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INTRODUCTION GENERALE

L’industrie agroalimentaire utilise nombre de bactéries lactiques pour élaborer des
aliments fermentés. Les bactéries lactiques forment un groupe hétérogene rassemblant des
bactéries capables de produire de 1’acide lactique par fermentation et les procédés
enzymatiques accompagnant leur développement influencent les qualités organoleptiques
et la préservation de nombreux aliments. Les différentes applications des bactéries
lactiques en agroalimentaires reposent principalement sur [’utilisation des genres
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus et Streptococcus. Ces
bactéries lactiques, occupant des niches écologiques variées, sont constamment soumises a
des fluctuations extérieures (variation quantitative et qualitative des parametres physico-
chimiques environnants) et doivent en conséquence y répondre efficacement et rapidement
afin de pouvoir survivre et se développer.

Un des enjeux de la recherche actuelle pour les industries agroalimentaires consiste a
mieux comprendre et favoriser la capacité de réponse et d’adaptation des bactéries
lactiques a ces variations afin d’optimiser leur performance dans les applications
industrielles. Ainsi, une meilleure compréhension de leurs schémas de régulation
permettrait de controler, prédire ou modifier le comportement des bactéries lactiques dans
des conditions environnementales données.

Ces dernieres années, beaucoup de publications ont montré I'implication des
systemes a deux composants (TCS), composés typiquement d’une histidine kinase (HK)
associée a un régulateur de réponse (RR), pour percevoir et répondre efficacement a de tels
changements environnementaux. Par exemple, le systtme CovRS est impliqué dans la
régulation de la réponse générale aux stress et dans la virulence des souches de
streptocoques pathogenes. Néanmoins, jusqu’a maintenant, [’essentiel des études
concernant les TCS a porté sur des souches pathogenes avec une attention plus particuliere
sur leur lien avec la virulence. Parmi le genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus
est atypique dans le sens ou cette espece est non pathogene et largement utilis€ée dans
I’industrie laitiere. En tant que ferment lactique de choix, Streptococcus thermophilus doit
faire face aux contraintes de son environnement, quelles soient de nature biotiques ou

abiotiques.






Ainsi, cette theése s’inscrit dans cet effort essentiel qui nous permettra de mieux
appréhender les phénomenes de régulation résultant des changements environnementaux
que rencontre la bactérie lactique Streptococcus thermophilus, en particulier la souche
LMD-9. Les systemes a deux composants constituant un des mécanismes principaux de
I’adaptation des bactéries a des changements d’environnement, nous avons trouvé pertinent
d’évaluer la contribution de chacun des 8 TCS de S. thermophilus LMD-9 a son
fonctionnement physiologique en lait. Pour répondre a cette problématique, le présent

manuscrit s’organise en trois chapitres.

Nous commencerons dans le premier chapitre par une revue bibliographique
présentant succinctement S. thermophilus et son adaptabilité a la niche écologique laitiere.
Puis nous verrons plus généralement quels sont les types de systemes génétiques
qu’utilisent les bactéries pour s’adapter a leur environnement et pourquoi s’intéresser aux
systemes a deux composants. De nombreux exemples tirés du monde microbien seront
donnés a cet effet avant de se focaliser plus particuliecrement sur 1’information

bibliographique disponible sur les TCS des streptocoques.

La  deuxieme partie rassemblera quant a elle 1’ensemble des résultats
expérimentaux portant sur les TCS de S. thermophilus. On s’attachera dans un premier
temps a replacer les TCS de S. thermophilus dans le contexte d’une analyse in silico
globale de I’ensemble des TCS appartenant a la famille des Streptococcaceae qui contient
les genres Streptococcus et Lactococcus. Puis nous présenterons notre étude de
caractérisation générale des TCS de la souche LMD-9, cette partie s’achevant par la
valorisation de ce travail au travers d’une publication dans « International Journal of Food
Microbiology ». Enfin, nous présenterons des résultats et des perspectives découlant de
notre étude portant sur le sixieme TCS de S. thermophilus LMD-9 dont les fonctions n’ont

jamais pu étre mises en évidence auparavant méme chez les plus proches orthologues.

Pour finir, une troisieme partie discutera de 1’ensemble des points et apports de

cette these et des perspectives qui en découlent.






REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1) Présentation générale de Streptococcus thermophilus

1.1) Taxonomie

Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique thermophile appartenant a la

famille des Streptococcaceae comportant deux genres phylogénétiquement trés proches :
Streptococcus et Lactococcus. D’un point de vue génomique, 70 souches (génomes
complets publiés au 1¥ juin 2011), sont référencées au sein de cette famille ot 1’on peut
distinguer des espeéces pathogenes de 1’homme (Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae) ou de I’animal (Streptococcus suis, Streptococcus
equi), d’autres especes commensales de la bouche et pathogenes opportunistes
(Streptococcus salivarius, Streptococcus vestibularis, Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis et Streptococcus gordonii) et enfin des espeéces non
pathogenes et largement utilisées dans 1’industrie laitiere avec notamment Streptococcus
thermophilus et Lactococcus lactis.
Les caracteres communs que partage cette famille sont une morphologie en coques a Gram
positif de 0,5 & 1 ym de diametre, présentant un groupement typique en diplocoques ou en
chainettes de longueur variable, immobiles, dépourvus de spores et rarement capsulés.
Toutes ces especes utilisent la voie fermentaire de dégradation des sucres simples et sont
par ailleurs dépourvues de catalase.

La classification originelle des especes de streptocoques est assez complexe car
pour des raisons historiques, elle a été a effectuée au départ sur la base de différences
macroscopiques de pouvoir hémolytique des especes (systeme Lancefield) qui ont été
rapprochées a des différences immmunologiques de polysaccharides de paroi (groupes A,
B, C, F et G) ou d’acides lipotéchoiques (groupe D) (Facklam, 2002). Cette classification,
encore utilisée en microbiologie clinique, présente des inconvénients. En effet, par
exemple S. pyogenes, auquel on associe souvent lattribut GAS pour « Groupe A
Streptococcus » n’est finalement pas le seul streptocoque a posséder 1’antigene A puisque
S. anginosus ou S. dysgalactiae equisimilis 1’expriment également. De plus, il n’est pas

rare qu'une souche donnée puisse porter en méme temps plusieurs antigenes (Facklam,
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Moschioni et al., 2010

Les génomes surlignés en couleur sont ceux ou des adhesines ont été décrites.
Les espéces pour lesquelles un ou plusieurs génomes complets sont disponibles
sont marquées par un demi-cercle, rouge si la séquence a été récupérée a partir
du site NCBI et jaune a partir du Sanger Institute ou du J.C. Venter Institute.



2002). Il n’est donc pas évident de classer facilement les souches de streptocoques par
cette méthode et particulierement les streptocoques non béta-hémolytiques.

Avec les avancées méthodologiques, des classifications sur la base de typage moléculaire
ont vu le jour et permis d’établir plus solidement les relations phylogénétiques entre les
especes. Ainsi, une analyse récente, basée sur les séquences de I’ARN 16S a permis
d’identifier 5 groupes majeurs appartenant au genre Streptococcus (Moschioni et al.,
2010): S. mitis, S. mutans, S. salivarius, S. agalactiae et S. pyogenes (Figure 1). Cette
classification présente 1’atout non négligeable qu’elle est quasi parfaitement corrélée avec
le potentiel pathogénique des souches ainsi qu’avec leur niche écologique préférentielle
(Kawamura et al., 1995). La seule exception concerne le groupe mitis qui contient S.
pneumoniae, pathogene avéré, parmi d’autres especes commensales des voies respiratoires
hautes telles que S. mitis, S. oralis ou encore S. infantis.

Selon la derniere classification, S. thermophilus appartient au groupe salivarius qui
comprend aussi les especes S. salivarius, S. vestibularis et S. peroris. S. thermophilus est
une bactérie homofermentaire stricte, microaérophile et dont la température optimale de
croissance est de 42°C (selon les souches de 37 a 42°C). Les souches de S. thermophilus
ont été isolées a partir d’environnements laitiers, mais quelques souches pourraient
provenir de plantes (Michaylova et al., 2007).

Afin de mieux associer les isolats atypiques, d’identifier d’éventuelles especes
nouvelles et de mieux discriminer les especes tres proches en terme de séquences d’ARNr
16S, des travaux récents proposent des alignements de séquences a partir de séquences
concaténées de genes conservés (MLST) associés a une analyse de la présence de genes de
virulence spécifiques. Ainsi par exemple, la diversité génétique de 27 souches de S.
thermophilus isolées a partir de différentes sources laiticres a été déterminée. Grace a la
technique de MLST basée sur la variation de la séquence des nucléotides de 8 genes de
ménage (ilvC, pepO, pyrE, grcK, ddIA, thrS, dnaFE et tkt), il a été démontré une tres faible
divergence des séquences entre les souches de S. thermophilus (en moyenne 0,19%), qui
suggere que cette espece représente une population qui a émergé récemment (Delorme et
al., 2007). En effet, le méme type d’analyse effectuée sur 22 souches de S. salivarius et 9
souches de S. vestibularis isolées a partir de la cavité orale et du sang humain, montre une
divergence de séquences intra-especes plus importante (6,6% et 3,6%, respectivement). Il
convient néanmoins de nuancer ces résultats du fait du biais de sélection des souches,
beaucoup plus important pour S. thermophilus car provenant quasiment toutes du méme

environnement laitier et sélectionnées par 1’industrie laitiere pour les mémes fonctions.






