance en MCD supplémenté avec 0,5% de glucose apres préculture en MCD supplémenté
avec 0,5% de glucose. (d) Corrélation entre le temps de la phase de latence (PL) en MCD et le
temps de préculture en TH.
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devraient étre complétées par I'étude d'autres composants de I'ECM mais aussi par I’étude
de la capacité d'adhérence a des cellules épithéliales vaginales, voire intestinales dans le cas

de colonisation ou d'infection chez 'Homme.

6. Role de CetR dans la croissance en milieu chimiquement défini

La croissance bactérienne des souches sauvages (wilde-type, WT) et du mutant cetR a
été étudiée en milieu riche (TH), et en milieu chimiquement défini (MCD) supplémenté avec
du glucose ou du fructose a différentes concentrations (0,1%, 0,25%, 0,5%, 1% ou 2,5%).
Pour I’'ensemble des expériences, la croissance bactérienne a été réalisée dans des plaques
de 96 puits et suivi en bioanalyser. Dans le milieu TH, les deux souches (WT et cetR)
présentent le méme profil de croissance (cf, Figure S1, annexe 2). Cependant, aprés une
préculture en TH, la croissance du mutant cetR en MCD, supplémentée avec 0,5 % de
glucose, est nettement ralentie par rapport a la souche WT (Figure 39. a). Ce ralentissement
de croissance est d0 a un rallongement de la phase de latence, indépendamment de la
source ou de la concentration du carbone utilisé (Figure 39. b croissance en fru et annexe 2
pour les différentes concentrations en Glu ou Fru). Une préculture préalable en MCD n’a pas
permis d’inhiber le ralentissement de la croissance du mutant cetR en MCD supplémenté
avec 0,5% de glucose (Figure 39. c). Ce résultat suggére que le retard de croissance du

mutant n’est pas dii a des mutations spontanées lors de la croissance.

En outre, la corrélation entre le temps de la phase de latence (PL) en MCD et le temps
de la préculture en TH montre que, plus le temps de préculture en TH est important, plus le
temps de la PL augmente en MCD pour le mutant cetR (Figure 39. d). Une hypothéses est
gue ce changement de milieu (TH puis MCD) provoque un stress pour le mutant, et
qgue CetR joue un role dans 'adaptation de S. agalactiae au changement de conditions
environnementales tel que le milieu de culture. La fragilisation de la paroi cellulaire
bactérienne et 'anomalie de formation des chainettes pourraient aussi avoir un impact sur

la croissance du mutant cetR.
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Chapitre 2 : CetR, un ARNrég ayant un role pléiotropique
chez S. agalactiae

A. Introduction

L'identification des cibles d’'un ARNrég est indispensable dans I'étude des
mécanismes de régulations modulées par ces biomolécules. Pour cela, il est nécessaire de
combiner plusieurs approches in silico et in vivo afin d’établir une liste de candidats
potentiellement régulés par un ARNrég. A I'heure actuelle, aucune approche ne permet
d’identifier directement toutes les cibles directes d’'un ARNrég. Les approches dites « in
silico » permettent, via des programmes bioinformatiques, de prédire les duplex les plus
stables entre ’ARNrég et les ARNm cibles. Néanmoins, ce genre de programme conduit a la
détection d’un grand nombre de faux positifs. Il est donc souvent recommandé de comparer
les résultats de plusieurs programmes. Les approches dites «in vivo» permettent
I'identification des ARNm cibles dans des conditions réelles de croissance, mais aussi dans
des conditions de stress. Ces approches varient de I'analyse de transcriptome a
I'identification du protéome global. La combinaison des approches in silico et in vivo est

indispensable pour l'identification des fonctions régulées par un ARNrég donné.

B. Identification des nouvelles cibles directes ou indirectes de I’ARNrég

CetR

1. Identification des cibles directes de CetR par approche in silico

Afin d’identifier des nouvelles cibles de CetR, nous avons combiné plusieurs
approches in silico. Trois programmes bioinformatiques ont été utilisés pour rechercher les
appariements entre CetR et les ARNm cibles: 1) le programme RNApredator

(http://nibiru.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNApredator/target search.cgi#) est basé

principalement sur le calcul de [l'accessibilité des séquences dans les appariements

ARNrég/ARNm ; 2) TargetRNA (http://cs.wellesley.edu/~btjaden/TargetRNA2/) se base sur

la recherche des modules conservés dans les appariements ARNrég/ARNm dans des

génomes de bactéries proches ; 3) IntaRNA (http://rna.informatik.uni-

freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp) fonctionne sur le méme principe que RNApredator, avec en

plus la possibilité de changer les parameétres dits « par défaut ».
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Tableau 6 : Liste des 10 meilleurs ARNm cibles formant potentiellement un duplex avec CetR in silico

TargetRNA RNApredator IntaRNA
Cible AG (KJ/mol) Fonction Cible AG (KJ/mol) Fonction Cible AG (KJ/mol) Fonction
gbs1502 -14,72 ammonium transporter gbs1830 21,62 D-alanine transfer gbs0555 21,54 serine/alanine adding
protein enzyme
. . LysR transcriptional spermidine/putrescine
gbs0900 -14,47 uncharacterized protein gbs0666 -20,28 gbs1172 -19,68
regulator ABC transporter
1,2-diacylglycerol-3-
gbs0108 -14,1 dUTP pyrophosphatase gbs0682 -19,32 alpha-glucose alpha-1,2- gbs1879 -19,34 putative endopeptidase
glucosyltransferase
f . NI
gbs1216 413,18 uncharacterized protein gbs1554 -19,14 Orrgzr:';sfzsrw:fe'”e gbs0917 -18,53 GTP-binding protein LepA
- ine AB icillin-bindi
gbs1172 -13,06 spermidine/putrescine ABC 09 118,73 penicillin-binding gbs0660 17,54 uncharacterized protein
transporter protein 2A
i If
gbs1096 -12,78 uncharacterized protein gbs0139 -17,63 cysteine desy urase / gbs1556 -17,44 uncharacterized protein
selenocysteine lyase
gbs0911 -12,76 CRISPR-associated gbs0283 -17,12 uncharacterized protein | gbs0666 -17,39 LysR transcriptional
endonuclease Csnl regulator
gbs1422 -12,7 uncharacterized protein gbs1999 -16,88 uncharacterized protein  gbs1534 -16,99 uncharacterized protein
. . tative t ipti |
gbs0567 -12,46 uncharacterized protein gbs1602 -16,85 Ala-tRNA(Pro) deacylase  gbs0207 -16,34 puta Ivfegrjgi:rlp ‘ona
gbs0793 -12,39 uncharacterized protein gbs2011 -16,8 uncharacterized protein  gbs0782 -16,18 uncharacterized protein

En Jaune et bleu, les candidats retrouvés avec deux programmes différents.
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Le tableau 6 montre que seulement deux cibles, gbs1172 et gbs0666, sont retrouvées
plusieurs fois. La cible gbs1172, qui code une spermidine/putrescine ABC transporter, a été
identifiée par les trois programmes, dont RNApredator en position 148 avec une énergie
d’appariement de -12,96 KJ/mol. Les polyamine-like spermidine et putrescine jouent un réle
vital dans la prolifération cellulaire et I’'homéostasie des ions [fonction prédite par le serveur

web InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)]. La cible gbs0666 est prédite uniquement

par RNApredator et IntaRNA (Tableau 6). La protéine GBS0666 appartient a la famille des
régulateurs transcriptionnels LysR. Cette famille de régulateurs est constituée de protéines
cytoplasmiques qui reconnaissent des signaux intracellulaires et qui possédent a la fois un
domaine senseur et un domaine effecteur de liaison a IADN (Schell, 1993).
L’appariement entre CetR/gbs1172 et CetR/gbs0666 est localisé sur les régions codantes de
ces deux cibles. Nous avons montré précédemment la possibilité de ce mode d’appariement
avec la cible dItD (gbs1830, premiére cible prédite par RNApredator). D’autres cibles
intéressantes ont été également prédites par un des trois programmes, dont la penicillin-
binding protein 2A (gbs2020), CRISPR-associated endonuclease Csnl (gbs0911) et

I’'ammonium transporter (gbs1502).

Il faut noter que, méme si seules deux cibles sont communes, les criteres utilisés
entre RNApredator, IntaRNA et TargetRNA sont complémentaires. La conservation de
gbs1172 et gbs0666 dans les génomes proches, en association avec les régions accessibles a

la fois sur ’ARNrég et '’ARNm, en fait de treés bons candidats.

2. ldentification des cibles de CetR par approche in vivo

Nous avons combiné ensuite les résultats des prédictions bioinformatiques avec les
résultats de deux approches in vivo. La premiére approche consistait a une analyse
comparative du protéome de la souche sauvage et du mutant de délétion AcetR afin
d’identifier de nouvelles cibles ou bien de confirmer les cibles déja identifiées par les autres
approches. La deuxieme approche consistait a l'identification des ARNm cibles par

microarray aprés la surexpression breve (5 min) de ’ARNrég CetR (Tableau 5).

a- ldentification de cibles potentielles de CetR par protéomique comparative
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Tableau 7: Nombre total de protéines identifiées par LC-MS/MS retrouvées dans les
différents compartiments cellulaires des deux souches WT et AcetR

Cytoplasme Membrane Surnageant

Nombre total de protéines
identifiées par LC-MS / MS

Nombre total de protéines
exprimées significativement 46 82 23
de maniere différentielle

589 758 73
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Afin de compléter les prédictions des cibles de CetR par bioinformatique et d’étudier
I'impact de la délétion de cetR sur le protéome global de S. agalactiae, nous avons utilisé en
paralléle une analyse comparative du protéome de la souche sauvage versus le mutant de
délétion AcetR pour identifier et/ou confirmer les cibles régulées par CetR. Nous avons
comparé le protéome global (cytoplasme, membrane et surnageant), par LC-MS/MS (voir
annexe 3 pour les méthodes), de la souche NEM316 sauvage avec le mutant isogénique
AcetR. Nous avons montré précédemment que la délétion de cetR affecte la capacité de S.
agalactiae a croitre en MCD, mais elle n’a pas affecté sa capacité a croitre en milieu TH
(Figure 39). Le milieu TH a été considéré comme « inapproprié » pour I'analyse LC-MS/MS du
protéome global, car il contient des protéines hétérologues a forte concentration qui
pourraient interférer avec la détection des protéines de S. agalactiae. Nous avons ainsi
préparé des extraits protéiques (WT et AcetR) a partir de cultures en MCD supplémentées
avec 0,5% de glucose (voir annexe 3 pour les détails). Comme la croissance du mutant cetR
est ralentie en MCD par rapport a la souche parentale (Figure 39), nous avons effectué
I’extraction des protéines totales a partir du début de la phase stationnaire de croissance. Le
dosage des protéines des différents compartiments cellulaires (cytoplasme, membrane et
surnageant) a montré une quantité similaire de protéines pour les deux souches (WT et

AcetR). Les extraits protéiques ont été préparés a partir de trois cultures indépendantes.

Afin de vérifier 'absence de contamination (lyse bactérienne, mauvaise séparation
des compartiments cellulaires par [l'ultracentrifugation,...) durant la préparation des
échantillons de protéines, nous avons vérifié I'abondance d’une protéine référence pour
chaque compartiment : i) la L-lactate deshydrogénase dans le cytoplasme, ii) la proéine de
liaison a la penicilline 1B dans la membrane et iii) la streptokinase dans le surnageant. Nous
résultats indiquent que chacune de ces protéines références est présente uniqguement dans
le compartiment cellulaire respectif, indiquant ainsi l'absence de contamination. Pour
I’analyse des résultats de LC-MS/MS, nous avons considéré qu’une protéine X est exprimée
différentiellement, si et seulement si la protéine X (moyenne des trois expériences) présente
au moins cing spectre de différence entre les deux souches (WT et AcetR). Le tableau 7
montre le nombre total de protéines identifiées dans les deux souches et dans chacun des

compartiments cellulaires.
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Tableau 8 : Protéines exprimées différentiecllement entre le WT et AcerR identifiées dans le cytoplasme et la membrane

Cytoplasm Membrane
AcetR WT AcetR WT

Gene name Description Average® SD Average SD P-value Regulationb Average SD  Average SD P-value Regulation
gbs0608 (eno)  Enolase 119,66 11,72 192,33 25,03 1,04E-02 = Activator = 101,33 3,79 76,67 6,66 5,06E-03
gbs0782 (tuf)  Elongation factor Tu 11266 9,02 8333 58 9,146-03 [NCBIGSONN 8267 850 10533 11,02 4,78E-02 | Activator
gbs0268 Transketolase 34,33 1,53 47,33 2,08 9,52E-04 Activator 18,67 2,08 26,33 2,52 1,53E-02 Activator
gbs2096 (rpsD)  30S ribosomal protein S4 33,33 3,06 39,67 1,15  2,83E-02 Activator 38,33 4,04 29,00 1,00 1,78E-02
gbs0417 (inf8)  Translation initiation factor IF-2 2667 289 2167 058 423602 [RCDIGSONN 4733 058 3033 351  1,16E-03

I-phosph hase |
gbs1077 (carB) Sﬁ;?:my phosphate synthase large 3067 252 3567 0,58 2,85E-02 | Activator 37,00 3,61 5333 4,04 641E-03 | Activator
gbs1772 Formate C-acetyltransferase 28,67 1,15 34,33 3,06 3,97E-02 Activator 21,67 1,15 40,67 4,04 1,44E-03 Activator
gbs1619 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3067 4,73 22,00 0,00 3,376-02 [JJRCOICSSOMM 2100 1,00 13,00 2,00 3,45E-03
gbs0493 Uncharacterized protein 24,33 1,15 14,33 0,58 1,79E-04 26,67 1,53 19,33 2,08 7,93E-03
gbs0780 (ppc) Phosphoenolpyruvate carboxylase 28,67 5,69 10,00 1,00 4,99E-03 24,33 2,08 18,67 1,53 1,91E-02
gbs1839 SZ;:? G/ pTel e TR e 12,67 2,08 2467 1,15 948E-04 Activator 26,67 4,73 4867 2,89 2,34E-03  Activator
gbsp001 (rplA) 50S ribosomal protein L1 12,33 3,06 21,00 2,65 2,06E-02 Activator 20,00 1,73 13,00 3,00 2,49E-02
gbs1878 Similar to LD-carboxypeptidase LdcA 18,33 058 11,67 0,58 1,45E-04 10,00 1,00 5,00 1,00 3,60E-03
gbs2026 Uridine phosphorylase 13,67 2,89 8,33 1,15  4,11E-02 11,00 1,73 4,33 0,58  3,20E-03
Glycine betaine/proline transport . .
gbs1838 A 4,33 0,58 13,33 1,53 6,73E-04  Activator 29,67 2,08 53,67 1,53 871E-05 Activator
gbs0497 (asnA)  Aspartate--ammonia ligase 10,33 0,58 2,67 0,58 8,36E-05 18,33 1,53 7,00 2,65 3,02E-03
gbs0053 Aldehyde-alcohol dehydrogenase 10,33 2,89 1,33 0,58 6,11E-03 19,00 1,00 8,00 1,00 1,76E-04
gbs0933 (gims)  ©utamine-fructose-6-phosphate 800 1,00 2,67 1,15 3,77E-03 767 3,06 1433 058 2,06E-02  Activator
aminotransferase

gbs0015 (Fist) [ L 5,33 1,53 11,00 1,73 1,32E-02 Activator 40,33 0,58 4533 153 6,07E-03  Activator

metalloprotease

SD : Standard deviation. En jaune sont indiquées les protéines dites « moonlighting ». * moyenne du nombre de spectres. ° Role de CetR
(Activator/Repressor)
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De maniéere intéressante, la délétion du géne cetR induit des effets multiples sur le
protéome de la souche S. agalactiae NEM316. Un nombre total de 1420 protéines a été
identifié par LC-MS/MS. Ce nombre représente 63,56% du nombre total des protéines
prédites pour S. agalactice NEM316 d’aprés la base de données Genoscope

(https://www.genoscope.cns.fr) (1420 identifiées/2234 prédites et/ou annotées). Le nombre

total des protéines exprimées significativement de maniere différentielle, entre la souche
parentale et le mutant cetR, est de 46 protéines dans le cytoplasme, 82 protéines
membranaires et 23 protéines identifiées dans le surnageant (Tableau 7). La comparaison
des protéines détectées dans les différents compartiments cellulaires, de la souche sauvage
et du mutant AcetR, a montré que certaines protéines sont exprimées significativement de
maniére différentielle : 1) soit dans deux compartiments (cytoplasme/membrane,
cytoplasme/surnageant et membrane/surnageant), 2) soit dans les trois compartiments
cellulaires et enfin 3) soit dans un seul compartiment cellulaire. Pour I'ensemble des
résultats présentés ci-apres, seules les protéines exprimées significativement de maniéere
différentielle seront incluses dans I'analyse. Une protéine exprimée significativement de
maniére différentielle est une protéine dont la valeur de P-value (probabilité statistique

calculée avec le test de Student) est inférieure ou égale a 0,01.

Protéines détectées dans le compartiment cytoplasmique et membranaire

Nous avons montré qu’un nombre total de 19 protéines sont exprimées
sgnificativement de maniere différentielle entre la souche WT et le mutant AcetR. Ces
protéines ont été identifiées dans les deux compartiments cellulaires cytoplasme et

membrane (Tableau 8). L'ensemble de ces protéines peut étre regroupé en six classes:

1) Les protéines dites « moonlighting » (I’enolase, le facteur d’élongation Tu, les
protéines S4 et L1 des sous-unités ribosomales 30S et 50S, respectivement, I'aldéhyde-alcool
déshydrogénase et |la protéine chaperonne FtsH),

2) Les protéines participant au métabolisme du pyruvate (la transkétolase, la formate
acétyltransferase et la phosphoénolpyruvate carboxylase),

3) Celles du métabolisme des pyrimidines (la carbamoyl-phosphate synthase et

I'uridine phosphorylase),
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4) Celles du métabolisme des acides aminés (la D-3-phosphoglycerate
déshydrogénase, I’aspartate-ammonia ligase et la glutamine--fructose-6-phosphate
aminotransférase,

5) Les ABC transporteurs (la protéine de liaison a I’ATP et la perméase du systeme de
transport de la glycine et la proline), et

6) Les protéines de fonction inconnue (gbs0493 et gbs1878).

Concernant les protéines dites « moonlighting », elles sont multifonctionnelles, c’est-
a-dire qu’une protéine unique remplit de multiples fonctions biochimiques qui ne sont pas
dues a des fusions de génes ou de multiples variants de maturation d'ARN (Wang et al.,
2014). Plus de 200 protéines ont été identifiées et plusieurs exemples existent, notamment
des récepteurs, des enzymes, des facteurs de transcription et des adhésines. Ces protéines
sont exprimées par différentes espéces bactériennes, dans différents compartiments
cellulaires, fonctionnent dans différentes voies biochimiques et en tant que déterminants de
virulence dans des processus infectieux (Henderson and Martin, 2011; Henderson and

Martin, 2013).

Parmi ces protéines, nous avons identifié I'enolase, une enzyme clé de la glycolyse.
Cette enzyme permet la conversion de 2-phospho-D-glycérate en phosphoénolepyruvate
plus une molécule d’H,0. En effet, cette protéine est plus abondante dans le cytoplasme de
la souche sauvage (192,33 + 25,3 spectre) que dans celui du mutant cetR (119,66 + 11,72
spectre, Tableau 8). Cependant, cette abondance est inversée dans le compartiment
membranaire pour la WT et AcetR (Tableau 8). Ces résultats suggérent que CetR est
activateur de I'enolase dans le cytoplasme alors que I'effet répresseur, observé dans la
fraction membranaire, peut étre lié¢ a une différence d’exportation de I'enolase vers la
membrane. Aucun appariement ARNrég/ARNm n’a été prédit entre CetR et 'ARNm de
I’enolase, éliminant ainsi I’hypothése d’une régulation directe. En plus de sa fonction dans la
voie de glycolyse, une étude a montré que l'enolase est présente sur la surface de
nombreuses especes de streptocoque et permet I'adhérence au plasminogene (Pancholi and

Fischetti, 1998).
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Tableau 9 : Protéines exprimées différentiellement entre le WT et AcerR identifiées dans le cytoplasme et le surnageant

Cytoplasm Supernatent
AcetR WT AcetR WT
Gene name Description Average® SD Average SD Regulationb P-value Average SD Average SD P-value Regulation*
gbs0608 (eno) Enolase/binds plasminogen 119.67 11.72 192.33 25.03 Activator 1.04E-02 0.00 0.00 7.33 0.58 2.53E-05 Activator
gbs1809 (pgk) Phosphoglycerate kinase/plasminogen binding 160.00 19.31 108.00 12.17 - 1.69E-02 0.00 0.00 10.33 0.58 6.45E-06 | Activator
gbs0931 Pyruvate kinase/binding to invertase 89.00 11.53 128.00 9.54 = Activator 1.07E-02 0.00 0.00 5.67 1.15 1.05E-03  Activator
El ion f T h h Il
gbs0782 (tuf) mz:ﬁ]ast'm actor Tu/attachment to human cells and 112.67 9.02 8333 586 9.14E03 0.00 0.00 2000 3.61 6.56E-04 Activator
gbs0031 (Sip) Group B streptococcal surface immunogenic protein 11.67 2.08 6.67 1.15 2.20E-02 70.67 9.71 4233 3.06 8.52E-03 -
gbs0580 Zinc transport system substrate-binding proteinr 0.33 0.58 6.00 1.00 | Activator 1.05E-03 0.00 0.00 4.00 1.73 1.61E-02 Activator
Tableau 10 : Protéines exprimées différentiellement entre le WT et AcerR identifiées dans la membrane et le surnageant
Membrane Supernatent
AcetR WT AcetR WT
Gene name Description Average® SD Average SD  P-value Regulationb Average SD Average SD P-value Regulation*
gbs0782 (tuf) :z:ignastmn factor Tu/attachment to human cells and 82.67 850 10533 11.02 4.78E-02 | Activator  0.00 0.00 20.00 3.61 6.56E-04  Activator
gbs0608 (eno) Enolase/binds plasminogen 101.33 3.79 76.67 6.66 5.06E-03 - 0.00 0.00 7.33 0.58 2.53E-05 Activator
gbs0942 Basic membrane protein A 54.00 6.56 86.33 2.52 1.34E-03 | Activator 1.67 0.58 8.67 1.53 1.76E-03 | Activator
gbs1812 (fusA) Elongation factor G/adhesin 66.67 4.51 79.67 5.13 3.00E-02 Activator 0.00 0.00 10.00 2.65 2.81E-03 Activator
gbs1431 HIlyD family secretion protein 23.00 1.00 29.33 1.15 1.99E-03  Activator 1.67 2.08 11.67 1.53 2.57E-03 | Activator
gbs1510 Maltooligosaccharide transport system substrate- 2033 153 667 115 2.46E-04 867 3.06 17.67 3.79 3.28E-02 Activator
binding protein

gbs1042 'prfont;‘;mp'ex transport system substrate-binding 17.00 2.65 5.00 173 2.77E-03 367 153 13.67 1.15 8.28E-04  Activator
gbs1688 E;zgit:"’“'”e HEL R Y HI UG I 1267 208 6.67 153 1.58E-02 100 100 9.67 2.08 2.89E-03 Activator
gbs2008 Lactocepine 0.00 0.00 4.00 2.00 2.57E-02 | Activator 24.00 5.00 58.67 5.13 1.11E-03  Activator

SD : Standard deviation. En jaune sont indiquées les protéines dites « moonlighting ».

(Activator/Repressor)

* moyenne du nombre de spectres. ° Réle de CetR
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Nous avons également identifié d’autres protéines « moonlighting » dont le facteur
d’élongation (FE) -Tu qui était plus abondant chez le mutant, dans le cytoplasme, par rapport
au WT et inversement dans la fraction membranaire (Tableau 8). Cette différence
d’expression suggere que CetR régule I'expression de FE-Tu. En effet, nous avons prédit une
interaction entre CetR et I’ARNm de FE-Tu (voir ci-aprés). Ce dernier a été initialement décrit
comme une protéine cytoplasmique responsable d’étapes cruciales dans la synthese des
protéines. Cependant, une étude a montré que le FE-Tu joue également un réle dans
I'adhérence aux cellules intestinales et aux mucines humaine chez Lactobacillus johnsonii

(Granato et al., 2004).

CetR semble également inhiber I'expression de I'aldéhyde-alcool déshydrogénase et
activer I'expression de la protéine FtsH, une protéine chaperonne (Tableau 8).
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a prédire la présence d’un duplex entre CetR et

ces deux protéines moonlighting.

Protéines détectées dans le compartiment cytoplasmique et le surnageant

En plus de I'enolase et I'FE-Tu, quatre autres protéines (la phosphoglycérate kinase,
la pyruvate kinase, la protéine immunogénique de surface et le transporteur ABC du zinc)
sont exprimées significativement de maniere différentielle dans le cytoplasme et dans le
surnageant du WT et du mutant cetR (Tableau 9). Tandis que troix protéines semblent étre
activées par CetR dans le cytoplamse et cing dans le surnageant, seules trois protéines

semblent étre inhibées dans le cytoplasme et une dans le surnageant (Tableau 9).

Dans le cytoplasme de S. agalactiae, la phosphoglycérate kinase est plus abondante
dans le mutant cetR (160 + 11,72 spectre) que dans la WT (108 + 12,17 spectre). Cette
enzyme assure principalement la conversion, dans la voie de glycolyse, du 1,3-
bisphosphoglycérate en 3-phosphoglycérate plus une molécule d’ATP. Cependant, dans le
surnageant, elle est détectée uniquement chez le WT et permet principalement I'adhérence

au plasminogeéne et a I'actine (Boone and Tyrrell, 2012).

Quant a la pyruvate kinase, elle catalyse la derniere étape de la glycolyse, c’est-a-

dire, la conversion du phosphoénolpyruvate (produit du I'enolase) en pyruvate et une
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Tableau 11 : Protéines exprimées différentiellement entre le WT et AcetR identifiées
uniquement dans le cytoplasme

AcetR WT
Gene name Description Average’ SD Average SD P-value Regulationb
gbs1202 Similar to gls24 45,67 4,04 56,67 4,93 4,04E-02 Activator
gbs1859 Adenylosuccinate synthetase 40,33 4,16 52,67 3,79 1,92E-02 Activator
Ribonucleoside-diphosphate .
gbs0837 reductase 2833 306 3633 231 224p02 lctvator
gbs1265 Acetolactate synthase 36,00 4,36 25,33 0,58 1,37E-02 _
gbs1900 (proS)  Proline--tRNA ligase 23,33 2,08 30,33 2,52 2,06E-02 = Activator
gbs2060 (aspS)  Aspartate--tRNA ligase 21,33 2,89 28,00 2,00 3,03E-02 Activator
Polyribonucleotide .
bs0198 . Activat
gos (prp) nucleotidyltransferase 21,33 1,53 27,00 2,65 3,25E-02 cHvator
gbs0064 (rpsC)  30S ribosomal protein S3 16,33 1,53 22,33 0,58 3,13E-03 Activator
gbs0047 Adenylosuccinate lyase 14,67 2,89 20,33 1,15 3,43E-02  Activator
Phosphoserine
gbs1621(serC) . inotransferase 23,67 3,06 10,00 2,00 2,92E-03 -
gbs0106 (pyrG) CTP synthase 11,00 3,00 20,00 1,00 7,88E-03 Activator
Phenylalanine--tRNA ligase .
gbs0888 (pheT) 1 subunit 1233 1,53 18,00 2,00 1,75E-02 | fcuvator
Aromatic amino acid
gbs0018 aminotransferase 1633 3,51 10,00 1,00 3,98E-02
gbs1440 (rplU)  50S ribosomal protein L21 7,33 3,79 16,33 3,51 3,92E-02 Activator
Formate--tetrahydrofolate
SLEOERIEY) o 14,00 400 433 058 1,43E-02
N-acetylglucosamine-6-
2
gbs0256 phosphate deacetylase 11,33 1,53 5,33 1,53 8,58E-03
gbs0548 DegV family protein 12,00 1,00 3,00 1,00 3,85E-04
Malonyl CoA-acyl carrier
bs0334 .
gbs protein transacylase 12,67 252 2,00 000 1,83E-03
S-adenosylmethionine
GRUEB Y 900 1,00 267 058 6,85E-04
gbs2002 Glycerol dehydrogenase 8,33 1,53 3,33 0,58 6,07E-03
gbs1667 (Der) GTPase 7,00 1,73 1,33 0,58 5,78E-03
Zinc transport system .
ghs0580 substrate-binding protein 033 058 600 1,00 1,05£-03 | (cvater
gbs1073 Phage infection protein 567 416 2433 058 1,54E-03 |IRCOICSSONN
SD : Standard deviation. * moyenne du nombre de spectres. ° Réle de CetR

(Activator/Repressor)
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molécule d’ATP. En effet, cette protéine est plus abondante dans le cytoplasme du WT que
dans celui du mutant et absente du surnageant du mutant (Tableau 9). Une étude a montré
gue cette enzyme cytoplasmique est une protéine « moonlighting » qui permet également
I'adhérence au mannane (un polysaccharide composé principalement de monomeéres de

mannose) des levures chez Lactococcus lactis (Katakura et al., 2010).

Remarquablement, la protéine Sip (group B streptococcal surface immunogenic
protein) est plus abondante dans le mutant cetR que dans la WT, quel que soit le
compartiment cellulaire (cytoplasme ou surnageant, voir Tableau 9). Ce résultat suggere que

CetR est un régulateur négatif pour la protéine Sip.

Protéines détectées dans le compartiment membranaire et le surnageant

Tandis que la totalité des protéines identifiées dans le surnageant semblent étre
activées par CetR, seules cing d’entre elles semblent étre activées dans la fraction
membranaire (Tableau 10). Parmi ces protéines se trouve le facteur d’élongation G qui
catalyse les étapes de translocation des ribosomes lors de la traduction. A la surface de
Streptococcus gordonii, cette protéine permet en outre 'adhérence au mucine salivaire de la
cavité buccale (Kesimer et al., 2009). Nous avons également identifié trois transporteurs ABC
qui sont plus abondants dans la fraction membranaire du mutant que dans celle de la WT et

inversement dans le surnageant (Tableau 10).

L'analyse de I'ensemble des résultats du protéome a montré que seules I'enolase, et
I’FE-Tu, exprimées significativement de mainere différentielle entre le WT et le mutant cetR,

ont été détectées dans les trois compartiments cellulaires.

Protéines détectées dans un seul compartiment cellulaire

La comparaison du protéome global des deux souches WT et mutant cetR, par LC-
MS/MS, a montré qu’un nombre total de 23 protéines sont exprimées significativement de
maniére différentielle uniguement dans le cytoplasme (Tableau 11); 56 protéines dans la
fraction membranaire (Tableau 12) et 10 seulement dans le surnageant (Tableau 13). Parmi
les 23 protéines détectées uniquement dans le cytoplasme, se trouve des protéines

impliquées dans le métabolisme des acides aminés, des déshydrogénases, des protéines
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Tableau 12 : Protéines exprimées différentiellement entre la WT et AcetR identifiées
uniquement dans la fraction membranaire

AcetR WT
Gene name Description Average® sD Average sD P-value Regulationb

gbs0144 ;):ii(;;i):ptide transport system substrate-binding 111,33 9,71 87,67 153 140E-02 -
gbs0879 (atpA) ATP synthase subunit alpha 55,00 3,00 65,33 5,51 4,62E-02 Activator
gbs2085 (arcB1) Ornithine carbamoyltransferase 1, catabolic 52,33 4,51 21,67 4,04 9,31E-04 -
gbs0096 (dnak) Hsp70, Chaperone protein 32,67 2,08 52,33 1,15 1,39E-04 Activator
gbs1731 (secA1) Protein translocase subunit 43,33 2,52 33,00 4,36  2,37E-02

gbs2056 (arg$) Arginine--tRNA ligase 37,67 2,52 31,33 2,52 3,69E-02

gbs2118 (guaB) Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 38,67 3,79 27,33 0,58 6,86E-03

gbs1477 Interact with sortase family protein 39,67 3,79 24,67 493 1,39E-02

gbs1662 UPFQ755 protein 36,00 2,65 25,00 1,73 3,82E-03

gbs1204 Similar to gls24 26,67 1,53 33,67 1,53  4,95E-03 Activator
gbs0061 (rpIB) 50S ribosomal protein L2 34,33 3,21 21,00 1,00 2,36E-03 -
gbs1859 (purA) Adenylosuccinate synthetase 23,33 1,53 32,00 3,00 1,12E-02 Activator
gbs1675 LemA protein 30,33 1,15 19,33 1,15 3,09E-04

gbs1478 :‘;gsaz:‘s;g::sa:ga"ese'de”e"dent inorganic 31,00 2,65 17,67 1,15 1,32E-03

gbs0260 (glyS) Glycine--tRNA ligase beta subunit 21,33 2,31 27,33 1,53 1,99E-02 Activator
gbs0132 Putative lysine transport system permease protein 31,67 4,51 16,33 1,15 4,67E-03 -
gbs1872 (tsf) Elongation factor Ts 18,00 3,46 29,33 3,51 1,64E-02 Activator
gbs2041 Anaerobic ribonucleoside triphosphate reductase 19,00 4,00 27,67 1,15 2,26E-02 Activator
gbs0058 (rplC) 50S ribosomal protein L3 29,00 2,65 15,33 4,93  1,34E-02

gbs0287 (pepC) Aminopeptidase C 30,33 3,51 13,00 2,65 2,41E-03

gbs0155 Penicillin-binding protein 1B 24,00 1,73 17,67 1,15 6,21E-03

gbs0842 Polysaccharide deacetylase family protein 9,00 1,00 4,00 0,00 9,78E-04

gbs1021 Aminopeptidase N 14,33 1,15 20,00 3,00 3,79E-02 Activator
gbs1864 Interact with Hsp33-like chaperonin 21,67 1,53 11,33 1,53 1,16E-03

gbs0002 (dnaN) DNA polymerase Ill subunit beta 19,00 1,73 14,00 1,73 2,41E-02

gbs2100 DHH family protein 18,33 1,15 12,00 3,46  3,98E-02

gbs1407 ABC transporter permease 11,33 1,53 5,67 1,53 1,05E-02

gbs0059 (rpID) 50S ribosomal protein L4 16,67 1,15 11,67 1,15 6,07E-03

gbs0948 (gyrA) DNA gyrase subunit A 17,00 0,00 11,00 2,00 6,53E-03

gbs1420 L"::;Zcrzg‘”;:iycera'dEthe'S'phOSphate 19,00 1,00 867 3,06 5,10E-03

gbs0797 (cshA) DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 9,33 1,53 17,33 2,08 5,82E-03 Activator
gbs2130 ABC transporter ATP-binding protein 10,00 1,00 16,33 3,21 3,11E-02 Activator
gbs1376 éI‘IF')FI’-—dependent Clp protease ATP-binding subunit 17,00 173 8,33 306 1,29E-02

gbs1666 Snf2 family protein 16,67 1,53 8,00 2,00 3,97E-03

gbs0167 (ackA) Acetate kinase 7,33 0,58 15,33 3,21  1,32E-02 Activator
gbs1271 dTDP-glucose 4,6-dehydratase 8,33 2,08 13,67 2,08  3,49E-02 Activator
gbs1408 ABC transporter permease 15,33 2,08 5,33 1,15 1,90E-03

gbs1405 Glutamate dehydrogenase 14,00 1,73 6,00 1,73 4,81E-03

gbs0112 (glitX) Glutamate--tRNA ligase 7,33 0,58 12,33 1,53 6,07E-03 Activator
gbs0131 Putative lysine transport system ATP-binding 13,67 2,52 6,00 200  1,45E-02 -

protein
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ribosomales ou encore des transporteurs ABC. CetR semble également activer I'expression

de 12 protéines et inhiber celle de 11 autres (Tableau 11).

Parmi les 56 protéines, exprimées significativement de maniére différentielle,
détectées uniquement dans la fraction membranaire, 38 protéines semblent étre inhibées
par CetR (Tableau 12). Ce résultat suggere que CetR joue le role d’un répresseur pour
environ 67% de protéines identifiées uniquement dans la fraction membranaire. Trois
protéines possedent une fonction « moonlighting », DnaK, la protéine L4 de la sous-unité
ribosomale 50S et la glutamate déshydrogénase (Tableau 12). La protéine DnaK (gbs0096),
appelée également Hsp70 (heat shock protein 70), est plus abondante dans la WT (52,33 +
1,15 spectre) que dans le mutant cetR (32,67 + 2,08 spectre).

Parmi les protéines les plus abondantes du mutant cetR, on trouve la protéine de
liaison a la pénicilline 1B (Gbs0155), appelée également BPB 1B pour « penicillin-binding
protein 1B» (Tableau 12). Les BPB sont des enzymes impliquées dans les derniéres étapes de
la synthése du peptidoglycane (Egan et al., 2015). Elles sont également impliquées dans la
résistance aux PAM et jouent un réle important dans la résistance a l'action des
macrophages (Hamilton et al.,, 2006). Cette protéine représente une véritable cible

thérapeutique pour l'industrie biomédicale.

La streptokinae A, synthétisée par plusieurs espéces de streptocoques, a la propriété
de se lier au plasminogéne humain. Nos résultats de LC-MS/MS ont montré que cette
enzyme est environ 4 fois plus abondante dans le surnageant de la souche sauvage que dans
celui du mutant cetR (Tableau 13). Ce résultat suggére que CetR active I'expression de la
streptokinase. Aucun appariement n’a été prédit entre I’ARNm de la streptokinase et CetR.
Une étude du mécanisme de cette régulation est nécessaire afin de déterminer la nature de

la régulation (transcriptionnelle ou traductionnelle).

Deux protéines impliquées dans la glycolyse ont été détectées uniquement dans le
surnageant de la souche sauvage, la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)
et la fructose-bisphosphate aldolase (Fba) (Tableau 13). Chez S. agalactiae, la GAPDH

catalyse la conversion de glyceraldéhyde-3-phosphate en 1,3-bisphosphoglycérate et agit
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Tableau 12 : Suite

Cystine transport system substrate-binding

gbs1659 protein

gbs0107 Interact with CTP synthetase

gbs0133 Interact with adaptor protein

gbs0579 Dipeptidase

gbs0843 /Q;I)')F(’}(:t:np;le;dent RNA helicase, DEAD/DEAH
gbs1494 (rmID)  dTDP-L-rhamnose synthase

gbs1410 ABC transporter ATP-binding protein
gbs1501 Eic;lzirnagn;l:;:izld transport system substrate-
gbs0055 (thrC)  Threonine synthase

gbs2066 Uncharacterized protein

gbs1209 DNA helicase

gbs1928 (relA)  guanosine 3?-diphosphate 5-? diphosphate
gbs1221 Uncharacterized protein

gbs0327 Aspartokinase

Putative glutamine transport system

gbs0690 substrate-binding protein

gbs0911 CRISPR-associated endonuclease Cas9

5,67 1,53
12,00 1,00
12,33 3,06
11,00 1,00
10,67 1,53

5,00 2,00
12,00 2,65

3,33 0,58

9,33 2,89

8,00 1,00

2,33 1,15

1,00 0,00

6,00 1,00

567 0,58

5,33 0,58

7,00 2,00

13,67
6,33
5,33
5,00
5,33

10,33
3,33
8,33
2,33
2,33
7,67
6,67
0,33
0,67

0,00

1,33

2,52
1,15
1,15
1,00
1,53
1,53
1,53
0,58
0,58
0,58
1,15
0,58
0,58
0,58

0,00

0,58

9,26E-03 | Activator

3,02E-03
2,06E-02
1,83E-03

1,29E-02

2,14E-02 = Activator
7,97E-03

4,47E-04  Activator

1,46E-02
1,05E-03
4,81E-03 | Activator
7,02E-05 = Activator
1,05E-03
4,47E-04

8,92E-05

9,21E-03

Tableau 13 : Protéines exprimées différentiellement entre le WT et

uniquement dans le surnageant

AcetR identifiées

AcetR WT
Gene name Description Average® sD Average SD P-value Regulationb

gbs0016 PcsB protein 159,33 25,70 93,33 0,58 1,13E-02

gbs1195 Streptokinase A 16,33 1,53 62,33 4,51 7,47E-05 Activator
gbs0470 L”;;{;cats‘g’ith SlsRioc e 3600 872 1633 4,04 2,39E-02

gbs1403 5'-nucleotidase 17,67 2,52 26,67 2,08 8,82E-03 Activator
gbs0280 :Séasiraa'g"; :;ii:gt;arr;i port system 567 252 13,00 361 4,46E02 Activator
gbs1811(GAPDH) Slffgilgi:‘::z'}phosphate 0,67 1,15 1433 1,15 1,32E-04 | Activator
gbs0153 DNA-entry nuclease 2,67 2,52 12,33 3,21 1,48E-02 Activator
gbs2107 LysM domain protein 6,67 2,52 1,33 0,58 2,32E-02 _
gbs0125 (fba) Fructose-bisphosphate aldolase 0,00 0,00 5,00 1,00 9,78E-04 Activator
gbs2008 Lactocépine 24,00 5,00 58,67 5,13 1,11E-03 Activator

SD : Standard deviation. En jaune sont indiquées les protéines dites «

moyenne du nombre de spectres. ° Role de CetR (Activator/Repressor)

moonlighting ». *
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également comme un facteur de virulence avec les lymphocytes B (Madureira et al., 2007).
Plusieurs autres fonctions « moonlighting » ont été décrites pour cette enzyme
cytoplasmique (Henderson and Martin, 2011), détectée principalement dans le surnageant
de la souche WT. La fructose-bisphosphate aldolase, quant a elle permet la conversion de

fructose-1,6-bisphosphate en dihydroxyacétone phosphate dans la glycolyse.

En résumé, les candidats qui ressortent de I'ensemble de |'analyse protéomique

sont:

- Treize protéines « moonlighting » (I'enolase, le facteur d’élongation Tu, les protéines S4 et
L1/L4 des sous-unités ribosomales 30S et 50S, respectivement, |'aldéhyde-alcool
déshydrogénase, la protéine chaperonne FtsH, la phosphoglycérate kinase, la pyruvate
kinase, le facteur d’élongation G, la protéine chaperonne Hsp70, la glutamate

déshydrogénase et la GAPDH).

- Cing protéines dans la voie de la glycolyse (la fructose-bisphosphate aldolase, la GAPDH, la

phosphoglycérate kinase, I'enolase et la pyruvate kinase) sur dix au total.

- La protéine de liaison a la pénicille 1B (BPB 1B), la protéine Sip (surface immunogenic

protein) et la streptokinase A.

La protéine DItD a été également identifiée dans cette analyse protéomique
comparative, cependant aucune différence significative n’a été observée entre les deux
souches (WT et AcetR) dans les trois compartiments cellulaires étudiés. Ce résultat suggére
qgue la régulation de I'expression de ’ARNm d/tD par I’ARNrég CetR pourrait étre dépendante
du milieu. En effet, nous n’avons pas observé de retard de croissance pour la souche d/tD3mut
en MCD. Ce résultat suggére un découplage dans 'action de CetR dépendante de la nature

du milieu de culture.

b- Identification des cibles par microarray par qRT-PCR

Nous avons confirmé les cibles identifiées en analyse transcriptomique par une PCR
quantitative en temps réel (qQRT-PCR). Nous avons choisi un ou deux génes par opéron pour
la validation expérimentale et nous avons utilisé huit génes de références (recA, gyrA, groEL,
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Tableau 14 : Génes différentiellement exprimés dans le mutant cetR induit (I) par rapport au mutant cetR non-induit (NI), évalués par

microarray et confirmés par qRT-PCR

5

gbs0897

gbs1113

1,86

0,51

0,006

0,004

Microarray gRT-PCR
Fonction prédite
Opéron géne FO|Id Cl;la;ng p-value Fo:d C:la;ng p-value (MicroCyc pathways)
(Tvs NI) (Tvs NI) (http://www.genoscope.cns.fr/microme/microcyc-wsc/)

Glycolyse / Gluconéogenéses, métabolisme du pyruvate,
biosynthéses des métabolites secondaires

Cycle citrate (cycle TCA), métabolisme du butanoate,
biosynthéses de la valine, leucine et isoleucine

Biosyntheses de la thiamine lipoprotéine

NADPH-dépendent FMN réductase domain-containing protein

gbs1114

0,53

0,005

Protéine de stress similaire a la famille Gls24

gbs1786

1,82

0,008

gbs1203 1,92 0,004 - - MF3-like protéine
gbs1204 1,83 0,007 - - Métabolisme de la purine
gbs1205 1,78 0,013 - - Protéine membranaire
gbs1206 1,8 0,01 - - Protéine exportée

Transglycosylase

Protéine rhodanese-like

Phosphorylation oxydative, systéme a deux composants

gbs1787

1,87

0,006

Cytochrome bd-Il oxydase, sous-unité | | 1.10.3.-

Protéine NADH dehydrogenase-like yjID
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rpoB, rpsL, glnA, adhP et pheS), en collaboration avec E. Jacquet, Institut de Chimie des
Substances Naturelles (ICSN), CNRS, UPR 2301, Université Paris-Saclay. Les ARN totaux ont
été extraits du mutant cetR surexprimant CetR par induction a I'aTc, et du mutant non-
induit. Les résultats de la qRT-PCR étaient en accord avec l'analyse transcriptomique

(Tableau 14).

De maniére surprenante, la comparaison entre les cibles identifiées par microarray et
celles prédites in silico n’a pas permis de trouver des cibles communes. Seule la cible
gbs1787 a été identifiée par microarray et par RNApredator en position 87 et avec une
énergie de -13,74 KJ/mol. Le géne gbs1787 code une cytochrome bd-Il oxydase qui permet,
chez E. coli, la respiration bactérienne en présence de H,S, souvent consommateur des

molécules d’oxygenes (Forte et al., 2016).

3. Syntheése de I'analyse in silico et in vivo

L'analyse de I'ensemble des résultats de I'approche protéomique montre que la
délétion du gene cetR induit un effet pléiotropique sur plusieurs voies métaboliques, des
voies de biosynthése, des voies de transport cellulaire ; des protéines impliquées dans la
régulation transcriptionnelle ou traductionnelle, dans la signalisation cellulaire et dans
virulence. Cette approche globale a montré que 'ARNrég CetR pourrait réguler, directement

ou indirectement, I'expression de plusieurs ARNm.

Afin de confirmer les cibles identifiées par LC-MS/MS dans les différents
compartiments cellulaires, pour chaque protéine, dont I'expression est dépendante de CetR,
nous avons cherché des duplex ARNrég-ARNm prédits par I'approche in silico. Nous avons
émis I’hypothese que, la prédiction d’un duplex ARNrég-ARNm stable, pourrait suggérer une

régulation directe de la cible d’ARNm par I’ARNrég.

Le tableau 15 montre que, pour I'ensemble des candidats testés, seulement dix
protéines ont été identifiées par les deux approches in silico et protéomique. Parmi ces
candidats, un duplex ARNrég-ARNm a été prédit pour les deux protéines « moonlighting », la
phosphoglycérate kinase et le FE-Tu, et pour I'endonucléase Cas9. Cependant, I'énergie

d’appariement entre CetR et I’ARNm de la phosphoglycérate kinase est faible (AG =-9.6). En
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Tableau 15 : Cibles d’ARNm prédites par bioinformatique et identifiées par LC-MS/MS

TargetRNA® RNApredator’ IntaRNA®  Function
lul
Gene name Cellular Regulationb
compartment
gbs0911 Membrane -12,76 - - GRS i eseE pites
endonuclease Cas9
Cytoplasm
gbs1809 -9,60 - - Phosphoglycerate kinase
Supernatent Activator
Cytoplasm
gbs0782 Membrane Activator - - -16,18 Elongation factor Tu
Supernatent Activator
Cytoplasm
gbs0493 - - -15,67 Similar to unknown proteins
Membrane
Cytoplasm . - .
gbs1878 . . 13,19 Similar to LD-carboxypeptidase
Membrane LdcA
Cytoplasm
gbs0933 - -12,62 - Glyoxylase family protein
Membrane Activator
gbs1900 Cytoplasm Activator - -11,12 = Phc.)sphatldate
cytidylyltransferase
gbs2066 Membrane -9,94 - - Similar to unknown proteins
gbs0132 Membrane ) ) 1381 Putative lysine t.ransport system
permease protein
Cytoplasm
gbs1042 ) ) 12,94 Iron comple.x transport .f)ystem
Supernatent | Activator substrate-binding protein
gbs1809 Supernatent Activator -9,60 - - Phosphoglycerate kinase

% I’énergie d’appariement est en KJ/mol. °: Réle de CetR (Activator/repressor)

Tableau 16 : Cibles identifiées par LC/MS-MS et par microarray

Proteomic
AcetR WT Microarray
Average SD Average SD P-value F(::dv:ﬁ;‘ & P-value Function

Cytoplasm

gbs1202 45.67 4.04 56.67 4.93 4.04E-02 2.01 1.0E-03  Stress protein similar to the Gls24 family
gbs1504 4.67 1.15 0.00 0.00 2.19E-03 1.89 5.0E-03  Rhodanese-like domain protein
Membrane

gbs1204 26.67 1.53 33.67 1.53 4.95E-03 1.83 7.0E-03  Stress protein similar to the Gls24 family

SD : Standard deviation, I : induit, NI : non-induit
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outre, pour chacun de ces trois candidats, le duplex ARNrég-ARNm a été prédit par
TargetRNA (la phosphoglycérate kinase et I'endonucléase Cas9) ou par IntaRNA (FE-Tu).
Pour rappel, RNApredator prend en compte I'accessibilité des régions d’appariement stable
avec un ARNrég. Il est donc probable que RNApredator n’ait prédit aucun appariement
stable pour ces trois candidats. L'ARNrég CetR semble inhiber I'expression de six des sept
candidats identifiés dans le cytoplamse, six des huit prédits et identifiés dans la fraction
membranaire et activer I'expression des trois prédits et identifiés dans le surnageant
(Tableau 15). De maniere surprenante, I'expression du FE-Tu semble étre inhibée par CetR
dans le cytoplasme et inversement dans la fraction membranaire et dans le surnageant
(Tableau 15). La différence dans I'abondance de cette protéine, observée entre les différents
compartiments cellulaires, pourrait étre liée a d’autres protéines qui vont permettre sa
maturation dans le cytoplasme, sa translocation vers la membrane ou son exportation dans
le milieu extracellulaire. En effet, ces résultats suggerent que le FE-Tu est plutét une cible

indirecte de ’'ARNrég CetR.

La comparaison entre les candidats identifiés par I'analyse transcriptomique
(microarray) et I'analyse du protéome global, montre que seulement trois protéines sont
identifiées par les deux approches in vivo (Tableau 16). Les résultats de ces deux approches
sont concordants sauf pour la cible gbs1504 (inhibition de I’expression par CetR dans
I'approche protéomique et activation de I’expression dans I'analyse transcriptomique). En
outre, il est important de noter que les cultures bactériennes utilisées pour ces deux
approches sont réalisées dans des milieux différents (THY pour I'analyse transcriptomique et
MCD pour l'approche protéomique) et que, dans I'approche protéomique, nous avons
comparé la WT avec le mutant cetR alors que, dans I'analyse transcriptomique, nous avons
étudiés les effets de la surproduction de CetR sur le transcriptome. Ainsi, ces résultats
doivent étre interprétés avec précaution. Enfin, aucune cible n’a été identifiée par les trois

approches.

Les résultats de I'analyse protéomique seront décrits dans une deuxiéme publication

qui est encore de préparation.
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Tableau 17 : Répartition des souches de S. agalactiae étudiées par PCR en fonction de leur
origine, de leur ST et du sérotypage capsulaire

Complexe Sequence Nombre de souches invasives
Sérotyvpe capsulaire . : . Nombre de souches
clonal Type Sang LCR
(nb souches) Sang Animal de colonisation
(mb souches) (nb souches) adulte NN
ST1(20) V(16) II(2)Ia(1) IO (1) 10 - - - 10
CC1 (30) ST2 (6) O(3)NT(2)IV (1) - 2 - 1 3
ST196 (4) IV (3)NT (1) - 1 1 - 2
CC7(3) ST7(3) Ia(2) IV (1) - - - - 3
STS (10) Ib (9)NT (1) 6 2 - - 2
CC8 (25) ST10(9) bEHIE) (I;(l} v - 2 - 1 6
ST12(6) Ib(4) IL(1)NT (1) - 3 - - 3
CC17(20) ST17(20) OI(19) NT (1) - - 10 - 10
cc19 26) ST19 (21) OI(20) I (1) - - 10 1 10
ST28 (5) I (4) II (1) - - - - 5
CC23(21) ST23 (21) [a (15) I (6) 8 - 4 2 7
Total (125) 24 10 25 = ol

CC: Clonal Complexe; ST: Sequence Type; LCR: Liquide céphalorachidien; NN :
nouveau-né

sm0I5*  smo24* srniis srnfl 7’ srnidé srnf 73

ST196 (n=4) + + + 25% (1) + +
CCl

ST2 (n=6) N + N : " N
ST1(n=20) = + " - ¥ N
CC19 |: ST19 (n=21) =+ + + + + +
ST28 (n=35) - - 20 % (1) + + +
Lo ST7T@=3 . . . S
o ST12(n=6) - . e ey - .
— ST8 (n=10) + + + 10 (1) + +
ST10 (n=9) + + + . - .
cely ST17 (n=20) - e T .
€23 ST23 (n=21) . + 389(8) 95%(20)  + +
100 % 100 % 73 % 46 % 100 % 100 %

Figure 40 : Relations phylogénétiques entre les 125 souches de S. agalactiae typées par
Multi-Locus Sequence Typing (MLST) et prévalence des six ARNrég étudiée par PCR.

Les dendrogrammes ont été construits selon la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with arithmetic Averages) avec le logiciel MEGA 6. * : ARNrég régulés par CiaR.
(+):100%;(-): 0%

141



Chapitre 3 : Prévalence des ARNrég chez S. agalactiae

A. Introduction

Dans cette partie, nous avons participé a I'étude de la distribution des sept ARNrég,
identifiés précédemment (Rosinski-Chupin et al., 2015), en fonction de I'origine écologique
des souches et des lignées phylogénétiques auxquelles elles appartiennent. L’étude de la
prévalence des ARNrég dans I'espéce S. agalactiae a été réalisée par deux approches : 1) une
approche in vitro, qui a consisté a I'amplification génique (PCR) des génes codant les ARNrég
réalisée sur 125 souches de S. agalactiae, représentatives de la diversité génétique de
I'espéce et des principaux sites anatomiques ou la bactérie est isolée ; 2) une approche in
silico réalisée sur 249 génomes séquencés de S. agalactiae disponibles sur la base de

données NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cette analyse in silico nous a également

permis d’étudier la conservation de ces ARNrég a travers |'espéce.

B. Etude de la prévalence des ARNrég par PCR

L'étude de prévalence effectuée par PCR a été réalisée sur une collection de 125
souches de S. agalactiae, d’origine humaine et animale (voir annexe 4 pour les méthodes).
En plus des critéres cités précédemment, les souches ont été également choisies dans le but
de représenter les cing complexes clonaux majeurs retrouvés en pathologie humaine

(Tableau 17).

Nos résultats ont montré que quatre des sept génes codant les ARNrég étudiés
(srn015, srn024, srn046 et srn073 (cetR)) sont conservés a 100 % dans toutes les souches
testées (Figure 40). La prévalence de srn008 dans I'espéce est de 73 %. Sa présence est égale
a 100 % dans la majorité des complexes clonaux : CC1, CC7, CC8 et CC19 en dehors du ST28
et de 15 % et de 38 % pour le CC17 et CC23, respectivement. Quant a srn017, il n’est présent
gue dans 46 % des souches. La prévalence dans le CC19 (n = 26) est de 100 % et inférieure a
3 % dans le CC1. Le géne codant Srn017 est absent dans le CC7 et présent seulement a 8 %

dans le CC8.
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Tableau 18 : Prévalence obtenue par analyse in silico des sept ARNrég de S. agalactiae

Complexe clonal

srn0l15* srn024=  srn070* srn008 srn017 srn046 srn073
(nb souches)

CC1 (57) S + = 93 % 5% + ==
CC7(14) + + + - + 93 %
CC8 (30) + 97 % + + - + +
CC17 (37) + 97 % + 8% 54 % 95 % +
CC19 (35) 97 % + = 89 % 94 % + 97 %
CC23 (45) + 98 % + 31 % 89 % + +
CC22(11) + 91 % 4 = - 73 % +
Autres CC (20) + + + 20 % - + +
i R

*: ARNrég régulés par CiaR. (+) : 100 % ; (-) : 0 %
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C. Etude de la prévalence des ARNrég par analyse in silico

La prévalence des sept ARNrég a été étudiée par analyse in silico parmi les génomes
entierement séquencés mais non assemblés ainsi que les séquences génomiques completes
de 249 souches de S. agalactiae disponibles dans la base de données NCBI (voir annexe 4
pour les méthodes). Les résultats obtenus par PCR sont comparables a ceux obtenus par
I'analyse in silico. En effet, les génes codant srn015, srn024, srn046 et srn073 sont présents
chez plus de 98 % des souches (versus 100 % en PCR). La prévalence de srn008 est de 64 %
(versus 73 % en PCR) et celle de srn017 est égale a 39 % (versus 46 % en PCR) (Tableau 18).
De plus, cette analyse in silico confirme une présence supérieure a 98 % des ARNrég régulés
par CiaR (100 % en PCR), srn070 compris. Les souches dans lesquelles un ARNrég est absent,

sont souvent des souches dont le génome n’a pas été entierement séquencé.

D. Synthése de I’étude de la prévalence

En réunissant I'ensemble des souches analysées par PCR et disponibles sur NCBI,
nous disposons de 374 souches de S. agalactiae représentatives de la diversité génétique de
I'espece et des principaux sites anatomiques ou la bactérie est isolée pour étudier la
prévalence des ARNrég dans cette espéece (Tableau 19). Les prévalences de srn015, srn024,

srn046 et srn073, comme déja observées (Figure 40), sont supérieures a 98 %.

Concernant srn008, sa présence est supérieure a 95 % au sein des CC1, CC7, CC8 et
CC22. Les différents ST du CC19 sont également caractérisés par une prévalence égale a
100%, exception faite du ST28, a réservoir humain, dont la prévalence est uniquement de
11%. Parmi le CC17, sa prévalence est trés faible voire nulle, hormis au sein du ST591, a
réservoir strictement bovin, dont la présence est égale a 100% (3 souches/3). La présence de
srn008 parmi les souches du CC23 est faible (33%) et hétérogene, hormis pour le ST88 ou
elle est de 100%.

Quant a ’ARNrég Srn017, il est trés peu présent (< 5%) parmi les CC1, CC7, CC8, CC22 et les
CC non majeurs. Au sein du CC17, la prévalence de srn017 est hétérogéne. Elle est élevée au

sein du ST61 (90%), dont le réservoir est strictement bovin, alors qu’elle est faible (29%)
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Tableau 19 : Prévalence des six ARNrég dans une population de 374 souches de S.

agalactiae étudiées par PCR et analyse in silico

CC1 (87)

cC7 (17)

CC8 (55)

CC17 (57)

CC19 (61)

CcC22(11)
CC23 (66)

Autres CC (20)

ST1 (67)
ST2(10)
ST196 (5)
Autres (5)
ST7(12)
Autres (5)
STS (21)
ST10 (13)
ST12 (17)
Autres (4)
ST17 (35)
ST61 (10)
ST67 (3)
ST415 (3)
ST501 (3)
Autres (3)
ST10 (45)
ST28 (9)
Autres (7)
S§T22 (11)
ST23 (52)
ST24 (2)
STSS (8)
ST452 (2)
Autres (2)

Divers (humain ++)
Divers (humain ++)
Humain

Divers (humain ++)
Divers

Divers

Divers (humain ++)
Divers (humain ++)
Divers (humain ++)
Bovin, humain
Humam

Bovin

Humam. bovin
Bovin

Bovin

Humain, bovin
Divers (humain ++)
Divers

Humaimn

Divers (humain ++)

Divers (humain ++)

Divers

4+

+

or o+ o+

+

86%

oo

+

91 %
98 %

+

+

+

+

* 1 ARNrég régulés par CiaR ; (+) : 100 % ; (-) : 0 %

50 %
20 %

5%
8%

29 %
90 %
67 %
67 %

67 %
98 %

86 %

88 %

o+

80 %

+

E T T T

+
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parmi le ST17 qui comprend uniquement des souches humaines. Elle est égale a 97% et 91 %
dans le CC19 et CC23, respectivement.

Les prévalences de srn008 et srn017 sont inversées selon les CC, hormis pour le CC19
dont les prévalences sont de 87% et 97%, respectivement. En effet, la présence de srn008
est élevée (> 95%) parmi les CC1, CC7, CC8 et CC22 alors gu’elle est faible pour srn017 (<
5%). Lorsque la prévalence de srn017 est au contraire importante dans un CC, alors celle de

srn008 est moindre (CC17 et CC23).

Enfin, cette étude a permis de mettre en évidence que cinqg ARNrég sont présents
dans I'ensemble des souches étudiées. De plus, leurs séquences sont bien conservées (> 93
%). Ces observations soutiennent I’hypothése de leur role important dans cette espéce
bactérienne. Quant aux genes srn017 et srn008, ils présentent une prévalence plus faible. Il
reste a définir le role de ces ARNrég dans la régulation et I'adaptation de S. agalactiae aux

variations environnementales, ainsi que dans sa virulence.
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gbs0471 gbs0472 gbs0473  gbs0474 gbs0475 gbs0476 :.. srn018 T

TA type Il TA type I s017

e / VAN GCAGAAAAGTTAAGACGGTGGCTCTTATTTCTGAAABRTRGRT GoTaCCCffjeccanTTcaTcAR
. J - AATCCAACAGAAAGGAGGAGCTAGATTTGTCTACCTTTGAGGTCTTAACACTCATGTTTATAGCAGG
\ TAACTICGTTATCGCTCTCGTGAAGTTAGTCCTIGAACTGGTAAAATCGACAAAAAAATAA I TCTC
o2 f . AACTTTGGCGAGTTAACGGTTATTTTTTAACGGTTATITTCTGCCACCGTCTTAAACGGTTCTGCATTG
| | GGTAGTTGTTTCCGCAACTGCCC

N 1 MGNSSKSNRKEELDLSTFEVLTLMF | 47 acides
A _] IAGNFVIALVKLVLELVKSTKK aminés
Profil d’hydrophobicité I l
. TMHMM posterior probabilities for Toxine | Domain N'terminal

probakility
o
o

Domain trans-
membranaire

25 30 35 40 45

transmembrane

inside outside

Localisation du peptide sur la membrane

<«—— Domain C-terminal

Structure
tridimensionnelle

Figure 41 : Diagramme représentant les caractéristiques du duplex Srn017-Srn018.

La séquence du peptide potentiel codé par Srn017 a été prédite par 1’outil Translate
(http://web.expasy.org/translate/). Le profil d’hydrophobicité a été prédit par 1’outil ProtScale
(http://web.expasy.org/protscale/). La localisation du peptide sur la membrane a été prédite
par ’outil HMMTP (http://www.enzim.hu/hmmtop/). La structure tridimensionnelle a été
prédite par le serveur web Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) et visualisée par PyMOL
(https://www.pymol.org/).
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Chapitre 4 : Etude d’autres ARNrég de S. agalactiae

A. Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons les résultats préliminaires sur la caractérisation
des ARNrég Srn008, Srn015, Srn017, Srn024, Srn046 et Srn070. Tout d’abord, nous avons
construit les mutants de délétion de Srn008, Srn024, Srn046 et Srn070 ainsi que le double
mutant Asrn024Asrn015. Une prédiction bioinformatique a été conduite sur I'ARNrég

Srn017, antisens a un autre ARNrég Srn018, potentiel systeme toxine-antitoxine.

B. Le duplex Srn017-Srn018 est-il un systeme Toxine-Antitoxine ?

L’expression de Srn017 a été validée par northern blot et est maximum en mi-phase
exponentielle et en fin de phase exponentielle de croissance (cf. Figure 27, Rosinski-Chupin
et al, 2015). De plus, I'expression de Srn017 est induite en réponse aux stress lysozyme et
oxydant (cf. Figure 28 Rosinski-Chupin et al, 2015). Cet ANRrég est un antisens de Srn018
(Rosinski-Chupin et al., 2015). Le duplex Srn017-Srn018 est transcrit a partir d’une région
intergénique avoisinant des génes codant deux systéemes TA de type Il. Une prédiction

bioinformatique, via le serveur web EXpasy (https://www.expasy.org/), a montré également

qgue Srn017 code un peptide de 47 acides aminés similaire a certaines porines membranaires
(Figure 41). Il est connu que ce type de peptide, souvent hydrophobe (Figure 41), peut jouer
le réle d’une toxine en s’intercalant dans la membrane bactérienne, grace a sa structure en
hélice alpha, afin de déstabiliser sa perméabilité (Kawano et al., 2007). L’action de la toxine

est généralement neutralisée par I'antitoxine, souvent un ARN antisens ou un autre peptide.

Ces premieres données laissent penser que Srn017 et son antisens (Srn018) font
partie d’'un systéme TA. Les résultats préliminaires tels que la disposition génétique de
srn017 par rapport a srn018, leur expression induite en condition de stress et la potentielle
nature peptidique de Srn017 sont autant d’éléments en faveur d’une implication potentielle
dans un systéme TA. Une validation expérimentale est nécessaire afin de valider cette
hypothése. Ces systemes TA ont récemment émergé comme centre de la régulation de
divers processus cellulaires qui modulent I'activité bactérienne, y compris la réponse

générale au stress, la formation de biofilm et la persistance.
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Figure 42 : Structures secondaires des csRNA de la souche S. agalactiae NEM316.

=

ATUTT

Les séquences complémentaires a la séquence Shine-Dalgarno (ou site d’initiation de la
traduction) sont représentées et soulignées en rouge. Les séquences représentées et soulignées
en bleu représentent une séquence conservée de nucléotides retrouvée dans tous les csRNA.

D’apres (Marx et al., 2010)

Tableau 20 : ARNm cibles de Srn015 prédites in silico

RNApredator IntaRNA TargetRNA
gene Position Energie* Position Energie* Position Energie* Paosition de |'interacti
10 ] 2 128,12 LN AT 1L
ghs1243 glycosyl transferase CpsE 2 -16.36 1 -16.49000 1 -14.46
(e 7,760 ST 7T [k [T
ghs0590 exonuclease RexB 87 -11.87 30 -11.63200 26 -10.24 X
|
1 11,55 111570 191576
GGAGATTT GAGGALAG
gbs0101 = 36 -13.22 31 -11.58770 12 -11.31 - )
] 144
ghs0052 acyltransferase 25 -13.55 41 -10.96620 21 -10.66 b
e S T e LG 560,064 580,070 350,076 540,000 560,100
gbs0538 transporter (ATP-binding 5 -15.24 13 -15.06620 - - B8 RES —
protein) ! {
WH N g 15 i [ I
gbs0100 phosphome_:thyipyrimidine 20 1305 7 14, ~ _ GEAGATTATT [ATGANGAC A AATCTTTTAGCAATTTCAGGLAATGATAT FI"‘i'!l-""-‘;
kinase
62730 202740 262752 262762 282770
kly similar to DNA
gbs0241 LA SN 18 1379 17 1312840 - = = r
translocase — |
I |

En Jaune : cible prédite par les
programmes

trois programmes ; En orange : cible prédite par deux
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C. Les ARNrég Srn015, Srn024 et Srn070 ont-ils le méme mode d’action ?

Afin de caractériser les ARNrég associés au systéme CiaRH (Srn015, Srn024 et
Srn070 ; Figure 42), nous avons construit les mutants de délétion de Srn024 et Srn070 et le
double Asrn024Asrn015. Le mutant Asrn015 était déja disponible au laboratoire. Aucun
phénotype n’a été observé apres la délétion de ces ARNrég, comme pour les deux autres
mutants Asrn008 et Asrn046. Afin de caractériser la fonction de ces ARNrég, une étude
phénotypique complémentaire, tels que des tests de survie en stress et/ou de compétition,

est nécessaire.

Nous avons également prédit in silico les cibles ARNm de ces csRNA. La premiére
cible prédite pour Srn015 est le géne gbs1243, codant une glycosyl transférase CpsE
impliquée dans la synthese de la capsule (Tableau 20). Cette cible a été prédite par les trois
logiciels (RNApredator, AntaRNA et TargetRNA). D’autres cibles ont été également prédites
pour Srn015, dont la zone d’interaction inclut la région d’initiation de la traduction (Tableau
20). Un résultat identique concernant la zone d’interaction a été observé pour les Srn024 et
Srn070 (voir annexe 5 et 6). La comparaison des résultats de prédiction des cibles de Srn015
et Srn070 a montré que les génes gbs0101 et gbs0100 sont des cibles communes. Les genes
gbs0101 et gbs0100 codent un transporteur de riboflavine et une phosphométhylpyrimidine
kinase, respectivement. L'étude de I'expression des cibles d’ARNm prédites in silico pourrait
confirmer la présence d’une potentielle régulation directe par les ARNrég Srn015, Srn024 et

Srn070.

En outre, I'alignement des séquences des ARNrég Srn015, Srn024 et Srn070 a montré
la conservation de plusieurs motifs, notamment le motif de liaison de régulateur CiaR (voir
annexe 7). Cette conservation suggére que ces ARNrég pourraient avoir des fonctions

similaires.

Les différents mutants construits durant cette thése aisni que les premiers résultats
de prédictions seront indispensables pour étudier le réle de ces ARNrég dans la régulation

chez S. agalactiae.
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Discussion et perspectives

L'analyse du transcriptome par séquencage massif a montré que le génome de S.
agalactiae héberge un nombre important d’ARNrég (Rosinski-Chupin et al., 2015). Ces
biomolécules apparaissent désormais comme une classe majeure de régulateurs de
I'expression de genes dans de nombreux micro-organismes (Waters and Storz, 2009), mais
également dans des organismes supérieurs (Morris and Mattick, 2014). Chez 'Homme, de
nombreuses études ont montré que les micro-ARN (miRNA) sont impliqués dans diverses
maladies tels que le cancer (Brower et al., 2014), la maladie d’Alzheimer (Lukiw et al., 2012)
ou encore le diabéte (Witkowski et al., 2016). La caractérisation de la fonction de leurs
homologues procaryotes, les ARNrég, nécessite la mise en place de différentes approches in

silico, in vitro et in vivo.

A. Distribution des ARN régulateurs chez S. agalactiae

Nous avons effectué une analyse de prévalence de sept ARNrég chez S. agalactiae.
L’objectif de cette étude était de déterminer s’il existe une distribution particuliere des
ARNrég en fonction de l'origine écologique des souches ou des lignées phylogénétiques
auxquelles elles appartiennent. Notre démarche consistait a rechercher la présence des
genes des ARNrég d’une part par amplification génique au sein d’une population de 125
souches caractérisées sur le plan phylogénétique, et d’autre part par analyse in silico sur 249

génomes séquencés de S. agalactiae disponibles dans la base de données NCBI.

Les résultats de I'analyse in silico confirment ceux obtenus par PCR, c’est-a-dire une
prévalence de 100 % dans I'ensemble des souches étudiées des genes codant les ARNrég
suivants : srn015, srn024, srn046, srn070 et srn073. Ce résultat suggere que ces cing genes,
présents dans I'ensemble des 374 souches étudiées, appartiennent au « core » génome de S.
agalactiae. A propos de srn017, sa prévalence est la plus faible parmi les sept ARNrég
étudiés, et sa répartition est hétérogene au sein des différents complexes clonaux. A
I'inverse de tous les autres ARNrég étudiés, srn017 et Srn008 ont été trouvés dans le
génome d’autres espéces de streptocoques, tels que S. dysgalactiae et S. pyogenes. lls ne

sont donc pas spécifiques de S. agalactiae.
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Enfin, nous n’avons pu mettre en évidence aucune relation entre I'origine écologique
(humaine, bovine, ichthyique), le caractére invasif des souches (colonisation vaginale versus
méningite ou bactériémie néonatale) et la prévalence des genes des ARNrég. Ces derniers ne
semblent donc pas spécifiques d’une niche écologique, ni associé au caractére invasif des
souches. Néanmoins, la conservation de certains de ces ARNrég dans |'espéce S. agalactiae

suggere un role dans la physiologie et/ou la virulence de cette bactérie.

Au cours de notre recherche d'homologues de CetR, nous avons observé que la
séquence du gene codant cet ARNrég est exclusive a l'espece S. agalactiae.
Remarguablement, la recherche bioinformatique des homologues de ditD a montré qu’il a
un profil de conservation similaire a son régulateur, CetR. En effet, les séquences de ditD
sont hautement conservées au sein de tous les génomes de S. agalactiae disponibles dans la
base de données NCBI. En revanche, elles ont moins de 50% d'identité de séquence
nucléotidique avec d'autres streptocoques. Ces observations suggérent que des especes
bactériennes phylogénétiquement proches ont développé des réseaux de régulation
distincts qui reposent sur des interactions spécifiques entre les ARNrég et leurs ARNm cibles.
Ce type d'interaction spécifique pourrait étre crucial pour I'adaptation des bactéries a un
environnement particulier, ou pour favoriser l'infection de leurs hotes. Il est connu que les
ARNrég se lient a des petites régions de leurs ARNm cibles (Salvail et al., 2010; Rice et al.,
2012). Nous pouvons supposer que des mismatch nucléotidiques dans ces régions
pourraient altérer la fonction de I’ARNrég ou affecter la régulation des ARNm cibles.
L'alignement multiple de 280 séquences de génes codant CetR a révélé la présence de
mismatch nucléotidiques répartis sur toute la longueur de I'ARNrég dans douze complexes
clonaux de S. agalactiae (Figure S1A, publication 1). De maniére intéressante, un seul
mismatch nucléotidique (G267A) est localisé dans la région d’interaction CetR-d/tD. Il sera
intéressant d'étudier I'impact de ce mismatch nucléotidique sur la structure secondaire de

I'ARNrég ou sur l'interaction avec la cible de 'ARNm.

Une recherche des séquences CetR-like chez S. mutans, S. salivarius, les
streptococques du groupe bovis (infantarius, lutetiensis, pasteurianus, macedonicus et
gallolyticus), les streptocoques du groupe pyogenes a l'exception de S. pyogenes (S.

dysgalactiae, S. equi, S. parauberis), on trouve en amont du géne mutY une région de 500 nt
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a 1100 nt non-codante, dans laquelle on peut trouver une séquence promoteur et une

séquence terminateur qui prédisent donc I'existence d'un ARNrég potentiel.

Ces séquences promotrices s'alignent bien avec celles de cetR et ceci malgré le fait
gue toutes ces especes sont éloignées phylogénétiquement. La conservation de cette
séquence est forte a l'intérieur du groupe bovis par exemple, c'est-a-dire quand les espéces
sont relativement proches. Ces résultats suggérent, dans un certain nombre de groupes de
streptocoques, I'existence d’un ARNrég localisé au méme endroit que CetR et présentant
une identité de séquence avec CetR. Cette identité est faible et partielle suggérant que ces
ARNrég sont des orthologues de CetR. Il est donc possible que CetR possede des
homologues chez d'autres Streptococci mais qu'il a probablement évolué afin de remplir une
fonction spécifique chez S. agalactiae en lien avec la régulation de d/tD et la voie de D-

alanylation.

B. CetR, un long ARN régulateur qui a un role pléiotrope

La majeure partie de ma thése porte sur la caractérisation de I’ARNrég CetR chez
notre souche modele, S. agalactiae NEM316. CetR est un des rares ARNrég de grande taille
caractérisé a ce jour. Le plus souvent, I'étude de la fonction des genes bactériens est
intimement associée a l'identification des phénotypes qui résultent de I'inactivation de ces
mémes genes. L'inactivation du géne codant CetR induit de nombreux phénotypes associés
au métabolisme de la membrane cellulaire, au métabolisme du carbone ou encore a
I’expression des facteurs de virulence, tels que la streptokinase, la protéine de liaison a la
pénicilline ou la protéine Sip. En effet, d’autres ARNrég pléiotropes ont été identifiés et
caractérisés. L’ARNrég RNAIIl est I'un des régulateurs pléiotropes les mieux caractérisés chez
S. aureus. |l contréle, au cours de la croissance bactérienne, les niveaux d’expression de deux
facteurs de transcription aux effets antagonistes que sont AgrA et Rot (repressor of toxins)
(Boisset et al., 2007). RNAIIIl agit également directement, par un mécanisme antisens, sur les
ARNm de plusieurs protéines impliquées dans la virulence, telles que spa et coa, codant
respectivement une protéine d’adhérence aux cellules humaines et une coagulase du plasma
sanguin. De plus, le géne RNAIIl promeut I'expression de I’"hémolysine A en se liant a la

région 3’ de 'ARNm et en empéchant la formation d’une structure secondaire inhibitrice au
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sein de 'ARNm (Morfeldt et al., 1995). Un autre ARN pléiotrope est ’ARNrég DsrA d’E. coli
qui régule I'expression de plusieurs genes, tels que rpoS, codant le facteur o’ de la phase
stationnaire, hns, un régulateur transcriptionnel global (Majdalani et al., 1998), et plus
récemment I’ARNm mreB, régulateur de la morphologie cellulaire (Cayrol et al., 2015). La
surexpression de DsrA induit des phénotypes pléiotropiques incluant des colonies de

morphologie mucoide (Sledjeski and Gottesman, 1995).

Nous avons démontré que I'’expression de CetR est cruciale pour la modification de la
membrane cellulaire, la formation du biofilm, la résistance aux PAM et la virulence a travers
I"'unique activation post-transcriptionnelle de I'expression de I'’ARNm d/tD. Le gene ditD
appartient a I’ARNm polycistronique dItABCD, qui forme la principale composante dans la
biosynthese de D-alanyl-ALT. Chez S. aureus, I'incorporation des résidus des D-Ala est
importante pour la virulence dans un modéle animal (Peschel et al., 1999; Collins et al.,
2002). Chez S. agalactiae, le disfonctionnement dans la voie de biosynthése de D-alanyl-ALT
se traduit par la sensibilité aux PAM et une virulence atténuée de cette bactérie (Poyart et
al., 2003). Pendant plus d'une décennie, le TCS DItR/DItS était considéré comme l'unique
régulateur de I'opéron dit. L’expression de ’ARNm polycistronique est activée par DItR/DItS

lorsque la quantité de I'ester D-Ala diminue sur la membrane cellulaire (Poyart et al., 2001).

Dans ce travail de these, nous avons montré que la régulation post-transcriptionnelle
par CetR est tout aussi importante. Bien que le mécanisme exact par lequel CetR active la
traduction de DItD ne soit pas démontré, notre étude souligne I'importance de cette

régulation dans la résistance aux PAM.

C. CetR, un régulateur global de virulence ?

Les réseaux de régulation des bactéries sont dynamiques, ils intéegrent une
multitude de signaux aboutissant a la régulation fine de nombreux processus cellulaires,
notamment ceux impliquant I'expression de facteurs de virulence. Nous avons suivi la survie
des bactéries lors de l'infection d’'un modéle animal pour étudier le role de CetR dans la
pathogénicité de S. agalactiae in vivo. La délétion du gene codant CetR induit une mortalité
bactérienne pendant I'invasion du foie et du cerveau, ou la dissémination dans le sang de
souris infectées (publication 1). Des résultats similaires ont été obtenus avec la souche
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dItDs3mut (publication 1). Ce résultat renforce notre conclusion dans laquelle CetR active
I'expression de dItD pour promouvoir la virulence de S. agalactiae. Nous émettons
I'hypotheése que I'élimination efficace des mutants AcetR et dltDsn.: chez la souris est une

conséquence de leur sensibilité aux PAM.

La réponse de I'h6te a l'infection par S. agalactiae comprend également I'activation
des macrophages et d'autres composants du systeme immunitaire inné (Maisey et al., 2008).
En effet, nous avons montré que les cellules AcetR et dItDs;, sont plus sensibles aux
macrophages par rapport aux souches sauvage et complémentée (publication 1). Il est connu
que les souris produisent également des peptides antimicrobiens (CRAMPs, cathelin-related
antimicrobial peptides) (Gallo et al.,, 1997). Ainsi, nous suggérons que la survie de S.
agalactiae dans les souris est controlée par DItD, d'une maniére CetR-dépendante, a travers

la résistance aux PAM produits par les macrophages.

La compréhension du réseau de régulation liée a I'expression de CetR est une des
perspectives majeures de ce travail de these. Il serait intéressant d’étudier ce réseau de
régulation dans des cellules uniques en utilisant des outils de microfluidique, ou du « single
cell ». En effet, il sera alors possible d’évaluer I'expression des génes a I’échelle d’une cellule
unique. En régulant diverses voies métaboliques et en modulant I'expression de différents
facteurs de virulence, CetR induit des effets pléiotropes qui pourraient affecter la viabilité
des cellules. Si certaines cellules se lysent plus facilement, 'ADN exogene ainsi généré
pourrait servir comme matrice a la formation du biofilm. Cependant, nos résultats indiquent
qgue le mutant cetR forme significativement moins de biofilm par rapport a la souche
parentale (publication 1). On peut alors supposer que, en condition de stress, les cellules du
mutant cetR lysent trés rapidement et ne laissent pas méme le temps a la bactérie d’adhérer
et donc d’initier la formation du biofilm. En effet, le mutant cetR adheére significativement

moins aux protéines de la matrice extracellulaire (résultats complémentaire, chapitre 1).

Le role de CetR dans la viabilité cellulaire avant et aprés stress pourrait étre évalué
via le kit LIVE/DEAD Baclight bacterail viability. Le principe est de marquer simultanément

les membranes des bactéries avec une sonde fluorescente et I’ADN génomique avec l'iodure

156



de propidium. Si la bactérie lyse lors d’un stress, le marquage de 'ADN génomique sera

d’avantage visible que celui des membranes.

D. CetR, régulateur des protéines moonlighting chez S. agalactiae ?

Nous avons montré également par une approche protéomique que I’ARNrég régule
significativement I'expression d’environ 6,8 % (151 protéines) des protéines codées par le
génome de la souche S. agalactiae NEM316 (Chapitre 2). Ces protéines sont réparties dans
les trois compartiments cellulaires (cytoplasme, membrane et surnageant). Une étude
comparative effectuée uniquement sur le surnageant de la souche S. agalactiae NEM316 et
le mutant du TCS CovRS a permis d’identifier 53 protéines (Papasergi et al., 2013). Des
protéines telles que la GAPDH, la Sip, le domaine de protéine LysM ou la 5-nucléotidase ont
été également identifiées dans notre étude. La spectrométrie de masse est devenue |'une
des techniques les plus utilisées en protéomique en raison de son forte efficacité dans
I'identification des protéines trouvées dans différents types de cellules, organelles et
complexes multiprotéique. Ces informations sur la localisation des protéines peuvent fournir

des indices précieux pour déduire la fonction d'une protéine.

En effet, la spectrométrie de masse est de plus en plus utilisée pour I'identification
des protéines dites « moonlighting » (Jeffery, 2005). Dans notre étude, nous avons identifié
treize protéines moonlighting, dont des facteurs de virulence tels que I'enolase et la GAPDH,
réparties sur les différents compartiments cellulaires (Chapitre 2). Nous avons également
identifié un nombre important de protéines dont la fonction moonlighting n’est pas encore
caractérisée chez S. agalactiae (I'aldéhyde-alcool déshydrogénase, la protéine FtsH, la
protéine Dnak, La glutamate déshydrogénase et les protéines S4, L4 et L1 des sous-unités

ribosomales 30S et 508S).