1.2) Utilisation industrielle de Streptococcus thermophilus

S. thermophilus est le seul streptocoque présentant un intérét industriel au sein du
genre Streptococcus. 11 est d’ailleurs également le seul dans son genre reconnu comme
GRAS (Generally Recognized As Safe). Les autres especes du groupe salivarius sont des
bactéries commensales de la cavité orale et du tractus gastro-intestinal. Les especes du
sous-groupe salivarius étaient considérées comme non pathogeénes jusqu’a I'implication
récente de S. vestibularius et S. salivarius dans des cas d’endocardite et de méningite
(Doyuk et al., 2002; Idigoras et al., 2001); seul S. thermophilus n’a pas été impliqué,
jusqu’a présent, dans des maladies infectieuses. Le séquengage complet des génomes de 4
souches de S. thermophilus et leur analyse révelent 1’absence ou 'inactivation des genes
liés a la virulence chez les streptocoques pathogenes (Bolotin et al., 2004; Makarova et al.,
2006; Sun et al.,2011).

En plus de son usage traditionnel en culture mixte avec Lactobacillus bulgaricus
pour la fabrication de yaourt, S. thermophilus est utilisé pour produire nombre de fromages
tels que ’Emmental, le Parmesan, le Provolone, la Mozzarella et I’ Asiago (Parente &
Cogan, 2004). On I’utilise aussi depuis peu pour la production de fromages de type
Cheddar en combinaison avec d’autres ferments mésophiles (Awad et al., 2005). Au final,
S. thermophilus joue donc son role essentiel de ferment dans 1’industrie laitiere dans la
fabrication de produits laitiers dont la valeur économique est supérieure a 300 milliards de
dollars par an (Datamonitor's Dairy: Global Industry Guide, Datamonitor, 2010), les
francais consommant a eux seuls plus d’un million et demi de tonnes de yaourts et laits
fermentés chaque année (L’économie laitiere en chiffres, CNIEL, 2010).

L’un des roles principal joué par S. thermophilus en industrie laitiere est de garantir
une acidification rapide du lait lors de la fermentation lactique. Cette vitesse d’acidification
dépendra bien sir de la souche utilisée, de sa vitesse de production de lactate mais aussi de
son potentiel génétique par rapport au systeme protéolytique (Courtin et al., 2002) et a
Pactivité uréasique (Juillard et al., 1988; Monnet et al., 2004; Mora et al., 2004).
Toutefois, 1'utilisation de S. thermophilus ne repose pas uniquement sur la production
d’acide lactique mais également a des niveaux moindres de formate, d’acétoine, de
diacétyle et d’acétaldéhyde qui participent également a la flaveur du produit fini. D’autres
aspects technologiques importants tels que la production d’exopolysaccharides (EPS) ou de

bacteriocines dépendent également du potentiel génétique de la souche employée.






1.3) Adaptation au lait

Les génomes de quatre souches de S. thermophilus, la souche CNRZ1066, la
souche LMG18311, la souche LMD9 et la souche NDO3 ont été séquencés (Bolotin et al.,
2004; Makarova et al., 2006; Sun et al., 2011). Ces génomes sont tres similaires, les deux
génomes des souches CNRZ1066 et LMG18311 étant les plus proches. Leur chromosome
est unique et circulaire et d’une taille d’environ 1,8 Mb, avec un pourcentage en bases G +
C de 39%. Chacun de ces génomes code approximativement 1900 CDS dont plus de 90%
sont identiques entre les deux souches. Les différences principales concernent les genes
impliqués dans la biosyntheése de polysaccharides extracellulaires (eps, rgp), la synthese
d’une bactériocine et les genes d’immunité associ€s (Bolotin ef al., 2004). Les analyses
comparatives des deux génomes des souches CNRZ1066 et LMGI18311 ont montré que
80% des genes de S. thermophilus sont des orthologues de genes d’autres streptocoques, ce
qui confirme bien la proximité génétique existant entre les différentes especes de
streptocoques (Hols et al., 2005).

L’évolution de S. thermophilus par la perte de génes, notamment ceux reconnus comme
importants pour le pouvoir pathogeéne de S. pneumoniae ou S. pyogenes, est reflétée par la
présence de ces genes sous une forme non fonctionnelle (pseudogenes) ou par leur absence
dans les génomes connus. La proportion relativement élevée (10-11%) des genes de S.
thermophilus correspondant a des pseudogenes, pourrait résulter de 1’adaptation de S.
thermophilus a I’environnement laitier. Ces pseudogenes sont, entre autres, homologues a
des geénes impliqués dans le métabolisme carboné, dans le transport et la régulation.

Méme s’il est certain que 1’évolution du génome de S. thermophilus s’est traduite par la
perte d’un grand nombre de geénes, de nouveaux genes peuvent étre acquis par transfert
horizontal et contribuent aussi a 1’adaptation du génome a sa niche écologique. On
dénombre ainsi chez cette bactérie plus de 50 séquences d’insertion dont les pourcentages
en GC présentent une déviation évidente par rapport au reste du génome. Par exemple, une
portion du génome de S. thermophilus provient vraisemblablement de L. bulgaricus
puisqu’elle contient le gene metC qui lui est identique a 95% (Bolotin et al., 2004). Ce
gene est impliqué dans la biosyntheése de la méthionine, un acide aminé faiblement présent
dans le lait. Ceci suggere que I'utilisation conjointe des souches de S. thermophilus et L.
bulgaricus pour la fabrication des yaourts pourrait conduire a des transferts horizontaux
comme le montre une étude plus récente. Celle-ci montre qu’un groupe de genes (cbs-

cblB/cglB-cysE) impliqués dans le métabolisme des acides aminés soufrés a été
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probablement transféré du lactobacille au streptocoque ainsi que deux autres groupes de
genes impliqués dans la production de polysaccharides (Liu ez al., 2009). Enfin, une autre
équipe a montré que des souches de S. thermophilus isolées de fromages traditionnels
italiens ont acquis la résistance a la tétracycline via des éléments génétiques mobiles
(Rizzotti et al., 2009). Ainsi, il semblerait que les especes bactériennes proches
phylogéniquement et appartenant a la méme niche écologique, naturellement ou du fait de
leur utilisation technologique, puissent s’échanger des genes par transfert horizontal.
L’évolution du génome de S. thermophilus repose sur trois mécanismes principaux lui
permettant de moduler 1’intégration de nouveaux éléments génétiques: sa capacité de
transformation via la compétence naturelle, la conjugaison par I'intermédiaire d’éléments
intégratifs et conjugatifs (ICEs) et enfin I’existence une certaine immunité contre les virus
et plasmides étrangers avec les séquences CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindrimic repeats).

Récemment, S. thermophilus a ét¢ démontré comme étant naturellement
compétente c’est-a- dire capable d’acquérir de ’ADN étranger (Blomqvist ez al., 2006;
Fontaine et al., 2010; Gardan et al., 2009). Pour les streptocoques en général, 1’étape clé du
développement de la compétence réside en I’induction du facteur sigma alternatif 6~ ou
comX. Celui-ci contrdle positivement les génes requis pour les mécanismes permettant la
transformation bactérienne et la recombinaison homologue (Johnsborg and Havarstein,
2009). Chez S. thermophilus, on sait depuis peu que I’induction de ComX repose sur
I’activation d’un systeme de type quorum-sensing impliquant le régulateur transcriptionnel
ComR et sa phéromone peptidique ComS. Actuellement, nous savons que ComS est
sécrétée, maturée et réimportée a 1’intérieur de la cellule par le transporteur d’oligopeptide
Ami/Opp pour finalement interagir et activer ComR qui peut ainsi se fixer sur le promoteur
de comX. Nous savons également que 1’addition de I’heptapeptide synthétique
correspondant a la partie C-terminale de ComS est suffisante pour activer le systéme
ComRS (Fontaine et al., 2010; Gardan et al., 2009). Ainsi ce systeéme original ComRS est
a la base de I’acquisition potentielle de nouveaux éléments génétiques.