En plus de sa fonction dans la voie de glycolyse, I'enolase permet I'adhérence au
plasminogéne. L'adhérence au plasminogene permet au streptocoque de pénétrer la
membrane basale et d’envahir les cellules eucaryotes (Eberhard et al., 1999). L’inactivation
du géne codant I’enolase chez S. pneumoniae a conduit a la mort des cellules, montrant ainsi
gue ce géne est essentiel pour cette bactérie (Bergmann et al., 2001). D’autres réles ont été
décrits récemment pour I'enolase de S. pneumoniae, dont I'adhérence a l'inhibiteur du
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complément humain C4b, I’'échappement a 'action du complément (Agarwal et al., 2012),
I’'adhérence aux neutrophiles (Mori et al., 2012) et I'adhérence aux cellules épithéliales et

endothéliales (Bergmann et al., 2013).

L’aldéhyde-alcool déshydrogénase est une enzyme de la voie métabolique ayant une
fonction « moonlighting ». Elle interagit avec une autre protéine ayant une fonction
« moonlighting » (Jagadeesan et al., 2010). Cette enzyme a été initialement décrite comme
la principale adhésine de L. monocytogenes (LAP, Listeria adhesine protein). La LAP permet
I'adhérence aux cellules épithéliales intestinales (Santiago et al., 1999), la liaison aux
protéines chaperonnes Cpn60 (chapronin 60) et Hsp60 (heat shock protein 60) de la cellule
hote (Wampler et al., 2004). La protéine Hsp60 est considérée également comme une
protéine « moonlighting ». En effet, l'interaction entre ces deux protéines « moonlighting »,
I'aldéhyde-alcool déshydrogénase et I'Hsp60 identifiées dans un site topologiqguement

inhabituel, permet a ce pathogene de coloniser les cellules humaines.

Dans le cytoplasme, la protéine FtsH joue le réle d’'une protéine chaperonne (Suzuki
et al., 1997). Cependant, si cette protéine est exportée vers la membrane, elle joue le réle
d’'une métallopeptidase ou d’une hydrolase qui permet la dégradation du facteur

transcriptionnel 032 chez E. coli (Tomoyasu et al., 1995).

La protéine DnakK, une protéine chaperonne, a été identifiée précédemment dans la
fraction membranaire de S. agalactiae (Hughes et al., 2002). Cependant, plusieurs autres
fonctions ont été décrites pour DnaK chez Mycobacterium tuberculosis, notamment la
stimulation de la production des chimiokines des lymphocytes CD8 (Lehner et al., 2000) et la
synthése des chimiokines des monocytes CD40 (Wang et al., 2001). Cette protéine se lie au
récepteur CCR5 du VIH (Floto et al., 2006) et permet I'adhérence au plasminogene humain
(Xolalpa et al., 2007). Quant a la glutamate déshydrogénase (RocG), elle catalyse la
désamination du glutamate pour former I'a-kétoglutarate. Cette enzyme métabolique se lie
également au facteur de transcription GItC, qui régule la production de glutamate a partir du

I'a-kétoglutarate (Commichau et al., 2007).
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ENZYME/MOONLIGHTING ACTIVITY

Glucose
ATP —> ADP HK
Glucuse-ﬁjﬁhosphate

PGI = neuroleu kinfautocrine motility factor activity

W
Fructose-6-phosphate

PFK = rna processing
W

Fructose-1,6-bisphosphate

Aldolase — adhesin for host cell binding

W
Dihydroxyacetone phosphate
TPI = adhesin for C. neaformans
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GAPD = adhesin for fibronectin and plasminogen
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Figure 43 : La voie de glycolyse et I’activit¢ moonlighting des protéines glycolytiques
bactériennes.

Les protéines encadrées sont les protéines identifiées dans notre étude. HK, hexokinase; PGI,
phosphoglucose isomérase; PFK, phosphofructokinase; TPI, triose phosphate isomérase;
GAPDH, glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase; PGK, phosphoglycérate kinase; PGM,
phosphoglycérate mutase; ENO, enolase; PK, pyruvate kinase.
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Enfin, les protéines S4 et L1 des sous-unités ribosomales 30S et 50S, respectivement,
jouent un réle d’inhibiteur traductionnel chez E. coli (Yates et al., 1980). Pour sa fonction
« moonlighting », la protéine L4 de la sous-unité ribosomale 50S agit comme un répresseur
transcriptionnel, causant la terminaison prématurée de la transcription de I'opéron S10 chez

E. coli (Zengel and Lindahl, 1996).

La présence d'une protéine dans un compartiment cellulaire inattendu, ou
I'observation des résultats inattendus, peut suggérer que la protéine a une autre fonction.
Cependant, cette conclusion n’est pas toujours vraie. Certaines protéines a fonction unique
se trouvent dans plusieurs compartiments parce qu’elles catalysent la méme fonction dans
les différents compartiments cellulaires (Par exemple, une activité kinase dans le cytoplamse
et au niveau de la membrane). Ainsi, une protéine ayant la méme fonction dans deux
compartiments différents n’est pas une protéine moonlighting. |Idéalement, pour clarifier la
(les) fonction(s) des nombreuses protéines étudiées dans des projets de protéomique, il
serait utile de combiner les résultats de plusieurs méthodes, telles que les données de

spectrométrie de masse avec I'inactivation des génes et/ou des systémes a double hybride.

Nous avons montré que CetR semble inhiber I'expression de la protéine Sip. Cette
protéine semble étre régulée négativement par un autre ARNrég, SQ18, identifié par Pichon
et ses collaborateurs (Pichon et al., 2012). L'immunisation avec une protéine Sip
recombinante a permis de protéger des souris CD-1 contre I'infection avec six souches de S.
agalactiae de sérotypes la/c, Ib, II/R, Ill, V, et VI (Brodeur et al., 2000). Les auteurs de cette
étude suggérent que cette protéine hautement conservée chez S. agalactiae est un potentiel
candidat pour la conception d’un vaccin universel pour lutter contre les infections de ce

pathogene opportuniste.

Nous avons montré également que cing protéines de la voie de la glycolyse (la
fructose-bisphosphate aldolase, la GAPDH, la phosphoglycérate kinase, I'enolase et la
pyruvate kinase) sont régulées par I’ARNrég CetR (Figure 43), dans un ou plusieurs
compartiments cellulaires (Chapitre 2). Ce résultat peut expliquer le ralentissement de
croissance observé pour le mutant cetR dans le milieu chimiquement défini (MCD)

supplémenté avec 0,5% de glucose (Chapitre 2). La voie de la glycolyse étant complétement
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perturbée, le mutant est forcé d’allonger sa phase de latence afin d’activer d’autres voies et
d’autres enzymes, telles que de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme des
acides aminés ou encore la protéine moonlighting, |'aldéhyde-alcool déshydrogénase. La
mise en place de telles stratégies par la bactérie afin de lutter contre le manque d’apport
énergétique explique I'activation de I'expression d’un arsenal d’enzymes dont des senseurs,

des transporteurs ABC ou encore des protéines de réponse au stress.

E. CetR, interagit-il avec des protéines ?

Nous avons montré que CetR se lie a la région codante de I’ARNm d/tD pour activer la
traduction. Ceci est loin des mécanismes de régulation ARNrég-dépendants classiques.
L'activation de la traduction d'ARNm cible est habituellement réalisée par deux mécanismes
distincts : (I) I'inhibition de la formation de structures secondaires qui séquestrent les RBS a
I'extrémité 5' (Frohlich and Vogel, 2009) ; (ii) ou I'augmentation de la stabilité de 'ARNm a
I'extrémité 3' (Opdyke et al., 2004). Cette situation est peu susceptible d'étre le cas de CetR,
parce que le site d'interaction avec I’ARNm ditD est loin en aval du RBS. Outre I'appariement
de bases avec des régions d'initiation de traduction, les ARNrég bactériens peuvent
également favoriser l'inactivation de genes en ciblant les séquences codantes (Rice et al.,
2012). De maniére remarquable, en utilisant le programme IntaRNA, nous avons prédit une
interaction potentielle entre ditB et ditD sur I'ARNm polycistronique d/tABCD. Etant donné
gue cette région d’interaction est située en aval du RBS de ’ARNm d/tD, nous supposons que
ce repliement de 'ARNm est suffisant pour inhiber linitiation ou I’élongation de la
traduction. Ainsi, en empéchant la formation d'une telle structure inhibitrice, la liaison de
CetR, en aval du site d’interaction d/tB-dItD, pourrait permettre le chargement des
ribosomes et par conséquent la traduction de DItD. Ainsi, il pourrait étre intéressant

d'étudier |'effet de la délétion de CetR sur la traduction de DItB.

Existe-t-il une protéine capable de se lier a CetR pour I'assister dans la régulation de
I’expression des genes cibles ? La protéine Hfg ne semble pas impliquée dans la régulation
ARNrég-dépendante chez S. agalactiae, car aucun homologue a cette protéine chaperonne

n’a été identifié a ce jour. Alors, quelles seraient les techniques permettant I'identification
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des potentielles protéines impliquées dans la stabilisation du duplex ARNrég-ARNm chez S.

agalactiae ?

Une des approches pour identifier les potentielles protéines chaperonnes de CetR est
basée sur l'utilisation d’un gradient de glycérol pour séparer les protéines qui co-purifient
avec les ARNrég d’intérét. Cette technique permet d’étudier plusieurs ARN dans le méme
gradient. Si une ou plusieurs protéines sont identifiées, le site de fixation de cette derniéere
sur I’ARN pourrait étre caractérisé en utilisant la technique de HITS-CLIP (Hight-throughput
sequencing of RNA isolated by Crosslinking and Immunoprecipitation). Le principe de cette
technique consiste a lier de maniere covalente I'ensemble des ARN interagissant avec une
protéine d’intérét via un pontage ultraviolet a 254 nm. Aprés purification de la protéine
d’intérét par chromatographie d’affinité, le séquencage a haut débit permet d’identifier la
liste des ARN liés a cette protéine. Récemment, une approche trés sophistiquée a été
inventée par I'équipe de Jorg Vogel pour l'identification des protéines chaperonnes et de
leurs ARNrég partenaires a partir de la méme culture. Cette approche appelée Grad-seq,
pour « Gradient-sequencing », consiste a séparer les complexes ARNrég-protéine selon leur
poids moléculaire dans un gradient de glycérol. Ces complexes sont ensuite séparés dans 20
fractions, dont chaque fraction est analysée a la fois par RNA-seq, pour l'identification de
partenaire ARNrég, et par LC-MS/MS pour lidentification de la protéine chaperonne

d’intérét (Smirnov et al., 2016).

Enfin, il serait intéressant d’étudier la régulation de I’ARNrég CetR. Nous avons
montré que I'expression de CetR est influencée par la phase de croissance. En outre, nous
avons identifié une région homologue entre les régions promotrices de CetR et le régulateur
DItR du TCS DItRS. Nous pouvons, par mutagénése dirigée, étudier le role de cette région
dans la régulation de CetR par DItR. Un criblage, en condition de stress par exemple, pour
identifier d’autres TCS ou des facteurs de transcription serait intéressant afin de comprendre

le mécanisme de régulation de ’ARNrég CetR.

F. CetR et la résistance aux antibiotiques : nouvelle cible thérapeutique ?

Plusieurs ARNrég sont connus pour avoir un role capital dans la virulence (Boisset et
al., 2007; Gong et al., 2011; Chabelskaya et al., 2014; Michaux et al., 2014; Porcheron and
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Dozois, 2015). Cependant, peu d'entre eux interferent avec la résistance bactérienne aux
antibiotiques (Eyraud et al., 2014; Lalaouna et al., 2014; Khan et al., 2016). Nous avons
montré, pour la premiére fois chez les streptocoques, que la délétion d’un ARNrég induit une
diminution tres importante de la résistance aux PAM chez S. agalactiae. La concentration
minimale inhibitrice (CMI) de la colistine est supérieure a 512 ug/mL pour la souche sauvage
et la souche complémentée alors qu’elle est égale a 2 pug/mL pour le mutant cetR (cf,
publication 1). A cause de sa toxicité, la colistine est peu utilisée en thérapeutique (voir ci-
apres). Néanmoins, selon les recommandations de CASFM-EUCAST 2016 (Comitée de
I’Antibiogramme De La Société Francaise de Microbiologie- European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), une souche bactérienne est considérée comme sensible

a la colistine si la CMI est < 2 ug/mL.

L'émergence de bactéries multi-résistantes qui peuvent étre a 'origine d’infections
nosocomiales constitue un probléeme croissant dans le monde entier. Les alternatives
thérapeutiques limitées ont entrainé une augmentation de l'utilisation clinique de la
colistine, un antibiotique de la famille des polymyxines développé il y a plus de 50 ans et qui
a conservé son activité contre un certain nombre de bactéries a Gram négatif
multirésistantes. Les polymyxines sont un groupe d'antibiotiques naturels produits par la
bactérie Paenibacillus polymyxa. Seule la polymyxine E (dénommée colistine) est approuvée
pour une utilisation clinique dans I'Union Européenne. Deux formes de la colistine sont
utilisées a des fins cliniques : le sulfate de colistine et sa prodrogue microbiologiquement

inactive, le colistiméthate de sodium (CMS).

Une des principales voies de résistance a ces antibiotiques est la modification de la
charge globale de la membrane cellulaire bactérienne, et plus exactement des ALT (cf revue
de la litérature). Ainsi, inhiber I'activité de(s) enzyme(s) impliquée(s) dans cette voie serait
une potentielle alternative thérapeutique. Une étude a montré que l'inhibition de la liaison
de phosphatidylglycérol a la protéine LtaS (LTA synthase, cf, données bibliographiques) par la
molécule 1771 [2-oxo0-2-(5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-ylamino) ethyl 2-naphtho[2,1-b]furan-1-
ylacetate] inhibe la biosynthése des ALT chez S. aureus (Richter et al., 2013). La molécule
1771 mime la chaine polaire du phosphatidylglycérol. En suivant la méme stratégie, nous

pourrions imaginer la synthése d’une molécule qui inhibe la liaison de CetR a sa cible d/tD et
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inhiber ainsi la D-alanylation des ALT chez S. agalactiae ce qui provoquera la diminution de

sa résistance aux PAM.

D’autres stratégies sont en développement pour I'élaboration de nouvelles molécules
thérapeutiques, notamment celles visant la substitution des antibiotiques a large spectre
longtemps privilégiés par les compagnies pharmaceutiques. Une de ces stratégies consiste a
cibler les génes essentiels a la survie de la bactérie. De nos jours, divers antibiotiques ciblent
I’ARN ribosomique bactérien, tels que les aminoglycosides ou les macrolides. De nouvelles
approches se basent actuellement sur la synthése des analogues au métabolite reconnu par
les riboswitch. La synthése des analogues a la guanine capables de se lier au riboswitch
reconnaissant la purine a permis d’inhiber la croissance de B. subtilis (Kim et al., 2009). Chez
S. aureus, un dérivé des pyrimidines, nommé PC1, a été mis au point pour se lier au
riboswitch senseur des purines. Cet analogue posséde une activité antimicrobienne contre

un nombre restreint de bactéries (Mulhbacher et al., 2010).

D’autres équipes se sont lancées dans la conception de molécules thérapeutiques
capables de perturber les fonctions de la bactérie, tels que les systemes de sécrétion, les
protéines d’adhérence ou encore les facteurs de virulence. Récemment, une molécule, le
fluoro-phenyl-styrene-sulfonamide (FPSS), inhibant le facteur de transcription ¢® a été mise
en évidence chez L. monocytogenes et B. subtilis. Le FPSS régule négativement la majorité
des génes (208 geénes) appartenant au régulon ¢® et empéche ainsi I'invasion des cellules
épithéliales intestinales (Palmer et al., 2011). Récemment, une classe d’ARNrég artificiels
agissant en trans (atsRNA) a été développée pour inhiber I'expression de certaines cibles
chez E. coli (Man et al., 2011). Les atsRNA sont composés de trois domaines distincts : i) une
région de liaison a I’ARNm, ii) un site de liaison de la protéine Hfg et iii) un terminateur rho-
indépendant (Man et al., 2011). A I'heure actuelle, ces ARNrég artificiels ont montré leur

efficacité uniguement chez E. coli (Sharma et al., 2012; Park et al., 2013).

Le traitement d’une infection est basé sur I'administration du médicament jusqu’au
site de l'infection dans lequel se trouve la cellule bactérienne. La biomolécule d’ARN est
sensible a la dégradation par les RNases avant de franchir la membrane bactérienne. Le

développement des oligonucléotides synthétiques, tels que les acides nucléiques
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peptidiques (PNA) ou les mimétiques d'ADN, appelés aussi phosphorodiamidate morpholino
oligomers (PMO), a permis de contourner la dégradation par les RNases mais pas le
franchissement de la membrane bactérienne (Dinan and Loftus, 2013). L'efficacité
d’absorption des oligonucléotides synthétiques peut étre augmentée par la conjugaison des
PNA et PMO a de courts peptides cationiques. Ces molécules chargées positivement
fonctionnent probablement en co-localisant les oligonucléotides synthétiques avec la

membrane externe des bactéries chargée négativement (Dinan and Loftus, 2013).

L’ensemble de ces approches visent a générer des molécules stables, non-toxiques et
surtout avec une activité antimicrobienne contre diverses especes bactériennes. Il est clair
que l'utilisation des ARNrég dans l'industrie pharmaceutique devra attendre encore
guelgues années de recherche et de développement. Cependant, de telles biomolécules
peuvent étre des agents thérapeutiques utiles pour lutter contre des maladies infectieuses

humaines causées par des bactéries a Gram positif multi-résistantes.
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CONCLUSION GENERALE
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Conclusion générale

La bactérie S. agalactiae est reconnue depuis plus de 30 ans comme le principal
micro-organisme responsable des infections materno-feetales. Linfection du nouveau-né par
cette bactérie peut étre mortelle ou entrainer des séquelles neurologiques dans un nombre
non négligeable de cas (1-2% des nouveau-nés infectés) (Verani et al., 2010). Au cours de
I'infection, la bactérie doit faire face a de nombreux stress tels que l'acidité de la cavité
vaginale ou la réponse des cellules immunitaires. La survie de la bactérie dans cet
environnement passe par I'expression et la régulation de nombreux genes d’adaptation et
de virulence. Les mécanismes qui controlent I'adaptation de S. agalactiae a son

environnement sont encore mal connus.

Afin de caractériser les ARNrég de S. agalactiae, différentes approches ont été
utilisées allant de I'analyse in silico a I'analyse transcriptomique et protéomique, en passant
par la génétique classique. L'ensemble des résultats obtenus ont permis d’aborder sous un
nouvel angle la compréhension de la régulation de I'expression des génes chez S. agalactiae,

gue ce soit au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel.

La majorité des résultats de ce travail de thése présente un grand intérét pour une
meilleure compréhension des réseaux de régulations chez cette bactérie. Nous avons
montré que "ARNrég CetR pourrait étre le nouveau régulateur global de virulence chez S.
agalactiae. 1l est ainsi nécessaire de compléter certains résultats obtenus par d’autres

études afin d’avoir une vision précise sur les mécanismes de régulations.

Enfin, les résultats obtenus lors de cette thése sont une base solide pour la recherche
de nouvelles molécules antibactériennes a partir de la caractérisation des ARNrég impliqués
dans plusieurs fonctions vitales pour S. agalactiae. L’ARNrég CetR pourrait faire I'objet d’'une
premiere étude de conception de biomolécules thérapeutiques. Il serait également
intéressant de croiser les résultats de ce travail avec les autres thématiques de I'équipe,
notamment celle portant sur I'étude du métabolisme du carbone et celle sur la
caractérisation des éléments génétiques mobiles. En effet, 'ensemble des thématiques
développées par I'équipe B.R.M.F (Bactéries et Risque Materno-Fcetales) a pour finalité de
comprendre comment S. agalactiae s’adapte a son environnement et ainsi passe d’une

bactérie commensale a un pathogene opportuniste.
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Table S1 : DNA oligonucleotides

Name

Primer or probe (sequence 5' => 3')

Purpose

PTCV-P .r::lacZ (P BRMF103) assembly oligos

BG1

ATGCgaattcGATTCTATCTTCAGGCCACA

Forward primer inserting P e in pTCV-lac

BG2

GCATggatccTCTTCTCCTTAGATCATGGATAACCTCCTT
G

Reverse primer inserting P . in pTCV-lac

PTCV-P2r::lacZ (pBRMF104) assembly oligos

BG3

ATGCgaattcGATAAAGTTTAAATCAAGGAGGTT

Forward primer inserting P2z in pTCV-lac

BG4

GCATggatccTCTTCTCCTTAAGCGACCCATATTAAAAAT
TA

Reverse primer inserting P2z in pTCV-lac

PTCV-P3 r::lacZ (P BRMF105) assembly oligos

BG5

ATGCgaattcAAGGAAGACAGACAATGTGG

Forward primer inserting P3ez in pTCV-lac

BG6

GCATggatccTCTTCTCCTTATTGGTTTAAGTTTTCGTTGG

Reverse primer inserting P3.z in pTCV-lac

RACE PCR primers

PS1 TAACACATCTAGGGGTATAC P etr reverse primer
PS2 GTCCCTCTTTATTTTTTATTACCT P2 .z reverse primer
PS3 TACACCTCACCTTCAACATA P3 .ir reverse primer

Northern probes

P16S-F | TTGGTAGGAGTGGAAAATCT Forward primer for 16S rRNA fragment
P16S-R | CGGTCAGAAGGATGTCAAGA Reverse primer for 16S rRNA fragment
PcetR-F | AAAAGAAAGATTGGTAGGCA Forward primer for cetR fragment
PcetR- | TTCAGTGTCTCCGATTTTAT Reverse primer for cetR fragment

R
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Annexes

A. Annexe 1 : Méthodes supplémentaires

1. Cloning of Transcriptional Gene Reporter to cetR Putative Promoters

For the construction of P er::lacZ transcriptional fusion, a PCR fragment carrying -182
to +39 relative to the cetR transcription start site (Fig. 34. B) (oligos BG1/2) was digested by
EcoRl and BamHI and ligated into likewise digested pTCV-lac plasmid. The ligated plasmid
was cloned into E. coli and sequenced prior transformation into the WT (NEM316) strain.
The same method was used to construct P2.r::lacZ and P3r::lacZ transcriptional fusions

(see Fig. 34. B for cloned fragments and Table S1 for oligos).

2. B-Galactosidase Assays

To monitor the cetR transcriptional fusions, in different growth conditions, we used
lacZ gene reporter cloned into the plasmids pTCV-Pcer::lacZ, pTCV-P3er::lacZ and pTCV-
P3cetr:slacZ. The B-galactosidase assays were performed as previously described (Miller,
1972). Strains containing transcriptional P er::lacZ fusions were grown at 37 °C overnight in
TH medium and diluted 1:100 in fresh medium. Cultures were grown to mid-exponential or
stationary growth phase, harvested and resuspended in 500 pl of Z buffer (60 mM Na,HPQ,,
40 mM NaH,P04, 10 mM KCI, 1 mM MgS0,) (Miller, 1972). Cells were then mechanically
lysed, with glass beads in FastPrep®—24, centrifuged and supernatants were incubated with
0.5 mg/ml Dnase | (NEB) for 30 min at 37 °C. Specific B-galactosidase activity was calculated
as described (Miller, 1972) and expressed with Arbitrary units/mg protein. Protein
concentrations were measured using the Bio-Rad protein assay. A minimum of three

independent experimental trials were performed for each strain and condition.

3. Determination of 5’ ends of CetR by RACE PCR

RACE experiments were performed using linkers and primers listed in Table S1.
Streptococcus agalactiae NEM316 strain grown in TH medium at 37 °C was diluted 100-fold
in the same media and grown to stationary growth phase. Total RNA was extracted as
described earlier and CetR 5’ starts were determined using the 5’/3’ rapid amplification of

cDNA (RACE) PCR kit (2nd generation, Roch Applied Science), following manufacturer's

189



instructions. The generated PCR products of correct size were sequenced using the Big Dye
Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) and results were checked with the
ABI Prism 310 Genetic Analyzer. The RNA antisense primers (PS1, PS2 and PS3) used for

sequencing are listed in Table S1.

4. Northern Blot Analysis

Total RNA was extracted using the phenol/trizol method as described (Lamy et al.,
2004). For Northern blot analysis, 10 pug of total RNA was separated on agarose gels and
blotted to Hybond-XL membrane (GE-Healthcare). Total RNA was then UV-cross-linked to
the membrane and probed with y**>-P 5’ end-labeled DNA oligonucleotides (PcetR-F/R).

5. Coating of microtiter plates with various ECM proteins

The 96-well microtiter plates are coated with 250 pL of ECM proteins: collagen type |,
Il and IV, the a2 laminin, insoluble fibronectin, elastin and Maxgel (ECM synthetically
reconstructed from proteins purified). Wells coated with BSA ("bovine serum albumin")
serve as control of specificity of adhesion to ECM proteins of muscle tissue. The proteins of
the ECM are previously diluted in 0.1 M carbonate buffer (pH 9.6) to a concentration of 50
ug/mL of saturation of the wells. The plates were then incubated overnight at 4 °C then

washed 3 times with TS (Tryptone Salt pH 7) before the filing of the bacterial suspension.

6. Adhesion test to ECM proteins

Bacterial cultures were prepared as described in paragraph 1.5, then their growth is
stopped by adding Chloramphenicol (90 pg/mL). To assess their adherence ability, 200 pL of
bacterial suspension are placed in each well of microtiter plates previously prepared. Wells
containing only sterile culture medium are used to monitor for contamination. After 3h of
incubation at 25 °C, the bacterial suspension is removed and the wells are washed twice with
250 pL of buffer TS (Tryptone Salt pH 7) to remove non-adherent cells. The adhered biomass
is measured by staining with Crystal Violet. Briefly, cells were fixed to the support with 250
uL of absolute ethanol for 20 min. The wells are then emptied and dried under a hood for 30
min. 250 pl of an aqueous solution of crystal violet (0.1%) are then distributed in each well

and incubated for 15 min at room temperature. After 2 successive washes with distilled
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water to remove excess staining, adherent cells are discolored with 250 uL of acetic acid
(33%). 200 pL are transferred into a new microtiter plate and the absorbance is measured at

595 nm.
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B. Annexe 2 : Role de CetR dans la croissance en MCD
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Figure S1 : Cinétique de croissance des souches WT et AcetR en MCD supplémenté avec
différentes concentrations de glucose (Glu). La culture en MCD est ensemencée avec une

préculture réalisée en TH sans lavage.
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Figure S2 : Cinétique de croissance des souches WT et AcetR en MCD supplémenté avec
différentes concentrations de glucose (Glu). La culture en MCD est ensemencée avec la
préculture réalisée en TH apres 3 lavages (avec du PBS, 10 min a 6000 rpm et a 4°C).
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Figure S3 : Cinétique de croissance des souches WT et AcetR en MCD supplémenté avec
différentes concentrations de fructose (Fru). La culture en MCD est ensemencée avec la
préculture réalisée en TH apres 3 lavages (avec du PBS, 10 min a 6000 rpm et a 4°C).
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C. Annexe 3 : Méthodes de ’approche protéomique

a- Bacterial strains and growth conditions

Streptococcus agalactiae strain NEM316, capsular serotype Ill, isolated from a
neonatal case of bacteremia (Glaser et al., 2002), and its derivative mutant AcetR, were
routinely grown statically in Todd Hewitt broth (TH, Difco) or in chemically defined medium

at 37 °C.

For growth kinetics, bacteria were grown in 96-well microtiter plates (Greiner Bio-
One, Cellstar). Overnight cultures of S. agalactiae strains grown in TH medium were diluted
100-fold in the same medium and grown at 37 °C to early stationary phase or overnight.
Cultures were pelleted and washed three times in PBS (Phosphate Buffered Saline); and then
diluted 100-fold in CDM supplemented with different concentrations (0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%

and 2.5%) of glucose (Glu) or fructose (Fru) or increasing volumes of TH.

b- Protein preparation

Bacteria were grown overnight at 37 °C in TH medium, diluted 1:1000 into 90 mL of
freshly CDM supplemented with 0.5% glucose and grown at 37 °C to early stationary phase.
Cells were separated from the medium by centrifugation at 6000 r.p.m for 10 min at 4 °C.
The supernatants were then filtered using 0.22 um pore-size filters (Millipore, France),
mixed with 0.05 V/V of protease inhibitor cocktail (Sigma, France) to avoid degradation of
proteins during the experiments, and stored at -20 °C until use. For protein precipitation, the
samples were mixed to a final concentration of 0.01% of 2% DOC (Na-deoxycholate) and
incubated on ice for 30 min. Subsequently, TCA (trichloroacetic acid) was added to a final
concentration of 15%, vortexed immediately for 30 seconds and, after 1h, the pellets were
collected by centrifugation at 15,000 r.p.m at 4 °C for 10 min. The pellets were washed twice
with ice-cold acetone, centrifuged at 15,000 r.p.m at 4 °C for 10 min, dried under a slow

stream of nitrogen, resuspended in 200 pL of Laemli buffer and stored at -80 °C until use.

On the other hand, the pellets were resuspended in solubilization buffer (20 mmol/L
NaPO,4 pH 6.4; 0.05 V/V of protease inhibitor cocktail) to an OD (optical density) of 40 units.

Cytoplasmic and membrane proteins were separated by ultracentrifugation at 50,000 r.p.m
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for 30 min at 4 °C and stored at -20 °C until use. The pellets of membrane proteins were
resuspended in 250 uL of solubilization buffer. Proteins yield was determined using 2D

Quant kit (GE Healthcare, USA).

c- Protein identification by nano-LC-MS/MS

Short SDS-PAGE runs (precasted 4-12% Bis-Tris Mini Gels, Invitrogen, France) were
performed, allowing proteins to migrate on a 0.5cm length, and gels were stained with
Coomassie blue (BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Each 1D electrophoresis lane was cut
into 2-3 pieces of gel (2 mm in width) and protein identification was performed using

PAPPSO platform facilities (http://pappso.inra.fr).

In-gel digestion was carried out according to a standard trypsinolysis protocol. Gel
pieces were washed twice with 50% (v/v) acetonitrile (ACN), 25mM NH,4COs3, then incubated
in presence of 10 mM DTT for 1 h at 56 °C. After cooling, the supernatant was removed and
the samples were incubated with 55mM iodoacetamide at room temperature in the dark.
Gel plugs were washed with ACN and then dried in a vacuum speed concentrator. Digestion
was performed for 8 h at 37°C with 200 ng of modified trypsin (Promega) dissolved in 25mM
NH4COs. Tryptic peptides were first extracted with 50% (v/v) ACN, 0.5% (v/v) trifluoroacetic
acid (TFA), and then with pure ACN. Peptide extracts were dried in a vacuum speed
concentrator and suspended in 25 ul of 2% (v/v) ACN, 0.05% (v/v) TFA, 0.05% (v/v) formic

acid.

HPLC was performed on an Eksigent NanoLC-Ultra system. Trypsic digestion products
were first concentrated and desalted on a trap column cartridge (SPE-traps C18 trap column
(0.1 x 20 mm, 100 A, 5 pm; NanoSeparations, Nieuwkoop, Netherlands) with 0.1 % HCOOH
at 7.5ul.min™ for 3 min. The trap column was connected to the separating column
(Stationary phase: C18 Biosphere, 3 um. Column: 75 um i.d., 150 mm, Nanoseparations) and
the peptides were eluted with a linear gradient from 5 to 35% ACN in 0.1% HCOOH for 50

min at 300 nL/min™.

On line analysis of peptides was performed with a Q-exactive mass spectrometer

(Thermo Fisher Scientific, USA), using a nanoelectrospray ion source. lonization (1.5kV
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ionization potential) was performed with stainless steel emitter (30 um i.d., Thermo
Electron). Peptide ions were analysed using Thermo Xcalibur 2.2 with the following data-
dependent acquisition steps: (1) full MS scan (mass-to-charge ratio (m/z) 400 to 1400,
resolution 70000) and (2) MS/MS (normalized collision energy = 27%, resolution 17500).
Step 2 was repeated for the 8 major ions detected in step 1. Dynamic exclusion was set to 40

S.

The raw mass data were first converted to mzXML format with the MSconvert
software. Protein identification was performed querying MS/MS data against an
Streptococcus agalactiae serotype |lll (strain NEM316) protein database (Uniprot,
01/08/2016), together with an in-house contaminant database, using the X!Tandem
software (X!Tandem Cyclone (2011.12.01), http://www.thegpm.org) with the following
parameters : one trypsin missed cleavage allowed, alkylation of cysteine and conditional
oxidation of methionine, precursor and fragment ion set at 5 ppm and 0.005 Da,
respectively. A refined search was added with similar parameters except that semitryptic
peptides and possible N-ter acetylation of proteins were searched. All peptides matched
with an E-value lower than 0.01 were parsed with X!Tandem pipeline software
(http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline). Proteins identified with at least two unique

peptides and a log (E-value) lower than -4 were validated.
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Tableau S2: Liste des amorces utilisées pour les réactions d’amplification

sm008 F 5 -GGTGTTGCCTCCTGAGTATAC-3"
sru (08 170
sm08 R S5-GGAGCAAAATTAGTTCGGGCT-37
024 sml24 F ST-ATCCTAAATAAACTTTICTTTTCATGT-3° o5
ST
sml?24 R ST-AAAAATGCAACTCAAATCATTATG-3"
sml46 F S-CACTATTGUGCAGGGAGATTAT-3
sruld6 74
smld6 R 5-TCAAGTGTGACAAGAAGGTTCAC-3°
smil15 F 5 -GGGTTGGAAAAAGGGTTGAG-Y
srllls 104
smdls R S -GUGGTTTATCCTAGCCGTTA-3
sm017 F S"TCCAACAGAAAGGAGGAGCT-Y
srall7 208
smll7 R SSACTACCCAATGCAGAACCGT-3'
smi73 F 5 -GCATGCGCTAATGGTAATGA-Y
s 73 171
sml73 R S-TGTTGCAAACAGTCACAAGGA-Y
syiBF S -GCTCACATCAGAACTTTACTTTTAACTC-3°
gvrB 123
cwiB R S -TTTAATCTCACTTCCTACTTTGACACC-37
- 58F S-TAATTGCCTAGGAGATACACCTGTT-3 "
3
S5 R S-GUTAAGCGACTACCTTATCTCACAG-3
tmF ST-AAAACAGCCTGCGTCATCTT-3
mRNA 135
tmR S -CAAGCCCTCACATAGCGAGT-3"

Les amorces ont été dessinées grice au logiciel Primer3web (http-/primer3 ut ee).

F : amorce sens R : amorce anti-sens
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D. Annexe 4: Etude de la prévalence des ARNrég chez S. agalactiae

1. Amplification génique par PCR

L’ADN extrait pour chaque souche a été amplifié par une technique de PCR
conventionnelle. Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un thermocycleur 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Pour un volume final de 20 pl, le mélange réactionnel
contenait : 0,2 UM de chaque désoxynucléotide triphosphate (dNTPs), 0,1 puL de One Taq
DNA polymerase (New England Biolabs), 1X de tampon One Taq Standard Reaction Buffer,
0,5 uM d’amorce sens et anti-sens ainsi que 200 ng d’ADN. Les 6 couples d’amorces ciblant
les 6 génes d’ARN régulateurs utilisés pour la réaction d’amplification par PCR en « point
final » ont été dessinés grace au logiciel Primer3web (http://primer3.ut.ee/) et sont détaillés

dans le Tableau S2.

Un témoin négatif (H,0 milli-Q) ainsi qu’un témoin positif constitué de 200 ng d’ADN
génomique de la souche NEM316 de S. agalactiae ont été utilisés dans les mémes conditions
a chaque PCR. Les amplicons obtenus ont été contrélés par migration électrophorétique en
gel d’agarose 1% préparé avec du tampon TBE (Tris Borate EDTA) 1X et contenant du
bromure d’éthidium, un agent intercalant de I’ADN. Aprés 45 minutes de migration a 130
volts, les bandes correspondant aux produits d’amplification ont été visualisées sous
ultraviolets et leurs tailles ont été appréciées comparativement au marqueur de poids

moléculaire de taille connue (100 pb DNA Ladder, BiolLabs).

2. Etude de la prévalence par analyse in silico

La présence des ARNrég a été recherchée, parmi la collection des 249 souches
séquencées, en effectuant des recherches blastN sur le site internet NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) grace aux séquences des sept ARNrég, comprenant

srn070, obtenues a partir de notre souche de référence, NEM316. Ces sept séquences ont
été également recherchées parmi les génomes séquencés de la famille Streptococcaceae

disponibles dans la base de données.
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E. Annexe 5 : ARNm cibles de Srn024 prédites in silico

RNApredator IntaRNA TargetRNA
gene Position Energie* Position Energie* Position Energie* Position de I'interaction
similar to pullulanase 33,320 193,398 1233350 1 333 258 ramare 1aaam
gbs1288 peptidoglycan bound protein 1l-17.41 1|-16.83790 1|-14.37
(LPXTG motif)
1 A48T0
gbs1396 similar to mevalonate kinase 2|-17.20 2|-16.04860 5|-13.23
e .
gbs1826 - 17(-13.33 3|-14.44400 38(-0.36
302 888 302503 302,010 02 920
Similar t i id ABC RE
gbs0281 imifar to amine act a|-1531 4|-12.20220 7|-12.28
transporter (permease)
00 3,
gbs0609 - 3|-15.41 10(-12.80210 46(-8.88
1 .
ghs2010 sensor histidine kinase 8|-1452 18]-11 80030 B|-11.74
bifunctional pyrimidine ”E&m
gbs1434 regulatory protein PyrR uracil 26|-13.02 20]-11.52000 9]-11.61 |
phosphoribosyltransferase S
T
|
gbs0603 DNA gyrase subunit B (gyrB) 84(-11.42 21(-11.51440 13(-11.45 T YT |
ay1B C0S 3
047,380 1,507,352 1,687
DNA replication intiati 1
gbs1624 ARSI MU 14|-14.03 11-12.48360 - -
‘control protein YabA
133,135 133135 T
T ipti I ti
gbs1661 ranscription elongation 21|-13.12 26|-11.26050 = =
[EaEree: |
433300 1,433,400 1433412 1,433,426
ATP-d dent prot ATP-
ghsisgs |0 CcPencentprotease 12|-12.19 23|-11.37200 - -
binding subunit ClpX

En Jaune : Cible prédite par les trois programmes ;

programmes

En orange : Cible prédite par deux
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F. Annexe 6 : ARNm cibles de Srn070 prédites in silico

RMNApredator IntaRNA TargetRNA
gene Pasition Energie* Pasition Energie* Position Energie* Position de I'interaction
s Hiss 114 574 111 56
ghs0101 hypothetical protein gbs0101 1 -18 .85 1 -16.09790 50 -8.52 A
g
acid
gbs0615 phosphatase/phosphotransferase 2 -18.61 16 -11.55800 -
(aphA)
gbs1366 hypothetical protein ghs1366 3 -17.12 7 -12.85710 -
ghs1959 hypothetical protein gbs1989 5 -16.47 10 -12 22390 -
ghs0594 hypothetical protein gbs0594 6 -16.24 9 -12.26720 -
ghs1254 arsenate reductase 7 -16.06 2 -14 51280 9 -11.13
1 154518 1504060

ghs1481 polysaccharide biosynthesis protein B -15.82 24 -10.62520 -
ghs1552 ABC transporter ATP binding protein 10 -15.77 23 -10.70180 -
ghs1262 hypothetical protein gbs1262 13 -15.64 25 -10.51370 -
ghs1307 laminin binding surface protein 16 -15.30 5 -13.30610 -
ghs0100 tRNA pseudouridine synthase & i -15.13 42 -8.70630 -
ghs0270 ABC transporter ATP binding protein 18 -15.09 B -12.72110 -

hypothetical protein gbs0281 19 -14.95 37 -9.87619 -
ghs0830 hypothetical protein gbs0830 20 -14 95 4 -13.44250 a7 -875

En Jaune : Cible prédite par les trois
programmes

programmes ; En orange :

Cible prédite par deux
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TISR INRA, Equipe 5 “Bactéries et Risque Materno-foetal”, Faculté de Médecine, UMR 1282, Université Francois Rabelais
de Tours, Tours, France, 2 Service de Bactériologie Virologie et Hygiéne Hospitaliére, Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Tours, Tours, France

Streptococcal species are Gram-positive bacteria involved in severe and invasive
diseases in humans and animals. Although, this group includes different pathogenic
species involved in life-threatening infections for humans, it also includes beneficial
species, such as Streptococcus thermophilus, which is used in yogurt production.
In bacteria virulence factors are controlled by various regulatory networks including
regulatory RNAs. For clearness and to develop logical thinking, we start this review
with a revision of regulatory RNAs nomenclature. Previous reviews are mostly
dealing with Streptococcus pyogenes and Streptococcus pneumoniae regulatory
RNAs. We especially focused our analysis on regulatory RNAs in Streptococcus
agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus thermophilus and other less studied
Streptococcus species. Although, S. agalactiae RNome remains largely unknown,
sRNAs (small RNAs) are supposed to mediate regulation during environmental
adaptation and host infection. In the case of S. mutans, sRNAs are suggested to
be involved in competence regulation, carbohydrate metabolism, and Toxin—Antitoxin
systems. A new category of miRNA-size small RNAs (msRNAs) was also identified
for the first time in this species. The analysis of S. thermophilus sBRNome shows that
many sRNAs are associated to the bacterial immune system known as CRISPR-Cas
system. Only few of the other different Streptococcus species have been the subject of
studies pointed toward the characterization of regulatory RNAs. Finally, understanding
bacterial SRNome can constitute one step forward to the elaboration of new strategies in
therapy such as substitution of antibiotics in the management of S. agalactiae neonatal
infections, prevention of S. mutans dental caries or use of S. thermophilus CRISPR-Cas
system in genome editing applications.