Un autre élément génétique contribuant a I’acquisition de nouveaux geénes dans le
génome de S. thermophilus est la présence de transposons notamment les ICEs (integrative
conjugative elements), des ilots génomiques capables de s’exciser et de s’intégrer par
recombinaison site-spécifique (Burrus et al., 2000; Guedon et al., 2000; Pavlovic et al.,
2004). Depuis peu, il a été démontré que ces deux éléments intégratifs conjugatifs ICESt1

et ICESt3 se transféraient par conjugaison vers d’autres souches de S. thermophilus,
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d’autres bactéries lactiques telles que L. lactis (Bellanger et al., 2009) ainsi que des
bactéries pathogeénes opportunistes telles que S. pyogenes et Enteroccus faecalis. Ceci
suggere que ces ilots génomiques pourraient jouer un role majeur dans les échanges de
genes entre S. thermophilus et les autres especes bactériennes présentes en milieu laitier.

Enfin, comme nombre de bactéries, il existe chez S. thermophilus un mécanisme de
défense ciblant la multiplication des phages empéchant ainsi indirectement 1’incorporation
de genes supplémentaires. En effet, son génome contient une structure dite CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), composée de répétitions de
36 bp, entrecoupées de régions appelées «spacers» qui proviennent d’ADN
extrachromosomique et qui généralement suivent une série de quatre genes cas (CRISPR-
associated), nommés cas5, 1, 2 et 7 (Horvath et al., 2008). L’acquisition de ces spacers
n’est pas sans effet car elle est directement reliée a une immunité contre le phage auquel
appartient I’ADN du spacer. Ces CRISPR sont donc en quelque sorte la trace des invasions
d’une bactérie par des éléments extrachromosomiques mais surtout conferent aux bactéries
qui les portent une immunité contre ces éléments (Barrangou ef al., 2007). Les mécanismes
moléculaires régissant ce véritable « systtme immunitaire » bactérien sont toujours a
I’étude aujourd’hui et les perspectives en industrie laitiere nombreuses, I’augmentation de
I'immunité des souches de bactéries lactiques industrielles contre les phages dépendant de
'optimisation des loci CRISPR.

Toutes ces adaptations génomiques se répercutent a 1’échelle physiologique. Ainsi
S. thermophilus est particulierement bien adaptée a la croissance en présence de lactose, la
principale source de carbone du lait et le convertit rapidement en lactate par fermentation.
Le lactose est transporté a l’intérieur de la cellule par une perméase a lactose LacS
particulierement efficace (Foucaud and Poolman, 1992). Une fois transporté a I’intérieur
de la cellule, le lactose est hydrolysé par une beta-galactosidase en glucose et galactose.
Des lors, la majorité des souches de S. thermophilus métabolise uniquement le glucose
alors que le galactose est excrété dans le milieu (Hutkins ez al., 1985). On notera toutefois
qu’en fin de croissance dans le lait ou apres le passage dans le tractus digestif ou les
conditions de croissance sont plus difficiles (Rul e al., 2011), il utilise probablement le
galactose dans la mesure ol cette voie du métabolisme avait déja été démontrée chez la
souche LMG18311 comme induite lors de 1'ultime phase de croissance en lait (Herve-
Jimenez et al., 2008).

L’importance des voies de biosynthese des acides aminés pour la croissance en lait

de S. thermophilus est clairement établie (Hols er al., 2005) mais plus particulierement
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celle concernant les acides aminés branchés qui constitue un facteur clé permettant la
croissance optimale de S. thermophilus dans le lait (Garault et al., 2000; Herve-Jimenez et
al., 2008). Puisque le lait est relativement pauvre en acides aminés libres et en peptides
mais riche en caséines (80% des protéines du lait), S. thermophilus doit a la fois hydrolyser
les caséines, puis transporter et dégrader les peptides ainsi générés. Afin d’hydrolyser ces
caséines, la plupart des bactéries lactiques possede une protéase ancrée a la paroi dont
I’activité est variable selon les souches. Dans le cas de S. thermophilus, cette fonction est
assurée par la protéase PrtS, qui lorsque elle est présente, permet a la bactérie de satisfaire
a ses exigences nutritionnelles et d’atteindre une population maximale en lait dix fois plus
importante que les souches n’en possédant pas (Courtin et al., 2002; Fernandez-Espla et
al., 2000; Garault et al., 2002; Letort et al., 2002).

Pour ce qui est du transport proprement dit des peptides issus de la dégradation des
caséines, 1’analyse des génomes montre que S. thermophilus en possede plusieurs qui
pourraient assurer cette fonction mais qui restent a caractériser. Seul le systeme Ami a été
démontré comme transporteur d’oligopeptides allant de 3 a 23 acides aminés (Garault et
al.,2002). Par ailleurs, S. thermophilus posseéde une vingtaine de peptidases intracellulaires
lui permettant de dégrader ces peptides en acides aminés (Fernandez-Espla et al., 2000;
Rul and Monnet, 1997; Thomas et al., 2010).

Plus récemment, une analyse protéomique comparative de la croissance de S.
thermophilus en milieu M17 et en lait a montré une augmentation des quantités de
protéines telles que la pyruvate formate lyase contribuant indirectement a la syntheése de
purines, composés connus aussi pour é&tre limitants dans le lait, mais aussi d’autres
protéines impliquées dans la synthése des purines (Derzelle et al., 2005). Cette étude
confirme par ailleurs 1’augmentation d’enzymes impliqués dans la synthése d’acides
aminés lorsque S. thermophilus est cultivé en lait (Garault et al., 2000).

Enfin, une étude de la physiologie de S. thermophilus au cours de sa croissance en
lait combinant a la fois protéomique et transcriptomique confirme bien cette activation des
voies d’assimilation des composés azotées et de biosynthese des acides aminés et révele
également une diversification des voies d’assimilation des sucres en phase stationnaire
(Herve-Jimenez et al., 2008). Ainsi, les éléments présentés ici montrent que S.

thermophilus est particulierement bien adaptée pour se développer dans le lait.
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1.4) Interaction avec Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus)

Beaucoup de produits alimentaires sont fermentés a partir de cultures mixtes
comprenant des bactéries, des levures ou des champignons filamenteux. C’est
particulierement le cas des produits contenant S. thermophilus qui n’est jamais utilisé seul
mais dans des écosystemes plus ou moins complexes. Ainsi par exemple la fabrication du
yaourt nécessite, de part la 1égislation francaise, une fermentation effectuée par les deux
bactéries lactiques S. thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Durant la fermentation du
lactose, les deux especes contribuent a 1’acidification, a la texture et a la flaveur du produit
fini en produisant des exopolysaccharides et des composés aromatiques comme
I’acétaldéhyde. Bien que les deux especes soient capables de se développer
individuellement dans le lait, il a ét€ démontré que celles-ci voyaient leur croissance et leur
production d’acide stimulées lorsqu’elles étaient associées. Ce phénomene est appelé
proto-coopération et s’explique par la mise en place d’échanges nutritionnels entre les deux
especes. Comme énoncé précédemment, le lait contient peu d’acides aminés libres et toutes
les souches de S. thermophilus ne posseédent pas la protéase de paroi PrtS. Ainsi, les
souches de S. thermophilus dégradant difficilement les caséines du lait peuvent profiter
directement de I’action de la protéase PrtB de L. bulgaricus (Courtin et al., 2002). A son
tour, S. thermophilus stimule la croissance de L. bulgaricus par la production de certains
métabolites comme 1’acide formique, le CO,, 1’acide pyruvique et I’acide folique
(Crittenden et al., 2003; Derzelle et al., 2005; Driessen et al., 1982).

Plus récemment, deux études postgénomiques ont permis d’affiner la compréhension
des interactionns liant ces deux especes (Herve-Jimenez et al., 2008; Herve-Jimenez et al.,
2009). Une stimulation de la voie de biosynthese des acides aminés branchés ainsi que la
mise en place probable d’une réponse a un stress oxydant chez S. thermophilus a été mise
en évidence en coculture avec L.bulgaricus. L hypothese proposée par les auteurs est que
S. thermophilus, en réponse a la production de peroxyde d’hydrogene par L. bulgaricus,
adapte son métabolisme de facon a diminuer la concentration de fer intracellulaire et ainsi
minimiser les dégats provoqués par les especes oxygénées réactives (ROS) générées par la
réaction de Fenton. Enfin, la répression de genes du métabolisme des purines et a I’inverse
I’induction d’une perméase type xanthine/uracile chez le streptocoque suggere que les
purines ou leurs précurseurs seraient fournis par L. bulgaricus et consommés par les
streptocoques. Une partie seulement de ces adaptations métaboliques liées a la coculture

avec L. bulgaricus ont depuis été confirmées avec un autre couple S. thermophilus/L.
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Locus Tag

STER_0108
STER_0161
STER_0164
STER_0230
STER_0252
STER_0253
STER_0395
STER_0625
STER_0879
STER_0880

Géne

ctsR
hrcA
dnaJ
hslO
groES
groEL
clpP
clpX
CSpPA
cspB

Description du géne

Transcriptional repressor of class Il stress genes

heat-inducible transcription repressor HrcA

DnaJ-class molecular chaperone with C-terminal Zn finger domain
Disulfide bond chaperones of the HSP33 family

Co-chaperonin GroES (HSP10)

Chaperonin GroEL (HSP60 family)

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit ClpP
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX
cold-shock DNA-binding protein family

cold-shock DNA-binding protein family

Tableau 1: Génes potentiellement impliqués dans la réponse générale aux
stress chez la souche S. thermophilus LMD-9



bulgaricus (Sieuwerts et al., 2010). Dans ce cas, les pourcentages de populations finales
des deux bactéries sont tres différents de ce qui avait ét€ observé par Hervé-Jimenez et al.
Les auteurs proposent que S. thermophilus 1L.MD-9 produiraient de I’acide formique,
folique ainsi que des acides gras. La protéolyse de L. bulgaricus contribuerait de fagon
partielle a satisfaire la demande en acides aminés soufrés et branchés des deux souches ce
qui expliquerait la surexpression en coculture des genes de biosynthése de ces acides
aminés chez L. bulgaricus. Cette étude montre également que les geénes associés a la
production d’exopolysaccharides sont favorisés chez les deux bactéries lorsqu’elles sont
associées.

Ces deux exemples d’étude post-génomique de cocultures S. thermophilus/L. bulgaricus
montrent que cette association reste tres variable selon les souches. C’est pourquoi a ce
jour, la résultante de leurs interactions reste impossible a prédire et contraint d’ailleurs les

industriels a multiplier les tests de couples de souches S. thermophilus/L. bulgaricus.

1.5) Capacités générales de résistance aux stress

Au cours des procédés de I’industrie agroalimentaire, dans leur environnement ou
lors de la traversée du transit digestif, les bactéries lactiques peuvent rencontrer de
nombreux stress allant du stress nutritionnel, thermique (hyper ou hypothermique),
osmotique aux stress oxydant ou acide. La plupart du temps et ce, pour n’importe quel
microorganisme, ’exposition a un stress conduit a la dénaturation des protéines qui
perdent leur configuration tridimensionnelle native, ceci pouvant méme a terme provoquer
des agrégats irréversibles. Les différents acteurs de la réponse non spécifique a un stress
pour la souche de S. thermophilus LMD-9 sont représentés dans le tableau 1 réalisé d’apres
I’analyse in silico de son génome. Ces genes sont également conservés dans les autres
souches séquencées.

Pour se protéger de ces effets dévastateurs, les bactéries utilisent des protéines dites
de stress qui ont pour role de protéger les protéines de la dénaturation, de participer a leur
renaturation voire méme d’éliminer les protéines dénaturées. A noter néanmoins que ces
protéines de stress agissent aussi en conditions normales en participant a la biogénese des
protéines, assistant leur repliement ou I’assemblage des autres protéines. Voila pourquoi on
leur associe généralement le nom de protéines chaperones. Néanmoins, en référence aux
conditions thermiques qui ont permis de les mettre en évidence, on peut distinguer les HSP

pour Heat Shock Protein et les CSP pour Cold Shock Protein, ces dernieres étant plus
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spécifiquement associées a un stress thermique froid. Parmi les HSP, on retrouve ainsi les
systemes DnaK, GroES/L ainsi que les protéases de la famille Clp. Le systéeme DnaK est
composé de trois protéines DnaK (Hsp70), DnaJ (Hsp40) et GrpE alors que GroES/L n’en
contient que deux, GroEL et GroES. Toutes ces protéines sont impliquées non seulement
dans le repliement protéique mais aussi dans le transport des protéines a travers la
membrane et la réactivation de protéines endommagées suite a stress quelconque. Pour ce
qui est de la famille Clp (Hsp100), ce sont des protéases ATP-dépendantes qui peuvent
aussi fonctionner comme chaperones comme c’est le cas par exemple pour la protéine
ClpB. Enfin plusieurs CSP ont été mises en évidence plus particulierement en condition de
stress thermique froid (Perrin et al., 1999). Ce sont de petites protéines généralement
inférieures a 10 kDa possédant un domaine de liaison aux acides nucléiques simple brin via
un domaine CSD (cold shock domain). Ces CSP pourraient servir de chaperones ARN
permettant de prévenir I’apparition de structures secondaires dans I’ARN et de promouvoir
I’initiation de la traduction. Chez S. thermophilus, la régulation générale aux stress fait
intervenir la protéine HrcA, qui, activée sous sa conformation dimérique, controle plus
particulierement 1’expression du géne dnaK et de ’opéron groE en se fixant sur des
séquences inversées répétées nommées CIRCE pour Controlling Inverted Repeat of
Chaperone Expression (Martirani et al., 2001). Les Clp quant a eux sont sous le controle
non seulement d’HrcA mais aussi de CtsR, une protéine de stress chez S. salivarius
(Chastanet and Msadek, 2003). De plus, HrcA et CtsR contrélent aussi chez S.
thermophilus des geénes importants permettant la tolérance a I’acidité et a la carence
nutritionelle (Arena et al., 2006).

Afin de se développer convenablement et persister dans sa niche écologique, S.
thermophilus, comme toute bactérie, doit adapter sa physiologie pour répondre aux
variations inhérentes de son environnement qui peuvent étre d’ordre nutritionnel ou
physiques. D’un point de vue génétique, cette adaptation métabolique nécessite donc des
modulations plus ou moins importantes de I’expression de geénes pour répondre a ces
changements environnementaux. Voyons a présent ces mécanismes généraux et différents

systemes génétiques pour répondre a ces changements.
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2) Mécanismes généraux d’adaptation a l'environnement par des

régulateurs transcriptionnels

Pour s’adapter a leur environnement, les bactéries disposent de systémes extrémement
variés allant de régulateurs transcriptionnels comportant une seule protéine aux systeémes
faisant intervenir de multiples composants (Cashin et al., 2006). Cette partie donne les
principes généraux du contrdle transcriptionnel pour chacun de ces systeémes. Ainsi, nous

proposons ici de les classer en 3 catégories par ordre croissant de complexité (Figure 2):

=> les régulateurs transcriptionnels ou systémes a un composant
=> les systemes a deux composants (TCS)

=> les systémes a multiples composants

Rappelons tout d’abord quelques éléments de base permettant de contrdler 1’activité
de I’ARN polymérase, I’enzyme clé de la transcription. Alors que les eucaryotes disposent
de plusieurs types d’ARN polymérases, les bactéries n’en posseédent qu'un seul. Afin
d’initier la transcription d’une région promotrice sur la matrice d’ADN, ce complexe
multi-protéique doit s’associer avec un des multiples facteurs sigma qui influe directement
sur I’affinité et I’activité de I’ARN polymérase pour le promoteur du gene cible. Chaque
espece bactérienne possede au moins un facteur ¢ de ménage et un nombre variable de
facteurs o alternatifs dépendant du niveau de complexité du cycle de vie de I’organisme.
Typiquement, le facteur 6 de ménage fait partie de la famille des facteurs 6" qui reconnait
des motifs de 5-6 paires de bases spécifiques centrés entre les positions -10 et -35 du site
d’initiation de la transcription. On notera par ailleurs que les facteurs ¢ alternatifs ne sont
pas essentiels a la survie mais, peuvent permettre a l’organisme a répondre a un
changement d’état physiologique (phase stationnaire, choc thermique, stress oxydant,
etc...). Au final, ces facteurs o, associés a des facteurs de transcription plus spécifiques ou
des systemes a multiples composants, vont permettre de guider I’ARN polymérase pour
controler un pool de genes cibles donné. L’analyse in silico du génome de S. thermophilus
montre qu’il possede le facteur o de ménage rpoD ainsi qu’un facteur alternatif comX lui

permettant d’induire si nécessaire des genes associés a la compétence (cf ci-dessus).
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2.1) Les systemes a un composant ou facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des protéines se liant a I’ADN et permettent soit
d’activer soit de réprimer la transcription du geéne cible en réponse a un changement
environnemental. D’un point de vue structural, cela signifie que la protéine possede
nécessairement un domaine de reconnaissance ou de liaison au signal dit « receveur » et un
domaine de liaison a I’ADN dit « effecteur » agissant sur la régulation des genes cibles. 11
existe différentes familles de régulateurs transcriptionnels qui sont définies par la
conservation d’un domaine particulier de liaison a I’ADN (composé généralement de
variations d’un domaine ayant un motif HTH pour hélice-tour-hélice).