Keywords: small RNAs, non-coding RNA, Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus
thermophilus, Regulatory RNA nomenclature

INTRODUCTION

Gene regulation is fundamental for bacteria to adapt to environmental changes. Therefore,
bacteria have developed and evolved strategies to tightly control genetic networks in response to
diverse extracellular stimuli (Casadesus and Low, 2006). Bacterial regulatory pathways involving
small RNAs (sRNAs) are now being elucidated and their functions are coming to light,
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particularly in regards to bacterial physiology, adaptation and
pathogenesis as well as to plasmid replication control (Cavanagh
and Wassarman, 2014; Brantl, 2015; Lopez-Aguilar et al,
2015). Beside transcriptional and translational gene regulation
(activation or inhibition) through direct interaction with
mRNAs, regulatory RNAs perform a variety of other mechanisms
on their targets including: (i) sequestering molecules (e.g.,
binding to proteins; Babitzke and Romeo, 2007), (ii) affecting
the expression of cis elements (e.g., riboswitches; Winkler and
Breaker, 2005) and (iii) targeting invading cognate DNA [e.g.,
CRISPR RNAs (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats RNAs); Garneau et al., 2010]. The importance of SRNAs-
mediated regulatory mechanisms depends on a fine-tuning of the
expression of an armament of virulence factor genes (Papenfort
and Vogel, 2010; Mann et al., 2012). Considering the functional
roles of these RNAs, they could be targets for the development of
future therapeutic drugs (Lalaouna et al., 2014).

Streptococcal species can colonize and invade humans and
animals. They mostly exhibit an asymptomatic interaction
within their hosts. However, several of them are well-known
pathogenic species responsible for severe and live-threatening
infections in humans. Infections can be exclusive to human,
as it is the case for Streptococcus pyogenes leading to a
substantial mortality and morbidity (Carapetis et al., 2005).
They can also switch from a benign and commensal stage to
an infectious one, like for Streptococcus pneumoniae (Gamez
and Hammerschmidt, 2011) and the neonatal opportunistic
pathogen Streptococcus agalactiae (Maisey et al., 2008; Krzysciak
et al,, 2013). In the last decades, the study of these pathogens
has increased intensively due to the spreading of antibiotic
resistance. Therefore, researchers are continuously invited to look
for novel targets and to develop innovative therapies to combat
streptococcal infections. With regard to the current knowledge
on regulatory RNAs functions and modes of action, sSRNAs are
expected to play central roles in the bacterial regulatory networks,
physiology, adaptation and virulence. Thus, they are thought-out
as alternative types of regulators for adaptive gene regulation and
drugs design.

Previous reviews on streptococcal sRNAs were mainly
restricted to two streptococcal species: S. pyogenes and
S. pneumoniae (Le Rhun and Charpentier, 2012; Patenge
et al, 2013; Brantl and Bruckner, 2014; Miller et al., 2014;
Wilton et al., 2015; Bouloc and Repoila, 2016). However, the
Streptococcus genus includes a large group of commensal and
pathogenic Gram-positive bacteria. This review aims to provide
more complete and comprehensive state of the art on the hidden
part of streptococcal regulatory RNAs. It focuses on S. agalactiae,
Streptococcus mutans, Streptococcus thermophilus sSRNAs, as well
as other less studied species, and brings in light their sRNome
with reference to recent advances in the fast moving area of
bacterial sSRNAs. The clearness of scientific reports is intimately
linked to the simplicity of the nomenclature been used. Thus,
we dedicated the first chapter of this review to present and
reemphasize the use of bacterial regulatory RNAs nomenclature.
Please note that in order to put forward Streptococci sSRNome, we
will not discuss small RNAs from other Gram-positive bacteria
(Romby and Charpentier, 2009; Brantl and Bruckner, 2014).

BACTERIAL REGULATORY RNAs:
TERMINOLOGY ISSUES

Regulatory RNAs are commonly divided into three major
groups: the first group includes cis-acting elements located
on untranslated regions (UTRs) of a translated mRNA. They
control the expression of their enclosed gene(s) through the
modulation of their secondary structures or stability (Johansson
et al,, 2002). A second class of sRNAs are antisense RNAs
(asRNAs), whose regulatory activity occurs through perfect base-
pairing to the mRNA encoded by the opposite DNA strand
molecule (Thomason and Storz, 2010). The last group of sSRNAs,
also known as trans-acting sRNAs, includes RNAs that target
other RNAs, foreign DNA, or proteins (Gottesman and Storz,
2010). In the case of RNA targets, this group of sSRNAs often
shares a limited complementarity with their targets; thus, they
can bind to multiple mRNAs. This type of interaction requires,
often for stabilization issues, the RNA chaperone protein Hfq,
which is absent in the Streptococcus genus and other Gram-
positive bacteria (Brennan and Link, 2007; Nielsen et al.,
2009).

As it is the case in proteomics and genomics (Desvaux
et al., 2009), regulatory RNAs nomenclature issues raise some
confusion in the field of bacterial regulatory networks. For
instance, the use of the descriptors “cis-acting” or “cis-encoded”
sRNA to describe an “antisense SRNA,” or the confusion between
the use of “trans-encoded” and/or “trans-acting” sRNA, or even
the use of different nomenclatures “Small trans-encoded RNA”
(Nielsen et al., 2009), “Small regulatory RNA” (Frohlich and
Vogel, 2009), “trans-encoded sRNA” (Ross et al., 2013), and
“Small non-coding RNAs” (Xia et al., 2012) to cite a regulatory
RNA. Thus, it is useful to reemphasize, and to remind the reader
on regulatory RNA nomenclature.

In this review section, we propose a simplified and
coherent nomenclature, which we believe necessary to develop
comprehensible and logical thinking when describing bacterial
regulatory RNAs. We propose first to revise the division of
regulatory RNAs into two major categories (Table 1). The first
category are the cis-acting RNAs. The second one, are the trans-
acting sRNAs. This category comprises the cis-encoded sRNAs,
known as antisense RNAs, and the trans-encoded sRNAs, which
we refer to them in this review as “treRNAs.” We propose also
the use of other abbreviations for some sRNAs categories. For
example, we advise the use of “caRNA” and “traRNA” rather
than “cis-acting SRNA” and “trans-acting sSRNA,” respectively.
Although, few examples are listed for each category of traRNAs
(Table 1), the proposed list must be updated continuously
since our knowledge on bacterial RNA keep changing. An
exception is for the descriptor “ncRNAs” generally used to
describe regulatory RNAs that do not encode for proteins,
known as “non-coding RNAs,” and which can be applied to all
regulatory RNA categories. As shown in Figures 1A-C regulatory
RNAs nomenclature depends on their function and mode of
action. The caRNAs can act on transcriptional or translational
levels (Figure 1A), asRNAs promote transcription attenuation or
activation/inhibition of translation (Figure 1B). The treRNAs can
repress (Figures 1Ca-b), or activate translation (Figures 1Cc-d),
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FIGURE 1 | (A) cis-acting sRNAs (caRNAs) and their mechanism of action. (a) 5" UTR-mediated transcriptional regulation. (Left) In the absence of ligand,
transcription is initiated through a permissive stem-loop region, an aptamer region in the 5" UTR (blue) of an open reading frame (ORF, red). In the presence of ligand,
the aptamer region assumes a conformational change and is stabilized by the direct recognition of ligand. The complex (5" UTR/Ligand) leads to the formation of a
U-rich hairpin that acts as a transcriptional terminator. (Right) In the absence of ligand, the transcription is initially attenuated. The recognition of the ligand by the
U-rich hairpin leads to the disruption of the stem-loop and thus to the transcription anti-termination or activation. (b) 5 UTR-mediated translational regulation.
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FIGURE 1 | Continued

(Left) In the absence of ligand, the aptamer region forms an anti-terminator hairpin. The ribosome binding site (RBS, green) is available, and mRNA translation is
initiated. Upon ligand binding, the access to the RBS is hindered, preventing translation. (Right) In the absence of ligand, translation is inhibited due to a sequestered
RBS. The recognition of the ligand by the stem-loop releases the RBS and translation can be initiated. In other cases, the ligand can be replaced by a
temperature-dependent mechanism, where the mRNA adopts a secondary structure that hinders the access to the RBS (Listeria monocytogenes). (B) Mechanisms
of mMRNA regulation by antisense RNAs (asRNA). (Left upper) The binding of asRNA (blue) to the TIR (translation initiation region) leads to translation repression. The

RNA duplex (asRNA-sense RNA) can be degraded by RNase lll, a double strand specific endoribonuclease conserved in all the three kingdoms (Cho and Kim,
2015); or by RNase E which belong to the Gram-negative bacteria degradosome (Stazic et al., 2011). (Left lower) The asRNA can bind to the 5" end of the target
mRNA and causes changes in the target RNA structure leading to transcription termination. (Right) The complex asRNA-Hfq can also stabilize target mRNA for
translation activation. (C) trans-encoded sRNAs (treRNAs)-based regulatory mechanisms of mRNA expression. treRNAs act through an imperfect basepairing to
mRNA targets. The treRNA/mRNA duplex is stabilized by Hfg and can either repress (a-b), (c) activate or (d) stabilize mRNA translation. (e) It was also
demonstrated that treRNAs can bind to proteins to inhibit and/or modify their activity. (f) tracrRNAs are a treRNA involved in the maturation of crBNAs through the
interaction with the complex CRISPR-Cas9, pre-crRNA and RNase ll. The processed crBNAs target the invading DNA.

sequester proteins (Figure 1Ce) or participate in degrading
invading DNA (Figure 1Cf).

Streptococcus agalactiae: WHAT IS
BEHIND THE HIDDEN sRNome?

Apart from its commensal colonization of the gastrointestinal
and urogenital tracts, S. agalactiae, known also as Group B
Streptococcus (GBS), has become a predominant cause of invasive
infections in neonates and causes pneumonia, septicemia, and
meningitis (Maisey et al., 2008; Krzysciak et al., 2013). However,
the current knowledge on the sRNome encoded by the GBS
chromosome remains limited, even though the sRNAs can play
an important role in virulence of various Gram-positive bacteria
including Streptococcus (Patenge et al., 2013). Two in silico
studies were conducted on the sequenced genome of S. agalactiae
NEM316. The first study aimed to predict sRNAs associated
to the CiaRH two component system; we refer to them as
csRNAs (Marx et al., 2010; Table 1). The CiaRH response
regulator in S. agalactiae plays an important role in promoting
the innate immune system, and intracellular survival (Quach
et al.,, 2009). The search for CiaR-activated promoter (NTTAAG-
N5-TTTAAG) and the transcriptional terminator sequences
within the intergenic regions led to the identification of four
putative csRNAs (csRNA10, csRNA11, csRNA12, and csRNA13;
Marx et al., 2010). However, no experimental evidence on the
expression of S. agalactiae csRNAs was reported in this study. The
presence of complementarity to translation initiation regions in
all the csRNAs suggests that they can bind to mRNAs and block
translation initiation by hindering the access of ribosomes. Of
note, the expression of csRNA10, csRNA11, and csRNA12 was
recently confirmed and their up-regulation by acidic conditions
was demonstrated using northern blot analysis in S. agalactiae
NEM316 strain (Rosinski-Chupin et al., 2015). The control by
the CiaRH two-component system of these csRNAs underlines
their potential role in S. agalactiae acidic stress adaptation in the
urogenital tract.

The second in silico study was based on prediction of Rho-
independent terminators (RITs) as a specific signature of sSRNA
gene loci. One hundred ninety-seven sRNAs were detected on
the genome of S. agalactiae NEM316 (Pichon et al., 2011). The
expression of 10 out of the 197 sSRNAs was confirmed by RT-PCR
and northern blot hybridization. One of the sSRNAs candidates

(SQ517) detected in this study was previously reported as
putative csRNA (csRNA12; Marx et al, 2010). The over-
expression of SQ18 asRNA significantly decreased, more than
100-fold, the level of its target ghs0031 mRNA, which encodes a
surface immunogenic protein (Sip). A translational fusion system
showed also that the over-expression of SQ18 was associated
with fourfold decrease in the amount of gbs003I:gfp mRNA,
suggesting that SQI18 acts as a negative post-transcriptional
regulator.

A more recent study led to the identification of 125 sRNAs:
39 caRNAs, 39 asRNAs, and 47 treRNAs (Rosinski-Chupin et al.,
2015). Ten of these sRNAs were differentially expressed in
response to acidic stress. The expression of Srn015 (csRNA10),
Srn024 (csRNA11), Srn070 (csRNA12), Srn085 (csRNA13),
Srn071 and Srn082 was induced by more than two-fold at pH of
5.2 (natural pH of the genitourinary tract). In contrast, Srn046,
Srn056, Srn057, and Srn073 were down regulated in the same
experimental condition. All csRNAs identified in this study were
previously predicted (Marx et al., 2010), indicating that SRNA in
silico prediction is a powerful tool for csRNA identification in
Streptococci.

Other sRNAs were described previously in mobile genetic
elements of S. agalactiae, like the asRNAs involved in the
replication control of the pIP501 and pMV158 plasmids (Brantl
and Behnke, 1992; del Solar and Espinosa, 1992; Brantl and
Wagner, 1994, 1996; Brantl, 2015; Lopez-Aguilar et al., 2015).
Both pIP501 and pMV158 were originally isolated from clinical
strains of S. agalactiae and exhibit a broad range of hosts. The
asRNAs RNAIIT and RNAII encoded by pIP501 and pMV158,
respectively, have been found important for the inhibition of
expression of the plasmids essential genes. While pIP501 RNAIII
asRNA exhibits unusual stability, the RNAII encoded by pMV158
did not require the formation of a kissing complex for efficient
binding to its mRNA target or for inhibition of gene expression.
Due to a limited number of available genome sequences, the
S. agalactiae sSRNome remains largely unknown.

Streptococcus mutans sRNAs: FROM
VERY SMALL TO A TOXIC MOOD

Proposed to be the new Gram-positive paradigm, S. mutans
is a host-associated dental pathogen (Lemos et al., 2013). This
bacterium is considered to be a cariogenic organism responsible
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for the formation of dental biofilm matrix and some occasional
infective endocarditis. Beside its ability to survive at low pH
and to produce large quantities of organic acid, S. mutans
presents an ease of genetic manipulation. This fluency is
due to the presence of a two competence regulatory system
ComR/ComS, which makes the bacterium transformable in
different culture conditions (Son et al., 2012). In S. mutans,
sRNAs were first described after high-throughput experiments
and a kingdom-wide prediction of bacterial sRNA-encoding
genes using SIPHT (sRNA identification protocol using high-
throughput technologies) method (Livny et al, 2008). This
strategy identifies new treRNAs candidates by co-localizing
their intergenic regions and the Rho-independent terminators.
Eighteen treRNA genes of S. mutans were predicted, however,
their functions as those of most S. mutans treRNAs remain elusive
(Livny et al., 2008). Biocomputational studies predicted that
three treRNAs were putatively regulated by CiaRH (csRNA23-
1, csRNA23-2, and ¢csRNA24; Marx et al.,, 2010). As mentioned
earlier, csRNAs should get deeper attention owing to their
potential role in S. mutans virulence through the interaction with
the CiaRH regulon.

A new member of the treRNAs category, baptized “miRNA-
size small RNAs” or “msRNAs” was recently described in
S. mutans (Lee and Hong, 2011; Table 1). In eukaryotes,
microRNAs (miRNAs) are 19-23 nucleotides (nts) non-coding
RNAs that act as post-transcriptional regulators leading mainly
to gene silencing (Bartel, 2004). However, so far no publication
reports sRNAs with comparable size to miRNAs in bacteria.
A deep sequencing approach suggested that detected reads
corresponding to 15 and 26 nts were putative msRNAs (Lee and
Hong, 2011). These RNAs may result from processed RNAs. In
addition, northern profiles show discrete band of msRNA-428
suggesting that this msRNA is not produced through a random
RNA degradation. Likewise, the expression of seven msRNAs was
validated by qRT-PCR. Currently, the role of msRNAs in gene
regulation remains unclear.

The ability of S. mutans to metabolize a multitude of
carbohydrate sources and to colonize the tooth surface is
intimately linked to its ability to survive at low pH. Xia
et al. (2012) described for the first time in S. mutans a pH-
dependent sRNA. This treRNA, L10-leader sRNA, was predicted
by combining different bioinformatics approaches. A total
number of 334 sRNAs were predicted, however, only the L10-
leader was verified by qRT-PCR and northern blot analyses due
to its high abundance. The expression level of the L10-leader was
growth phase-dependent, and highly affected by pH. In clinical
strains, its expression was higher in the most adhering and acidic
strains and may be linked to virulence (Xia et al., 2012).

Experimental identification or bioinformatics screens alone
are not enough to detect all encoded sRNAs, since their
expression often depends on environmental conditions (growth
phase, stress condition...). Combining in vivo and in silico
approaches is the best way to identify a large number of bacterial
sRNAs. Rho-independent terminator-based, transcription
initiation signal-based and RNAs prediction methods were
coupled to RNA-seq approach to identify the sRNome of
S. mutans UA159, under carbohydrate repression as well as in

the presence/absence of the catabolite control protein CcpA
(Zeng et al., 2013). Among the 114 sRNAs expressed, five
were differentially expressed in S. mutans UA159 grown in
glucose versus galactose, and two treRNAs were deregulated
in the ccpA mutant. The fact that these treRNAs are expressed
in carbohydrate- and/or ccpA-dependent manner highlights
that they may be involved in the regulation of the S. mutans
carbohydrate metabolism.

Bacteria have also developed many adaptive systems including
Toxin-Antitoxin (TA) modules. These small genetic elements
express a stable toxic protein (toxin), and a proximate antitoxin.
The nature of the antitoxin, RNA or protein, defines the type
of the TA module (Wen and Fozo, 2014). In the type I TA
system, the antitoxin is an RNA molecule that controls the mRNA
stability and translation of the corresponding toxin molecule.
It is proposed that such systems help bacteria to survive to
environmental stress, and when exposed to high concentrations
of antibiotics through the formation of persister cells (Gerdes
etal., 2005). Recently, a functional type I TA system was described
for the first time in S. mutans UA159 (Koyanagi and Levesque,
2013). This TA module is located in a small intergenic region
of 318 nts. The toxin (Fst-Sm) is a small hydrophobic peptide
and the antitoxin (srSm) is an asRNA of approximately 70 nts
in length. The 5" end mapping of Fst-Sm and srSm transcripts
indicates that they are both transcribed through a direct tandem
repeat. It was also demonstrated that the expression of srSm
represses the expression of the toxin when fused to a GFP gene
reporter. Overexpression of the toxin Fst-Sm induced E. coli
cell death, and was lethal in S. mutans. Ectopic expression of
the TA module in S. mutans was followed with a decrease in
persistent cell formation. Altogether, these results suggest that
the S. mutans TA systems are implicated in infections caused
by oral bacteria. S. mutans has the ability to cope with complex
environments such as oral cavities, being responsible for dental
caries and chronic infections. Deciphering the role of sSRNAs in
S. mutans regulatory networks may help providing some clues to
design novel therapeutic strategies for dental caries.

Streptococcus thermophilus sRNome:
TOO RICH OR TOO POOR?

Streptococcus thermophilus is a lactic acid bacterium used in
yogurt manufacturing and also commonly found in fermented
milk products. S. thermophilus is considered as non-pathogenic
for food industries (Blomqvist et al., 2006). In genetics, the
name of S. thermophilus is intimately linked to the bacterial
immune system known as CRISPR-Cas system (Deveau et al.,
2008; Sapranauskas et al., 2011; Karvelis et al., 2013; Carte et al.,
2014). This sRNA-based immune system protects bacteria from
invading DNA, such as viruses and plasmids (Table 1). An
important player in this process, as it is the case for the Cas9
protein and the crRNA (CRISPR RNA), is the tracrRNA (trans-
activating CRISPR RNA). Northern blot profiling revealed the
presence of a tracrRNA located upstream of the cas9 gene of
the CRISPR3-Cas in S. thermophilus LMD-9 genome (Karvelis
et al., 2013). This tracrRNA is involved in crRNA biogenesis
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through the pre-crRNA maturation, and is required for the Cas9-
mediated interference. In another study, it was demonstrated that
this treRNA, with the help of the RNase III, can stimulate the
cleavage within the CRISPR repeats generating the crRNA units
(Carte et al., 2014).

Other sRNAs were reported for S. thermophilus. Five csRNAs
were predicted on S. thermophilus CNRZ1066 genome and
one csRNA on the plasmid pSt0 (Marx et al., 2010). The
expression of the latter csRNA was verified by northern blot. The
S. thermophilus CiaRH system is inactivated by the presence of a
stop codon interrupting the ciaR gene, and a frame shift mutation
in ciaH. This could be a result of a particular adaptation to the
dairy niche leading to loss of the function of virulence genes.
Another four treRNAs were predicted by homology comparison
to S. pyogenes MGAS315 sRNome (Tesorero et al., 2013). The
expression of these treRNAs needs to be verified.

Streptococci sRNAs: A LARGE SPECIES
PANEL

Currently, 67 different Streptococcus species are reported on
the NCBI database and their genome sequenced and annotated.
Nevertheless, only a few of them have been the subject of studies
pointed toward the characterization of sRNAs. Bioinformatics
approaches have been widely used to detect sSRNAs in bacterial
genomes. Tesorero et al. (2013) reported that among the 67
available genomes, 23 different Streptococcus genomes harbor
at least one sRNA homolog to the sRNAs detected for
S. pyogenes MGAS315 strain. Moreover, species as Streptococcus
suis, Streptococcus uberis, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus dysgalactiae were also
reported to harbor more than two csRNAs (Marx et al,
2010).

For S. suis, a pig pathogen, a differential RNA-sequencing
approach was conducted on the strain P1/7 grown in rich
medium and biological fluids (pig blood and cerebrospinal fluid)
and allowed the identification of 29 sRNAs (Wu et al., 2014).
Ten of them were predicted to be conserved in 34 pathogenic
Streptococcus species. The deletion of five treRNAs led to the
attenuation of S. suis virulence in a zebrafish infection model.
S. suis mutant strains were more sensitive to killing by pig blood
following the deletion of three other treRNAs as compared with
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Bacterial small RNAs (sRNAs) have been identified as acting on gene posttranscriptional
regulation, and the mechanisms by which this can occur have begun to be understood. In
pathogenic bacteria, the importance of SRNAs-mediated regulatory mechanisms depends on a
fine-tuning of the expression of virulence factor genes. Considering the functional roles of
these RNAs, they could be categorized in two major classes: (i) cis-acting elements
located/act on untranslated regions (UTRs) of a translated mRNA which control the
expression of their enclosed gene(s) through the modulation of their secondary structures or
stability; and (ii) the trans-acting SRNAs that comprises the cis-encoded sRNAs, known as
antisense RNAs (asRNAs), and the trans-encoded sSRNAs which generally present imperfect
base-pairing with the mRNA targets. The trans-encoded sRNAs are the most studied and
different types have been described, mainly, SRNAs that target invading cognate nucleic
acids, known as CRISPR RNAs (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
RNAs), sRNAs that are transcribed from the promoters associated to CiaRH two-component
system, crRNAs (cia-dependent small RNAs), or even microRNA-like sSRNAs described for
the first time in Streptococcus mutans. The sRNAs widespread in the bacterial kingdom
highlights their importance in regard to regulatory networks and pathogenesis and open new
perspectives for future therapeutic and industrial applications.

Streptococcal species are Gram-positive bacteria involved in severe and invasive diseases in
humans and animals. Presently, the main challenges in the study of sSRNAs in Streptococci are
their identification, as well as the identification of their potential targets. However, several
works have been published and a large number of putative regulatory sSRNAs were recently
identified in streptococcal species. Nevertheless, the biological functions of only few sRNAs
have been investigated. The goal of this special research topic is to bring together research
reviews and original articles on sRNAs, their identification, characterization and mode of
action in Streptococci. It is intended that this will cover all SRNAs categories cited elsewhere
regarding the well-studied Streptococcus pyogenes and Streptococcus pneumoniae, as well as
other streptococcal species, for instance, Streptococcus agalactiae which is an opportunistic

pathogen involved in neonatal infections.
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First, the current knowledge on streptococcal SRNAs identification was reported by Patenge
and collaborators (Patenge et al., 2015). After reviewing the different streptococcal species,
the authors described the screening methods used for the identification of sRNAs in the
human pathogen S. preumoniae and S. pyogenes. Bioinformatics and high throughput
screening methods, like next generation sequencing, allowed the identification of an
increasing number of SRNAs in both species. For instance, in S. pyogenes, few sRNAs had
been identified and described to control bacterial virulence, such as FasX, RivX and CRISPR
RNAs. Furthermore, when 63 sRNA candidates were predicted using sSRNAPredict2, only
eight of them were identified by whole genome tiling microarrays in S. pneumoniae TIGRA4.
This clearly indicates that focused efforts on experimental screening methods are highly
needed to reduce the overlap with bioinformatics data. This effort, through using in vivo
methods, was reviewed by Wilton and collaborators on frans-acting RNAs in S. pneumoniae
(Wilton et al, 2015). The trans-acting RNAs are sSRNAs that target distant and/or different
mRNAs. The authors discussed the biological functions of chromosomal- and extra-
chromosomal-encoded sRNAs, their role in virulence and competence. This report revealed
that many sRNAs have been identified in S. pneumoniae, but their function and mode of
action remains to be deciphered regarding the crucial role that sSRNAs may play for S.
pneumoniae pathogenesis.

Among trans-acting SRNAs, Laux and co-authors demonstrated that the csRNAs are involved
in competence control in S. pneumoniae R6 (Laux et al, 2015). The csRNAs are non-coding
RNAs transcribed from the promoters associated to CiaRH two-component system. They
generally present a complementarity to the Shine-Dalgarno sequence and the translation
initiation codon (AUG). The authors showed, by using reporter gene fusions, that deletion of a
single or two csRNAs was not sufficient to impair competence gene expression. In contrast,
combination of three csRNAs, or mutations in the competence gene com(C and its
complemented csRNAs, completely blocked S. prneumoniae competence. This study
demonstrated that csRNAs are important players in competence regulation for S. pneumoniae.
Cho & Kim (2015) reviewed the current knowledge about asRNAs in low GC Gram-positive
bacterial pathogens. This category of RNAs can be involved in transcription attenuation or
activation/inhibition of translation. One example of gene translation inhibition by asRNA,
RNALII, was described by Lopez-Aguilar and co-authors (Lopez-Aguilar et al, 2015). The
RNAII encoded by pMV 158 did not require the formation of a kissing complex for efficient
binding to its mRNA target or for inhibition of repB expression. The repB gene encodes the

replication initiator protein of the pneumococcal pMV158 plasmid. However, site-directed
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mutagenesis on the 5’ and 3’ regions on the 5’-tail of RNAII, revealed that the entire 5’-tail
on the asRNA is mandatory for efficient repB translation in vitro and pMV 158 replication in
Vivo.

The CRISPR sRNAs class was reviewed by an original article on the distribution of the type
II-A CRISPR-Cas system among the different S. agalactiae genetic lineages (Lier et al,
2015). The phylogenetic affiliation of the CRISPR-cas loci was studied in 126 clinical
isolates of S. agalactiae. Beside the ubiquitous presence and the high sequence polymorphism
of CRISPR1 spacers, one of the main finding of this study is that strains belonging to the
hypervirulent sequence type 17 showed a lower number of spacers, evidence of potential role
in virulence for this specific bacterial lineage.

This special research topic was the opportunity to review the different SRNAs categories and
to emphasize their role in gene regulation, physiology and virulence. “Understanding the
ways that bacteria respond to and influence communities and how they survive such diverse

environments will benefit from further studies of SRNAs” (Wilton et al, 2015).
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ABSTRACT

The Lmb protein of Streptococcus agalactiae is described as an adhesin that binds
laminin, a component of the human extracellular matrix. In this study, we reveal a
new role for this protein in zinc uptake. We also identified two Lmb homologs, AdcA
and AdcAll, redundant binding proteins that combine with the AdcCB translocon to
form a zinc-ABC transporter. Expression of this transporter is controlled by the zinc
concentration of the medium through the zinc-dependent regulator AdcR. Triple
deletion of Imb, adcA, and adcAll, or that of the adcCB encoding genes, impaired
growth and cell separation in a zinc-restricted environment. Moreover, we showed
that this Adc zinc-ABC transporter promotes S. agalactiae growth or survival in some
human biological fluids, suggesting that it contributes to the infection process. These
results indicate that zinc has biologically vital functions in S. agalactiae and that,
under the conditions tested, the Adc/Lmb transporter constitutes the main zinc-

acquisition system of the bacterium.

IMPORTANCE

A zinc transporter, composed of three redundant binding-proteins (Lmb, AdcA
and AdcAll) was characterized in Streptococcus agalactiae. This system was shown
to be essential for bacterial growth and morphology in zinc-restricted environments,

including human biological fluids.
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INTRODUCTION

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus, GBS) is a Gram-positive
commensal bacterium of the human gastro-intestinal and uro-genital tracts. GBS
carriage is mostly asymptomatic in healthy adults and this bacterium is detected in
the vagina of approximatively 30% of pregnant women. Maternal carriage is the main
source of transmission to neonates in which S. agalactiae can cause invasive
infections (pneumonia, septicaemia, and meningitis) with an overall mortality rate of
approximately 10% (1, 2). GBS is also an emergent pathogen among the elderly or
adults with underlying diseases (1, 3).

The ability of GBS to colonize different niches and cause infection is
multifactorial and many virulence-associated proteins have been identified (4, 5).
Binding of GBS adhesins to components of the extracellular matrix constitutes a
crucial first step in the process of infection (6—9). Among them, the Lmb protein has
been identified as a GBS receptor for laminin, a glycosylated multidomain protein
found in all human tissues (10). The gene encoding Lmb is located on a transposon
with the scpB and sht genes, encoding a C5a peptidase and a histidine triad protein,
respectively (11, 12). The Imb promoter region is a hot spot for the integration of two
mobile genetic elements. One of them is associated with increased expression of Imb
resulting in increased binding of strains harboring the transposon to laminin (13). It
has also been shown that Lmb may promote bacterial invasion using human brain
microvascular endothelial cell lines (14).

Lmb is clustered by sequence homology as a metal-binding receptor. Indeed,
Lmb has strong homology with the zinc-binding proteins AdcA and Lbp of other
streptococcal species (15, 16). The crystal structure of Lmb has also been resolved

and revealed the presence of a bound zinc in a metal-binding crevice (17, 18). Until

220



65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

now, studies have only been focused on its function as an adhesin, despite evidence
suggesting that Lmb may be involved in zinc uptake.

Zinc (Zn**) is a trace element that is essential for most living cells. It is a
cofactor for a number of essential prokaryotic enzymes and transcriptional regulators
(19). In the human body, the zinc concentration varies from 1.5 yM in cerebrospinal
fluid to over 100 pM in lung tissue (20, 21). Pathogenic bacteria must adapt zinc
transport to accommodate these differences to both avoid toxicity and meet their
requirements for this metal. An important determinant of resistance against elevated
levels of Zn determinant in Streptococcus pneumoniae, is the CzcD-SczA system,
which is conserved among Streptococcus species (22). On the other side, during
starvation, zinc acquisition in Streptococci is mostly performed by an ATP-binding
cassette (ABC) transporter. It is composed of one or several metal-binding proteins
(AdcA, Lbp, or Lmb), an integral membrane component (AdcB), and an ATPase
(AdcC) (21). The streptococcal AdcR repressor, a MarR family regulatory protein is
involved in the regulation of zinc uptake genes (23). In the presence of adequate
intracellular zinc concentrations, AdcR binds to its target genes and inhibits their
expression. AdcR repression is relieved during zinc starvation, allowing bacteria to
efficiently adapt the expression of zinc acquisition systems to their needs for this
metal (24-27).

In several pathogenic streptococci, deletion of one or several components of
the Adc zinc-ABC transporter results in lower growth under zinc-restricted conditions
as well as decreased virulence, adhesion, and biofilm formation, underlying the
importance of zinc metabolism during colonization and infection (16, 21, 28-30).
Concerning S. agalactiae, the role of zinc is still poorly documented and no zinc

transporter has yet been characterized.
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90 In this study, we showed that Lmb, together with the AdcA, AdcAll binding-
91 proteins, and the AdcCB translocon, compose a zinc transporter. The expression and

92  the role of this transporter in the bacterium physiology were examined.
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MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and growth conditions

The reference wild type (WT) GBS strain used in this study is A909, a ST 7,
CC 7 and serotype lll clinical isolate from a human case of septicaemia. E. coli and
S. agalactiae strains used in this study are listed in Table S1. E. coli strains were
routinely grown in Luria Bertani (LB) medium (MP, Solon, USA; Cat. n° 1005317) at
37°C with agitation (220 rpm), or on LB-agar plate (1.5% agar). S. agalactiae strains
were routinely grown in Todd Hewitt (TH) broth (Sigma-Aldrich, St-Louis, Mo; Cat. n°
T1438) at 37°C without agitation, and on TH-agar or Brain Heart Infusion-agar (BHI-
agar) (AES, Bruz, France, Cat. n° EAB140102). When necessary, E. coli and S.
agalactiae strains were grown with erythromycin (150 pg/ml for E. coli or 10 pg/ml for
S. agalactiae).

Growth of bacteria in chemically defined medium (CDM)

S. agalactiae strains were cultured in a liquid chemically defined medium
(CDM) [8.3 g/l Dulbecco's Modified Eagle medium base (Cat n° D5030, Sigma-
Aldrich), 1 X BME vitamins, 74 yM adenine, 89.2 uM uracil, 65.7 yM xanthine, 66.2
MM guanine, 1123.5 uM DL-alanine, 757 uM L-asparagine, 1127 uM L-aspartic acid,
684.5 uM L-glutamine, 1019.5 pM L-glutamic acid, 868.6 uM L-proline, 734.9 uM L-
tryptophan, 4125.4 uM L-cysteine, 12 uM lipoic acid, 1 uM pyruvate; pH 7.4]. All
CDM components were from Sigma-Aldrich.

To obtain zinc-restricted CDM, 500 uM of the chelating agent EDTA (Sigma-
Aldrich, Mo; Cat. n° E5134) was added to remove residual traces of metal ions.
Addition of EDTA had no discernible effect on S. agalactiae growth compared to
growth in CDM without EDTA or growth in CDM with a mix of metals [17.4 uM

ZnS04, 10.5 uM CoCly, 0.4 uM CuSOs, 147.9 pM MnSOy4].
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Bacterial growths were performed in 96-well microtiter plates (Greiner Bio-
One, Cellstar®) (300 pl culture volume). A bacterial over-night culture grown in TH
was used to inoculate a zinc-restricted CDM (ODgoonm = 0.005) grown during 8 hours
that was used to inoculate wells (ODggonm = 0.005) containing zinc-restricted CDM
with various ZnSQO4 concentrations (from 0 to 100 uM). Before each inoculation, cells
were pelleted and washed in MilliQ water. Plates were incubated for 18 hours at
37°C in a Eon™ thermoregulated spectrophotometer plate reader (BioTek®
Instruments). ODgoonm Was measured every hour after a double orbital shaking of the

plate during 5 seconds.

Chromosomal and plasmidic DNA purification

Chromosomal DNA of S. agalactiae cultured overnight without agitation in TH
(37°C) was purified as previously described (31).

E. coli plasmids were purified with a NucleoSpin® Plasmid kit (Macherey-
Nagel®), according to the manufacturer’s instructions.

DNA concentration was measured with a NanoDrop™ Lite Spectrophotomer
(Thermo scientific®). The ratio of absorbance at 260 nm and 280 nm was used to

assess its purity.
DNA sequencing

PCR products purified with the NucleoSEQ® kit (Macherey-Nagel®) were
sequenced on both strands using the Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing kit
from Applied Biosystems and the ABI Prism 310 Genetic Analyzer.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Oligonucleotides (Eurogentec® and Sigma-Aldrich®) used in this study are

listed in Table 1. Analytical PCR used standard OneTaq polymerase (NEB®) and
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PCR for cloning or sequencing was carried out with Q5 High-Fidelity DNA
polymerase (NEB®). The resulting PCR fragments were purified with a NucleoSpin®
Gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel®), according to the manufacturer’s

instructions.
RNA extraction

Total RNAs were extracted from mid-exponential (ODgponm = 0.5) growing cells
in CDM. The bacteria were lysed mechanically with glass beads in a FastPrep®-24
instrument, and total RNAs were extracted with a phenol/trizol-based purification
method as previously described (32). Concentration and purity of RNA were
assessed with a NanoDrop™ Lite Spectrophotomer (Thermo Scientific), and analysis
of the A260/A280 ratio. A DNAse (TURBO DNA-free DNase™, Ambion®) treatment of
the purified RNAs was then realized. Control PCRs, using 50 ug of the purified
RNAs, were performed to check for DNA contamination (Primers pairs are detailed in

Table 1).
Reverse Transcription and quantitative Reverse-Transcriptase PCR (QRT-PCR)

The RNAs were reverse-transcribed by using the iScript™ cDNA Synthesis kit
(Bio-Rad®, Hercules, CA), according to the manufacturer’s instructions.

Primers were selected with Primer3web software (http://bioinfo.ut.ee/primer3/)
in order to design 100 to 200-bp amplicons (Table 1 shows the primer sequences).
gRT-PCRs were performed in a 20 pl reaction volume containing 40 ng of cDNA, 0.5
ul of gene-specific primers (10 pM), and 1 X of LightCycler® 480 SYBR Green | mix
(Roche®). PCR amplification, detection, and analysis were performed with the

LightCycler® 480 PCR Detection System and the LightCycler® 480 Software
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(Roche®). PCR conditions included an initial denaturation step at 95°C for 5 min,
followed by 40-cycle amplification (95°C for 10 s, 60°C for 20s, 72°C for 20 s). The
specificity of the amplified product and the absence of primer dimer formation were
verified by generating a melting curve (65-98°C in continuous). The crossing point
(Cp) was defined for each sample. The expression levels of the tested genes were
normalized using the gyrB (primers OLM021 and OLM022) or recA (primers OLM321
and OLM322) genes of S. agalactiae as an internal standard whose transcript level
did not vary under our experimental conditions (Table 1 shows the primer
sequences). The change (n-fold) in the transcript level was calculated using the
following equations: AC, = Cptarget gene) — Copyreference gene, reca and gyrs), AACp = ACp(reference
condition) — D\Cpytested condition)» and ratio = 2724¢, Each assay was performed in duplicate
and repeated with at least three independent RNA samples.

5’-RACE PCR

S. agalactiae A909 strain was grown in zinc-restricted CDM at 37°C without
agitation until the mid-exponential phase (ODgoonm = 0.5) of growth. Total RNAs of
growing cells were extracted as described above and the 5-end of the Imb-sht
operon mMRNA was determined using the 5’/3’ rapid amplification of cDNA ends
(RACE) PCR kit, second generation (Roche Applied Science®). Two /mb antisense
specific primers (OAH068 and OAHO069) were designed (Table 1) to produce cDNAs.
Control RT-PCRs, omitting reverse transcriptase, were performed to check for DNA

contamination of the RNA preparation with appropriate primers (Table 1).
Construction of Imb, adcA, adcAll, adcCB and adcR deletion mutants

S. agalactiae A909AImb is a non-polar mutant of strain A909 deleted of the

entire coding sequence of Imb (sak_1319) by allelic exchange. Upstream and
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downstream flanking regions of Imb were amplified by PCR with primers
OAHO024/0AH025 and OAH026/0OAHO027, respectively. A recombination cassette,
consisting of a fusion between these two regions was obtained using splicing-by-
overlap-extension PCR with primers OAH024 and OAHO027 (Table 1). To carry out
chromosomal gene inactivation, appropriate PCR fragments (overlap-extension) were
cloned into the EcoRI/BamHI restriction sites of the thermosensitive shuttle plasmid
pG+host1 (Table S1).

The same cloning strategy was applied to obtain the AadcA (sak 0685), the
AadcAll (sak_1898), the AadcCB (sak_0218 and _0219) and the AadcR (sak_0217)
mutant strains except that fusion between upstream and downstream regions of
adcAll were obtained using the Pstl restriction site . Upstream and downstream
regions of adcA were amplified by PCR with primers OAH086/OAH076 and
OAHQ77/0AH087, respectively. Upstream and downstream regions of adcAll were
amplified by PCR with primers OAH040/0AH062 and OAH063/OAH043,
respectively. Upstream and downstream regions of adcR were amplified by PCR with
primers OAHO003/OAH004 and OAHO05/OAHO006, respectively. Upstream and
downstream regions of adcCB were amplified by PCR with primers OAH074/OAH015
and OAH16/0AHO075, respectively.

The recombinant plasmids were electroporated in E. coli for amplification,
purified and then electroporated in strain A909 (Table S1). Allelic exchange was
performed as previously described (33). Deletions of genes were confirmed by PCR

and sequencing.

Construction of Imb, adcA and adcAll complementation

To complemente the Almb mutant strain, the entire coding sequence of /Imb

was amplified by PCR with primers OAH115 and OAH102. The PCR fragment was
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cloned into the Pstl/Bglll restriction sites of the pTCV-Pre plasmid, a derivative of the
shuttle vector pTCV, carrying a constitutively expressed Gram-positive promoter
sequence (34; Table S1).

In the same way, the AadcA mutant strain was complemented using primers
OAH120 and OAH121 and cloned with the Xbal/Bglll restriction sites.

The AadcAll mutant strain was complemented using primers OAH119 and
OAH104 and cloned with the Bglll/Pstl restriction sites.

The recombined pTCV-Pret plasmids were electropored in E. coli for
amplification, purified, and gene sequences were confirmed by sequencing before

electroporation in A909 strain.

Construction of lacZ transcriptional fusions

Plasmid pTCV-lac that carries a promoterless lacZ gene (35) was used to
construct transcriptional /acZ reporter fusions (Table S1).

Promoter region of Imb was amplified by PCR using primers OAH122 and
OAHO009 and the PCR fragment was cloned into the EcoRI/BamHl| restriction sites of
the plasmid pTCV-lac (Table 1).

Sequence of the conserved 10-pb palindromic motif potentially constituting the
AdcR binding site (AdcR box) was obtained from http://regprecise.lbl.gov. Site-tagged
mutagenesis was performed to obtain the adcR box;* and adcR box,* coding
sequences, in which 3 nucleotides for adcR box;* and 4 nucleotides adcR box,* were
replaced so as to destroy the palindromic operator sequence without disturbing RNA
polymerase fixation. For each construction, two DNA fragments were generated by
PCR using primers OAH122/0AH034 and OAHO035/0OAHO009 for the adcR box:*
mutation or OAH122/0AH022 and OAHO023/OAH009 for the adcR box,* mutation.

The point mutations were obtained using oligonucleotides containing 3 or 4
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mismatches (OAH035 and OAHO023) and also carrying Bsal restriction sites, a type
IIS restriction endonuclease, which cleaves after its restriction site, generating DNA
fragments with tetranucleotide cohesive ends (Table 1). Following digestion with Bsal
(2h at 50°C), the two fragments were purified with a NucleoSpin® PCR clean-up kit
(Macherey-Nagel®) and ligated using the sticky-end instant ligase (NEB®), seamlessly
fusing the fragments together without adding any nucleotides. The resulting
fragments were re-amplified by PCR using the external oligonucleotides OAH122 and

OAHO0Q09 (Table 1) and cloned in the pTCV-/ac plasmid.
Electroporation

Electrocompetent E. coli and S. agalactiae cells were produced as previously
described (36, 37). Both bacterial species were then transformed by electroporation
using the Micropulser™ (Biorad®) and the Ec2 conditions (2.5 kV) with 1 to 2 g of
appropriate plasmids, respectively. Transformants were selected on LB-agar (E. coli)
or on 5% horse blood trypcase soy (TSH) agar plates (BioMérieux) (S. agalactiae),

with the appropriate antibiotics.
B-galactosidase assays

For B-galactosidase assays, bacteria were grown in CDM and harvested (10
ml samples) during the mid-exponential phase of growth (ODggonm = 0.5). Cells were
resuspended in 500 pl of Z buffer (38), lysed mechanically with glass beads in a
FastPrep®-24 instrument, and cell debris were eliminated by centrifugation (5 min;
8000 g). Supernatant was incubated with 0.5 mg/ml DNase | (NEB®) at 37°C for 30
min and used for assays. Assays were performed as previously described and (-

galactosidase specific activities were expressed as arbitrary units/mg protein (38).
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Protein concentrations were determined using the Bio-Rad protein assay (Bio-Rad®,
Hercules, CA). All experiments were carried out in triplicate.
Cell size and quantification of chain length

Bacteria were grown in CDM containing 1 or 10 uM of zinc. At mid-exponential
phase of growth, bacteria were deposited onto glass slides and examined in bright
field condition at X1000 magnification with the Nikon® eclipse 80i optical microscope.
Image acquisition and processing were performed using the NIS-Elements D
software. Cell size (um?) of 100 bacteria from three different pictures of three
independent experiments was measured. To determine the bacteria chain length 100
chains of three different pictures of three independent experiments were counted.
Chain length values were calculated as percentage of all counted chains.

Competition assays in human biological fluids

To easily discriminate the wild type and mutant strains in mixed cultures, we
used the pTCV-lac vector which carries a promoterless lacZ gene or the pTCV-/ac-
Pcy vector with a lacZ gene under the control of the strong and constitutively active
promoter Pcy (34; Table S1). When plated on TH agar containing erythromycin (10
pug/ml) and X-Gal (60 pg/ml), cells carrying pTCV-lac-Pcy vector appeared as blue
colonies while cells carrying pTCV-/lac remained white.

Each strain was transformed with pTCV-lac and pTCV-lac-Pcy plasmids.
Mixed cultures were inoculated alternately with wild type strain carrying pTCV-lac /
mutant strain carrying pTCV-lac-Pcy combination or wild type carrying pTCV-lac-Pcy, /
mutant strain carrying pTCV-/ac to ensure that plasmids had no deleterious effect on
bacterial growth. All strains were grown during 8 hours in TH with erythromycin 10
Mg/ ml, then in zinc-restricted CDM with erythromycin 10 pg/ml overnight, and mixed

cultures were inoculated with approximatively 5.10° CFU/ml of each strain in human
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biological fluids supplemented with erythromycin 10 pg/ml. Bacterial growth was
monitored during 48 hours and wild type and mutant strains were discriminated by
plating culture dilutions on TH agar containing erythromycin (10 ug/ml) and X-Gal (60
pg/ml). For each competition experiment between the WT and a mutant strain, both
combination (WT pTCV-lac / A pTCV-lac-Pcyi or WT pTCV-lac-Pcyi / A pTCV-lac)
were tested. Each experiment was repeated at least three times.

Human plasma was obtained from healthy donors of the Etablissement
Frangais du Sang (EFS Centre Atlantique, France). It was decomplemented by
heating at 56°C during 30 min. Amniotic fluid and cerebrospinal Fluid (CSF) were
collected in the Bretonneau University Hospital (Tours, France) from respectively 2
and 3 donors who were not taking medications that would influence the analysis,

such as antimicrobial agents.
Macrophage survival assays

Bacteria were grown in zinc-restricted CDM overnight. Cultures were washed
in PBS and adjusted to the desired inoculum in RPMI 1640 medium (Gibco®), and
CFU counts were verified by plating serial dilutions on TH plates. Macrophages RAW
264.7 cells, grown to confluence in RPMI-10% Fetal Calf Serum (Gibco®), were
counted and incubated with bacteria (multiplicity of infection, MOI ~10) in RPMI 1640
at 37°C with 5% CO, for 1 h to allow bacterial phagocytosis. They were then
incubated in RPMI-10% Fetal Calf Serum-gentamycin (500 ug/ml) / streptomycin
(100 pg/ml) / penicillin (100 U/ml) in order to kill extracellular bacteria during 2 hours,
which represent the time zero (T0) of the assay. At the indicated times (6 and 24
hours after TO), infected macrophages were washed once with RPMI and then lysed

by incubation in 1 ml of ice-cold MilliQ water for 30 min. CFU counts were determined
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311 by plating serial dilutions on TH plates. Assays were performed in duplicate and were

312  repeated three times.

313  Statistical analyses

314  Data are presented as the mean = standard error of the mean. Statistical analyses
315  were performed using the unpaired Student’s t test. A probability value of less than
316  0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS
Two homologs of the Lmb protein are present in Streptococcus agalactiae

Lmb is located on a 16-kb composite transposon containing the scpB, Imb,
and sht genes (11, 12). We performed BlastN searches on available genomic DNA
sequences of S. agalactiae (n = 271), and identified the presence of the Imb-
containing transposon in 96.8 % of the 187 human isolates and only 26.7 % of the 84
animal isolates (mainly fish and cattle), in agreement with previous observations of
30 human and 38 bovine strains (11).

We performed BlastP searches on the S. agalactiae A909 genome, and
identified two putative homologs of Lmb (SAK_1319). We named them AdcA
(SAK_0685) and AdcAll (SAK_1898) based on sequence and functional homology
with S. pneumoniae proteins. Lmb and AdcAll proteins are very similar, sharing 58%
identity. The Imb and adcAll genes exhibit the same transcriptional organization as
they are each co-transcribed with a gene encoding the histidine-triad proteins Sht
(SAK_1318), and Shtll (SAK_1897), respectively (Fig.1). The AdcA protein shares
only 34 % identity with Lmb, and its corresponding gene is monocistronic (Fig.1). In
contrast to Imb, which is more specific to human isolates, the adcA and adcAll genes
are highly conserved (at least 98 % identity) in all of the 271 available S. agalactiae
genomes.

The AdcA/Lmb family proteins are conserved among most Streptococci and
share a high degree of homology with zinc-binding proteins, in particular the AdcA
and AdcAll proteins of S. pneumoniae (Table 2), whose role in zinc transport has
been extensively studied (16, 39, 40). Following sequence alignment, we observed
that the residues forming the Zn®" ion containing binding site of Lmb (His66, His142,

His206 and Glu281) are conserved in the AdcA and AdcAll proteins (18) (Fig. 2).

233



344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

Analysis of the structure-based alignment between the proteins also revealed that
AdcA possesses a histidine-rich loop and an extended C-terminal region exhibiting
homology with the Escherichia coli ZinT protein and containing three conserved
histidine residues that could potentially form a supplementary Zn-binding site (Fig. 2).
The histidine-rich loop and ZinT domain of the S. pneumoniae AdcA homolog have
been suggested to aid in recruiting Zn®* (40). The structural differences between S.
agalactiae AdcA and Lmb/AdcAll proteins are similar to those observed between S.
pneumoniae AdcA and AdcAll proteins, and correspond to distinct zinc acquisition
mechanisms (40, 41).
Regulation of the Imb-sht, adcA, and adcAll-shtll genes is Zn2+-dependent
Zinc-binding proteins in other bacteria are upregulated under zinc limitation
(26). We therefore examined Imb-sht expression in the presence of various
concentrations of extracellular zinc, using a transcriptional /acZ fusion approach. We
grew the S. agalactiae A909 strain in a metal-restricted, chemically defined medium
(CDM) containing no zinc in its formulation and named hereafter zinc-restricted CDM.
This medium was supplemented with up to 100 pM Zn?*. S. agalactiae A909 grew
equally under all conditions (Fig. S1). We measured Imb-sht promoter activity during
mid-exponential growth as there were no significant growth-phase dependent
differences under all tested conditions (data not shown). In contrast, B-galactosidase
activity was significantly and gradually repressed in the presence of 0.5 to 100 yM
Zn?* (P<0.01; Fig. 3A); Imb-sht promoter activity was totally repressed in the
presence of 10 uM added Zn?* (approximately 20 fold less activity than in zinc-
restricted CDM ).It was also fully repressed in rich medium (Todd Hewitt or Brain
Heart Infusion), in which the Zn®* concentration is approximately 20 pM (data not

shown). The repression of Imb expression by zinc appears to be specific to this metal
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as supplementation with various concentrations of Mn®*, Cu?*, Ni**, Fe?*, or Co** did
not changed Imb-sht promoter activity (Fig. 3A).

Using qRT-PCR, we confirmed the strong repression of Imb in the presence of
10 uM extracellular Zn?*, as well as that of the adcA and adcAll genes, suggesting
that these genes are co-regulated (Fig. 3B). The Imb gene also appears to be the
most highly expressed gene relative to adcA and adcAll when bacteria were grown in
zinc-restricted CDM, but the difference was significant only with adcA (about 4 more
highly expressed, P<0.05, Fig.3B).
Zn* -repression of the Imb-sht, adcA, and adcAll-shtll genes is mediated by
AdcR

We have shown that the expression of the Imb, adcA, and adcAll genes is
zinc-dependent. Zn?*-dependent regulation is mediated in S. pneumoniae and S.
pyogenes by the AdcR regulator (26, 27, 42). S. pneumoniae AdcR has a unique
effector in zinc and its crystal structure revealed the presence of two metal-binding
sites (43). A putative AdcR protein (SAK_0217; 53% identity with its pneumococcal
homolog) containing the conserved metal-binding residues, is also present in S.
agalactiae (Fig. S2). The AdcR encoding gene is present in all S. agalactiae
sequenced genomes within an adcRCB operon (Fig. 1). We obtained a mutant of the
adcR gene (AadcR) in S. agalactiae A909 and measured the effect of this mutation
on Imb-sht promoter activity using the B-galactosidase assay. In the absence of
AdcR, Imb-sht promoter activity was no longer repressed by zinc (Fig. 4A). The same
results were confirmed for Imb and observed for the adcA, and adcAll genes by qRT-
PCR (Fig. 4B).

Our results indicate that the expression of the three putative zinc-binding

proteins is controlled by AdcR. We thus analyzed their promoter regions to identify
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AdcR operator sites (TTAACNNGTTAA) (23, 42). One conserved 10-bp palindromic
motif is present in the promoter region of the adcAll-shtll and adcRCB operons and
two overlapping copies were also present upstream from the Imb-sht and adcA genes
(Fig. 1). We performed RACE-PCR to identify the transcription start site of the Imb-
sht operon. We found it to be preceded by appropriately spaced -10 and -35
promoter regions which are included in the first putative AdcR binding motif (AdcR
box) (Fig. 5). We introduced point mutations, designed to destruct the palindromic
operator sequence without disturbing RNA polymerase fixation, by PCR-mediated
site-tagged mutagenesis, into each or both putative AdcR boxes. Mutation of either
AdcR box led to weaker repression of Imb-sht promoter activity by zinc, indicating
that both boxes are necessary for optimal AdcR fixation (Fig. 5). When both boxes
were mutated, Imb-sht promoter activity was completely derepressed in the presence
of zinc, as observed in the AadcR strain (Fig. 5). Altogether, these results strongly
suggest that Zn?*-dependent repression of the Imb-sht promoter is mediated by the
AdcR regulator, which binds to the TTAACNNGTTAA target sequence in the
presence of zinc.

We used this sequence to identify potential AdcR-regulated genes in S.
agalactiae using the Search Pattern function of SagalList software
(http://genolist.pasteur.fr/SagaList). In addition to genes encoding the Adc/Lmb
system, we found a perfect AdcR box in the promoter region (400 bp upstream from
the start codon) of 7 supplementary genes or operons (Table 3); in particular,
upstream of the adh gene (sak_0087), encoding a potential zinc-containing alcohol
dehydrogenase, which has already been identified to be a direct binding target of
AdcR in S. pneumoniae (26, 42).

Lmb, AdcA, and AdcAll are involved in zinc acquisition
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We constructed mutant strains containing single and combined deletions of
each gene encoding a putative zinc-binding protein in S. agalactiae A909 to evaluate
the relative contribution of Lmb, AdcA, and AdcAll in zinc transport. Bacteria in which
the Imb, adcA, and adcAll genes were fully expressed were grown in zinc-restricted
CDM (Fig. 3B). The growth of all single and double mutant strains was similar to that
of the wild type strain (Fig. S3). In contrast, we observed almost no growth for the
triple mutant of the binding proteins (AlImb/adcAl/adcAll) (Fig. 6A). We cloned the Imb,
adcA, and adcAll genes downstream of the constitutive promoter Pret (34) to
generate complementing vectors (Table S1). We introduced each construction in the
Almbl/adcAladcAll triple mutant strain and complemented bacteria were grown in
zinc-restricted CDM. Recombinant plasmids expressing any of the three proteins fully
restored the growth of the Almb/adcAl/adcAll triple mutant, suggesting that the three
proteins are redundant as zinc suppliers (Fig. S4).

We then added increasing concentrations of Zn?*, from 0.5 to 100 uM, to the
medium. We observed no difference in growth for the wild type strain (Fig. S1) but
the growth of the AlmbladcAladcAll mutant strain was gradually restored by Zn**
addition reaching a maximum restored growth rate from a concentration of 10 uM
(Fig. 6A). The addition of 10 or 100 uM Mn?*, Cu?*, Ni**, Fe?*, Mg*, or Co** had no
impact on growth (Fig. S5), suggesting that the detrimental effect observed in the
triple mutant is specifically due to zinc deprivation.

Lmb, AdcA, and AdcAll use the same AdcCB translocon

Lmb, AdcA, and AdcAll belong to the metal binding receptor class of proteins

that classically associate with an AdcCB tanslocon, consisting of a permease, called

AdcB (SAK_0219), and an ATPase, AdcC (SAK _0218), to form an ABC transporter.

In all sequenced S. agalactiae strains, genes encoding a putative AdcCB translocon
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are present within an adcRCB operon which lacks a substrate-binding encoding gene
(Fig. 1). We constructed the mutant strain of the translocon AadcCB to test whether
Lmb, AdcA, and AdcAll all use the AdcCB proteins to import zinc. The AadcCB
mutant was unable to grow in zinc-restricted CDM, but its growth was gradually
restored by the addition of Zn?* (Fig. 6B). The growth of the Almb/adcAladcAll triple
mutant and that of the AadcCB mutant were similar for all tested Zn?* concentrations.
This was also the case for the mutant strain of the entire putative transporter
AadcCBl/ImbladcAladcAll (data not shown). Altogether, these results strongly suggest

that the three binding proteins use the same translocon to transport zinc.

The absence of the Adc/Lmb zinc transporter affects cell morphology

In bacteria, several proteins involved in cell division, cell wall synthesis, and
remodeling, including peptidoglycan deacetylases and metalloproteases, use zinc as
a cofactor (21, 44). We examined whether the absence of the Lmb/AdcA/AdcAll zinc-
binding proteins or the AdcCB translocon affects cell morphology and/or chain
formation. We cultured S. agalactiae strains in zinc-restricted CDM with 1 or 10 uM
of added zinc, examined them by optical microscopy, and calculated the size of
individual bacteria and the number of cells per chain for each strain. We observed no
significant difference between the individual cell size for any strain (data not shown).
However, under low zinc concentrations (1 uM Zn%"), the AlmbladcAl/adcAll and
AadcCB mutant strains formed aggregates (clumps) or were mostly in the form of
single cells, whereas the wild type strain formed chains of mostly 2 to 4 cells per
chain (Fig. 7). In the presence of 10 yM of added zinc in the medium, the
Almbl/adcAladcAll and AadcCB strains regained the capacity to form chains with a
size distribution comparable to that of the wild type strain, indicating that the

observed abnormal cell morphology was due to zinc deficiency (Fig. 7).
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The Adc/Lmb zinc transporter does not promote bacterial survival in murine
macrophages

Phagocytic cells sequester iron to improve the clearance of pathogens,
including bacteria (45). Other transition metals, specifically manganese and zinc, are
also actively sequestered by the host during infection to hinder bacterial growth (46)
and a Mn%*/Fe?" transporter has been shown to play a role in GBS intracellular
survival inside macrophages (47). We compared the survival of the S. agalactiae wild
type strain and its isogenic Almb/adcAl/adcAll mutant strain in the widely used murine
macrophage cell line RAW 264.7. This phagocytic cell line efficiently killed S.
agalactiae with both strains displaying similar survival kinetics (Fig. 8). This result
indicates that the Adc/Lmb zinc transporter has no significant role in bacterial survival

in macrophages.

The Adc/Lmb zinc transporter supports growth and survival of Streptococcus
agalactiae in two human biological fluids

During infection, S. agalactiae has to cross or colonize several human
anatomic sites that have variable zinc concentrations: approximately 1.5 uyM in the
amniotic fluid, more than 14 yM in plasma, and 2.3 uM in cerebrospinal fluid (CSF)
(21, 48, 49). We thus examined the effect of the Adc/Lmb transporter on the ability of
the bacteria to develop and survive in these human biological fluids. We performed a
competition assay between the AImb/adcAl/adcAll or AadcCB mutant strains and their
wild-type parent by inoculating human biological fluids (amniotic fluid, plasma, or
CSF) with equal amounts and monitoring the proportion of each strain. Both mutant
strains were clearly outcompeted by the wild-type strain in CSF and amniotic fluid.
Indeed, the decrease of the mutant strains began during the growth phase and was

accentuated during the persistence stage until they constituted less than 10% of the
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global S. agalactiae population after 48 hours (Fig. 9). In contrast, the wild
type/mutant strain ratio remained relatively unchanged after growth in plasma,
suggesting that the Adc/Lmb zinc transporter is dispensable in this biological fluid
(Fig. 9).

The Imb gene appears to be specific to human isolates. We thus performed a
competition assay between the wild type and simple AImb mutant strain in human
cerebrospinal and amniotic fluids. There was no significant difference in their growth
(Fig. S6), indicating that the Lmb and AdcA/AdcAll proteins were also redundant in

these human biological fluids.

240



503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

DISCUSSION

In this study, we identified the Lmb/AdcA/AdcAll lipoproteins and the AdcCB
translocon as components of a zinc transporter in Streptococcus agalactiae. We
showed that expression of the Imb, adcA, and adcAll genes is controlled by the zinc
concentration of the medium through the zinc-dependent regulator AdcR. Bacteria
were unable to grow in zinc-restricted chemically defined medium in the absence of
the Adc/Lmb transporter. To our knowledge, this is the first time that this metal has
been shown to be essential for optimal growth of S. agalactiae. Zinc is a cofactor for
a number of prokaryotic enzymes. In bacteria, there are several important enzymes
that are zinc-containing proteins including alcohol dehydrogenase, peptidoglycan
deacetylase, metalloprotease, or ribosomal proteins (21, 44). Homologs of these
proteins are present in S. agalactiae and are also likely to require zinc for their proper
activity. Thus, a severe zinc restriction could impair the structure and function of
essential proteins, explaining the growth delay observed for the Adc/Lmb zinc-
transporter mutant strains and the abnormal cell division. Indeed, the
Almbl/adcAladcAll and AadcCB mutant strains only formed aggregates or very short
chains under zinc restriction conditions. The origin of this defect is still unknown and
may be related to mis-metallation or under-metallation of key enzyme(s) involved in
cell division. For example, the L,D-carboxypeptidase DacB of Streptococcus
pneumoniae, which is essential for peptidoglycan turnover and crucial to preserve
cell shape, contains a mononuclear Zn®" catalytic centre (50). An homolog of this
enzyme is present in S. agalactiae, and an alteration of their activity may explain part
of the division phenotype and of the observed growth deficiency.

Bacteria without the Adc/Lmb transporter grew similarly to the wild type strain

when 10 uyM zinc was added to the medium, suggesting the presence of one or
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several secondary zinc transporters with lower affinity. A good candidate may be the
MtsA manganese-transporter, of which the gene is present in the S. agalactiae
genome, and which has been shown to bind zinc with low affinity in S. pneumoniae
(51, 52).

We showed that the growth and survival of Almb/adcAl/adcAll and AadcCB
mutant strains in human cerebrospinal and amniotic fluids were clearly impaired.
These biological fluids represent potential infection sites. In contrast, we observed no
significant role of the zinc transporter in human plasma. The variable importance of
the Adc/Lmb transporter, depending on the human biological fluid, could be easily
correlated with their zinc content. Indeed, the zinc concentration in plasma varies
between 12 and 16 yM, which is much higher than that usually observed in amniotic
and cerebrospinal fluids (approximately 1.5 and 2.3 uM, respectively). Thus, the
Adc/Lmb zinc transporter may be dispensable in plasma because zinc concentrations
are high enough to allow import by secondary transporters. Moreover, recent studies
pointed out that vertebrates could sequester zinc upon bacterial infection, in
particular by the action of the human calprotectin released from neutrophils (46). This
strategy has been shown to efficiently inhibit microbial growth inside abscessed
tissues and contributes to host defense by rendering bacterial pathogens more
sensitive to host immune effectors (53, 54). Thus, in vivo, available zinc
concentrations in a defined host compartment could vary during infection. In these
conditions, the presence of a high-affinity zinc uptake system as the Adc/Lmb
transporter of S. agalactiae could be essential for the bacteria and open interesting
perspectives for future studies.

Our results support the concept that the Adc/Lmb zinc-transporter is

composed of three binding proteins Lmb, AdcA, and AdcAll that all use the same
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AdcCB translocon. This multiplicity of substrate binding proteins is common amongst
ABC transporters. In the three pathogenic Streptococci, S. pneumoniae, S.
pyogenes, and S. gordonii, the Adc system is composed of one AdcCB translocon
and two zinc-binding proteins, the genes of which are found either within an
adcRCBA operon or independently of the adc cluster (21). In S. pneumoniae, either
AdcA or AdcAll are sufficient for zinc acquisition during growth in vitro and for
systemic virulence in vivo, but both are necessary for optimal nasopharynx
colonization (40). A recent study, again in S. pneumoniae, showed that the absence
of AdcAll, but not AdcA, negatively affected early colonization of the nasopharynx
(55). These results suggest that during infection, S. pneumoniae encounters
environments with various zinc concentrations and that, in specific niches and
conditions, the bacteria benefit from having two distinct zinc-binding proteins. The
particularity of the S. agalactiae Adc/Lmb transporter is the presence of an additional
binding protein, Lmb, which is almost specific to human isolates. In S. agalactiae,
Lmb, AdcA and AdcAll are redundant for zinc acquisition in chemically defined
medium which is consistent with what was observed in S. pneumoniae (40). In
human biological fluids, bacterial growth was not affected by the loss of the Lmb
protein alone, whereas the Aimb/adcA/adcAll mutant strain was clearly outcompeted
by the wild type strain in cerebrospinal and amniotic fluids. Thus, the three S.
agalactiae zinc-binding proteins were redundant under the conditions we tested.
However, we cannot exclude that, in specific environments or when in competition
with other bacteria, Lmb, AdcA, and AdcAll could be complementary, and possessing
three copies of these zinc-binding proteins could give to S. agalactiae an advantage.

In vivo experiments would be useful to answer these questions.
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Another explanation for the multiplicity of these proteins may be that they have
a secondary function beyond their involvement in zinc transport. Indeed, Lmb is a
laminin-binding adhesin (10, 18). We expected to observe a difference between the
binding of wild type and Almb/adcAl/adcAll mutant strains to laminin because of the
strong homology between Lmb and AdcAll (73% similarity) and because we
determined conditions (zinc-restricted CDM) in which these proteins were optimally
expressed. We performed binding assays to immobilized human laminin, fibrinogen,
or collagen and did not observe any significant difference between the wild type
strain, Almb, or AlmbladcAladcAll mutant strains after bacterial growth in zinc—
restricted CDM or TH broth (data not shown). There was also no effect on bacterial
adhesion to A549 human alveolar basal epithelial cells (data not shown). These
results do not agree with previous observations (10, 18). A possible explanation may
be that we did not use the same S. agalactiae genetic background that was used in
previous studies and that, despite strong conservation of the Lmb sequence, the
ability to bind laminin may be strain dependent. It may be informative to test purified
recombinant Lmb, AdcA, and AdcAll proteins for their binding ability, as previously
done for the Lmb protein of S. agalactiae or Lbp of S. pyogenes (15, 18, 56).
However, a recent study on Lmb homologs of S. pneumoniae also failed to show any
binding to laminin (55).

Both the S. agalactiae Imb and adcAll genes are encoded within an operon
containing the sht and shtll genes. These genes encode polyhistidine-triad proteins
and S. agalactiae Sht has been shown to promote complement degradation by
binding to factor H (12). In S. pneumoniae, the Sht homologs, called Pht proteins, aid
in zinc delivery to the ABC transporter substrate-binding protein AdcAll (40, 41), and

play a role in pneumococcal adhesion to the respiratory epithelium (57). The
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involvement of S. agalactiae Sht proteins in zinc transport, their interaction with the

Adc/Lmb system components, and their putative redundancy are now under study

and should provide new insights to better understand mechanisms of zinc acquisition

in S. agalactiae.
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Table 1. Oligonucleotides used in this study

Name Sequence’®

Name

Sequence’®

Primers used for the deletion of adcR

OAHO003 TTAATCGAATTCGGAATCTTCAAATGGACTATG

OAHO004 ATGATTACCCTTCTAGTTCTAAAACTGTCATATATACCTC
OAHO005 TGACAGTTTTAGAACTAGAAGGGTAATCATGCGATAT
OAHO006 ACATTGGGATCCCGCCATGGTAAAGATTGGTTCC

Primers used for the deletion of adcCB

OAHO074 ATGACAGAATTCGAACAAAAATTAGACCATTTAGTGAG
OAHO015 TGCGAAGCAAGCCTACGCATGATTACCCTTCTAATTCTCT
OAHO16 AAGGGTAATCATGCGTAGGCTTGCTTCGCAAACGTTAA
OAHO75 ATACTTGGATCCCAGATACAAATAATGTAGCTCCCC

Primers used for the deletion of Imb

OAHO024 AGGCTGGAATTCTGGAAGGCGCTACTGTTCC

OAHO025 CTCCTTTACTTCAACCCTTTTTTCATAGTACCTCCTCAATT
OAHO026 TACTATGAAAAAAGGGTTGAAGTAAAGGAGATTATTAGTGAAG
OAHO027 GGCTTGGGATCCAGCTAGCTCACTTGGAGAC

Primers used for the complementation of adcAll

OAH119

OAH104

AAAATAAGATCTGGAGGTTTAATGAAAAGG

TTATATCTGCAGCTATTGATTTAACGATTTG

Primers used for the complementation of adcA

OAH120

OAH121

GTTAAAAGATCTGGAGGAAAAATGAGAAAG

ATCTTTTCTAGATTAATGAGACATAAGGTC

Primers used for transcriptional fusion

OAH122

OAHO009

OAHO034

OAHO035

OAHO022

OAHO023

TAGTTAGAATTCCTTTCTTCTTGGGATTAGTAGC
TTCGGATCCCCTCCTCAATTATAATTTAACCAGTTATTAAC

GGTCTCGCCAGTTAATTTTACTCCTTTATCAATGC

GGTCTCGCTGGCCCATAACTGGTTAAATTATAATTGAGG

GGTCTCGCCCCCCAGTTATTAACCAGTTAA

GGTCTCGGGGGATTATAATTGAGGAGGTACTATG

Primers used for 5° RACE PCR

OAHO068

GCACCTGATTGGATCATCCTCAC
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Primers used for the deletion of adcAll

OAH040 AAAATCGAATTCCAACGTGTTAATCAAGCAAGTG
OAH062 TAAGGTACCTCCGTATCCTTTTCATTAAACCTCC
OAHO063 TTAGGTACCTAGGTAGTTATATAAAGAAAGGACG
OAHO043 TACTAAGGATCCATCTCCCATGTCATCAATGAC

Primers used for the deletion of adcA

OAHO086 AATCGTGGTACCGCAGCTCTAGCAGATCCACAC
OAHO076 ATAAAGCTTGAAATTTCTTTCTCATTTTTTCTCC
OAHO077 ATGAAGCTTCATTAATATTTAAAAGATGATATCGG
OAH087 CATCCAGGATCCCGTCCAGTTGTTTTCTTAGATAC

Primers used for the complementation of Imb
OAH115 TAAATTAGATCTGGAGGTACTATGAAAAAA

OAH102 TAATAACTGCAGTTACTTCAACTGTTGATAGAGC

OAHO069 GCTGGTTACAACTGACATGCCTTG

Primers used for qRT-PCR

OAHO053 Imb
OAHO054 Imb

OAH047 adcA
OAHO048 adcA

OAHO051 adcAll
OAHO052 adcAll
OLM321 recA

OLM322 recA
OLMO021 gyrB

OLMO022 gyrB

TAGTAATGATAGCAGGGTGTGATAAGTC

AGATACTTCTTTTGTCATCGCATACATT

TTGGGATTACAAAGCTAAATCTAAAAA

ATCTTGATTGATTCTACGTCAGTCTTG

GCATAAAATCATAGGAAAGCATATCAA

GCTAAGTATGAGAATGCTGTATGTGAAG

CTGGTGGTCGTGCTTTGAAA

TATGCTCACCAGTCCCCTTG

GCTCACATCAGAACTTTACTTTTAACTC

TTTAATCTCACTTCCTACTTTGACACC

@ Added restriction site sequences are shown in bold
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Table 2. Identity (%) between the Lmb, AdcA, and AdcAll proteins of
Streptococcus agalactiae and the AdcA and AdcAll proteins of Streptococcus

pneumoniae

S. Identity with S.

agalactiae pneumoniae proteins

proteins (%)

AdcA AdcAll

Lmb 35 67
AdcA 62 37
AdcAll 37 61
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Table 3. Identification of potential AdcR regulon members by in silico Streptococcus agalactiae A909 genome

scanning
Position® Gene ID and/or name Function Pattern sequence °
-126 sak_0087; adh Alcohol dehydrogenase ttaaagattaaccagttaagaata
-28 sak_0217; adcR Repressor, zinc metabolism tataatttactggttaacaaaa
-96 sak_0252 Binding protein, peptide/nickel ABC transporter tctaattaaccagttaagtaat
-28 and -39 sak _0685; adcA Binding protein, zinc ABC transporter aaatattaaccggtaaataacgggttaaataaa
-50 sak_0693 Similar to surface proteins, (LPXTG motif) aaaacttaaccggttaattatt
-42 sak_1023 Similar to histidine triad protein, putative internalin tataattaactagttaactaaa
-32 and -43 sak_1319; Imb Binding protein, zinc ABC transporter taaaattaactggttaataactggttaaattat
-52 sak_1468 Similar to flavoprotein, involved in K+ transport tattgttaactggttaagtatt
-39 sak_1469 Similar to ammonium transporter aatacttaaccagttaacaata
-340 sak_1542 Binding protein, peptide/nickel ABC transporter tatacttaactggttaagtata
-38 sak_1898; adcAll Binding protein, zinc ABC transporter aaatgttaactggttaagtatt

a Nucleotides from the start codon of the genes to the end of the putative AdcR binding site

b Nucleotides in bold indicate the putative AdcR binding site

255



FIGURES
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10
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o, ==

Figure 1. Transcriptional organization of the /Imb, adcA, adcAll, and adcRCB
genes and model of Zn-dependent regulation by AdcR in Streptococcus
agalactiae

In the presence of Zn?, AdcR can bind to the AdcR-binding motifs
(TTAACNNGTTAA) located in the promoter regions of the Imb-sht, adcAll-shtll, and
adcRCB operons and adcA gene, causing repression of their expression.

(™) Promoter; () Transcriptional terminator; (m) AdcR-binding box; (@) Repression
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Figure 2. Amino acid sequence alignment of Lmb, AdcA, and AdcAll proteins of
Streptococcus agalactiae
Identical residues are highlighted in grey. Potential zinc-binding residues are boxed
in black. The His-rich loop of AdcA, which has been suggested to aid in recruiting
Zn?*, is boxed by the black dotted lines. The Zin-T domain of AdcA, that may contain
a supplementary zinc-binding site, is underlined. Sequence alignment was performed
using the BioEdit program.
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Figure 3. Regulation of the Streptococcus agalactiae Imb, adcA, and adcAll
genes is Zn dependent

(A) Imb-sht promoter activity was measured in Zn-restricted CDM supplemented with
various amounts of added Zn** (0 to 100 uM). A909 cells were grown until the mid-
exponential phase of growth (ODegoonm = 0.5) and [B-galactosidase assays were
performed as described in experimental procedures. The reference value (100) is the
Imb-sht promoter activity of cells grown in zinc-restricted CDM (0 pM Zn** added,
white bar) and activities were calculated based on this reference. The values shown
are presented as the mean % standard deviation. The asterisks indicate P-values
obtained using unpaired Student’s t-test between promoter activity of WT cells grown
in zinc-restricted CDM and in CDM with the various added Zn?* concentrations ( **
P<0.01, *** P<0.001).

(B) Imb, adcA, and adcAll expression were measured in zinc-restricted CDM
containing 0 (white bars) or 10 pM added Zn?* (black bars). qRT-PCR was performed
on RNA extracts of S. agalactiae A909 grown until the mid-exponential phase. The
amount of transcripts of each gene was normalized against recA transcripts levels.
The reference value (100) is the level of Imb transcripts after growth in zinc-restricted
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CDM (0 uM added Zn**). Gene expression is presented as n-fold changes. Results
are presented as the mean * standard deviation of three independent experiments.
The asterisks indicate P-values obtained using unpaired Student’s f-test between
gene expression of cells grown in zinc-restricted CDM and with 10 uM of added Zn?*
(* P<0.05; ** P<0.01).
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Figure 4. AdcR is required for Zn-dependent repression of Imb, adcA and
adcAll genes.

(A) WT A909 (white bars) or its isogenic AadcR mutant (black bars) strains were
grown either in zinc-restricted CDM or in medium supplemented with 10 uM Zn?* until
reaching the mid-exponential phase (ODgoonm = 0.5). B-galactosidase assays were
performed as described in experimental procedures. The reference value (100) is the
Imb-sht promoter activity of WT cells grown in zinc-restricted CDM and the results are
presented as n-fold changes against this reference. The values shown are the means
+ standard deviations of three independent assays.

(B) WT A909 (white bars) or its isogenic AadcR mutant (black bars) strains were
grown in zinc-restricted CDM supplemented with 10 yM Zn?* until reaching the mid-
exponential phase (ODgyonm = 0.5). The amount of transcripts of each gene was
normalized against recA transcripts levels. The reference value (1) is the level of Imb
transcripts of the wild type strain. Gene expression is presented as n-fold changes.
Results are presented as the mean % standard deviation of three independent
experiments.

The asterisks indicate P-values obtained using unpaired Student’s t-test between
promoter activity (A) or gene expression (B) of the WT strain and that of its isogenic
AadcR mutant (* P<0.05; ** P<0.01;*** P<0.001).

260



AdeRb AdcR box;
CRDOX;  ——  ——
< =

WT AAA'TTAACTGGTTA 'A TAACTGGTTAA 'A-N,-ATG _— H

WT box;" AAA TCCCCTGGTTA A TAACTGGTTAA A-Ny-ATG ﬁ
WT box,” AAA TTAACTGGTTA A TAACTGGCCCC A-Ny-ATG _TH

W bOX‘;_Q* AAA TCCCCTGGTTA A TAACTGGCCCC A-No;-ATG #_‘
AadcR AAA TTAACTGGTTA A TAACTGGTTAA A-N,-ATG ﬁ{

10 100

Relative activity of the Imb-shit promoter
(arbitrary units)

Figure 5. Both putative AdcR-boxes within the Imb-sht promoter are required
for full Zn-dependent promoter repression

Transcriptional /lacZ fusions with the Imb-sht promoter region carrying point mutations
destroying an inverted repeat of the first putative AdcR-box (box;*), or point
mutations destroying an inverted repeat of the second putative AdcR-box (boxy*), or
combined mutations (boxs.2*) were constructed. lacZ fusions containing the native
Imb-sht promoter region and its derivatives were introduced in the WT strain. The
native Imb-sht promoter region was also introduced in a AadcR mutant strain.
B-galactosidase assays were performed as described in experimental procedures.
The relative activity of the promoters was measured in zinc-restricted CDM
containing 0 (white bars) or 10 pM added Zn?* (black bars). The reference value
(100) is the Imb-sht promoter activity of WT cells grown in zinc-restricted CDM and
the results are presented as n-fold changes against this reference. The values shown
are the means + standard deviations of three independent assays.

The positions are numbered with respect to the start codon and the transcription
initiation site is labeled +1 (™). Less relevant nucleotides are replaced with N.
Nucleotides in bold represent the two putative AdcR-binding sites and underlined
nucleotides indicate the introduced point mutations. The asterisks indicate P-values
obtained using unpaired Student’s t-test between promoter activity of the WT strain
grown in zinc-restricted CDM and the other tested strains and conditions (* P<0.05; **
P<0.01;*** P<0.001).
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Figure 6. The Lmb, AdcA, and AdcAll proteins are involved in zinc acquisition
in association with the AdcCB translocon

A909 cells (A) WT (in grey) and Almb/adcA/adcAll mutant strains (in black) or (B)
WT (in grey) and AadcCB mutant strains (in black), were grown in zinc-restricted
CDM with various amounts of added Zn** (from 0 to 10 pM). The growth was
monitored by assessing ODgoonm at 1 h intervals during 18 h. Data are representative
mean ODgponm measurements from three independent experiments.
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Figure 7. The Adc/Lmb zinc transporter affects cell morphology

Bacterial-chain length of the A909 wild type, Almb/adcA/adcAll, and AadcCB mutant
strains was observed after growth in zinc- restricted CDM with 1 uM (top) or 10 yM
(bottom) added zinc. Visualization of chain length was performed at a magnification
of X1000. Cells were collected during the mid-exponential phase. Images were
captured from three separate experiments, and at least 100 chains were counted
from each set, for a total of 300 or more chains counted for each strain. Chain length
values were distributed between arbitrarily set numerical categories and calculated
as a percentage of all counted chains. Results are presented as the mean + standard
deviation for three independent counts. The asterisks indicate P-values obtained
using unpaired Student’s t-test between chain-length counts of the WT strain and the
Almb/adcA/adcAll and AadcCB mutant strains (* P<0.05; ** P<0.01;*** P<0.001).
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Figure 8. Intracellular survival of Streptococcus agalactiae in RAW 264.7
macrophages

RAW 264.7 cells were infected with A909 WT (black bars) or Almb/adcA/adcAll
(white bars) strains (MOl = 10) and phagocytosis was allowed to proceed for 1 h.
Antibiotics were then added and the cells incubated for a period of 2 h to kill the
extracellular bacteria. This initial antibiotic treatment, which represents time 0 of the
experiment, was extended for different times up to 24 h and the cells were lysed to
quantify the intracellular survival rates of the bacteria. Results are presented as the
mean * standard deviation of three independent experiments performed in triplicate
for each strain.
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Figure 9. The Adc/Lmb zinc transporter is beneficial for Streptococcus
agalactiae survival in two human biological fluids

A909 cells (A) WT and Almb/adcA/adcAll mutant strains or (B) WT and AadcCB
mutant strains, were inoculated in equivalent numbers into human cerebrospinal fluid
(black bars and curve with diamond symbols), amniotic fluid (dark grey bars and
curve with square symbols), or plasma (light grey bars and curve with triangular
symbols). Co-cultures were incubated at 37°C for 48 h without agitation, the CFU
counted, and the growth curves traced. The proportion of each strain was monitored
by plating diluted cultures on TH agar containing erythromycin (10 ug/ml) and X-Gal
(60 ug/ml) (see Experimental procedures section). Results are presented as the
mean * standard deviation for three independent co-cultures. The asterisks indicate
P-values obtained using unpaired Student’s t-test between proportion of the strain at
TO and its proportion at the indicated times (* P<0.05; ** P<0.01;*** P<0.001).
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Table S1. Bacterial strains and plasmids used in this study

. . oy Source or
Strain or plasmid Genotype or description reference
Escherichia coli strain
XL1-blue endA1 gyrA96 (Nal®) thi-1 recA1 relA1 lac ginV44

hsdR17(r¢ mg’) F' [:Tn10 (Tet®) proAB™ lacl® Stratagene
ZAM15]
Streptococcus agalactiae strains
. . (Tettelin et
A909 (WT) Isolated from a septic human neonate in 1934 al., 2005)
A909AImb Isogenic Imb (sak_1319) deletion mutant of A909 This study
.. Imb (sak_1319) plasmid complementation of This study
A909AImb- pTCV-Prei::Imb AQ09AImbladcAladcAll
A909AadcA Isogenic adcA (sak_0685) deletion mutant of A909 This study
.. adcA (sak_0685) plasmid complementation of This study
A909AadcA-pTCV-Prei:adeA g0 imb/adcaladcAll
A909AadcAll Isogenic adcAll (sak_1898) deletion mutant of A909  This study
] B .. adcAll (sak_1898) plasmid complementation of This study
A909AadcAll-pTCV-Pe::adcAll A909A/mbladcAladcAll
A909A/mbladcA Egggemc Imb and adcA deletion double mutant of This study
A909A/mbladcAll Egggemc Imb and adcAll deletion double mutant of This study
A909AadcAladcAll Egggmc adcA and adcAll deletion double mutant of This study
A909AImbladcAladcAll Lsfogggéc Imb, adcA and adcAll deletion triple mutant This study
A909AadcR Isogenic adcR (sak_0217) deletion mutant of A909 This study
Isogenic adcCB (sak_0218 and sak_0219) deletion This study
A309AadcCB double mutant of A909
A909AImbladcAladcAllladcCB Iso_gemc Imb, adcA, adcAll and adcCB deletion This study
quintuple mutant of A909
Plasmids IS
pG+host1TS FE{;ay%I|cat|on-thermosen5|t|ve shuttle ('°) plasmid, 2)
: Mob+(IncP);oriR pACYC184;0riR pPAM_1,
PTCV-Pret complementation vector, promoter P (3)
PTCV-Pqe:: Imb Imb complementation vector, promoter Pt This study
PTCV-Pq ::adcA adcA complementation vector, promoter Pt This study
PTCV-Pq ::adcAll adcAll complementation vector, promoter P This study
pTCV-lac Promoter probe plasmid carrying a lacZ %ene )
devoided of a promoter and the ermB gene (Ery")
pTCV-lac-P¢,y Plasmid carrying a lacZ gene under the control of 3)
the constitutive promoter Pcy,
pTCV-lac::Imb™® pTCVlac containing the entire intergenic region () This study
of the S. agalactiae A909 Imb-sht operon in the
EcoRIl/BamHlI site upstream of the lacZ gene
e [y REDOXT* pTCV-lac::imb"™ with 3 nucleotide substitutions in  This study
pTCV-lac::Imb the AdcR b°X1,'H
o IR-box2* pTCV-lac::Imb™ with 4 nucleotide substitutions in This study
pTCV-lac::Imb the AdCR boxs.
pTCV-lac::imb"™ with combined AdcR box; and box, This study

pTCV-lac::Imb'RPox"0oxz"

nucleotide substitutions.