On notera toutefois une architecture typique dans le cas des régulateurs appartenant
a la famille des Rgg, particulierement bien distribués chez les bactéries a Gram + a bas
pourcentage en GC. En effet, ceux-ci ont une taille proche de 200 acides aminés et
possedent toujours un domaine conservé en C-terminal (TIGR0O1716) ainsi qu’un domaine
HTH en position N-terminale appartenant toujours a la famille PFAMO01381. Ces protéines
de type Rgg contrdlent des fonctions bien précises notamment chez les streptocoques.
Ainsi par exemple, chez S. gordonii, la protéine Rgg induit I’expression d’une
glucosyltransferase extracellulaire (Sulavik ez al., 1992; Sulavik and Clewell, 1996); chez
S. mutans, la protéine MutR régule I’expression de la mutacine, une bactériocine (Qi et al.,
1999) et enfin chez S. pyogenes, la protéine RopB participe au contrdle de I’expression de
protéines sécrétées comme SpeB (Chaussee et al., 1999). On trouve par ailleurs des
exemples de protéines Rgg autres que chez les streptocoques comme par exemple chez L.
sakei avec la protéine LacX controlant I’expression d’une lactocine (Rawlinson et al.,
2002; Skaugen et al., 2002) et chez L. lactis un mécanisme de tolérance a I’acidité
glutamate-dépendant est sous le controle de la protéine GadR (Sanders et al., 1998).
Certains régulateurs peuvent étre activateurs pour certains genes et répresseurs pour
d’autres : les régulateurs de la famille LysR par exemple, activent en général la
transcription de leurs genes cibles et répriment leur propre expression (Schell, 1993). Les
répresseurs ont leurs sites de fixation dans la région promotrice du gene régulé. Une fois le
répresseur fixé, I’encombrement stérique empéche I’ARN polymérase de se fixer sur le
promoteur, le géne ne peut étre transcrit. Un activateur fixé sur son opérateur aura un effet
inverse, son interaction avec I’ARN polymérase va augmenter 1’affinité de celle-ci pour le
promoteur du gene régulé, qui sera transcrit de maniere plus efficace. Par ailleurs, certaines

familles de facteurs de transcriptions peuvent réguler un large éventail de fonctions (cas de
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LysR par exemple) et d’autres sont plus spécialisées comme c’est le cas de ArsR,
spécialisée dans la réponse a des stress induits par des métaux lourds (Murphy and
Saltikov, 2009). Enfin, une analyse récente effectuée sur 145 génomes procaryotes montre
que 97% des facteurs de transcription ne comportent pas de régions transmembranaires ce
qui, comme le suggere I’étude, montre que ce type de systeme ne percoit pas directement
des stimuli extracellulaires et donc détecte majoritairement des stimuli cytosoliques

(Marijuén et al., 2010).

2.2) Les systemes a deux composants

Les systemes a deux composants (TCS) constituent un des mécanismes essentiels
qu’utilisent les bactéries pour percevoir et s’adapter a des changements environnementaux
(Stock et al., 2000) tels que I’osmolarité, le chimiotactisme, les carences nutritionnelles, la
résistance aux antibiotiques et la virulence bactérienne. D’un point de vue structural, les
TCS sont constitués de deux composants : un senseur ou protéine histidine kinase (HK) qui
s’auto-phosphoryle en réponse a un stimulus puis transfere son groupement phosphate au
régulateur de réponse (RR), le deuxieme composant. Celui-ci se comporte alors le plus
souvent comme un régulateur transcriptionnel permettant une réponse physiologique
adaptée mais certains RRs possedent des activités enzymatiques ou peuvent se lier a
d’autres protéines. Ainsi, a I’inverse du facteur de transcription comportant a la fois un
domaine senseur et effecteur, ici c’est ’'HK qui constitue le module senseur et le RR pour
la partie effectrice (Figure 2). L’élément clé dans cette voie de transduction est le niveau de
phosphorylation du RR puisque c’est celui-ci qui module 1’affinité du RR pour ses cibles
(Stock et al., 2000). Toutefois, nombre de TCS font intervenir d’autres protéines et méme
des peptides qui peuvent jouer également un rdle dans la perception du signal (cas des
systemes de quorum sensing) et la transmission du signal. Les différentes architectures
retrouvées ainsi que les aspects mécanistiques propres aux TCS seront développés plus en

détail dans la partie 3.

2.3) Les systemes a multiples composants

Les systemes a deux composants sont souvent intégrés a des réseaux de régulation
plus complexes dits de phosphorelais qui offrent de meilleurs niveaux de contrdle et

facilitent le décodage de multiples signaux positifs ou négatifs. Contrairement aux TCS ou
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il n’y a qu'une seule réaction de phospho-transfert, les systeémes phosphorelais en
contiennent de multiples. Le transfert du phosphate se fait toujours entre un résidu histidine
et un résidu aspartate pour donner lieu a des réactions de type His=>Asp=His—=>Asp qui
font parfois intervenir des protéines intermédiaires dites Hpt pour « Histidine
Phosphotransfert Protein » (Figure 2). L’exemple typique de systeme phosphorelais
multiple est celui de Bacillus subtilis, Spo0, qui contrdle 1’initiation de la sporulation. Ce
systeme sera développé en détails dans la section 4. D’autres phosphorelais multiples
procaryotes existent, notamment le systtme BvgS-BvgA impliqué dans le contréle de la
virulence chez Bordetella pertussis (Beier and Gross, 2006) et le systtme Rcs impliqué,
chez E. coli, dans la contrdle de la production d’exopolysaccharides comme I’acide

colanique (Majdalani and Gottesman, 2005).
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Figure 3: Représentation tridimensionnelle des domaines REC
(cyan) et HTH-luxR ou GerE (vert) du RR NarL d’E.coli.

D’aprées Stock et al., 2000

La structure du domaine HTH-LuxR ou GerE est composée exclusivement de
4 hélices a, les deux centrales formant le motif HTH classique, les deux autres
hélices pouvant étre impliqué dans le fréquent assemblage en dimére observé
pour ce type de RR. Les résidus impliqués dans la réaction de phosphorylation
du domaine REC sont représentés par des sphéres rouges



3) Structures des TCS et modulation de leur activité

3.1) Structure des RR

L’alignement de centaines de RR a montré que la plupart de ces régulateurs
possede deux domaines, en N-terminal un domaine receveur conservé (REC) d’environ
125 acides aminés qui peut étre phosphorylé sur un résidu conservé aspartate et un

domaine effecteur variable en C-terminal (Stock et al., 2000).

3.1.1) Structure et role du domaine receveur REC

Le domaine conservé REC est appelé « Response-reg domain » dans la base de
données Pfam. Il joue un r6le dans au moins trois fonctions : premierement, il interagit
avec les HK phosphorylées et catalyse le transfert du groupement phosphoryl sur leur
propre résidu Asp typiquement autour de la position 55 ; deuxiemement, il assure sa propre
auto-déphosphorylation et troisiemement, bien sir, il régule 1’activité phosphorylation-
dépendante du ou des domaines effecteurs associés au RR.

Néanmoins, bien que la plupart du temps le domaine receveur REC soit associé a un ou
plusieurs domaines effecteurs, le domaine REC seul peut fonctionner indépendamment ;
c’est le cas de 17% des RRs bactériens qui existent sous cette forme monomodulaire.
Drailleurs, historiquement le terme régulateur de réponse a été défini en 1977 par Daniel
Kosland pour décrire la protéine de chimiotactisme CheY consistant uniquement en un
domaine REC. Depuis, la protéine CheY est restée le modele référent de structure du
domaine REC des RRs.
D’une taille d’environ 120 acides aminés, sa structure secondaire présente une alternance
de feuillets § et d’hélices a donnant lieu a une structure tertiaire ou les feuillets 3 forment
le noyau de la protéine « enrobée » par les hélices (Figure 3). On peut aussi ajouter que 3
groupes de résidus sont essentiels et régissent I’activité de phosphorylation :

1) un groupe de résidus hydrophobes entourant le site de phosphorylation (Asp57) en

C-terminal du troisieme feuillet 3

2) des résidus participant a la catalyse de la réaction de phosphorylation (Asp12, 13 et

Lys109)
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3) les résidus Thr87 et Tyrl06 impliqués dans le changement de conformation

phosphorylation-dépendant.

La plupart des RRs possédant uniquement ce domaine REC joue un rdle dans les
processus de chimiotactisme du fait des nombreuses interactions intermoléculaires avec les
protéines motrices. Ce type de RR peut aussi étre retrouvé dans les systemes de type
phosphorelais en tant qu’intermédiaire de phosphorylation. Au final, on peut donc dire que
le domaine REC est la structure conservée du RR qui fait office de référence pour leur
détection in silico lors de 1I’annotation de nouveaux génomes. De cette observation découle
néanmoins une autre problématique : comment attribuer avec justesse une fonction a un
RR quand deux RR de fonctions totalement différentes partagent souvent plus de 30%
d’identité, notamment sur le domaine REC ?

En réalité, méme s’il existe une certaine variabilité de séquence du domaine REC, le
moyen le plus simple de distinguer deux RR passe par ’analyse de leur partie effectrice.
C’est la raison pour laquelle il a été choisi des le départ de les classer en fonction de leur
partie effectrice, ce que nous proposons d’examiner dans la partie suivante de maniere

exhaustive.