266



0.1

Growth (ODgym)

0.001 4

Time (Hours)

Figure S1. Zinc concentration in the medium does not affect wild type growth

The A909 WT strain was grown in zinc-restricted CDM with various amounts of
added Zn** (from 0 to 100 pM). Growth was monitored by taking ODeoonm
measurements at 1 h intervals during 18 h. Data are representative mean ODegoonm

measurements from three independent experiments.
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Figure S2. Amino acid sequence alignment of AdcR proteins of Streptococcus
pnemoniae and Streptococcus agalactiae

Identical residues are highlighted in grey. Conserved metal-binding residues of
primary sensing site 1 are boxed in blue, residues forming the second site are boxed

in red. Sequence alignment was performed using the BioEdit program.
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Figure S3. Absence of one or two of the zinc-binding proteins Lmb, AdcA, or
AdcAll does not affect bacterial growth in zinc-restricted conditions
A909 WT and mutant strains were grown in zinc-restricted CDM. Growth was
monitored by taking ODgoonm measurements at 1 h intervals during 18 h. Data are

representative mean ODgponm measurements from three independent experiments.
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Figure S4. Expression of any of the three binding-proteins fully restored the
growth of the AImbl/adcAladcAll triple mutant.

A909 WT and mutant strains carrying either the empty pTCV-Pr¢ plasmid or the
pTCV-Pret expressing Imb, adcA or adcAll were grown in zinc-restricted CDM with 10
pug/ml erythromycin. Growth was monitored by taking ODgoonm measurements at 1 h

intervals during 18 h. Data are representative mean ODggonm measurements from

three independent experiments.
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Figure S5. Growth of the S. agalactiae Almb/adcA/adcAll is not restored by
addition of metals, except zinc.

A909 cells WT (triangles) or Almb/adcA/adcAll mutant strain (diamonds) were grown
in zinc-restricted CDM with 10 uM (A) or 100 uM (B) of various added metals. The
growth was monitored by assessing ODgoonm at 1 h intervals during 18 h. Data are

representative mean ODgponm measurements from three independent experiments.
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Figure S6. Absence of the Lmb protein does not impair Streptococcus
agalactiae survival in two human biological fluids

A909 cells WT and Almb mutant strains were inoculated in equivalent numbers into
human cerebrospinal fluid (black bars and curve with black diamond symbols) or
amniotic fluid (dark grey bars and curve with dark grey square symbols). Co-cultures
were incubated at 37°C for 48 h without agitation, the CFU counted, and the growth
curves traced. The proportion of each strain was monitored by plating diluted cultures
on TH agar containing erythromycin (10 pg/ml) and X-Gal (60 pg/ml) (see
Experimental procedures section). Results are presented as the mean + standard

deviation for three independent co-cultures.
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Abstract Proteins from halophilic archaea, which live in
extreme saline conditions, have evolved to remain folded,
active and stable at very high ionic strengths. Under-
standing the mechanism of haloadaptation is the first step
toward engineering of halostable biomolecules. Amylases
are one of the main enzymes used in industry. Yet, no
three-dimensional structure has been experimentally
resolved for o-amylases from halophilic archaea. In this
study, homology structure modeling of o-amylases from
the halophilic archaea Haloarcula marismortui, Haloar-
cula hispanica, and Halalkalicoccus jeotgali were per-
formed. The resulting models were subjected to energy
minimization, evaluation, and structural analysis. Calcula-
tions of the amino acid composition, salt bridges and
hydrophobic interactions were also performed and com-
pared to a set of non-halophilic counterparts. It clearly
appeared that haloarchaeal o-amylases exhibited lower
propensities for helix formation and higher propensities for
coil-forming regions. Furthermore, they could maintain a
folded and stable conformation in high salt concentration
through highly negative charged surface with over repre-
sentation of acidic residues, especially Asp, and low
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hydrophobicity with increase of salt bridges and decrease
in hydrophobic interactions on the protein surface. This
study sheds some light on the stability of a-amylases from
halophilic archaea and provides strong basis not only to
understand haloadaptation mechanisms of proteins in
microorganisms from hypersalines environments but also
for biotechnological applications.

Keywords o-Amylase - Archaea - Halophile -
Haloadaptation - Stability - Homology modeling

Introduction

Strategies adopted by some microorganisms to colonize
extreme environments have attracted a lot of attention
[1]. These extremophiles are adapted to thrive and sur-
vive in extreme environments characterized by the pre-
sence of hostile conditions, such as high or low
temperatures, extreme values of pH, high pressure or
high salt concentrations. Considering the latter, there is a
wide range of halophilic microorganisms belonging to
the domains of Archaea and Bacteria [2, 3]. To be able
to survive, actively grow and propagate at high salinity
these microorganisms must keep their cytoplasm at least
isosmotic with their external environment, in which salt
concentration, i.e. NaCl, in the cytoplasm can reach up
to 4 M [4].

The stable and unique native structure of a protein is a
basic requirement for its proper catalytic activity [5].
Understanding the haloadaptation mechanisms of proteins
in microorganisms from hypersalines environments, i.e.
salt lakes, is not only important to address fundamental
problems related to protein folding, stability and solubility
but also of particular interest given their great potential
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Fig. 1 Structure of a mammalian o-amylase (PDB ID: 1PPI) in a
complex with a carbohydrate inhibitor [11]. Left panel shows the domain
organization of the a-amylase. Domains A, B and C are shown in red,
blue and green respectively. Right panel shows the active center
highlighting the amino acids involved in the catalytic site (His101,
Aspl197, Glu233, His299 and Asp300) in complex with acarbose (a
pseudotetrasaccharide o-amylase inhibitor composed of GLC990,

application in the biotechnology industry. For instance,
haloarchaea and their enzymes can be used as biocatalysts
in application requiring low water activity (A), e.g. bio-
chemical reactions in high salt or organic solvent concen-
trations [6]. Furthermore, these enzymes from halophilic
microorganisms could be used in many harsh industrial
processes where the concentrated salt solutions used would
otherwise inhibit many enzymatic conversions. For
instance, halophilic a-amylases have valuable applications
in many industries such as pharmaceutical, textile, sugar,
brewing, food, and detergents [7, 8]. Even that, halophilic
proteins have not been studied as widely as thermophilic
proteins due to the difficulty of crystallizing them at high
ionic strengths; most halophilic a-amylases are signifi-
cantly thermotolerant and remain stable at room tempera-
ture over long periods [9].

o-Amylases  (a-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, EC
3.2.1.1) are endoenzymes that act on internal o-glycosidic
bonds of polysaccharides, e.g. starch, glycogen, and
hydrolyze these bonds to produce o-anomeric mono- or
oligosaccharides [10]. On structural level, o-amylases
present a single polypeptide chain folded into three domains
named A, B, and C (Fig. 1) [11]. The N-terminal of the
polypeptide is constituted of the catalytic domain A, which
is made up of eight parallel B-strands arranged in a barrel
encircled by eight o-helices called TIM barrel (Triose
Phosphate Isomerase barrel). Domain B connects the third
[-strand and the third a-helix of the TIM barrel presented as
extension of domain A. Domain C constitutes the C-terminal
part of the polypeptide and it consists of eight anti-parallel -
strands [10]. The TIM barrel is made up of four regions
involved in the active site and highly conserved among o-
amylase family [11, 12]: (1) the His positioned in C-terminal

@ Springer

GLC991, DAF992 and BGC993). The carboxylic oxygens of the
catalytic residues Glu233 and Asp300 form hydrogen bonds with the
glycosidic component of the acarviosine group (DAF992 and BGC993).
The third residue of the catalytic triad Asp197 is located on the opposite
side of the inhibitor binding cleft. GLC: a-p-Glucose, BGC: B-p-glucose,
DAF: 4,6-dideoxy-4-{[(1S,5R,6S)-3-formyl-5,6-dihydroxy- 4-oxocy-
clohex-2-en-1-yl]Jamino}-o-D-xylo-hex-5-enopyranose

of the third B-strand interacts with the glucose residues of the
substrate; (2) the Asp of the fourth B-strand plays the role of
nucleophile during catalysis; (3) the fifth f-strand with Glu
acting as proton donor/acceptor; and (4) the fourth region at
the seventh B-strand with His and Asp residues that may
form hydrogen bonds with glucose residues of the substrate.

The most intensively studied o-amylase for which a
three-dimensional (3D) structure has been solved are iso-
lated from Alteromonas haloplanctis (AHA) [13], pig pan-
creatic (PPA) [14], Aspergillus oryzae (TAKA) [15],
Bacillus subtilis (BSUA) [16], and Pyrococcus woesei/
Sfuriosus (PWA/pfa) [17]. However, no 3D structure has been
resolved experimentally for any of a-amylases isolated from
the halophilic archaea, namely Haloarcula marismortui,
Haloarcula hispanica, and Halalkalicoccus jeotgali.
Therefore, there is not any available information about the
structural features allowing these haloarchaeal a-amylases
to fold in active and stable conformation in very high salt
concentrations. However, it has been noted in several studies
that the high frequency of negatively charged residues on
protein surface is one of the most prominent features in
proteins from halophilic micro-organisms [3, 18, 19]. Rel-
atively low hydrophobicity has been pointed as another
explanation for the adaptation to high salt environments
[19]. Overall, structural insights gathered from all known
halophilic protein structures suggest that they exhibit a
notable instability in law salt concentration, and rather than
being unfolded in high salt concentration they appear to be
dependent on the presence of salts [20]. The current study
aimed at characterizing the haloadaptation phenomenon and
molecular stability in salty environments of some haloar-
chaeal a-amylases through 3D structure homology modeling
strategy using different bioinformatics approaches.



J Comput Aided Mol Des

Methods
Sequence retrieval and similarity search

Three sequences of a-amylase isolated from the halophilic
archaea H. marismortui (amyHm), H. hispanica (amyHh),
and H. jeotgali (amyHj) were retrieved from UniProtKB
(http://www.uniprot.org/) under accession numbers:
Q5UZY3, Q4A3E(, and D8J7H2, respectively. No 3D
structure has been experimentally resolved for any of the
three haloarchaeal a-amylases. In order to find the most
similar sequence with known 3D structure (template) to each
of the target sequences, similarity search were performed
using BLASTp [21]. The 3D structures of the templates were
extracted from the Protein Data Bank (PDB) (http://www.
rcsb.org/). The multiple alignments with the targets and the
templates were performed using ESPript v3.0 [22].

In silico structure modeling

With a view to study the 3D structures of the selected halo-
archaeal o-amylases, comparative modeling was performed
using the program MODELLER 9v8 [23]. The encoded 3D
structures extracted from the PDB database 1WZA; IMXG;
and 1UOK, were used as templates for the construction of a set
of 20 models for the target sequences amyHm; amyHh; and
amyHj, respectively and separately. The template IWZA is an
a-amylase isolated from the species Halothermothrix orenii,
and exhibits halophilic and thermophilic characteristics at the
same time with no acidic-surface [24]. The template with the
PDB ID IMXG is an o-amylase produced by the hyper-
thermophilic Pyrococcus furiosus, and has the ability to bind
both metals zinc and calcium [17]. The last template with the
PDB ID 1UOK isolated from Bacillus cereus, is an oligo-1,6-
glycosidase (dextrin 6-alpha-glucanohydrolase, EC 3.2.1.10)
very close to a-amylase family [25].

Based on the templates chosen for each haloarchaeal o-
amylase, the resulting models generated by MODELLER were
conducted into steepest descent energy minimization using
Gromacs 4.0.5 with the GROMOS96 45a3 force field [26].

The quality of our models was assessed by two types of
energy functions: a semi-empirical force field GROMOS
and a knowledge-based energy function Anolea [27]. The
GROMOS and Anolea scores were calculated and nor-
malized into Z score as described by [28]. We have
selected for each target, the best model presenting the
lowest average Z score for further structural analysis.

Structural analysis and electrostatic potential
calculations

Pairwise structural alignments for each of our selected
haloarchaeal models with a set of 19 non-halophilic

Table 1 PDB IDs of the non-halophilic a-amylases used in the
structural comparison with the haloarchaeal models

o-Amylase origin PDB ID
Pyrococcus woesei IMWO0
Sulfolobus solfataricus 1EH9
Bacillus subtilis 1UA7
Bacillus amyloliquefaciens 3BH4
Bacillus halmapalus 2JGP
Bacillus sp KR 8104 3DCO
Bacillus stearothermophilus 1HVX
Bacillus licheniformis 10B0O
Bacillus sp KSM-K38 1UD2
Deinococcus radiodurans 2BHU
Lactobacillus plantarum 3DHU
Thermoactinomyces vulgaris 2DOF
Thermotoga maritima 2B5D
Aspergillus niger 2AAA
Aspergillus oryzae 3KWX
Homo sapiens 30LD
Hordeum vulgar 3BSG
Sus scrofa 3L2L
Tenebrio molitor 1CLV
homologues o-amylases with known 3D structure

(Table 1) were performed to identify structural similarities
and differences using Dalilite [29]. The secondary structure
was predicted using DSSP program implemented in Dali-
lite [30]. A visual inspection of the constructed models
regarding the amino acid composition and localization was
also performed with Pymol v1.1 [31]. The surface elec-
trostatic potential of the o-amylases was calculated using
the program ABPS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver)
implemented in Pymol [32].

Surface amino acids, hydrophobic interactions, and salt
bridges calculations

The average number of charged amino acids (Asp, Glu,
His, Lys, and Arg) that lies on the surface of the haloar-
chaeal models, was calculated and compared to the average
number of charged amino acids that lies on the surface of
the above mentioned set of non-halophilic structures, using
a cut-off of 7 as relative solvent accessibility value (rsav).
An amino acid that has all atoms rsav less than or equal to
7 was considered as buried, whereas all other resides with
>7 rsav were considered to lie on the surface of the
structures. This procedure was carried out with PIC pro-
gram using NACCESS as calculator [33].

The potential number of intraprotein hydrophobic inter-
actions, as well as the number of salt bridges on the con-
structed models of haloarchaeal a-amylases was calculated
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utilizing PIC program and compared to that of non-halophilic
homologues. The parameters of calculations for both hydro-
phobic interactions and salt bridges were set to default [33].

Amino acid composition of halophilic and non-
halophilic a-amylases

To find the differences in amino acid composition (AAAC)
between haloarchaeal and non-halophilic o-amylases, the
average value of AAC from the haloarchaeal o-amylases
sequences was calculated and compared to the average value
of AAC from 5 sets of non-halophilic a-amylases sequences
deposited in UniProtKB under EC number 3.2.1.1. This
procedure was carried out using MEGA v5.05 [34]. After
reducing sequence redundancy using UniRef100 from Uni-
Prot, these 5 sets includes 806 o-amylase sequences: 58
sequences from Archaea, 525 sequences from Bacteria
species, 34 sequences from fungi, 139 sequences from
metazoan group, and 50 o-amylase sequences belong to
plants. The differences in the relative hydrophobic values
(ARHV) of polar (D, E,H,R, K, Q, N, T, S) and apolar amino
acids (V, A, L L, P, C, M, F, W, Y, G) that composed o-
amylase sequences were calculated as described by [35].

Statistical analysis

Differences between the structural properties, AAC and
RHV regarding haloarchaeal o-amylases and non-halo-
philic homologues were calculated whenever was possible.
For instance, AAAC indicates haloarchaeal minus non-
halophilic amino acid composition. The differences sig-
nificance was evaluated using the ¢ test where the null
hypothesis is that the average A was 0 at 0.05 p value. A
p value <0.05 is considered as significant. A p value
<0.005 is considered as very significant. A p value
<0.0005 is considered as very high significant.

Results and discussion
Sequence similarity analysis

Similarity search were performed in order to find the most
similar sequence with known structure to generate 3D

structure models for the sequences of the haloarchaeal a-
amylases isolated from H. marismortui (amyHm), H. hi-
spanica (amyHh), and H. jeotgali (amyHj). The two
sequences amyHm and amyHh shares similar sequence
identity with the sequences of 1WZA and 1MXG, respec-
tively, other homologues with experimentally determined
structure. Whereas, the haloarchaeal a-amylase secreted by
H. jeotgali shares high sequence identity and similarity
with an oligo-1,6-glycosidase secreted by Bacillus cereus
(Table 2). In general, the overall sequence similarity of o-
amylases is low and can fall below 10 % with some
members [17].

The multiple sequence alignment of the three haloar-
chaeal a-amylase sequences (amyHm, amyHh, and amyHj)
with their respective template sequences shows that they
present conserved active site residues known among o-
amylase family (Fig. 2). The overall conservation of the
catalytic residues among the haloarchaeal o-amylases
suggests that their enzymatic mechanism is very similar to
the double-displacement catalytic mechanism of other
known a-amylases [11, 12]. Of note those a-amylases are
most certainly secreted via the Sec export pathway as
indicated by the presence of N-terminal signal peptide in
amyHh for instance [36-38]. In general, aspects related to
protein secretion in Archaea would require further in-depth
investigations. Furthermore, the secondary structure
alignment shows that all the 3D structures used as tem-
plates (1IWZA, IMXG and 1UOK) to build the haloar-
chaeal o-amylase models conserve the same global
structural organization known among o-amylase family,
domains A (TIM barrel), B, and C (Fig. 2). Except for the
template 1UOK, where in addition to the TIM barrel, it
presents five more o-helix positioned as it follows: a-helix
(Nalpha6’) between the sixth B-strand (Nbeta6) and the
sixth a-helix (Nalpha6); Nalpha7’ between Nbeta7 and
Nalpha7; and three o-helix (Nalpha8’, Nalpha8”, and
Nalpha8'”’) between Nbeta8 and Nalpha8 [25]. In order to
get further insight into the sequence similarity with regards
to structural resemblance and as non-structural information
is available in the literature; the structure of haloarchaeal
a-amylases was modeled using homology modeling and
the three selected templates were used to generate the
haloarchaeal models.

Table 2 Sequence identity and similarity between the sequences of haloarchaeal a-amylase and their respective template sequences. The rmsd
values (atoms superimposed/atoms aligned) are calculated after superposition with Pymol [31]

Target ID Template PDB ID Sequence identity (%) Sequence similarity (%) E value® rmsd

amyHm IWZA 30.0 46.0 2.0e7 0.359 (241/343)
amyHh IMXG 27.0 45.0 2.0e733 0.273 (226/346)
amyHj 1UOK 46.0 64.0 1.0e71%0 0.173 (442/545)

* The E value indicates the reliability of the alignment, as match is lower as the alignment is significant
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Fig. 2 Sequence similarity analysis of o-amylases. The multiple
sequence alignment of the haloarchaeal o-amylases and their
respective templates was performed by ESPript v3.0 [22]. On the
top of the sequence alignment is represented the secondary structure
alignment of the templates. Conserved residues are white colored in

red squares. Similar residues are red colored in yellow squares.
Domains A, B and C are delimited by the underscore squares
colored in red, blue and green respectively. Residues involved in the
active site are indicated with black underscore squares. o: o-helix, B:
B-strand, M: 3 ¢-helices, T: turn, TT: strict B-turns
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Fig. 3 Structural analysis of the
amyHm haloarchaeal model.

a Superposition of the selected
haloarchaeal model of a-
amylase from H. marismortui
(in magenta, amyHm) and its
respective template (in green,
PDB ID: IWZA), superimposed
and visualized with Pymol [31].
b—d Zoom on domain B, C, and
A respectively. The red arrows
are pointed to the structural
differences between the target
and the template

Building of a-amylase models

The haloarchaeal o-amylase models were generated by
homology modeling. The model with the lowest Z score
was selected for further structural analysis. Model number
19 (amyHh_m19) was selected for amyHh, amyHj_m17
for amyHj, and amyHm_ml12 for amyHm (see supple-
mentary material, Tables S1, S2, and S3).

Structural superposition of the three selected models
with their respective templates, shows structural resem-
blance highlighted with very low rmsd values (Table 2).
The overall structural resemblance (target/template) covers
domains A, B, and C. This result should enhance the reli-
ability of our selected models, on structural level, to be
used for further structural analysis. The Fig. 3 shows the
structural resemblance between the selected o-amylase
model for amyHm and its template (PDB ID: 1WZA).
Interestingly, structural analysis of domain A, B, and C
separately show while there is a marked conservation of the
rigid structures (o-helix and B-strand), there is structural
differences located especially on the coil-forming regions
(Fig. 3b—d). In domain B of the template (Fig. 3b), two B-
strands were replaced by coils in the same domain of the
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target. Whereas, in domain A (Fig. 3d), parts of the o-
helixes were also replaced by coil-forming regions. The
same structural trends where observed when the haloar-
chaeal models of amyHh and amyHj where analyzed and
compared to their respective templates IMXG and 1UOK
(Figs. 4, 5). This unique structural organization of the
haloarchaeal o-amylase models could highlight the fact
that these coils regions could be specific characteristics of
haloarchaeal o-amylase.

Comparison with known protein structures

In order to deeply analyze the previous structural dif-
ferences between the haloarchaeal o-amylases models
and their non-halophilic counterparts, we have performed
structural comparisons taking into account the various
forms of protein folding (o-helix, PB-strand and coil-
forming regions). Compared to non-halophilic structures,
the haloarchaeal models present an increase in coil-
forming regions (52.7 % for amyHh, 55.1 % for amyHm,
and 52.3 % for amyHj) and a decrease in a-helix and
B-strands-forming regions (Table 3). Note that, the hal-
ophilic enzymes must assume a balance between being
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Fig. 4 Structural analysis of the
amyHh haloarchaeal model.

a Superposition of the selected
haloarchaeal model of a-
amylase from H. hispanica (in
magenta, amyHh) and its
respective template (in green,
PDB ID: IMXG), superimposed
and visualized with Pymol [31].
b—d Zoom on domain B, C, and
A respectively. The red arrows
are pointed to the structural
differences between the target
and the template

flexible enough to enable catalytic activities and rigid
enough to avoid unfolding. Presumably, the coil regions
provide a flexible conformation to the haloarchaeal
a-amylases, which could enhance their stability and activity
in environments with high ionic strength. Non-halophilic o-
amylases, in other hand, present an increase in o-helix and
B-strand-forming regions (Table 3). In this case, these rigid
conformations could be one of the reasons causing lowering
in dynamic motions of the enzyme in high salt concentra-
tion, known to be required for efficient catalysis and activity
in salty environments [39].

Moreover, the structural inspection of the haloarchaeal
models shows that the amino acid Asp is mostly in coil
conformation, whereas the amino acid Glu is mostly in o-
helix or B-strand conformations (Fig. 6b). From a structural
viewpoint, Asp is recognized as an o-helix breaker,
whereas Glu is favorable for a-helix formation [40]. In
general, the coil regions of proteins are known to prefer
Asp over Glu [41]. This could be probably the reason why
halophilic proteins use more prevalently Asp than Glu
residues.

As it will be discussed further below, residues having
lower propensities for a-helical and B-strand regions and

Table 3 Comparison of the average number of secondary structure
between the a-amylase models of haloarchaeal species (in bold), the
templates (underlined), and the structures of non-halophilic species

o-amylase origin a-Helix (%) B-Strand (%) Coil (%)
Haloarcula hispanica 27.48 19.84 52.67
Haloarcula marismortui 28.14 16.78 55.08
Halalkalicoccus jeotgali 31.11 16.58 52.30
Halothermothrix orenii 31.35 18.03 50.61
Bacillus cereus 33.51 17.38 49.10
Pyrococcus woesei 30.66 21.88 47.46
Bacillus stearothermophilus  26.51 25.25 48.24
Lactobacillus plantarum 35.80 19.66 44.54

higher propensities for forming coil regions, such as Asp
and Val, are preferred more in haloarchaeal o-amylases
than in non-halophilic counterparts. This particular flexible
structural organization among the haloarchaeal a-amylases,
could be one of features conferring stability of the 3D
structure, to help the enzyme in avoiding the loss of
function in extreme salt concentrations by staying folded in
the right conformation.
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Fig. 5 Structural analysis of the
amyHj haloarchaeal model.

a Superposition of the selected
haloarchaeal model of a-
amylase from H. jeotgali (in
magenta, amyHj) and its
respective template (in green,
PDB ID: 1UOK), superimposed
and visualized with Pymol [31].
b—d Zoom on domain B, C, and
A respectively. The red arrows
are pointed to the structural
differences between the target
and the template

Surface electrostatic potential and intraprotein
interactions

The stability of a protein is limited by the nature of the
surrounding environment. Halophilic archaea lives in a
continuous contact with high salt concentrations. In such
harsh conditions, the solvent exposed regions of proteins
play an important role for their stability. The calculation of
surface electrostatic potential reveals a highly acidic sur-
face for the three haloarchaeal models (Fig. 6a). Structural
insights gathered from all known halophilic proteins
structures suggest that the conserved acidic surface
enhances the stability of the protein through an increased
water binding capacity [42], for instance the esterase pro-
tein from H. marismortui [43]. Unlike all the other halo-
archaeal models, the template used for the homology
modeling of amyHm (1WZA in Fig. 6a) lacks the con-
served acidic surface and both positively and negatively
charged residues are distributed equally [24]. It should be
mentioned that the a-amylase from the thermo-halophilic
Halothermothrix orenii with the structure 1WZA exhibit a
different haloadaptation mechanism. While 1WZA does
not have an acidic surface it does have other structural
characteristics, such as, the presence of an equal number of
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positively charge residues, binding of two calcium ions and
surface exposed salt bridges that form ions network known
to stabilize halophilic and thermophilic proteins [24].
Further inspection of the surface-amino acid composition
reveals significant differences between the haloarchaeal o-
amylase and the 19 non-halophilic counterparts structures
(Table 4). The haloarchaeal models present significantly
more Asp residues on the surface of the protein than the
non-halophilic homologues, and significantly less Lys
residues. The higher usage of negatively charged amino
acid residues, leads to the organization of a hydrated salt
ion network at the surface of the protein and formation of
salt bridges with strategically positioned basic residues.
Otherwise, by accumulating a large number of negatively
charged residues in the surface, mainly Asp residues, the
tendency to aggregation will be reduced and the solubility
at physiological pH will be increased due to the lowering in
the isoelectric point.

Interestingly, the calculation of the number of salt
bridges on the haloarchaeal models did not show any sig-
nificant trends, compared to non-halophilic homologues
(Table 5). Nevertheless, the balance between the coil-
forming regions and the salt bridges on haloarchaeal o-
amylases may confer the necessary rigidity to the enzyme
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Fig. 6 Electrostatic properties
and surface charge of the of
haloarchaeal a-amylase models.
a The electrostatic surface
potential. Electrostatic drawings
were produced using the
program ABPS (Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver)
implemented in Pymol [32].
Surface colors represent the
potential from -10kgT~! (red) to
+10kgT~! (blue). b Structural
representation of the 3D
structures showing the amino
acids proportion and
localization. Negatively charged
residues Asp and Glu are shown
in red sticks and orange,
respectively. Positively charged
residues His, Arg, and Lys are
shown in blue and neutral
residues are in white

180°

180°

180°

to avoid unfolding in high ionic strength. At high salt
concentrations, the negative free energy of ion binding to
the sites formed by the salt bridge networks will counter-
balance screening of protein-charged groups by solvent
ions [44]. With a stabilizing effect and taking in account
the balance between the flexibility provided by the coil-

1WZA

forming regions and the rigidity provided by the salt
bridges, this features constitutes an important structural
signature of haloarchaeal o-amylase that could contribute
to their stability.

The number of predicted intraprotein hydrophobic
interactions shows a significant decrease in the average
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Table 4 Average number of charged residues lying on the surface of
the haloarchaeal o-amylase models and the non-halophilic

homologues
o-Amylase origin Negatively Positively charged
charged residues residues
AAsp® AGlu  AHis ALys AArg
Halophilic archaea
Non-halophilic 13.04 =555 1.12 —6.10 4.38
archaea
Bacteria 13.74 7.83  0.06 —4.61 5.29
Fungi 3.15 13.67 181 —5.63 8.81
Metazoan group 8.41 11.84 181 —7.19 7.98
Total® 3835 2779 480 —2352 2646
Average® 9.59 695 1.20 —5.88 6.61
t test? 0.001  0.110 0.240 0.022  0.003

* Number of Asp residues lying on the surface of the haloarchaeal o-
amylase models minus the number of Asp lying on the surface of the
non-halophilic homologues

" Total A residue (Asp, Glu, His, Lys or Arg)
¢ Average A residue (Asp, Glu, His, Lys or Arg)
4 Boldfaced numbers indicate significant p values

number of hydrophobic interactions in haloarchaeal models,
highlighted by an increased number of hydrophobic inter-
actions in case of non-halophilic structures (Table 5).
Indeed, maintaining stability and native structure through a
correct protein folding in hypersaline environment may
require less hydrophobic interaction to avoid collapse. As it
was mentioned in a previous study, halophilic protein
present 2-fold reduction in the proportion of lysine residues
in the sequence leading to a 4-fold reduction in the exposed
hydrophobic accessible surface compared to non-halophilic
homologues [20]. For halophilic proteins, the lowering in
the strength of hydrophobic interactions is commonly
viewed as the main reason for preventing aggregation of
proteins at high salt concentration [19]. Indeed, all struc-
tural analyses for the haloarchaeal models, mainly intra-
protein interactions, were conducted on structures obtained
from homology modeling. However, it is worth mentioning
that before calculating these intraprotein interactions, the
models were conducted to energy minimization and eval-
uation which makes the resulting models more reliable for
such structural analysis.

Table 5 Intraprotein salt a-Amylase Sequence Salt bridges (SB) Hydrophobic interactions (HI)
bridges and hydrophobic PDB ID length
interactions Number  SB (%)*  ASB° Number  HI (%)° AHIY
of SB of HI
Haloarchaeal a-amylases
1WMO 435 55 6.32 —0.85 487 55.98 —20.32

 Percentage of salt bridges 1EH9 558 95 8.51 —3.04 546 48.92 —13.26
predicted on the structures of 1UA7 425 53 6.24 —-077 362 42.59 —6.93
non-halophilic a-amylases 3BH4 484 68 7.02 —1.55 400 41.32 —5.66
® Percentage of salt bridges 2JGP 485 52 5.36 0.11 502 51.75 —16.09
thedﬁcied O}fll th‘i Stmcmlfes of 3DCO 425 73 8.59 —312 597 70.24 —34.58
t -

© naloarchacal -amy ases 1HVX 483 58 6.00 053 440 45.55 ~9.89
minus the percentage of salt
structures of non-halophilic 1UD2 480 57 5.94 —047 414 43.13 —7.47
homologues 3DHU 427 45 5.27 020 436 51..05 —15.39
~ Percentage of hydrophobic 2BHU 602 90 7.48 201 532 44.19 ~8.53
interactions predicted on the 5 4 : W
structures of non-halophilic o- DOF 637 6 3.61 86 565 35 —8.69
amylases 2B5D 528 95 9.00 —353 524 49.62 —13.96
4 Percentage of hydrophobic 2AAA 476 29 3.05 242 457 48.00 —12.34
interactions predicted on the 3KWX 476 37 3.89 158 467 49.05 —~13.39
structures of the haloarchaeal o-
amylases minus the percentage 30LD 496 59 5.95 —048 424 42.74 —7.08
of hydrophobic interactions 3BSG 404 44 5.45 0.02 395 48.89 —13.23
predicted on the structures of 3L2L 496 60 6.05 —0.58 423 42.64 —6.98
non-halophilic homologues 1CLV 471 43 4.56 091 403 4278 ~7.12
¢ Total ASB and AHI Total® 1025 22759
T Average ASB and AHI Average’ —054 —11.98
2 Boldfaced numbers indicate f test® 0.30 0.004

significant p values
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«Fig. 7 Amino acid signature of o-amylases. a Column diagram
reporting the AAAC of a-amylases, calculated by MEGA v5.05.
AAAC report the differences between the amino acid compositions
calculated within haloarchaeal o-amylases and non-halophilic homo-
logues (see methods for calculation). Table under the column diagram
report the p values of the AAC. Underlined digits report significant
p value <0.05. Boldfaced digits report very significant p value
<0.005. Gray square digits report very high significant p value
<0.0005. b, ¢ Column diagrams reporting the ARHV of polar and
apolar residues of o-amylases, respectively. ARHV report the
differences between the relative hydrophobic values of polar or
apolar residues calculated within haloarchaeal o-amylases and non-
halophilic homologues (see “Methods” for calculation). The relative
hydrophobic values were calculated according to the normalized
consensus hydrophobic scale of Eisenberg [49]. Labels of the amino
acids are reported on the horizontal axes. AAC: amino acid
composition. RHV: relative hydrophobic values. RHVP: relative
hydrophobic values of polar residues. RHVaP: relative hydrophobic
values of apolar residues

Amino acid composition of haloarchaeal a-amylases:
A signature of haloadaptation

Genome sequence analyses of halophilic proteins suggest
that they have a unique amino acid composition [45, 46].
To investigate the later characteristic, AAC of the haloar-
chaeal a-amylase was calculated and compared to a set of
806 non-halophilic homologues. The results report a very
significant increase in Asp and Glu residues with an
average AAAC 3.63 % and 3.23 %, respectively (Fig. 7a).
Whereas, non-halophilic homologues present an overall
decrease in the average number of acidic residues for all
phyla included in this study, except from non-halophilic
archaeal a-amylases, where it is clearly observed that there
is an increased usage of Glu (8.08 %). It should be noted,
that Asp residue is the most dominant negatively charged
residue in haloarchaeal o-amylases compared to his
homologues Glu. As pointed by [47], flexible but ordered
proteins are characterized by higher average hydrophilicity
and higher occurrence of negatively charged residues,
especially Asp.

With highly hydrophobic side chain, Lys residue was
significantly less present in haloarchaeal a-amylases then
non-halophilic homologues (Fig. 7a). It was previously
pointed that low occurrence of Lys combined with an
increase in Arg content is another feature of amino acid
composition of halophilic proteins [35]. In succeeding in
reducing the interaction surface between the protein and
the solvent, which is beneficial in an environment where
water availability is limited (hydration of ion salts at high
concentration) [48], amino acids with short side chains are
more prevalent in halophilic proteins when compared to
amino acids such as Lys [20].

According to the Eisenberg normalized consensus
hydrophobicity scale [49], except the low significant fre-
quency of Lys residues, hydrophilic residues are dominant

@ Springer

in the sequences of haloarchaeal a-amylase in comparison
to non-halophilic homologues from other phyla (Fig. 7b).
Moreover, there is a significant decreased percentage in
large hydrophobic residues such as Ile and Phe with slight
increase in small hydrophobic residues such as Val and
Ala, in the sequences of haloarchaeal a-amylases compared
to non-halophilic counterpart (Fig. 7c). Increased usage of
Val in haloarchaeal o-amylases may make them more
flexible, because the strong hydrophobic residue Val has a
lower helix formation propensity than other strong hydro-
phobic residues such as Leu, Ile and Met, or positively
charged such as Lys [41]. From a structural view point, it
has been demonstrated that halophilic proteins present a
significant decrease of apolar surface and an increase in
polar surface area [20]. These observations are correlated
to the increased frequency of Asp and Glu combined to
decreased frequency of Lys on the proteins surface.

Conclusion

In order to investigate the haloadaptation mechanism, the
present study constitutes the first report focused on structural
features of haloarchaeal a-amylases, as well as comparison
of the amino acid composition between a large set of
homologues protein. Compared to non-halophilic ones,
haloarchaeal o-amylases present a different 3D structure
organization, to maintain their stability and activity in high
salt concentrations. It here appeared that their structure is
characterized by (1) an increase in strategically positioned
coil regions, (2) an under-representation of a-helix and B-
strand-forming regions, (3) highly acidic and negatively
charged surface, and (4) the presence of intraprotein inter-
actions such as salt bridges and significantly lower propor-
tion of hydrophobic interactions. In a salty environment, the
hydrophobic residues of newly synthesized proteins are
exposed to high salt concentrations, leading to non-specific
inter- or intramolecular interactions of their side chains,
which may compete with proper intramolecular burial within
the correct conformation. Those features might contribute to
avoid aggregation by enabling flexible but stable confor-
mation changes at high salt concentrations. While perform-
ing identical enzymatic functions as their non-halophilic
counterparts, the use of haloarchaeal o-amylases could be
advantageous as biocatalysts in application requiring low
water activity. Eventually, the results of this study could lead
to the development of halostable biomolecules.
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Bacterial colonization of biotic or abiotic surfaces results from two quite distinct
physiological processes, namely bacterial adhesion and biofilm formation. Broadly
speaking, a biofilm is defined as the sessile development of microbial cells. Biofilm
formation arises following bacterial adhesion but not all single bacterial cells adhering
reversibly or irreversibly engage inexorably into a sessile mode of growth. Among
molecular determinants promoting bacterial colonization, surface proteins are the most
functionally diverse active components. To be present on the bacterial cell surface, though,
a protein must be secreted in the first place. Considering the close association of secreted
proteins with their cognate secretion systems, the secretome (which refers both to the
secretion systems and their protein substrates) is a key concept to apprehend the protein
secretion and related physiological functions. The protein secretion systems are here
considered in light of the differences in the cell-envelope architecture between diderm-LPS
(archetypal Gram-negative), monoderm (archetypal Gram-positive) and diderm-mycolate
(archetypal acid-fast) bacteria. Besides, their cognate secreted proteins engaged in
the bacterial colonization process are regarded from single protein to supramolecular
protein structure as well as the non-classical protein secretion. This state-of-the-art on
the complement of the secretome (the secretion systems and their cognate effectors)
involved in the surface colonization process in diderm-LPS and monoderm bacteria paves
the way for future research directions in the field.

Keywords: secretome, adhesin, pili/fimbriae/curli, cell surface, aggregation, secreted protein, MSCRAMM, protein

secretion system

INTRODUCTION

Relative to the bacterial cell, three major classes of interactions
can be distinguished: (i) the symbiotic relationships with oth-
ers biological entities from eukaryotic cells, bacterial cells to
viruses (bacteriophages), e.g., mutualism, amensalism, compe-
tition, etc..., (ii) the sensing of products or stimuli (cell-cell
communication, mechano-physico-chemico sensitivity), and (iii)
the direct contacts with surfaces or interfaces. Bacterial colo-
nization corresponds to the presence of microorganisms in a
particular environment. Colonization of biotic or abiotic surfaces
results from two quite distinct microbiological processes, namely
bacterial adhesion or biofilm formation. Initial bacterial adhe-
sion can either be reversible or irreversible. Broadly speaking, a
biofilm is defined as the sessile development of microbial cells.
The engagement into a sessile mode of growth arises following
irreversible bacterial adhesion (Zhao et al., 2013); though, not
all single adhered bacterial cells necessarily engage into sessile
development. Considering the differences in the molecular physi-
ology of the bacterial cells, the distinction between single adhered
and biofilm cells is of importance (Buncic et al., 2013). While
initial attachment depends on the physiological state of the cell

prior to adhesion, significant changes in gene/protein expression
occur upon irreversible adhesion and further sessile cell division
to colonize the site of adhesion. In all cases, the bacterial cell enve-
lope plays a critical role in the primary interactions between the
bacterial cell and its environment.