3.1.2) Structure et role du domaine effecteur

Les RRs des génomes procaryotes se caractérisent par une tres grande diversité de
domaines effecteurs. Comme énoncé auparavant, 17% des RRs bactériens sont constitués
simplement du domaine REC. Les 83 % restant possédant un domaine effecteur peuvent
étre classés en 3 grandes catégories :

= les domaines effecteurs de liaison aux acides nucléiques (60%)
* les domaines effecteurs a activité enzymatique (21%)

= les domaines effecteurs de liaison a des protéines (2%)

Les domaines effecteurs de liaison aux acides nucléiques

La grande majorité des RRs bactériens comprend un domaine effecteur de liaison a
I’ ADN et se comporte ainsi comme des régulateurs transcriptionnels. Ces domaines ont été
classés en sous-familles bien caractérisées par rapport a la structure tridimensionnelle de
leur domaine effecteur (un ou plusieurs domaines Pfam associés). Ces sous-familles sont
en fait des variantes du motif HTH (hélice-tour-hélice) permettant la liaison a I’ADN et

incluent principalement la famille OmpR (30% de tous les RRs), NarL (17%), NtrC (9%),
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Figure 4: Représentation tridimensionnelle du domaine effecteur
WHTH du RR OmpR d’E.col..

D’apres Stock et al., 2000

La structure du domaine wHTH consiste en 3 hélices o "enrobées" par
2 modules a feuillets p antiparalléles. L’hélice de reconnaissance du
motif est représentée en rose sur la figure.



LytR (3%) en enfin AraC (1%). On notera par ailleurs 1’existence de quelques domaines
effecteurs possédant un domaine de liaison a I’ARN (1%), la plupart de la famille ANTAR
(AmiR and NasR transcription antitermination regulators) et fonctionnant comme des anti-
terminateurs de transcription.

La sous-famille OmpR tient son nom du régulateur de la pression osmotique via le
contrdle global des porines chez E. coli. Les RRs de ce type sont caractérisés par un
domaine de liaison a I’ADN de type wHTH pour winged helix (trans_reg_C dans la base
Pfam). Leur structure globale consiste en 3 hélices a "enrobées" par deux modules a
feuillets (3 antiparalleles (Figure 4). Les hélices a2 et a3 ainsi que la dizaine de résidus de
la boucle les connectant forment la structure typique HTH, a2 et a3 étant respectivement
I’hélice de positionnement et 1’hélice de reconnaissance (en rouge sur la figure). Enfin, les
deux boucles reliant chacun des deux feuillets 3 antiparalleles constituent les ailes ou
« wings » entourant I’hélice a3 de reconnaissance, participant aussi mais dans une moindre
mesure a la liaison a I’ADN.

Une autre famille de RRs est représentée par NarL, un facteur de transcription
agissant aussi bien comme activateur que répresseur de genes ciblant le métabolisme des
nitrates et nitrites. Les RRs de type NarL possédent tous un domaine de liaison a I’ADN de
type GerE dans la base Pfam dont la structure tridimensionnelle est composée
exclusivement de 4 hélices a, les deux centrales formant le motif classique HTH (Figure
3). Les deux autres hélices jouent un role dans le fréquent assemblage en dimere observé
pour ce type de RR.

Les domaines effecteurs de type NtrC, un RR participant a la régulation du
métabolisme azoté chez les entérobactéries par exemple, sont structuralement plus
complexes car ils présentent a la fois un domaine ATPase et un domaine Fis, pour facteur
de stimulation inversé. Fis est un type d’HTH a faible spécificité de séquence et capable
d’activer le facteur alternatif o>*. L’activité de ces régulateurs dépend aussi bien de leur
état de phosphorylation que de leur niveau d’oligomérisation (cf partie modulation de
I’activité).

La famille AraC tire a 1’origine son nom du facteur de transcription AraC,
activateur de I’opéron arabinose chez E. coli. Sa structure tridimensionelle se rapproche de
la famille NarL car composée d’hélices a (7 ici), a la différence pres que le motif HTH est
en deux parties connectés par une hélice a (Rhee et al., 1998), la premiere partie en N

terminale (3 hélices a) et la deuxieme en C-terminale (3 hélices o). Peu d’études existent
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Figure 5: Représentation tridimensionnelle du domaine effecteur
LytTR d’AgrA de S. aureus lié a ’ADN

Sidote et al., 2008

Le domaine effecteur LytTR est une structure trés majoritairement
constituée de feuillets 3, organisés symétriquement autour d’'une
hélice « unique.



sur les RRs de type AraC mis a part celle sur TrxR, impliqué chez les GAS dans la
virulence sur un modele murin (Leday et al., 2008).

Enfin, la famille LytR constitue la derniere grande sous-famille de RR en termes
d’abondance et n’a été caractérisée structuralement que récemment. Le domaine Pfam
associé, LytTR, est assez inhabituel en ce sens que le domaine de liaison a I’ADN n’est pas
un HTH mais est prédominé par une structure en feuillets § (Sidote et al., 2008), organisé
symétriquement autour d’une unique hélice a (en rouge sur la figure 5). Les régulateurs de
ce type sont souvent associés a la régulation de la production de facteurs de virulence ou de
bactériocines.

Les domaines effecteurs a activité enzymatique

Méme si la majorité des RRs sont avant tout des régulateurs de la transcription,
certains RRs possédent des domaines effecteurs présentant une activité enzymatique et
jouant un rdle dans la réponse physiologique a un ou des signaux donnés. Ainsi, associés
au domaine REC, on peut trouver des doamines effecteurs a activité méthylestérases,
adénylate cyclases, diguanylate cyclases, histidine kinases (cas des protéines
intermédiaires de phosphorelais), sérine/thréonine kinases et phosphatases. CheB par
exemple, une des protéines du systeme de chimiotactisme combine ainsi un domaine REC
avec un domaine a activité méthylestérase. Dans ce systeme, des substances attractives ou
répulsives sont détectées par des protéines MCP membranaires dites acceptrices de
méthyle (Methyl-accepting Chemotaxis Protein). La fixation d'un attractif ou d’un répulsif
induit un changement de conformation de la MCP qui permet sa méthylation par une
méthylase spécifique. Lorsque la concentration de l'attractif ou du répulsif n'augmente pas,
CheB entre autre, déméthyle progressivement la protéine (Wadhams and Armitage, 2004).

La dégradation du di-GMP cyclique est effectuée par des protéines a activité
phosphodiesterasique possédant un motif conservé d’acides aminés EAL ou HD-GYP. Les
RRs possédant ces types de domaines permettraient ainsi de contrdler finement les pools
intracellulaires d’AMP et de di-GMP cyclique en fonction de leur niveau de
phosphorylation, lui-méme dépendant du ou des signaux percus initialement par leur
histidine kinase associée. Chez les bactéries, I’AMP cyclique et le di-GMP cyclique sont
utilisés comme second messager dans la signalisation cellulaire. Ils participent au contrdle
de fonctions clés dont la virulence, la formation de biofilms, la synthése de surfactant ou
plus généralement a 1’adaptation métabolique dans le cas de ' AMP cyclique. Typiquement,
le di-GMP cyclique est synthétisé par des protéines a activité diguanilate cyclase possédant

un motif caractéristique GGDEF.
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HK type H-box consensus”

Typel HEhR . T
Type Ul HE .+« N.
Type 1N REMHD «h-.
Type IV PHFh-N-.
CheA HShKG-

Tableau 2: Classification des HK en fonction des
variations de la H-box

Kim and Forst, 2001

La lettre H en gras représente 1’histidine phosphorylable
conservée de la H-box. Les résidus conservés hydrophobes (I,
L,V.M) I’entourant sont notés par un ‘h’

Signaux détectés par les HK

wwsp Modulation du niveau d’expression
du ou des génes cibles

Figure 6: Représentation schématique des HK a perception
extracellulaire (A), membranaire (B) et cytoplasmique (C)

D’aprés Mascher et al., 2006



Enfin, certains RRs possedent un domaine effecteur de la famille des sérine/thréonine

phosphatases et sont souvent associés a la régulation de facteurs sigma (Galperin, 2006).

Les domaines effecteurs de liaison a des protéines

Ils forment un petit groupe tres diversifié permettant de moduler 1’interaction avec
d’autres protéines ou ligands. Environ la moitié de ces RRs interviennent dans le processus
de chimiotactisme et sont constitués principalement d’effecteurs de type CheW appartenant
a la famille des protéines CheV. Toutes ces protéines ont des roles auxiliaires et
participent, de maniere phospho-dépendante, a 1’association des chimiorécepteurs (MCP)

avec CheA, une histidine kinase cytoplasmique.

3.2) Structure des HK

Les HK possedent un domaine senseur extracellulaire N-terminal couplé a un
domaine a activité kinase dit transmetteur a 1’extrémité C-terminale. Il existe une grande
diversité architecturale des régions N-terminales des HK, ce qui suggere une grande
variabilité des signaux qu’elles peuvent percevoir. Ces signaux peuvent €tre pergus
directement par I’HK ou indirectement par des interactions protéine-protéine. Chez les
procaryotes, le signal percu par I’HK, lorsqu’il est connu, est dans 96% des cas une petite
molécule qui se lie a elle (Ulrich, 2005). Contrairement a la plupart des kinases, une HK ne
catalyse pas un transfert direct de phosphate d’une molécule d’ATP vers son RR cible.
Lorsqu’elle est activée, I’HK va en effet s’autophosphoryler, puis le groupement phosphate
va étre transféré au niveau d’un résidu aspartate conservé du RR.

A D'instar des RRs, une comparaison des séquences des HKs a été effectuée avec
I’objectif de mieux les classer. Les premieres classifications (Kim and Forst, 2001) furent
axées sur le domaine transmetteur de I’HK, plus particulierement sur la variabilité de la H-
box (site de phosphorylation) et permirent de subdiviser les HKs en sous-familles (Tableau
2). Néanmoins, ces classifications ne rendent pas completement compte des différences de
perception et de transmission du signal des HK. En effet, la variabilité de structure des
histidines kinase se fait essentiellement sur le domaine senseur, le domaine transmetteur
étant lui conservé de part sa fonction. Ainsi, on retrouve au niveau de la partie C-terminale
le domaine catalytique de phosphorylation HATPase_c (base Pfam) associé souvent au

domaine HisKA permettant 1’association des HKs en dimeres.

24






Ainsi, récemment, Mascher et ses collaborateurs (2006) ont proposé une classification des
HKSs plus fonctionnelle, basée sur le mode de perception du signal. Ainsi, les HK sont
classées ici en 3 familles selon la topologie de leur domaine senseur (Figure 6).

Le premier groupe (A) comprend les HKs a perception extracellulaire, d’ions ou de
nutriments. Il est caractérisé par une partie sensorielle extracellulaire, liée a la membrane
cytoplasmique par au moins deux hélices transmembranaires. Le second groupe (B) semble
percevoir des perturbations associées a la membrane puisqu’il y a absence de domaines
extra-membranaires et présence de multiples hélices transmembranaires (de 2 a 20). Le
troisieme groupe (C) rassemble les HKs répondant aux stimuli internes, qu’elles soient
ancrées ou non a la membrane cytoplasmique.

Voyons a présent les principales familles de domaines les plus fréquents retrouvés dans

I’architecture des HKs plus particulierement dans la partie senseur.

3.2.1) Principaux domaines des HK

Le domaine PAS

Environ 33% des HKs (toutes classes confondues) contiennent au moins un domaine
PAS. On retrouve des protéines a domaines PAS aussi bien chez les bactéries que chez les
archaeca et eucaryotes. La capacité de ces prot€ines a percevoir les variations de
I’environnement (lumiere, potentiel redox, ligands chimiques) dépend de 1’efficacité du
domaine PAS. Celui-ci constitue un domaine d’environ 100 acides aminés permettant a la
fois la détection du signal et de sa transmission a d’autres domaines partenaires par
I’intermédiaire de changements conformationnels (Watts et al., 2011). Méme s’il existe
une tres grande variabilité de séquences de ces domaines PAS, on trouve néanmoins une
forte conservation de leur structure secondaire organisée autour de 5 feuillets B encadrés de
part et d’autres par une longue hélice o et un autre groupe de 3 petites hélices a. Dans
beaucoup de protéines de signalisation, les domaines PAS détectent leur signal grace a un
cofacteur associé. Celui-ci peut lier des petites molécules et percevoir des changements de
lumiere, de potentiel redox ou du niveau global d’énergie de la cellule (Ponting and
Aravind, 1997). La détection de stimuli divers comme la lumiere, les gaz diatomiques ou le
potentiel redox requiert des cofacteurs différents. Dans les protéines a domaines PAS qui
détectent la lumiere, PYP est un récepteur bactérien qui capte la lumiere bleue par le
chromophore 4-hydroxycinnamyl. FixL, est un récepteur d’oxygene dans lequel I’oxygene

se lie directement a un cofacteur heme, coordonné par un résidu histidine dans le domaine

25






PAS. D’autres, comme la protéine Aer, sont des protéines transductrices qui détectent

I’oxygene indirectement a travers des changements du potentiel redox.

Le domaine HAMP

Contrairement aux domaines PAS, les domaines HAMP, présents dans 31% des
HKSs, ne participent pas a la détection du signal. Ils jouent néanmoins un role majeur dans
la transmission du signal détecté par la partie senseur (Mascher ef al., 2006b). En effet, la
cinquantaine d’acides aminés du domaine HAMP forme 2 hélices a reliées par une boucle,
qui assemblé en dimere se comporte un peu a la maniere du piston d’un vérin pneumatique.
Des études structurales montrent que I’intégration du signal percu entraine au niveau du
domaine HAMP des mouvements de rotations des 4 hélices parfaitement coordonnées
aboutissant a 1’activation du domaine transmetteur C-terminal de I’'HK et donc a

I’autophosphorylation de celle-ci.

Les domaines CHASE

Le domaine CHASE pour cyclase/histidine kinase associated sensing extracellular
est retrouvé aussi bien chez les procaryotes que les eucaryotes et, comme son nom
I’indique, est un domaine de perception extracellulaire (Mascher et al., 2006b). Des
alignements multiples de plusieurs protéines ont permis de décliner cette famille CHASE
en 6 domaines conservés (CHASE, CHASE 2 jusqu’a CHASE 6). Ces domaines ont une
taille variable allant de 150 a 300 acides aminés et sont présents dans la région N-terminale
d’HKs, d’adenylate cyclases et d’autres protéines telles que les serine/théonine kinases
dans le cas du domaine CHASE 2 par exemple. Les domaines CHASE sont toujours
bordés par des régions transmembranaires et souvent associ€ées aux domaines PAS et

HAMP.
3.3) Modulation de ’activité d’un TCS
3.3.1) Transmission du signal HK-RR
La transmission du signal entre I’histidine kinase senseur et le régulateur de

réponse fait intervenir le domaine transmetteur du senseur et le domaine receveur du

régulateur (REC).
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Le module transmetteur de 1’histidine kinase, commun a toutes les HKs, est impliqué dans
la premiere étape de transfert de phosphate. Lorsqu'un signal est percu par le domaine
détecteur de I’'HK, le module transmetteur s'autophosphoryle sur un résidu conservé
histidine a partir d'une molécule d'ATP. Ce domaine possede deux sous-domaines
fonctionnels : le sous-domaine de dimérisation (les HKs fonctionnant en dimeres)
contenant le résidu histidine conservé, site de la phosphorylation, et le sous-domaine
catalytique responsable de l'activité autokinase et contenant un site de liaison a 1'ATP
nécessaire a cette activité.

La derniere étape du transfert de phosphate se fait du résidu histidine
autophosphorylé de I’histidine kinase vers le domaine receveur du régulateur de réponse,
au niveau d'un résidu aspartate conservé. Une interaction entre les hélices a de I’histidine
kinase et du régulateur de réponse permet d’aligner les résidus histidine et aspartate dans
une conformation et a une distance permettant le transfert du groupement phosphoryl
(Hoch, 2000). Les domaines receveurs catalysent eux-mémes le transfert du phosphate vers
leur résidu aspartate en interagissant avec les domaines portant un résidu histidine
phosphorylé. Bien que les structures des différents modules receveurs soient tres
similaires, il existe de nombreuses variations conduisant a une modification de la surface
de contact avec le partenaire donneur de phosphate qui pourraient étre a l'origine de la
spécificité entre les deux partenaires du TCS (Yoshida et al., 2002 ; Xu et al., 2003).

Une fois la phosphorylation du module receveur du régulateur de réponse réalisée, deux
principaux modeles d’activation des domaines effecteurs ont été proposés. Dans le premier
modele, le module receveur inhibe le module effecteur et la phosphorylation du résidu
aspartate entraine un changement de conformation. Ceci permet de lever I’inhibition et de
rendre le régulateur actif (Baikalov et al., 1996; Ireton et al., 1993). Dans le second
modele, la phosphorylation du module receveur entraine la dimérisation (Fiedler and
Weiss, 1995) ou I’oligomérisation du régulateur de réponse, augmentant son affinité pour
I’ ADN ou pour des protéines (Flashner et al., 1995). Parfois, 1’activation du régulateur de
réponse peut combiner ces deux modeles (Stock et al., 2000). La réponse cellulaire a
l'activation du régulateur de réponse est proportionnelle a son degré d'activation. Ce
dernier dépend lui-méme de I'efficacité de 1'autophosphorylation du senseur et du transfert
de phosphate mais aussi d'une activité phosphatase intrinseque au régulateur et/ou de

I’histidine kinase (Marina et al., 2005).
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3.3.2) Régulation de I’activité du TCS

L’activité des TCS doit étre régulée afin de permettre 1’adaptation aux changements
environnementaux. L’ensemble des acteurs pouvant agir potentiellement sur 1’activité d’un
TCS est représenté sur la figure 7 et détaillé ci-dessous.