Numerous factors promote bacterial cell adhesion to surface
and interfaces (An and Friedman, 1998; Shirtliff et al., 2002).
They can be categorized into (i) general physico-chemical surface
properties, (ii) the exopolymeric matrix, and (iii) the cell surface
biochemical components. The physico-chemistry of the interac-
tions (such as van der Waals attraction, gravitational force, elec-
trostatic charge, or hydrophobic interaction) (Gottenbos et al.,
2000) have been theorized into models by the thermodynamic
(Morra and Cassinelli, 1996) and the DLVO (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek) theories, as well as its extended version (Jucker
et al., 1998; Hermansson, 1999). While those models can help
explaining some experimental observations, neither of them can
fully describe bacterial adhesion as they fail in taking into account
a fundamental properties of a biological system that is its adapt-
ability and variability (Katsikogianni and Missirlis, 2004). Indeed,
in the course of adhesion and/or biofilm formation, bacterial
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Protein secretion and bacterial colonization

cells change their physiology at different regulatory levels, e.g.,
gene/protein expression. This can induce modifications of cell
morphology, general surface properties and/or express specific
determinants for adhesion. Among those, the exopolymers can
be prominent components synthetized in the course of bacte-
rial adhesion and biofilm formation where they play the role of
molecular glue (Flemming and Wingender, 2010). A large variety
of exopolymers can be involved in bacterial colonization process
namely various exopolysaccharides (EPS), e.g., alginate, cellu-
lose, or poly-N-acetylglucosamine (PNAG) (Ryder et al., 2007; Vu
et al., 2009; Bazaka et al., 2011), extracellular DNA (eDNA) and
polyglutamate (Candela and Fouet, 2006). In some cases, those
exoplymers are closely associated with the bacterial cell envelope,
such as some polyglutamate covalently linked to peptidogly-
can (Candela et al., 2012). Some other components of the cell
envelope can participate in biofilm formation such as lipopolysac-
charides (LPS) (Nakao et al., 2012), (lipo)teichoic acids (Gross
et al., 2001; Fabretti et al., 2006), or mycolic acids (Ojha et al,,
2005; Zambrano and Kolter, 2005). Among cell envelope com-
ponents, proteins are undoubtedly the most functionally diverse
active components. To be present on the bacterial cell surface,
though, a protein must be secreted in the first place (or released
by non-active translocation process, e.g., cell lysis or membrane
budding).

Protein secretion is a key event for the presence of effectors at
the interface between the bacterial cell and its immediate environ-
ment (Henderson et al., 2004). Those effectors can be displayed
on the bacterial cell surface following anchoring to the cell enve-
lope, released into the extracellular milieu or even beyond, i.e.,
within a host cell. Secreted proteins feature the lifestyle of a bac-
terium, its interaction within the ecosystems, microbiota, and
ecological niches; for instance, virulence factors in pathogenic
bacteria or degradative enzymes in saprophytic bacteria. As such,
protein secretion is a key player in bacterial cell physiology and
interactions with their environment. To understand protein secre-
tion systems in bacteria, it is crucial to consider the cell envelope
architecture. In recent years, it clearly appeared the grouping of
bacteria into Gram-positive and Gram-negative bacteria was not
satisfactory but ambiguous to describe and categorize accurately
the protein secretion systems. Considering the inherent ambigui-
ties of the Gram-negative and Gram-positive terminology, which
can refer to three different and sometimes completely unrelated
aspects (i.e., Gram staining, cell envelope architecture, and tax-
onomic grouping) (Desvaux et al., 2009b), the description of
monoderm and diderm bacteria is much more appropriate in
the field of protein secretion, at least. Indeed, monoderm bacte-
ria (monodermata) refers specifically to species exhibiting only
one biological membrane, i.e., the cytoplasmic membrane (CM),
whereas diderm bacteria (didermata) refers specifically to species
exhibiting two biological membranes, i.e., a CM, then also called
inner membrane (IM) and an outer membrane (OM). Diderm
bacteria can be further discriminated into (i) diderm-LPS bac-
terial cells, which possess an archetypal and assymetrical OM
containing lipopolysaccharide (LPS) on the external side, (ii)
simple-diderm bacterial cells, which possess an OM lacking LPS,
and (iii) diderm-mycolate bacterial cells, where an outer lipid
layer resembling an OM is composed of mycolic acid molecules

arranged in a highly ordered form (Brennan and Nikaido, 1995;
Sutcliffe, 2010; Gupta, 2011).

Considering the close association of secreted proteins with
their cognate secretion systems, the secretome is a key concept to
apprehend the protein secretion and related physiological func-
tions. The secretome refers both to the secretion/translocation
systems and the protein substrates of these transport systems
(Tjalsma et al.,, 2000; Antelmann et al., 2001, 2006; Van Dijl
et al., 2001; Economou, 2002; Sarvas et al., 2004; Buist et al,,
2006; Desvaux et al., 2009b). The secretome concept provides an
integrated and global view of protein secretion by considering
protein routing, transport mechanisms, post-translational mod-
ifications, and protein subcellular location. Confusion between
the secretome and the secreted/extracellular proteins is a com-
mon misunderstanding promulgated in part of the scientific
literature but it must be stressed again the secretome is nei-
ther the exoproteome (extracellular proteome) nor an “omics”
approach per se (Desvaux et al., 2009b). The exoproteome refers
specifically to the subset of proteins present in the supernatant
(which are not necessarily secreted). Secreted proteins are not
necessarily free soluble extracellular proteins (exoproteins) since
they can have different final subcellular locations (membranes,
cell wall, extracellular milieu) or be subunits of supramolecular
protein complexes (e.g., flagellum, pilus, cellulosome). Secreted
proteins can even have multiple final subcellular locations, which
are described following the gene ontology (GO) for “Cellular
component” (Figure 1). All extracytoplasmic proteins are not sys-
tematically secreted since some exoproteins can be released upon
molecular events that are not active translocation process and
thus not secretion per se, e.g., cell lysis (autolysis, allolysis, bacte-
riophage lysis), GTA (gene transfer agent) or membrane budding
(vesicles). The translocation corresponds to the active transport
across a biological membrane (Desvaux et al., 2009b); the secre-
tion refers to active transport from the interior to the exterior
of the cell and the export to active transport across the CM
(Economou et al., 2006). While in monoderm bacteria secretion
and export are synonymous, in diderm bacteria the secretion is
completed only upon translocation across the OM. For the sake
of clarity, these key definitions in the field of protein secretion are
reminded in Table 1.

With these different concepts in hand, it becomes clear a
comprehensive understanding of protein determinants involved
in bacterial adhesion and/or biofilm formation necessitates a
consideration of the cell envelope architecture, i.e., respective
to the diderm-LPS, monoderm and diderm-mycolate bacteria
trichotomy, as well as their respective protein secretion systems.

THE PROTEIN SECRETION SYSTEMS IN DIDERM-LPS,
MONODERM AND DIDERM-MYCOLATE BACTERIA

In diderm-LPS bacteria, nine protein secretion systems have been
unravelled so far. For better or worse, these systems have been
numerically classified from the Type I (T1SS) to Type IX secre-
tion systems (T9SS) (Desvaux et al., 2009b; McBride and Zhu,
2013) (Figure2). The T1SS refers to a three-component com-
plex, i.e., a pore-forming OM protein (OMP) of the TolC family,
a membrane fusion protein (MFP), and an IM ATP-binding cas-
sette (ABC) exporter (Delepelaire, 2004; Holland et al., 2005;
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FIGURE 1 | Gene Ontology (GO) for cellular components and protein
subcellular location in bacteria. (A) In diderm-LPS bacteria, five clearly
defined compartments are considered (i) the cytoplasm (CP; GO:0005737),
(i) the cytoplasmic membrane (CM; GO:0005886), (iii) the periplasm (PP;
G0:0042597), (iv) the outer membrane (OM; GO:0019867), and (v) the
extracellular milieu (EM; GO:0005576). The cell envelope (GO:0010339) is
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constituted of the OM and CM, also called inner membrane (IM), as well as a
thin cell wall (CW) located in-between. The situation at the CM can be
discriminated even further between locations either intrinsic (GO:0031226) or
extrinsic (GO:0019897) to the CM. The former refers to gene products with
covalently attached moieties embedded in the CM, which splits into
(Continued)
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FIGURE 1 | Continued

locations (i) integral to CM (GO:0005887) where some part of the peptide
sequence spans all or part of the CM, i.e., the integral membrane proteins
(IMPs), and (ii) anchored to the external side of CM (GO: 0031362)
corresponding to proteins tethered to the CM by non-polypeptidic covalently
attached anchor, i.e., the lipoproteins. The latter refers to proteins extrinsic to
the CM, i.e., neither anchored by covalent bonds to any moiety nor directly
embedded in the CM. Peripheral proteins are loosely bound to the surface
components of the CM on the internal (GO:0031234) or external side
(GO:0031232). Some proteins localized at the OM can also be subunits of
supramolecular protein complexes (GO:0043234). The situation at the OM can
be discriminated even further between locations intrinsic (GO:003230) or
extrinsic (GO:0031242) to the OM. The former refers to gene products with a
covalently attached moiety embedded in the OM, which splits into locations (i)
integral to OM (G0:00045203) where some part of the peptide sequence
spans all or part of the OM, i.e., the outer membrane proteins (OMPs), and (ii)
anchored to internal side of OM (GO:0036406) corresponding to proteins
tethered to the OM by non-polypeptidic covalently attached anchor, i.e., some
lipoproteins. (B) In monoderm bacteria, four clearly defined compartments are
considered (i) the cytoplasm (CP; GO:0005737), (i) the cytoplasmic
membrane (CM; GO:0005886), (iii) the cell wall (CW; GO:0009275), and (iv)
the extracellular milieu (EM; GO:0005576). An inner wall zone (IWZ) (Matias
and Beveridge, 2005) has been identified (GO:0030287); importantly, it should
not be considered sensu stricto as a periplasm since the CW is porous and
therefore it is not bordered (bounded) contrary to the situation in diderm-LPS
bacteria where the periplasmic space is strictly delimited by two biological
membranes. The CM and CW constitute the cell envelope (GO:0010339). The

situation at the CM is similar to what is described for diderm-LPS bacteria.
Some proteins localized at the CM or CW can also be subunits of protein
complex (GO:0043234) or be extrinsic to the CW (GO:0010339). (C) In
diderm-mycolate bacteria, five clearly defined compartments are considered
(i) the cytoplasm (CP; GO:0005737), (i) the cytoplasmic membrane (CM;
G0:0005886), (iii) the cell wall (CW; GO:0009275), (iv) the mycolate outer
membrane (MOM) or mycomembrane (GO:0036407), and (v) the extracellular
milieu (EM; GO:0005576). The cell envelope (GO:0010339) is constituted of
the MOM, CW, and CM; a pseudo-periplasm might exist but remains to be
evidenced. The situation at the CM is similar to what is described for
diderm-LPS or diderm bacteria. The situation at the MOM (GO:0036407) can
be discriminated further between location integral to the mycomembrane
(GO:0036419), i.e., the MOM proteins (MOMPs), or extrinsic to the MOM
(GO:0036420). Location at the cell surface (GO:0009986) refers (i) in
diderm-LPS, to the OM and/or external side of the OM and is intended to
proteins exposed externally (GO:0031242) or intrinsic to the OM
(GO:0031230) (similar rermarks apply to diderm-mycolate bacteria and the
MOM), and (ii) in monoderm bacteria, to the CW and/or external side of the
CM and is intended to proteins exposed externally or attached to the CW
(GO:0009275) or the CM, i.e., integrated (GO:0005887), anchored
(GO:0046658) or loosely bound (GO:0031232). As the CW is not a
permeability barrier in monoderm bacteria but porous, the surface proteins do
not necessarily have domains protruding from the confine of the cell envelope
to interact with the external environment. Altogether with the subset of
proteins localized extracellularly (GO:0005576), i.e., the exoproteome, these
gene products (GO numbers in red) correspond to the extracytoplasmic
proteins, i.e., the extracytoproteome (proteins depicted in blue).

Lee et al,, 2012); a common misunderstanding is to make the
T1SS synonymous to an ABC transporter (Desvaux et al., 2009b).
The T2SS, also called the secreton-depend pathway (SDP) is a
protein complex composed of around a dozen of proteins bridg-
ing the IM and OM to allow secretion of proteins translocated
in the first place by the Sec or Tat export system (Sandkvist,
2001; Voulhoux et al., 2001; Cianciotto, 2005; Douzi et al., 2012;
McLaughlin et al., 2012). It can be stressed again that referring
to the general secretory pathway (GSP) or to the main terminal
branch (MTB) for this system is nowadays obsolete and mislead-
ing (Desvaux et al., 2004b); as referred to in Pfam (Bateman et al.,
2004), the naming of the different T2SS subunits as T2SE for
instance is much more preferable than GspE (Peabody et al., 2003;
Desvaux et al., 2004b). The T3SS is a highly complex molecular
machine composed of at least 20 proteins and also one of the
most extensively investigated protein secretion system (Ghosh,
2004; Cornelis, 2006, 2010; Minamino et al., 2008; Biittner, 2012).
The T4SS is composed of around a dozen of proteins subunits
forming a protein-conducting channel spanning the entire bac-
terial cell envelope (Christie et al., 2005; Waksman and Fronzes,
2010; Zechner et al., 2012); there is still much misunderstand-
ing and confusion in part of the scientific literature about the
T4SS and T2SS, as well as Type 4 pili (T4P), but it must be
stressed again they can be clearly phylogenetically differentiated
(Nunn, 1999; Planet et al., 2001; Mattick, 2002; Peabody et al.,
2003; Hazes and Frost, 2008). T5SS refers to proteins depend-
ing on the Sec machinery for IM transit and then transported
across the OM via a translocation unit formed by a p-barrel to
complete secretion (Henderson et al., 2004; Leo et al., 2012);
the BAM (B-barrel assembly machinery) complex as well as sev-
eral periplasmic chaperones (namely SurA, Skp, DegP, and FkpA)
are taking part to the secretion process across the OM (Desvaux

et al., 2004a; Knowles et al., 2009; Ruiz-Perez et al., 2010; Rossiter
et al., 2011b; Leyton et al., 2012). The T6SS is a composite sys-
tem of at least 13 protein subunits from various hypothetical
phylogenetic origins, with essentially two subassemblies, i.e., one
dynamic structure related the contractile bacteriophage tail-like
structure and one cell-envelope-spanning membrane-associated
complex (Cascales and Cambillau, 2012; Silverman et al., 2012).
The T7SS corresponds to the chaperone-usher pathway (CUP)
used for pilus assembly (Desvaux et al., 2009b; Waksman and
Hultgren, 2009; Busch and Waksman, 2012); as further explained
below, this system for diderm-LPS bacteria must not be mis-
taken with the diderm-mycolate bacterial “Type VII secretion
system,” which is in fact the ESX (ESAT-6 system). The T8SS
corresponds to the extracellular nucleation-precipitation path-
way (ENP) (Barnhart and Chapman, 2006; Desvaux et al., 2009b;
Blanco et al., 2012; Dueholm et al., 2012). The T9SS corresponds
to the Por (porphyrin accumulation on the cell surface) secre-
tion system (Sato et al., 2010, 2013; Shoji et al., 2011; McBride
and Zhu, 2013). In diderm-LPS bacteria, the complement of the
secretome potentially involved in bacterial colonization process
gathers some secreted proteins and their associated secretion sys-
tems, which can be either the T1SS, T2SS, T3SS, T4SS, T5SS,
T7SS, T8SS, or T9SS (Figure 2). In general, the secreted proteins
involved in bacterial colonization are either cell-surface exposed
single proteins or subunits of cell-surface supramolecular com-
plexes, such as pili or flagella. In the rest of the manuscript, pili
will be used as a generic term synonymous with fimbriae or curli
(which are just some particular types of pili).

There are no counterparts to the molecular machineries
required for transport across the OM of diderm bacteria in mon-
oderm bacteria as this membrane is not present in the latter
organisms. Consequently, the use of the numerical classification
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Table 1| Some key definitions in the field of bacterial protein secretion.

Terminology

Definition

Note?

References

Monoderm bacteria

Bacterial species exhibiting only one
biological membrane, i.e. the CM.

Corresponds to the archetypal Gram-positive bacteria
(i.e., with a CW) but also includes the Mycoplasma
(devoided of a CW) since they also possess only one
biological membrane. Monoderm bacteria are also
called monodermata.

Shatalkin, 2004;
Desvaux et al.,
2009b; Sutcliffe,
2010; Gupta, 2011

Diderm-LPS bacteria

Bacterial species exhibiting two
biological membranes and where the
assymetrical OM contains
lipopolysaccharide (LPS) on the
external side.

Corresponds to the archetypal Gram-negative
bacteria. Some diderm bacteria lack LPS in their OM
and are called simple-diderm bacteria. Diderm
bacteria are also called didermata.

Shatalkin, 2004;
Desvaux et al.,
2009b; Sutcliffe,
2010; Gupta, 2011

Diderm-mycolate bacteria

Bacterial species exhibiting two
biological membranes and where an
outer lipid layer called MOM is
composed of mycolic acid molecules
arranged in a highly ordered form.

Corresponds to the archetypal acid-fast bacteria, e.g.,
Mycobacterium and Corynebacterium.

Shatalkin, 2004;
Desvaux et al.,
2009b; Sutcliffe,
2010; Gupta, 2011

Secretome

Concept for an integrated and global
view of the protein secretion by
considering protein routing, transport
mechanisms, post-translational
modifications, and protein subcellular
location.

The secretome considers both secreted proteins and
proteins constituting the secretion machinery (and
associated maturation pathways). This original
definition of the secretome has been somehow
usurped, misused, and misunderstood by some
authors in the literature. The secretome can be
investigated by different “omics” approaches (i.e.,
proteogenomics, transcriptomics, proteomics, and
meta-omics counterparts) but is not a proteome per
se. The secretome is not the exoproteome, which is
the most commonly investigated but only one of the
complement of the secretome. Other complements
of the secretome can be (i) the protein secretion
systems, (i) the cell-surface proteins (including single
and supramolecular protein structure), or (iii) the
lipoproteome, etc... Since it is not secretion per se,
the secretome do not cover protein release upon
molecular events that are not active translocation
process, e.g., cell lysis (autolysis, allolysis,

bacteriophage lysis), or membrane budding (vesicles).

Tjalsma et al., 2000;
Antelmann et al.,
2001, 2006; Van Dijl
etal., 2001;
Economou, 2002;
Sarvas et al., 2004,
Buist et al., 2006;
Desvaux et al.,
2009b

Secretion

Active transport from the interior to
the exterior of the cell.

Applies to protein entirely outside of the outermost
lipid bilayer, including exoproteins, surface proteins,
and cell-surface appendages (e.g., pili and flagella,
cellulosomes). In diderm bacteria, secretion is
mediated by specific translocon for transport across
the OM (or MOM in diderm-mycolate bacteria) and
cannot be defined by the translocons located at IM
(CM). Sensu stricto, it does not cover molecular
events that are not active translocation process and
thus not secretion per se, e.g., cell lysis (autolysis,
allolysis, bacteriophage lysis) or membrane budding
(vesicles).

Desvaux et al.,
2004b, 2009b;
Economou et al.,
2006

Export

Active transport across the CM

In monoderm bacteria, export and secretion are
synonymous but not in diderm bacteria. In diderm
bacteria, the Sec and Tat translocon directs proteins
to the CM (IM) or periplasm but cannot ensure their
secretion sensu stricto.

Desvaux et al.,
2004b, 2009b;
Economou et al.,
2006

(Continued)
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Table 1| Continued

Terminology

Definition

Note?

References

Translocation

Active transport across a biological
membrane.

Relative to the
monoderm/diderm-LPS/diderm-mycolate bacteria
trichotomy, it can occur at the CM (IM), OM, and/or
MOM. Translocation event results in a change of
subcellular location.

Economou et al.,

2006; Desvaux et al.,

2009b

Extracytoplasmic protein

Protein found outside the cytoplasm.

Corresponds to a protein either located elsewhere
than the cytoplasm, e.g., intrinsic to a membrane
(IME OMRE MOMR lipoproteins), extrinsic to a
membrane but on the side away from the cytoplasm,
within the periplasm, associated to CW, at the cell

surface or into the extracellular milieu. In other words,

every protein except a cytoprotein. This subset of
proteins corresponds to the extracytoproteome.

Dinh et al., 1994;
Skorko-Glonek and
Sobiecka-Szkatula,
2008

Exoprotein

Protein present in the extracellular
milieu, i.e., an extracellular protein.

Corresponds to free soluble protein find in the
extracellular milieu or within a host cell. Some
exoproteins are not necessarily secreted sensu

Pugsley and
Francetic, 1998;
Desvaux et al.,

stricto, since it can occur by not active translocation 2009b
process e.g., cell lysis (autolysis, allolysis,
bacteriophage lysis), or membrane budding (vesicles).
Cytoprotein Protein present in the cytoplasm, i.e., Corresponds to a cytosoluble protein, protein
a cytoplasmic protein. extrinsic to the CM located on the cytoplasmic side
or a protein subunit of a CM protein complex but
which subunit is entirely outside of the CM.
Exoproteome The subset of proteins present in the It corresponds to one of the complements of the Tjalsma, 2007;
extracellular milieu (the exoproteins), secretome. Desvaux et al.,
i.e., the extracellular proteome. 2009b

Surface proteome

The subset of proteins present on the
bacterial cell surface (the cell-surface
proteins).

It corresponds to one of the complements of the
secretome. The terminology “surface proteome”
should be preferred to “surfaceome” (or
“surfacome”) because it stresses it focuses on the
protein content and not all the components on the
bacterial cell surface (LPS, teichoic acids,
exopolysaccharides, polyglutamate, etc...) as
misleadingly suggested by the term “surfaceome.”

Cullen et al., 2005;
Desvaux et al.,
2006a, 2009b;
Dreisbach et al.,
2011; Voigt et al.,
2012

aIM, inner membrane; CM, cytoplasmic membrane; CW, cell wall; OM, outer membrane; MOM: mycolate outer membrane; IMP integral membrane protein; OMP

outer membrane protein;, MOMFR mycolate outer membrane protein.

for systems dedicated to protein secretion in diderm-LPS bacte-
ria (i.e., protein transport from inside to outside the cell across
the IM and OM) does not make any sense and cannot be applied
to monoderm bacteria. However, this does not prohibit phylo-
genetic relationships between the protein translocation systems
in monoderm and diderm-LPS bacteria. Indeed, they both pos-
sess a cytoplasmic membrane (also called IM in didermata) with
some common protein transport systems allowing secretion in
monoderm bacteria and export in diderm-LPS bacteria, respec-
tively. The protein secretion system present in monoderm bacteria
are (i) the Sec (secretion), (ii) the Tat (twin-arginine transloca-
tion), (iii) ABC protein exporter, (iv) the FPE (fimbrilin-protein
exporter), (v) the holin (hole forming), (vi) the Tra (trans-
fer), misleadingly called the “Type IV-like secretion system” in

monoderm bacteria), (vii) the FEA (flagella export apparatus),
and (viii) the Wss (WXG100 secretion system) (Desvaux et al.,
2009b; Desvaux, 2012) (Figure 3). From the current knowledge
in the field, the complement of the secretome potentially involved
in the colonization process in monoderm bacteria gathers the
Sec, FPE and FEA as well as some of their respective substrates
(Figure 3). These systems secrete either cell-surface exposed sin-
gle proteins or subunits of cell-surface supramolecular complexes,
such as pili, cellulosome, or flagella (Renier et al., 2012).

In diderm-mycolate (archetypal acid-fast) bacteria, the term
“Type VII secretion system” has also been coined to describe a
Wss-like machinery (Economou et al., 2006; Abdallah et al., 2007;
Schneewind and Missiakas, 2012). It must be stressed, this “Type
VII secretion system” is restricted to diderm-mycolate bacteria
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FIGURE 2 | The complement of the secretome involved in colonization
process in diderm-LPS bacteria. Among the 9 distinct secretion systems
through which a secreted protein can be translocated across the OM in
diderm-LPS bacteria, the T1SS, T2SS, T3SS, T4SS, T5SS, T7SS, T8SS, and
TISS can be involved in colonization process (depicted in red). Translocation
machineries depicted in violet are protein export pathway participating to the
protein transport of effectors involved in colonization process. The T1SS can
secrete adhesins, which the release into the extracellular milieu
(G0O:0005576) and/or the association to the external side of the OM
(GO:0031244) remain to be clarified. Besides the secretion of adhesion
factors, the T2SS is involved in the formation of Type 4 pilus (GO:0044096),
i.e., the T2SS subfamily ¢ (T2cSS). The subfamily a of the T3SS (T3aSS) can
be involved in the formation of pilus structure (GO:0009289), i.e., either the
injectisome or the Hrp (hypersensitive response and pathogenicity) pilus,
whereas the subfamily b of the T3SS (T3bSS) is involved in flagellum
assembly (GO:009288). The T4SS is involved in the formation of pili
(GO:0009289), either pilus T (T4aSS) or pilus F (T4bSS). The T5SS is involved
in the secretion of adhesion either integral (GO:0045203) or extrinsic
(GO:0031244) to the OM. The T7SS (CUP; chaperone-usher pathway) is
involved in the formation of Type 1 pilus, and the T8SS (ENP; extracellular
nucleation-precipitation pathway) in the formation of pilus of the type curli.
The T9SS (Por secretion system) can secrete adhesins involved in gliding
motility. In addition, some surface proteins could use systems as yet
uncovered, the so-called non-classical (NC) secretion. Only branches
corresponding to the complement of the secretome involved in bacterial
colonization are colored. Extracytoplasmic proteins, i.e., single proteins and
supramolecular protein structures, potentially involved in surface
colonization are depicted in blue. Orange and yellow arrows indicate the
routes for proteins targeted to the CM possessing or lacking an N-terminal
SP, respectively. Violet arrows indicate the routes for exported proteins and
red arrows for secreted proteins. CP, cytoplasm; IM, inner membrane; PR
periplasm; OM, outer membrane; EC, extracellular milieu; SP, signal peptide.
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FIGURE 3 | The complement of the secretome involved in colonization
process in monoderm bacteria. Among the 8 distinct secretion systems
through which a secreted protein can be translocated across the CM, the
Sec, FPE, Tra, and FEA pathways can potentially be involved in colonization
process in monoderm bacteria (depicted in red). The Sec pathway covers (i)
integration of membrane protein (GO:0005887) via YidC, (i) the anchoring
to CM (GO:0046658) via the lipoprotein maturation pathway, (iii) the
anchoring to the CW (G0O:0044426) in a covalent or non-covalent manner,
(iv) the association on the external side of the CW (G0O:0010339), (v) the
formation of cell surface supramolecular structure, namely pilus
(GO:0009289) and cellulosome (G0O:0043263), and (vi) protein secretion in
the extracellular milieu (GO:0005576). It is worth noting that some proteins
with no N-terminal SP can be translocated via Sec in a SecA2-dependent
manner in monodermata (Rigel and Braunstein, 2008; Renier et al., 2013).
The FPE is involved the formation of Type 4 pilus (GO:0044096). The Tra
system (misleadingly called “Type IV-like secretion system” in monoderm
bacteria) is involved in the formation of conjugative pili (G0:0009289). The
FEA is involved in the secretion and assembly of the flagellum protein
subunits (GO:009288). In addition, some surface proteins could use
systems as yet uncovered, the so-called non-classical (NC) secretion.
Extracytoplasmic proteins, i.e., single proteins and supramolecular protein
structures, potentially involved in surface colonization are depicted in blue.
Only branches corresponding to the complement of the secretome involved
in bacterial colonization are colored. Orange and yellow arrows indicate the
routes for proteins targeted to the CM possessing or lacking an N-terminal
SP Violet arrows indicate the routes for exported/secreted proteins (export
and secretion are synonymous in monoderm bacteria). Green arrow
indicates proteins integrated into the CM. CP: cytoplasm; CM: cytoplasmic
membrane; CW: cell wall; EC, extracellular milieu; SP: signal peptide.

only since this system is absolutely not found in any archetypal
diderm-LPS bacteria and, consequently, does not fit with stan-
dard numerical classification of protein secretion systems specifi-
cally designated for diderm-LPS (archetypal Gram-negative) bac-
teria (Salmond and Reeves, 1993; Sutcliffe, 2010). This “Type
VII secretion system” further stands alone in diderm-mycolate
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bacteria since there are neither T1SS, T2SS, T3SS, T4SS, T5SS,
nor T6SS but only Sec and Tat systems (which are not included
in the standard numerical classification) (Digiuseppe Champion
and Cox, 2007) (Figure4). The molecular machinery described
for this diderm-mycolate bacterial “Type VII secretion system”
is an export pathway (protein transport across the cytoplas-
mic membrane) just as the Sec and Tat systems are (Economou
et al., 2006; Desvaux et al., 2009a; Houben et al., 2012). In fact,
no translocon in the mycolate outer membrane (MOM), which
would truly enable protein secretion and thus form a complete
secretion pathway, has been uncovered as yet in diderm-mycolate
bacteria [the secretion of proteins exported in the first instance
by the Wss, Sec, and Tat could then be completed by the very
same MOM translocon, or different MOM translocons specific to
each of these export systems (Desvaux et al., 2009a)] (Niederweis,
2003; Converse and Cox, 2005; Ize and Palmer, 2006; Digiuseppe
Champion and Cox, 2007; Song et al., 2008; Desvaux et al.,
2009a; Niederweis et al., 2010; Stoop et al., 2012; Freudl, 2013;
Van Der Woude et al., 2013). This “Type VII secretion system”
nomenclature in diderm-mycolate bacteria is clearly not compati-
ble with the numerical classification basically designed to describe
OM translocation systems in diderm-LPS bacteria (Salmond and
Reeves, 1993; Economou et al., 2006; Desvaux et al., 2009a).
All-in-all, using the “Type VII secretion system” denomination
for the phylogenetically related secretion systems in monoderm
bacteria (i.e., the Wss) is very much confusing since it does
not align with the other secretion systems present such as Sec
and Tat (which do not withstand the numerical classification
terminology) (Desvaux et al., 2004b, 2009a). When designat-
ing this “Type VII secretion system” it is then highly advisable
to clearly specify it relates to diderm-mycolate bacteria only to
prevent any confusion with the unrelated T7SS in diderm-LPS
bacteria. Ultimately, its use should be refrained in favor of the
“ESX (ESAT-6 system)” designation in diderm-mycolate bacte-
ria (archetypal acid-fast bacteria) and/or the generic “WXG100
secretion system (Wss)” designation especially relevant to mon-
odermata (archetypal Gram-positive bacteria). At the moment
only protein export systems have been reported in diderm-
mycolate bacteria (Digiuseppe Champion and Cox, 2007; Feltcher
et al., 2010; Ligon et al., 2012) but sensu stricto no protein secre-
tion system has been identified (Figure4). As for the T1SS to
T9SS in diderm-LPS bacteria, only the identification of translo-
con components at the MOM would truly permit to define
a protein secretion system (Desvaux et al., 2009a), which at
worse could be the unique terminal branch for all the three
export systems (Sec, Tat, and ESX) in diderm-mycolate bacteria
(Figure 4).

For effectors involved in bacterial colonization, this review
will especially focus on protein secretion systems in diderm-LPS
(archetypal Gram-negative) and monoderm (archetypal Gram-
positive) bacteria since none has been characterized as yet in
diderm-mycolate (archetypal acid-fast) bacteria.

SECRETED PROTEINS INVOLVED IN SURFACE
COLONIZATION IN DIDERM-LPS BACTERIA

Out of the 9 distinct protein secretion systems through which a
secreted protein can be translocated across the OM, only the T6SS

Diderm-mycolate bacterium

D000 0000 R g e o

CP CM Cw MOM

m

C

FIGURE 4 | Protein secretion in diderm-mycolate bacteria. In
diderm-mycolate bacteria, three protein export systems are currently
recognized, the Sec, Tat and ESX (ESAT6 system) (Digiuseppe
Champion and Cox, 2007; Feltcher et al., 2010; Ligon et al., 2012). So
far, none have been clearly reported and characterized as involved in
surface colonization process. As in monodermata, some proteins with
no N-terminal SP can be translocated via Sec in a SecA2-dependent
manner (Feltcher and Braunstein, 2012). While it is clear some exported
proteins (i.e., first translocated across the CM by these export systems)
are further secreted into the extracellular milieu (i.e., translocated across
the MOM), no mycomembrane machinery allowing the translocation
across the MOM have been identified to date (Niederweis et al., 2010;
Houben et al., 2012; Ligon et al., 2012; Freud|, 2013; Van Der Woude
et al., 2013). In other no words (Table 1), no protein secretion system
has been sensu stricto identified as yet in diderm-mycolate bacteria. It
is still an enigma whether one MOM translocon or specific translocons
for each of the three protein export systems are present or if the
protein secretion is completed in a one-step or two-steps process
(Desvaux et al., 2009a). This (or those) MOM translocon would truly
correspond to a protein secretion system. For these different reasons
and others, numbering the ESX (as “Type VIl secretion system”) in
diderm-mycolate bacteria is clearly premature and misleading (Desvaux
et al., 2009a,b). Orange and yellow arrows indicate the routes of
proteins targeted to the CM possessing or lacking an N-terminal SP.
Violet arrows indicate the routes for exported proteins and red arrows
for secreted proteins. CR cytoplasm; CM, cytoplasmic membrane; CW,
cell wall; MOM, mycolate outer membrane (or mycomembrane); EC,
extracellular milieu; SP, signal peptide.

has never been reported so far to be involved in bacterial adhesion
and/or biofilm formation in diderm-LPS bacteria (Figure 2). The
T2SS, T3SS, T4SS, and T5SS are further divided into different
subtypes.
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ADHESINS SECRETED VIA THE T1SS

The T1SS has been demonstrated to allow the secretion of large
bacterial adhesins belonging to the Bap family (Delepelaire, 2004;
Lasa and Penadés, 2006; Latasa et al., 2006). In Salmonella enter-
ica, SHE (Salmonella intestinal infection E) and BapA (Biofilm-
associated protein A) have been characterized. SiiE is a very large
adhesin of 600kDa of Salmonella enteric required for adhesion
to epithelial cells. SiiE would essentially exist as an exoprotein
that may only be loosely associated the OM but upon host cell
contact it is retained on the bacterial cell surface (Wong et al.,
1998; Morgan et al., 2004; Gerlach et al., 2007). The ability of
SiiE to bind Ca?" ions would confer a rigid rod-like habitus that
is required for reach out beyond the LPS and initiates bacte-
rial adhesion to polarized host cells (Wagner et al., 2011; Griessl
et al., 2013). BapA is a 386 kDa protein allowing homotypic
adhesion during Salmonella biofilm formation and is involved in
pathogenesis, especially internalization and invasion of intestinal
epithelium (Latasa et al., 2005; Jonas et al., 2007; Biswas et al.,
2011; Suez et al., 2013). BapA is secreted extracellularly where
it remains in loose association with the bacterial cell surface. In
Pseudomonas fluorescens, LapA (large adhesion protein A) is the
largest T1SS-dependent adhesin uncovered so far, with a molec-
ular weight estimated at 888 kDa (Hinsa et al., 2003; Hinsa and
O’toole, 2006). LapA enables irreversible adhesion and biofilm
formation on abiotic surfaces but also adhesion to corn seeds
in Pseudomonas putida (Mus20 or Mus24; mutant unattached
to seeds) (Espinosa-Urgel et al., 2000; Huber et al., 2002; Hinsa
et al., 2003; Ivanov et al., 2012; Zhang et al., 2013). LapA is
found both in the extracellular milieu and in a loose associa-
tion with the bacterial cell surface but not in the OM (Hinsa
et al., 2003). In Burkholderia cepacia, the loss of Bap resulted in
decreased surface hydrophobicity and in colony conversion to
a rough morphotype (Huber et al., 2002). Additional adhesins
of the Bap family, presumably secreted via a T1SS as supported
by the genomic context, have been characterized in diderm-LPS
bacteria, namely VPA1445 (Vibrio parahaemolyticus locus 1445)
(Enos-Berlage et al., 2005) and YeeJ (systematic nomenclature)
in Escherichia coli (Roux et al., 2005). In all cases, the mediation
of adhesion via an extracellular protein is difficult to conceptu-
alize and still demands experimental investigations for validation
(Gerlach and Hensel, 2007).

TYPE 4 PILUS (T4P) AND COLONIZATION FACTOR V/A THE T2SS

Based on phylogenetic analysis, T2SSs were further subdivided
into the subfamilies T2aSS and T2bSS, corresponding, respec-
tively, to Xcp (Xanthomonas campestris general secretion path-
way) and Hxc (homolog to Xcp) systems (Filloux, 2004; Michel
and Voulhoux, 2009; Durand et al., 2011). At the same period,
it was proposed to include the Type 4 piliation (T4P) system
(Desvaux et al., 2009b) within the T2SS since the T4P is homolo-
gous to the Xcp and falls into discrete phylogenetic cluster (Planet
et al., 2001; Peabody et al., 2003; Tomich et al., 2007; Ayers et al.,
2010). To make the nomenclature coherent, we propose to classify
those systems as T2aSS$ for the classical SDP extensively investi-
gated in Pseudomonas aeruginosa, i.e., Xcp type system (Voulhoux
etal., 2001), T2bSS for the Hxc type system (Durand et al., 2011),
and T2cSS for the T4P system (Mattick, 2002). The Type 4 pili

promote initial bacterial attachment and are of importance for
the early stages of biofilm development, i.e., microcolony forma-
tion (Hahn, 1997; Giltner et al., 2006; Burrows, 2012). The Type 4
pili are subdivided into two main classes assembled by the T2cSS
(Strom and Lory, 1993; Kachlany et al., 2001; Pelicic, 2008), i.e.,
(i) the T4a pilins, and (ii) the T4b pilins (Strom and Lory, 1993;
Skerker and Shapiro, 2000; Craig et al., 2004; Craig and Li, 2008;
Giltner et al., 2012). Besides adherence, the T4aP are responsi-
ble for a number of related processes associated with bacterial
motility, including twitching, swarming, crawling, walking, and
slingshoting, which participate to biofilm development (Desvaux
et al., 2005a; Burrows, 2012; Conrad, 2012).

The colonization factor GbpA (N-acetylglucosamine-binding
protein A) from Vibrio cholerae is secreted in a T2SS-dependent
manner in the extracellular milieu (Kirn et al., 2005). This protein
is required for efficient environmental colonization by organisms
such as zooplankton, and also intestinal colonization, especially of
human epithelial cells, by binding to a sugar present on both sur-
faces (Stauder et al., 2012). GbpA has a modular architecture with
chitin-binding and mucin-binding domains enabling attachment
to different host surfaces and other domains binding to the bacte-
rial cell surface (Wong et al., 2012). Despite its secretion into the
extracellular milieu, GbpA thus has a bridging function between
V. cholerae and its host allowing efficient colonization of chitinous
exoskeletons of arthropods or the intestinal epithelium.

T3SS: INJECTISOME, HRP (HYPERSENSITIVE RESPONSE AND
PATHOGENICITY) PILUS AND FLAGELLUM

The T3SSs can be subdivided into (i) the non-flagellar T3SS, i.e.,
the T3aSS, involved in the assembly of the injectisome or Hrp
(hypersensitive response and pathogenicity) pilus, and (ii) the
flagellar T3SS, i.e., T3bSS, responsible for assembly of the flag-
ellum (Tampakaki et al., 2004; Journet et al., 2005; Pallen et al.,
2005; Desvaux et al., 2006b).

While acting primarily as a molecular syringe for injecting pro-
tein effectors directly into the cytosol of a host cell (Cornelis,
2006, 2010), the injectisome (T3aSS) mediates intimate bacte-
rial adhesion and colonization of cells such as gut epithelial cells
(Garmendia et al., 2005). In enterohemorrhagic Escherichia coli
(EHECQ), it was further demonstrated to play a role in the adhe-
sion to lettuce leaves with a marked tropism for the stomata,
and thus to contribute to the transmission of this food-borne
pathogen to humans (Shaw et al., 2008; Berger et al., 2010). While
the injectisome is found in animal-pathogenic bacteria, the Hrp
pilus (T3aSS) is found in plant-pathogenic bacteria (Tang et al.,
2006; Tampakaki et al., 2010). By injecting T3SS effectors into
the host cell, the Hrp pilus allows the phytopathogens to subdue
the vegetable-cell response (Zhou and Chai, 2008) but also par-
ticipate to plant colonization through initial bacterial adhesion
(Darsonval et al., 2008; Correa et al., 2012).

The flagella (T3bSS) are involved in cell motility through
swimming and/or swarming, where it can contribute to bacterial
colonization by bringing the cell in contact with biotic or abi-
otic surfaces by chemiotaxis for instance, or by translocating the
bacterial cells over a surface, respectively (Pratt and Kolter, 1998;
Harshey, 2003; Verstraeten et al., 2008). Besides, the flagella medi-
ate bacterial adhesion directly to biotic and abiotic surfaces, e.g.,
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to plasticware, human mucus and mucin, epithelial cells, entero-
cytes, vegetables (Grant et al., 1993; Ramphal et al., 1996; Lillehoj
et al., 2002; Kirov et al., 2004; Berger et al., 2009b; Mahajan et al.,
2009; Shaw et al., 2011; Tran et al., 2011; Bucior et al., 2012;
Troge et al., 2012). Interestingly in Salmonella enterica, adhesion
to salad leaves mediated by the flagella was shown to be strain-
specific (Berger et al., 2009a). Salmonella enterica can further
internalize into vegetable leaves through flagella-chemotaxis via
open stomata (Kroupitski et al., 2009a). Although the internal-
ization is variable in leafy vegetables and fresh herbs (Golberg
etal., 2011; Kroupitski etal., 2011), the flagella is clearly an impor-
tant determinant for colonization of some vegetables and can thus
contribute to the transmission of this food-borne pathogen to
humans even after washing (Berger et al., 2009a; Kroupitski et al.,
2009a,b).

PILI ASSEMBLED BY THE T4SS

The T4SSs are broadly subdivided into (i) T4aSS corresponding
to the prototypical VirB/D4 complex extensively investigated in
Agrobacterium tumefaciens, and (ii) T4bSS corresponding to the
prototypical F-conjugal transfer system of the self-transmissible
Incl plasmid composed of the widely conserved Tra (transfer)
proteins also present in monoderm bacteria (Christie and Vogel,
2000; Sexton and Vogel, 2002; Lawley et al., 2003; Harris and
Silverman, 2004; Christie et al., 2005; Hazes and Frost, 2008;
Voth et al., 2012). The T4SS allows transport of proteins into
prokaryotic or eukaryotic cells. This system is also involved and
ancestrally related to bacterial conjugation with the transport of
DNA as nucleo-protein complex (Lawley et al., 2003). Rather
than focusing on protein secretion system only, the nomencla-
ture is quite confusing at the moment since it mixes up homologic
(phylogenetic) and analogic (functional) based-classifications on
aspects related to DNA transport as well as the systems present
in monoderm and diderm-LPS bacteria (Alvarez-Martinez and
Christie, 2009; Wallden et al., 2010); in addition, some phyloge-
netic relatedness between the T2SS assembling Type 4 pili (T4P)
and T4SS assembling conjugative pili of Type 2 (Ottow, 1975)
accentuates the complexity of the situation (Hazes and Frost,
2008). As it has been done previously for other protein secretion
systems (Henderson et al., 2000; Desvaux et al., 2004b, 2006b,
2009b), this stresses the need to clarify the classification within the
T4SS respective to the current terminology and ontology issues
in the field of bacterial protein secretion, which should be rather
based on homology and phylogeny rather than analogy (Desvaux
et al., 2006b, 2009b). Regarding bacterial colonization, the F epi-
some (natural conjugative plasmid) was demonstrated to induce
the formation of a thick biofilm in E. coli and that conjugative
pilus synthesis from the tra operon of the F plasmid was required
for biofilm formation (Ghigo, 2001). In fact, the bacterial cells
harboring the F episome had increased adhesion ability thanks
to the expression of conjugative pili. It appeared these plasmids
can be further transferred by conjugation from these donor cells
to recipient cells. Then, the increasing proportion of transconju-
gant cells within the biofilm further improved the colonization
ability of the bacterial population. While the positive influence
of conjugative plasmid on biofilm formation was reported in
other species (Bahl et al., 2007; Burmolle et al., 2008), it can also

have adverse effects in complex multi-species biofilms and would
depend on the composition of the bacterial community (Roder
et al., 2013).

Phylogenetic analyses revealed the tight-adherence (Tad)
system originally uncovered in Aggregatibacter (formerly
Actinobacillus) actinomycetemcomitans was actually related to the
T4SS and would constitute a major subfamily (Tomich et al.,
2007). The Tad system is involved in the piliation of the Flp (fim-
brial low-molecular-weight protein). Those pili are composed of
Type 4 pilin of the subfamily b (Giltner et al., 2012). Flp pili are
highly adhesive and essential for biofilm formation (Kachlany
et al., 2001). Rather than binding to specific receptor(s), the
bacterial-bacterial and bacterial-host interactions lead to strong
attachment. Bacterial aggregation is mediated by the association
of pilus fibers, which leads to pilus bundling. This system is
widespread among diderm-LPS bacterial species, including
the genera Haemophilus, Pasteurella, Pseudomonas, Yersinia, or
Caulobacter (Kachlany et al., 2000, 2001; Bernard et al., 2009).

CELL-SURFACE ADHESINS OF THE T5SS

T5SSs are subdivided into five subtypes (Henderson et al., 2000,
2004; Desvaux et al., 2003, 2004a; Henderson and Desvaux, 2004;
Salacha et al., 20105 Leo et al., 2012), (i) the T5aSS correspond-
ing to the classical autotransporter or autotransporter of Type 1
(AT-1), (ii) the T5bSS corresponding to the two-partner secre-
tion (TPS), (iii) the T5cSS corresponding to the trimeric auto-
transporter or autotransporter of Type 2 (AT-2), (iv) the T5dSS
corresponding to hybrid autotransporter between AT-1 and TPS,
or autotransporter of Type 3 (AT-3), and (v) the T5eSS corre-
sponding to invasin/intimin family of inverted autotransporter or
autotransporter of Type 4 (AT-4). No function in bacterial colo-
nization has been reported as yet for the hybrid autotransporters
(T5dSS) (Salacha et al., 2010).

Adhesins of the classical autotransporter pathway (T5aSS)

Among the classical autotransporters (T5aSS), the SAATs (Self-
associating autotransporters) actively participate in biofilm devel-
opment and encompasse the Ag43 (antigen 43), AIDA (adhesin
involved in diffuse adherence,) and TibA (enterotoxigenic inva-
sion locus b protein A) (Klemm et al., 2006; Van Der Woude
and Henderson, 2008). The SAATs promote bacterial auto-
aggregation and interaction with other SAAT partners, for
instance between AIDA and Ag43, leading to the formation
of mixed bacterial cell aggregates (Sherlock et al., 2004). Self-
recognition is sensitive to environmental conditions, such as
pH or the presence of bile salt (Klemm et al., 2004; Sherlock
et al., 2004, 2005; Girard et al., 2010) and intercellular aggrega-
tion can be abolished by pili or exopolymers, which compromise
SAATs interaction (Klemm et al., 2006). SAATs further medi-
ate and enhance biofilm formation (Klemm et al., 2006). Ag43,
however, would not contribute significantly to intestinal colo-
nization (Parham et al., 2005; De Luna et al., 2008). Besides
SAATs, several other AT-1s act as adhesins (Henderson et al., 2004;
Girard and Mourez, 2006). YfaL, YpjA, and YcgV (E. coli sys-
tematic nomenclature) are involved in initial bacterial adhesion
and biofilm formation (Roux et al., 2005). BrkA (Bordetella resis-
tance to killing protein A) (Ewanowich et al., 1989; Fernandez
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and Weiss, 1994) and Pertactin (Leininger et al., 1991) promote
adhesion to different mammalian cells. Aae (A. actinomycetem-
comitans epithelial cell binding) (Rose et al., 2003; Fine et al,,
2005), App (adhesion and penetration protein) (Serruto et al.,
2003), CapA (Campylobacter adhesion protein A) (Ashgar et al.,
2007), EspP (extracellular serine protease P) (Dziva et al., 2007;
Puttamreddy et al., 2010), McaP (Moraxella catarrhalis adher-
ence protein) (Timpe et al., 2003; Lipski et al., 2007), PmpD
(Polymorphic membrane protein D) (Wehrl et al., 2004), rOmpB
(Rickettsia outer membrane protein B) (Uchiyama et al., 2006),
and Sab (STEC autotransporter mediating biofilm formation)
(Herold et al., 2009), enable adherence to epithelial cells; for some
of them it was further demonstrated they participated to intesti-
nal colonization and/or biofilm formation, namely CapA, EspP
and Sab. Hap (Haemophilus autotransporter protein) further
mediates microcolony formation as well as binding to fibronectin,
laminin, and collagen (Fink et al., 2003), whereas MisL (mem-
brane insertion and secretion protein L) and ShdA (shedding
protein A) bind to collagen and fibronectin (Kingsley et al,
2000, 2002, 2004; Dorsey et al., 2005). EhaA (EHEC autotrans-
porter A) (Wells et al., 2008), EhaB (Wells et al., 2009), and Eha]J
(Easton et al., 2011) are MSCRAMM (microbial surface compo-
nents recognizing adhesive matrix molecules) proteins binding
differentially to various extracellular matrix (ECM) proteins and
contributing to biofilm formation (Chagnot et al., 2012, 2013).
Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin) also binds to ECM
proteins and further adheres to red blood cells and hemoglobin
(Kostakioti and Stathopoulos, 2004). AlpA (adherence-associated
lipoprotein A) (Odenbreit et al., 1999), BabA (blood group
antigen-binding adhesin) (Ilver et al., 1998), and SabA (sialic
acid-binding adhesin) (Mahdavi et al.,, 2002) are involved in
adhesion to human gastric epithelia by the fucosylated Lewis
b histo-blood group antigen for BabA and by sialyl-dimeric-
Lewis x glycosphingolipid for SabA.

Of major importance in the colonization process, the expres-
sion of many autotransporters (such as Ag43) is subjected to
phase variation (Henderson et al., 1999; Van Der Woude and
Henderson, 2008; Rossiter et al., 2011a). In addition, proteolytic
processing of the passenger domain of the autotransporter on the
bacterial cell surface can have a regulatory function on bacterial
adhesion (Leyton et al., 2012). In fact, the passenger domain of
AT-1s can either remain attached or cleaved off the translocation
unit upon OM translocation. This proteolytic cleavage can arise
following different scenarios (Leyton et al., 2012) but basically
the cleavage can either be intramolecular and autocatalytic or
intermolecular resulting in the release of passenger domain into
the extracellular milieu, for example the SPATEs (serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae). Some processed AT-1s,
though, remain strongly associated with their cognate transloca-
tion unit, e.g., the adhesins Hap, pertactin, AIDA, or Ag43. It also
appeared, the protein function is not modified when the cleav-
age is abolished (Charbonneau et al., 2009), which questions the
purpose or benefit of this processing. For Hap, however, it was
demonstrated the cleavage influenced the adherence to epithe-
lial cells as well as adhesion to ECM proteins (Fink et al., 2002,
2003). Interestingly, NalP (Neisseria autotransporter lipoprotein),
which is subjected to phase-variable expression by slipped-strand

mispairing (Saunders et al., 2000) and modifies the cleavage
patterns of other surface-associated proteins (including some
other autotransporters and surface-exposed lipoproteins) (Van
Ulsen et al., 2003, 2006; Roussel-Jazede et al., 2010; Serruto
et al., 2010), affects in turn adhesion and biofilm formation
(Arenas et al., 2013). Similar proteins are found in other bacterial
pathogens.

Adhesins of the TPS pathway (T5bSS)

In the TPS (T5bSS), the passenger domain or exoprotein (TpsA)
is translated separately from its cognate translocation unit (TpsB)
(Jacob-Dubuisson et al., 2004). The exoprotein FHA (filamentous
haemagglutinin) is a multifaceted adhesin and major attach-
ment factor of Bordetella spp required for colonization of the
lower respiratory tract (Locht et al., 1993). While part of the
exoprotein is found to be surface-associated, another part is
released into the extracellular milieu. Contrary to our previ-
ous understanding, it appeared that the C-terminus of FHA is
oriented away from the bacterial cell surface and is required
for adherence to epithelial cells (Mazar and Cotter, 20006).
The exoproteins HMW1 (high-molecular-weight protein 1) and
HMW?2 of Haemophilus influenza are crucial colonization fac-
tors involved in bacterial adherence to a variety of respiratory
epithelial cell types (St Geme et al., 1993; St Geme and Yeo,
2009). HrpA (hemagglutinin/hemolysin-related protein A) from
Neisseria meningitidis and MhaB1 (M. catarrhalis FhaB-like pro-
tein 1) from Moraxella catarrhalis mediate binding to human
epithelial cells (Schmitt et al,, 2007). In the phytopathogen
Xanthomonas axonopodis, XacFhaB (X. axonopodis pv. citri fil-
amentous haemagglutinin-like protein B) is required for leaf
tissue colonization, especially adhesion and biofilm formation
(Gottig et al., 2009). In Pseudomonas putida, HIpA (haemolysin-
like protein A) would play a direct role in the bacterial cell-root
surface interaction (Molina et al., 2006). HecA (hemolysin-like E.
chrysanthemi protein A) from Erwinia chrysanthemi contributes
to the attachment and cell aggregation on leaves (Rojas et al.,
2002). Interestingly, the exoprotein EtpA (ETEC two-partner
secretion protein A) mediates bacterial adhesion by bridging the
flagella with the host cells (Roy et al., 2009).

Adhesins of the trimeric autotransporter pathway (T5¢cSS)

A cardinal feature of the T5SS is a functional OM translocation
unit, e.g., located at the C-terminus in monomeric classical auto-
transporter (T5aSS) or the TspB for the T5bSS. In the T5cSS,
the C-terminal translocation unit is formed upon trimerization
and serves as an OM anchor for cell-surface exposure of the
passenger domains (Cotter et al., 2005; Lyskowski et al., 2011).
YadA (Yersinia adhesin A) is the prototypical member of this
T5SS subfamily (Hoiczyk et al., 2000; El Tahir and Skurnik,
2001; Eitel and Dersch, 2002; Nummelin et al., 2004; Leo et al.,
2010). The high-molecular weight trimer formed by the pas-
senger domains protrudes from the OM and consists of three
domains, the stalk, necks and head (Linke et al., 2006; Hartmann
et al., 2012). Differences in the size of the protruding AT-2s
result from the length of their stalks (Linke et al., 2006). The
head is involved in binding to some ECM proteins, including
collagen, and makes YadA a major adhesion factor. All trimeric
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autotransporters (T5cSS) characterized to date are involved in
bacterial adhesion (Linke et al., 2006). Besides YadA, several other
AT-2s have been characterized to date in this expanding pro-
tein family (Cotter et al., 2005), e.g., Hia (Haemophilus influenzae
adhesin) (Hoiczyk et al., 2000; St Geme and Cutter, 2000), UspA
(ubiquitous surface protein A) of Moraxella catharralis (Conners
et al., 2008), Hag (hemagglutinin) (Pearson et al., 2002; Bullard
et al., 2007), NadA (Neisseria adhesin A) (Comanducci et al.,
2002), BadA (Bartonella henselae adhesin) (Riess et al., 2004),
NcaA (necessary for collagen adhesion A) (Fulcher et al., 2006),
NhhA (Neisseriahia Hsf homologue protein A) (Scarselli et al.,
2006), DsrA (ducreyi serum resistance A) (Leduc et al., 2008),
EhaG (EHEC adhesin G) (Valle et al., 2008), SadA (Salmonella
adhesin A) (Raghunathan et al., 2011), or UpaG (UPEC adhesin
G) (Totsika et al., 2012). Each of these trimeric autotransporters
are quite multifunctional and in terms of bacterial coloniza-
tion they can be involved in autoagglutination, hemagglutination,
ECM-binding, and/or adhesion to epithelial cells (EI Tahir and
Skurnik, 2001; Linke et al., 2006).

Intimins/invasins of the inverted autotransporter pathway (T5eSS)
Intimins/invasins (T5eSS) belong to a large and novel subfam-
ily of the T5SS (Tsai et al., 2010; Leo et al., 2012; Oberhettinger
et al., 2012). Compared to the classical autotransporter, the secre-
tion mechanism is inverted in the sense, the translocation unit
is located at the N-terminal instead of the C-terminal end of the
monomeric autotransporter. The intimin/invasin family regroups
adhesins that mediate bacterial adhesion and/or invasion of their
host cells. In Yersinia spp., invasin binds to mammalian cell
receptors of the integrin family (Isberg et al., 2000; Palumbo
and Wang, 2006). In enteropathogenic E. coli, intimin mediates
intimate adherence between the bacteria and the host cells by
interacting with Tir (translocated intimin receptor) (Frankel and
Phillips, 2008). Tir is a T3aSS-secreted protein, which integrates
into the plasma membrane of the host cell (Devinney et al,
1999); upon binding to intestinal epithelial cells, the intimin-
Tir interaction leads to the formation of actin pedestals beneath
bound bacteria (Campellone and Leong, 2003; Brady et al., 2011).
Interestingly, intimin can further promote intestinal colonization
in a Tir-independent way (Mallick et al., 2012).

PILI ASSEMBLED BY THE T7SS

In diderm-LPS bacteria, the T7SS corresponds to the chaperone-
usher pathway (CUP) (Desvaux et al., 2009b); as explained above
it has nothing to do with the “Type VII secretion system” of
diderm-mycolate (archetypal acid-fast) bacteria, i.e., the ESX.
The T7SS is involved in the OM secretion and assembly of pili,
which have been named very differently from one bacterial species
to another (Sauer et al,, 2004; Zav’yalov et al., 2010; Busch
and Waksman, 2012; Thanassi et al., 2012), e.g., Afa/Dr (dif-
fuse adherence fibrillar adhesin/Dr blood group antigen), AF/R1
(adhesive fimbriae on RDEC-1), AafD (aggregative adherence
fimbriae), P pili, Type 3 fimbriae, Lpf (long polar fimbriae) or
CS (coli surface) pili. More rationally, those pili can be catego-
rized into (i) monoadhesive pili (represent the majority of cases),
which display either thick rigid or thin flexible morphology and
present a single adhesive domain at the tip, and (ii) polyadhesive

pili, which display non-pilar, amorphous or capsule-like mor-
phology and present two independent binding sites specific to
different host-cell receptors for each of the subunits composing
the organelle (Zav'yalov et al., 2010). Monoadhesive pili are
also named FGS (F1-G1 short loop short) chaperone-assembled
monoadhesin (e.g., Lpf) (Hung et al., 1996), and polyadhesive
pili can either be FGL (F1-G1 long loop) chaperone-assembled
polyadhesin (e.g., Afa/Dr) or FGS chaperone-assembled polyad-
hesin (e.g., AF/R1) (Zavialov et al.,, 2007). Of note, the so-
called “alternate chaperone-usher pathway” (Soto and Hultgren,
1999) is obsolete and now included within the T7SS (Nuccio
and Baumler, 2007; Poole et al., 2007; Zav’yalov et al., 2010;
Thanassi et al., 2012). Pili secreted and assembled by the T7SS
are involved bacterial adhesion, interbacterial interactions, aggre-
gation, thereby promoting biofilm formation (Zav'yalov et al,
2010; Thanassi et al., 2012). Those pili can also initiate contact
with host-cell receptors and mediate colonization of host cell
surfaces. Interestingly, the adhesion of FimH pili (subfamily 2.5
FGS chaperone-assembled monoadhesins-5-1) is modulated by
the shear force (Nilsson et al., 2006; Yakovenko et al., 2008; Le
Trong et al., 2010).

PILI ASSEMBLED BY THE T8SS

The T8SS corresponds to the extracellular nucleation-
precipitation (ENP) pathway (Desvaux et al., 2009b) involved
in the OM secretion and assembly of thin and aggregative pili
called curli (Hammar et al., 1996; Barnhart and Chapman, 2006;
Dueholm et al., 2012; Hammer et al., 2012). Curli are functional
amyloid fibers (Epstein and Chapman, 2008). They are involved
in cell aggregation, bacterial adhesion and the formation of
mature biofilms (Fronzes et al., 2008). They can actually change
bacterial surface properties thereby enhancing adherence and
attachment to surfaces. In the course of sessile development they
constitute a significant part of the proteinaceous component of
the biofilm matrix (Blanco et al., 2012). Curli also mediate host
cell-bacteria interactions during infection (Wurpel et al., 2013).

ADHESINS SECRETED VIA THE T9SS

The T9SS corresponds to the Por (porphyrin accumulation on
the cell surface) secretion system (Sato et al., 2010, 2013; Shoji
et al,, 2011; McBride and Zhu, 2013). This secretion system
has been essentially investigated in Porphyromonas gingivalis and
Flavobacterium johnsoniae and seems restricted to members of
the phylum Bacteroidetes (McBride and Zhu, 2013). Respective
to surface colonization process, the T9SS is required for the
secretion of cell-surface motility adhesins, namely SprB (colony-
spreadingprotein B) and RemA (redundant motility protein A),
but also some hemin-binding proteins (Nelson et al., 2007; Shoji
et al., 2011; Shrivastava et al., 2012; Sato et al., 2013). The cell-
surface adhesin SprB allows attachment to the substratum but is
also required for efficient gliding as it is propelled along a closed
helical loop track, generating rotation and translation of the bac-
terial cell (Nelson et al., 2007; Nakane et al., 2013a,b). While
SprB is involved in movement over agar, RemA is involved in
movement over surfaces coated with E johnsoniae polysaccharide
(Shrivastava et al., 2012). Gliding involves the rapid movement
of the semiredundant motility adhesins SprB and RemA along
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the cell surface (Shrivastava et al.,, 2013). T9SS-secreted pro-
teins exhibit C-terminal domains (CTDs) considered essential
for attachment to the bacterial cell surface by an A-LPS anchor
containing anionic polysaccharide repeating units (Kondo et al.,
2010; Shoji et al., 2011; Slakeski et al., 2011; Shrivastava et al.,
2013). CTD region function as a recognition signal for the T9SS
and glycosylation occurs after removal of the CTD region (Shoji
et al,, 2011; Glew et al., 2012).

SECRETED PROTEINS INVOLVED IN SURFACE
COLONIZATION IN MONODERM BACTERIA

In monoderm bacteria, no protein secreted via the Tat, ABC
exporter, holin, or Wss pathways has been reported as yet
to be involved in bacterial adhesion and/or biofilm formation
(Figure 3) but some proteins secreted by Sec, FPE, Tra and FEA
have.

SEC-SECRETED PROTEINS INVOLVED IN BACTERIAL COLONIZATION
Once translocated by Sec, secreted proteins can have radically dif-
ferent locations in monoderm bacteria as they can either be (i)
integrated or anchored to the CM, i.e., IMPs (inner membrane
proteins) and lipoproteins, respectively, (ii) associated with the
CW, i.e., parietal proteins (CW-proteins), (iii) subunits of pili, or
(iv) released into the extracellular milieu and beyond (e.g., into
a host cell) (Desvaux et al., 2006a, 2009b; Renier et al., 2012)
(Figures 1, 3). Sec-secreted CW-proteins can either be anchored
(i) covalently to the CW by a sortase if they exhibit an LPXTG
domain (Ton-That et al., 2004; Schneewind and Missiakas, 2012),
or (ii) non-covalently if they exhibit a CWBD (cell-wall bind-
ing domain), i.e., SLHD (S-layer homology domain), CWBDI
(CWBD of Type 1), CWBD2, LysM (lysin motif), WXL or GW
motifs (Desvaux et al., 2006a). While no protein located at the
CM has been reported to be involved in bacterial colonization in
monodermata, several proteins located at the CW or forming cell-
surface supramolecular complexes were reported to participate to
this process.

Colonization factors located at the cell wall

In monoderm bacteria, proteins of the Bap family exhibit a C-
terminal LPXTG domain enabling their covalent anchoring to
the CW by sortases (Lasa and Penadés, 2006; Latasa et al., 2006).
While Bap is involved in biofilm formation in S. aureus (Cucarella
et al.,, 2001), the bap gene has never been found in S. aureus
human isolates but only in isolates associated with ruminant mas-
titis (Lasa and Penadés, 2006). Strains encoding bap show lower
adherence to some ECM proteins (fibrinogen and fibronectin)
but also epithelial cell cultures, suggesting Bap might act as an
anti-attachment factor preventing initial attachment to host tis-
sues (Cucarella et al., 2002). At the same time, Bap facilitates
the colonization of host tissues and the establishment of persis-
tent infections by S. aureus (Cucarella et al., 2004; Valle et al,,
2012). The interaction of Bap with Gp96/GRP94/Hsp90 provokes
a significant reduction of epithelial cell invasion by interfering
with the fibronectin binding protein invasion pathway. While
Bap is often considered as a key determinant for biofilm forma-
tion (Lasa, 2006), a recent investigation revealed that there is no
direct correlation with biofilm formation and that a single gene

or subset of genes cannot be utilized as a biofilm indicator for
morphology in S. aureus (Tang et al., 2013). Interestingly, Bap is
subjected to phase variation and the switch between Bap ON/Bap
OFF states might regulate sessile development (Henderson et al.,
1999; Tormo et al., 2007). In Enterococcus faecalis, Esp (ente-
rococcal surface protein) also leads to a significant increase in
biofilm formation (Tendolkar et al., 2004) and contributes to
persistence in the host (Sava et al., 2010). In S. epidermidis and
Listeria monocytogenes, however, Bhp (Bap homologue protein)
and BapL, respectively, are not clearly involved in biofilm forma-
tion (Tormo et al., 2005; Lasa and Penadés, 2006; Jordan et al.,
2008; Renier et al., 2011).

As recently reviewed (Chagnot et al., 2012), different
MSCRAMM surface proteins have been investigated in mon-
oderm bacteria (Vengadesan and Narayana, 2011). Among
the main ECM fibrillar proteins, namely collagen, fibronectin,
laminin and elastin, eight fibronectin-binding domains (FBD1 to
FBD8) and only one collagen-binding domain (CBD) have been
characterized to date and much remains to be learned about spe-
cific binding to other ECM components (Chagnot et al., 2012).
Very interestingly, domains involved in binding to ECM pro-
teins such as fibronectin and collagen could also bind polystyrene
as demonstrated with RspA (Rhusiopathiae surface protein A)
(Shimoji et al., 2003).

In B. subtilis, the S-layer protein BslA (Bacillus S-layer protein
A; formerly YuaB) is important for pellicle biofilms (Ostrowski
et al., 2011; Vlamakis et al., 2013). BslA has amphiphilic proper-
ties and forms a hydrophobic layer on the surface of the biofilm
which can contribute to colonization of the air—surface interface
(Kovacs and Kuipers, 2011; Kobayashi and Iwano, 2012).

Pili: Type 3 (T3P) and amyloid fibers

A little bit more than a decade ago, pili were considered to be
absent from monoderm bacteria. The first pathway recognized
in pilus biogenesis in monodermata involves polymerization
of LPXTG-pilins by different types of transpeptidase sortases,
(Shimoji et al., 2003; Ton-That and Schneewind, 2003; Ton-That
et al., 2004; Telford et al., 2006; Kang and Baker, 2012). Those
pili of Type 3 (T3P) are involved in adhesion, biofilm forma-
tion and host colonization (Swierczynski and Ton-That, 2006;
Danne and Dramsi, 2012). LipA (light-inducible pilin A) from
Arthrobacter photogonimos was proposed as the major pilin of
an alternative pilus formation pathway in monoderm bacteria
(Yang and Hoober, 1998, 1999; Ton-That and Schneewind, 2004;
Swierczynski and Ton-That, 2006).

In B. subtilis, pili formation of the amyloid-fiber type has
been recently demonstrated to be essential in colony and pel-
licle biofilms but not for surface-adhered biofilms (Romero
et al, 2010; Vlamakis et al, 2013). The CW-protein TapA
(TasA anchoring and assembly protein A; formerly YqxM)
allows the CW anchoring and assembly of TasA (translocation-
dependent antimicrobial spore component A) into long amy-
loid fibers (Stover and Driks, 1999; Romero et al., 2011),
these proteins are not required in biofilms. In Peptostreptococcus
micros, auto-aggregative pili are formed at least from a
CWBDI1 protein called FibA (fibril-like structure subunit A)
(Kremer et al., 1999).
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Cellulosome

Cellulosomes are supramolecular protein complexes found on the
cell surface of some cellulolytic anaerobic monoderm bacteria,
such as the thermophilic Clostridium thermocellum or mesophilic
C. cellulolyticum, and dedicated to specific adhesion, coloniza-
tion and degradation of insoluble lignocellulosic substrates (Bayer
et al., 2004, 2008; Gilbert, 2007; Fontes and Gilbert, 2010). It
is also responsible for regulating the entering carbon metabolic
flux in the bacterial cell, which in turn can influence the bac-
terial colonization of the insoluble lignocellulosic substratum
(Guedon et al., 1999, 2000; Payot et al., 1999; Desvaux et al.,
2001; Desvaux and Petitdemange, 2001, 2002; Desvaux, 2004).
The cellulosome is composed of a non-catalytic protein called
scaffoldin, which exhibits domains called cohesin of Type I (Coh
I) domains allowing the specific binding of a dockerin domain
of Type I (Doc) borne by cellulosomal enzymes. Actually, a sin-
gle Doc I can simultaneously bind two Coh I and thus allow the
linking of two scaffoldins resulting in the formation of polycellu-
losomes (Carvalho et al., 2003). In C. thermocellum, a cellulosome
has a size ranging from 2.0 to 6.5 MDa depending on the bacterial
strain (Béguin and Lemaire, 1996) and forms polycellulosomal
protuberances of up to 100 MDa (Shoham et al., 1999). The cel-
lulosomal enzymes and/or the scaffoldin contain carbohydrate-
binding modules (CBMs) involved in the tight binding to a
carbohydrate-polymer such as cellulose (Shoseyov et al., 2006;
Guillen et al., 2010). The scaffoldin can also exhibit a Doc II
domain that can interact with Coh II present in SLHD cell-wall
proteins, thus permitting cell-surface display of the cellulosome.
In C. cellulolyticum for instance, the molecular mechanisms for
attachment of the cellulosome to the bacterial cell surface remains
unknown (Desvaux, 2005a,b). The architecture of the cellulo-
some can be even more complex with the assembly of scaffoldins
on other scaffoldins like in Acetivibrio cellulolyticus where one
supramolecular complex can potentially bind 84 different cel-
lulosomal enzymes (Rincon et al., 2003; Xu et al., 2003, 2004).
However, the molecular mechanisms permitting the coordinated
assembly of the different protein subunits on the bacterial cell-
surface remain unclear (Desvaux, 2005b, 2006).

TYPE 4 PILUS (T4P) ASSEMBLED BY THE FPE

The Com (Competence development) pathway involves both the
bacterial competence-related DNA transformation transporter
and the FPE system (Dubnau, 1997, 1999; Dubnau and Provvedi,
2000; Chen and Dubnau, 2004). In B. subtilis, the FPE system is
involved in the formation of a pseudopilus from Type 4 prepilins
(Chen and Dubnau, 2004; Chen et al., 2006) but do not form
a complete Type 4 pilus (T4P). While this was considered as a
paradigm for monoderm bacteria, it was recently demonstrated
the FPE could form complete Type 4 pilus in Streptococcus pneu-
monia (Laurenceau et al., 2013). While this T4P was only con-
sidered in the context of DNA transformation, its implication in
bacterial colonization as reported for T4P in diderm-LPS bacteria
is an intriguing possibility that would require further investi-
gations in other species such as L. monocytogenes (Rabinovich
et al,, 2012). GP25 (glycoprotein of 25kDa) from Ruminococcus
albus was characterized as the major protein subunit of T4P
present at the bacterial cell surface (Pegden et al., 1998; Mosoni

and Gaillard-Martinie, 2001; Rakotoarivonina et al., 2002, 2005).
Those pili could be involved in cellulose colonization and cellu-
lose degradation. T4P involved in biofilm formation and gliding
motility was also uncovered in Clostridium perfringens (Varga
et al., 2006; Mendez et al., 2008; Varga et al., 2008).

Protein components of the FPE machinery are homologous
to some proteins found in T2SS, T4SS, and T4P assembly
apparatus in diderm-LPS bacteria and have been collectively
called PSTC (Pilus/Secretion/Twitching motility/Competence)
(Fussenegger et al., 1997; Dubnau, 1999; Peabody et al., 2003).
In Bifidobacterium breve, a functional Tad system involved in
the formation of T4bP has recently been uncovered (O’connell
Motherway et al., 2011). These pili are essential for intestinal
colonization of the host. Besides the genus Actinobacteria, a Tad
system was also identified in Clostridia, namely CI. acetobutylicum
(Desvaux et al., 2005b). Again, there is much confusion between
the pili assembly by FPE, Tad and the misleading called “Type
IV-like secretion system” in monoderm bacteria corresponding
more adequately to the Tra system. This would necessitate in-
depth phylogenetic and functional-genetic analyses to clarify the
situation.

FLAGELLUM ASSEMBLED BY THE FEA

In monoderm bacteria, the flagellar subunits are secreted and
assembled by the FEA but the involvement and exact contribu-
tion of flagella in biofilm formation remain difficult to establish.
Taking L. monocytogenes as a case study, it is clear that the regula-
tion of flagella expression is quite complex with the intervention
of several transcription regulators but basically that flagella are
not expressed at temperatures higher than 30°C and bacterial
cells are then non-motile (Renier et al., 2011). Regarding lis-
terial colonization, it was shown flagella were not essential for
biofilm development but facilitated initial attachment to surfaces
(Vatanyoopaisarn et al., 2000) and were even crucial for initial
adhesion (Tresse et al., 2006). During infection, though, the flag-
ella would act as mediators of motility rather than adhesins to
enhance the adhesion of L. monocytogenes to targeted host cells
(O’neil and Marquis, 2006). By contrast with early findings, it
was further shown the role of the flagella as mediators of motility
rather than adhesins was critical for initial surface attachment and
subsequent biofilm formation (Lemon et al., 2007). In dynamic
culture conditions for sessile development (i.e., using flow cells),
the loss of the flagella resulted in the formation of a very dense
biofilm (hyperbiofilm) (Todhanakasem and Young, 2008). These
conflicting findings could arise from the use of different L. mono-
cytogenes strains as some of them can be more or less laboratory-
adapted (domesticated) and have different regulations of flagella
expression (Grundling et al., 2004). It could also result from the
use of different culture conditions, such as the growth media (e.g.,
complex undefined or chemically defined), temperature (e.g.,
related to infection or environmental conditions), support (e.g.,
plasticware, stainless steel or glass) and/or culture systems (e.g.,
static or dynamic conditions) (Renier et al., 2011).

In Bacillus cereus, flagella motility (i) is necessary for biofilm
formation at air-liquid interface as it allows bacteria to reach it,
(ii) promotes recruitment of planktonic cells within the biofilm
by allowing motile bacteria to invade the whole biofilm, and (iii)

Frontiers in Microbiology | Microbial Physiology and Metabolism

October 2013 | Volume 4 | Article 303 | 14


http://www.frontiersin.org/Microbial_Physiology_and_Metabolism
http://www.frontiersin.org/Microbial_Physiology_and_Metabolism
http://www.frontiersin.org/Microbial_Physiology_and_Metabolism/archive

Chagnot et al.

Protein secretion and bacterial colonization

allows spreading of the biofilm on surfaces (Houry et al., 2010).
In B. subtilis, however, motility and biofilm formation are quite
clearly coordinately and oppositely controlled (Kearns et al., 2005;
Newman et al., 2013; Vlamakis et al., 2013). It was further demon-
strated a protein clutch arrested flagellar motilily by disengaging
motor force-generating elements in cells engaged in sessile devel-
opment (Blair et al., 2008). Nonetheless, and while the number of
motile cells decreases in the course of sessile development, a sub-
population of motile cells remains in mature biofilms (Vlamakis
et al., 2008) and a biofilm exclusively composed of unflagellated
cells is delayed in forming pellicle biofilms (Kobayashi, 2007) and
defective in the formation of surface-adhered biofilms (Chagneau
and Saier, 2004). Interestingly, motile Bacillus thuringiensis can
tunnel deep within a biofilm structure (Houry et al., 2012).
Those swimming cells create transient pores that increase irriga-
tion within the biofilm. This can either improve biofilm bacterial
fitness by increasing nutrient flow in the matrix or facilitat-
ing the penetration of toxic substances detrimental for biofilm
formation.

NON-CLASSICAL PROTEIN SECRETION AND BACTERIAL
COLONIZATION

Analysis of the protein content of the extracellular milieu and/or
the cell surface, revealed the presence of unexpected proteins
primarily predicted or known to be localized in the cytoplasm,
with no N-terminal signal peptide (SP), and no dedicated pro-
tein secretion system. While early investigations suggested it could
result from bacterial cell lysis, it later appeared some of those
proteins were actually secreted by previously unrecognized path-
ways, e.g., some SecA2-dependent secreted proteins (Desvaux
and Hébraud, 2006, 2009; Rigel and Braunstein, 2008; Renier
et al., 2013). Non-classical (NC) protein secretion refers to the
uncharacterized mechanisms responsible for secretion of those
proteins (prior to characterization such apparent secretion could
be the result of phenomenon unrelated to secretion per se, such as
membrane budding, allolysis, phage-mediated lysis, GTA, etc. .. )
(Bendtsen et al., 2005; Bendtsen and Wooldridge, 2009). Another
unexpected finding was the involvement of some of those pro-
teins in an additional function completely different form the
primary one. Indeed, the glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) is a well-known and key glycolytic enzyme but
when present on the bacterial cell surface it exhibits very sig-
nificant binding activity against plasmin(ogen), fibrinogen, and
human cells (Clq component of the classical component path-
way) (Bergmann et al., 2004; Jin et al., 2005; Egea et al., 2007;
Matta et al., 2010; Tunio et al., 2010; Terrasse et al., 2012). Several
of those so-called moonlighting proteins have been identified in
bacteria and play a significant role in bacterial colonization, espe-
cially in an infection context (Jeffery, 2003, 2009; Huberts and
Van Der Klei, 2010; Copley, 2012; Henderson and Martin, 2013).
Most enzymes of the EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) pathway
can moonlight and a role as an adhesin is quite common, e.g., for
enolase, aldolase, or phosphoglucomutase (PGM) (Henderson
and Martin, 2011, 2013). However, the molecular mechanisms
responsible for their bacterial cell-surface localization remain
unknown.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

While extremely useful, the secretome concept has not been fully
exploited and is still in its infancy. In the context of bacterial col-
onization, it allows a rational approach for comprehending the
secreted proteins directly involved in bacterial adhesion and/or
biofilm formation. Considering the protein routing and secre-
tion mechanisms embrace the idea that some of those adhesins
and/or adhesion supramolecular complexes share common post-
translational and post-translocational maturation mechanisms
that may lead to the identification of novel targets for therapeu-
tic strategies. While the majority of investigations are focused on
colonization factors in the context of infection, their involvement
in the interactions of commensal bacterial, as well as bacte-
ria in an environmental context, are also important areas and
should not be overlooked. Bacterial colonization is not the pre-
rogative of pathogens and there is much to gain from the study
of colonization of host species by commensal bacteria, as well
as environmentally orientated studies. Clearly, there are numer-
ous proteins and supramolecular structures involved in bacterial
adhesion and biofilm formation but their functional charac-
terization still demands extensive investigations, e.g., alternative
pili in monoderm bacteria or collagen-/laminin-/elastin-binding
domains. The understanding of the global and coordinated regu-
lation of the secretome in the course of colonization at the single
cell, homogenous population, and multi-species microbial com-
munity levels is a major challenge in different ecological niches.
Phase variation for instance is a well-known phenomenon espe-
cially for factors involved in colonization process but is rarely
considered and is poorly understood at a global scale. In the
last couple of years, new secretion system such as the T6SS or
T9SS have been unexpectedly uncovered and there is much to bet
that other protein secretion system(s) are yet to be discovered.
Besides, the exact contribution of NC secretion and other protein
trafficking mechanisms in bacterial colonization (e.g., allolysis,
phage-mediated lysis, membrane budding or GTA) remains to be
determined. Regarding the different secretion systems present in
a single bacterial cell and numerous systems within microbiota as
well as their associated secreted proteins involved in colonization,
they promise to be the subject of a lot of research work ahead as
well as exciting new developments in the field.
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Caractérisation des ARN régulateurs chez Streptococcus agalactiae

— Résumé

Streptococcus agalactiae, appelé aussi Group B Streptococcus (GBS), est une bactérie commensale du
tractus digestif et génital de diverses espéces animales dont I'espéce humaine. Elle représente la premiere
cause d’infections néonatales et est aussi un pathogene émergent chez I'adulte immunodéprimé. L’objectif de
ma these est la caractérisation fonctionnelle et mécanistique des ARNrég. J’ai étudié plus particulierement
I’ARNrég CetR (pour «cell-envelope-targeting RNA»). Il module la résistance au peptide antimicrobiens (PAM)
et la virulence a travers la régulation post-transcriptionnelle de 'ARNm d/tD codant une protéine de
biosynthése de I'acide D-alanyl-lipotéichoique. La délétion de cetR induit des changements dans la morphologie
cellulaire, une diminution de la formation du biofilm et de la résistance aux PAM. Une zone d’interaction, CetR-
ditD, de 27 nucléotides a été prédite in silico. Des mutations compensatoires chez GBS montrent que CetR
interagit directement avec '’ARNm d/tD et que la perturbation de la zone d’appariement est suffisante pour
observer les phénotypes associés a CetR. La quantification des niveaux d’ARNm et de la protéine DItD nous a
permis de montrer que CetR active la traduction de d/tD et que la perturbation du duplex CetR-d/tD induit une
diminution spectaculaire de la protéine DItD. De plus, en utilisant un modele murin d’infection et en quantifiant
la survie des bactéries dans les macrophages, nous avons montré que CetR et DItD sont cruciaux pour la
virulence de GBS. Enfin, une approche protéomique globale nous a permis de montrer que CetR joue un role
important dans I'expression des protéines dites « moonlighting » et de certains facteurs de virulence
potentiels. Cet ARNrég peut jouer un role important dans la capacité de S. agalactiae a s'établir dans son
biotope et a exprimer ses facteurs de virulence. Enfin, les résultats de ces recherches sont des prérequis au
développement de stratégies permettant de réduire le risque des infections néonatales dues a S. agalactiae.

Mots clés : ARN régulateurs, Streptococcus agalactiae, opéron dlt, virulence, protéome global

Characterization of regulatory RNAs in Streptococcus agalactiae

= Abstract

The opportunistic pathogen group B Streptococcus (GBS) is the leading cause of neonatal infections.
The aim of this work is the characterization of a 680 nt-long regulatory RNA, CetR (cell-envelope-targeting
RNA). It modulates antimicrobial peptides (AMPs) resistance and virulence through posttranscriptional
regulation of ditD mRNA which encodes a D-alanyl-lipoteichoic acid biosynthesis protein. Deletion of cetR leads
to cell morphology changes, reduced biofilm formation and AMPs resistance. A 27 nt-long CetR-d/tD interacting
region is predicted in silico. Compensatory base pair exchanges in GBS demonstrate that CetR interacts directly
with d/tD mRNA and that disruption of this RNA pairing is sufficient to observe the CetR-associated phenotypes.
By quantifying both mRNA and protein, we demonstrate that CetR enhances d/tD translation and disruption of
the CetR/dItD mRNA interaction results in a dramatic decrease in DItD protein. Moreover, using an infection
murine model and quantifying bacterial survival in macrophages, we observe that both CetR and DItD are
crucial for GBS virulence. Finally, we highlight CetR pleiotropic role in the expression of several moonlighting
proteins and potential virulence factors. This regulatory RNA may play an important role in the ability of GBS to
settle in its biotope and express its virulence factors.

Keywords: Regulatory RNA, Streptococcus agalactiae, dit operon, virulence, global proteome
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