Elle peut déja étre contrdlée par l'intermédiaire de la régulation du niveau
d’expression du RR. Il peut s’agir d’une autorégulation positive lorsque le régulateur
phosphorylé active sa propre expression. Ceci a pour conséquence d’augmenter la quantité
de régulateur dans la bactérie, ce qui pourrait permettre a cette derniere de répondre plus
vite et de maniere plus importante lors d’une nouvelle détection du méme signal ou de
permettre une expression séquentielle et hiérarchisée des genes controlés par le TCS
(Bijlsma et Groisman, 2003). Il peut s’agir également d’autorégulation négative lorsqu’il y
a fixation du régulateur phosphorylé sur son propre promoteur, ceci afin de limiter la
quantité de régulateur dans la bactérie (Ansaldi et al., 2000).

Plusieurs mécanismes permettent la déphosphorylation du régulateur de réponse
lorsque le signal détecté par le senseur disparait ou si un signal déclenchant un processus
opposé apparait :

* la déphosphorylation du RR peut étre réalisée par le régulateur lui-méme lorsqu’il
possede une activité phosphatase intrinseque due a la demi-vie trés courte et a la
sensibilité aux variations de pH du groupement phosphate.

* elle peut étre réalisée également, et dans la majorité des cas, par I’histidine kinase
partenaire qui posseéde une activité phosphatase permettant un retour treés rapide a
I’état initial du régulateur (Georgellis et al., 1998 ; Ansaldi et al., 2001). Le
phosphate peut éventuellement retourner sur le résidu histidine du senseur (Hsing et
Silhavy, 1997).

* la déphosphorylation du régulateur de réponse peut aussi faire intervenir une ou
plusieurs phosphatases auxiliaires telles que les protéines Rap dans le cas du
contrdle de la sporulation (voir la partie suivante consacrée a la sporulation). Des
protéines « anti-RR » peuvent également bloquer 1’action d’'un TCS en venant se
fixer au niveau du domaine de fixation a I’ADN du régulateur de réponse. Ceci
empéche ce dernier par un effet de compétition de se fixer en amont de son géne

cible bien qu’il soit phosphorylé.

Des protéines de connection peuvent également cibler I’'HK ou le RR et changer
le niveau global de RR phosphorylé et/ou leur capacité a réguler I’expression des genes

28



. My For

i &

Phed PawA
‘ » ‘_:!.6"—'—'—” ‘ »
S Lo

I\u

Figure 8: Relations entre les systémes TCS PhoP/Q et
PmrA/B par la protéine connectrice PmrD

Mitrophanov and Groisman, 2008
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Figure 9: Relations entre les systemes TCS EvgA/EvgS et
PhoP/Q par la protéine connectrice B1500

Mitrophanov and Groisman, 2008



cibles. Tous les cas de figures existent. Ainsi, elles peuvent inhiber la déphosphorylation
du RR ou favoriser le maintien de la forme phosphorylée mais aussi activer une histidine
kinase (Mitrophanov and Groisman, 2008). Par exemple, chez S. enterica, une faible
concentration en magnésium active le systtme PhoP/PhoQ ce qui aboutit a I’induction de
I’expression d’une protéine de connection, PmrD. En effet, il se trouve que PrmD peut se
lier a la forme phosphorylée du RR de PmrA, prévenant sa déphosphorylation. Or, PmrA
fait partie d’un autre TCS, le systtme PmrA/PrmB qui lui est activé directement en
présence de fer ferrique. Ainsi PmrD, petite protéine de 85 acides aminés, permet de
connecter deux TCS, PhoP/PhoQ et PmrA/PmrB permettant ainsi aux genes sous contrdle
de PmrA d’étre activés dans les conditions activant le systtme PhoP/PhoQ (Figure 8). Un
autre exemple remarquable de connection entre deux TCS existe chez E. coli ou la protéine
connectrice active ou favorise 1’état phosphorylé d’un RR. Ainsi, la protéine B1500
connecte les TCS EvgA/EvgS et PhoP/PhoQ. En réponse a un signal non déterminé, le
systtme Evg active 1’expression de B1500 qui va par la suite favoriser 1’activation de
I’histidine kinase PhoQ (en inhibant 1’activité phosphatase de ’HK) et donc par voie de
conséquence la phosphorylation du RR PhoP, permettant ainsi d’activer son régulon
(Figure 9). Une fois de plus, ce type de régulation permet d’activer indirectement le
régulon d’un systeme, alors que les conditions environnementales étaient a priori peu
favorables.

D’autres protéines membranaires auxiliaires peuvent jouer un réle dans la
stabilisation et la reconnaissance du signal percu par 1’histidine kinase. Par exemple les
deux protéines auxiliaires YycH et Yycl activent 'HK YycG chez B. subtilis. Ainsi les
hélices o transmembranaires des protéines auxiliaires et de I’'HK forment un complexe
permettant I’activation de I’histidine kinase (Szurmant et al., 2007b).

Un autre type de régulation bien particulier concernant les TCS correspond aux
mécanismes li€és au quorum sensing. En effet, les cellules bactériennes peuvent
communiquer entre elles et coordonner des activités métaboliques. Ce mode de
signalisation bactérien repose sur la production de petites molécules médiatrices appelées «
autoinducteurs » ou phéromones qui sont produites lors de la croissance bactérienne.
Lorsqu’un seuil de concentration est atteint, correspondant a un certain niveau de
population, ces phéromones interagissent avec un régulateur transcriptionnel, permettant
I’expression spécifique, en réponse a une forte concentration de cette phéromone, d’un
groupe de genes bien précis. Dans le cas des bactéries a Gram positif, ces phéromones sont

majoritairement des peptides courts (5-9 acides aminés), au départ synthétisés dans le
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cytoplasme sous forme de précurseurs qui sont ensuite clivés, sécrétés et parfois modifiés.
Les peptides identifiés jusqu’a maintenant sont soit codés par des petits genes, soit des
fragments de peptides signaux de lipoprotéines. Une fois sécrétés, ces peptides peuvent
exercer leur fonction de deux manieres. Soit ils sont réimportés a 1’intérieur de la cellule
par un transporteur d’oligopeptide. Dans la bactérie, ils interagissent avec un régulateur
transcriptionnel qui, ainsi activé, va permettre ’expression de genes cibles. Soit les
peptides agissent a 1’extérieur de la bactérie en interagissant avec I’HK, qui en les
reconnaissant, s’autophosphoryle et donc active la voie de transduction du signal typique
des TCS. Les peptides percus par une HK sont fréquemment modifiés (thiolactones,
lactones, isoprenylation) ce qui leur permet sans doute d’étre plus résistants a la protéolyse
et d’étre spécifiquement reconnus. De tels mécanismes sont impliqués par exemple dans le
contrOle de la virulence, de la compétence ou de la production de bactériocine.

Par ailleurs, dans les génomes des Firmicutes, on retrouve tres fréquemment des
TCS colocalisés avec des ABC-transporteurs. Des auteurs ont donc suggéré que
I’ensemble TCS-ABC transporteurs a évolué en tant qu’unité fonctionnelle propre pour
répondre a une fonction physiologique (Mascher, 2006). L’étude du systeme de perception
de la bacitracine Bce chez B. subtilis va dans ce sens. En effet, ’ABC transporteur BceAB
agit a la fois comme une pompe détoxifiante par I’efflux de la bacitracine mais aussi
comme cosenseur du TCS BceRS (Rietkotter et al., 2008). La bacitracine percue par
BceAB active le TCS, qui, a son tour, induit I’expression du transporteur. Ce couplage
parait donc plus que pertinent car des lors que la concentration en bacitracine diminue en
dessous du seuil de sensibilité, il n’y a plus d’activation du TCS et donc absence de
dépense d’énergie inutile pour la bactérie.

Enfin, d’autres moyens de régulation des TCS ont été mis en évidence dans des
études récentes. C’est le cas par exemple de la phosphorylation du résidu thréonine 65 du
RR CovR par une sérine/thréonine kinase qui empéche la fixation de CovR pour ses cibles
en diminuant notamment la quantité du résidu conservé aspartate 53 phosphorylé (Lin e?
al., 2009). On trouve également dans le cas de CheY plusieurs résidus dont I’acétylation
diminue aussi 1’affinité de la protéine pour ses cibles (Liarzi et al., 2010). Ce type
d’interaction est peu étudié mais ces résultats suggerent que beaucoup de modifications
post-traductionelles peuvent avoir lieu sur les RR, modulant leur capacité a se fixer sur

leurs cibles et donc a exercer leur activité régulatrice.
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4) Diversité des fonctions controlées par les TCS

Comme nous venons de le voir, derriere 1’apparente simplicité de fonctionnement
des systemes a deux composants se cache une incroyable diversité et modularité des
domaines retrouvés chez les TCS tant au niveau de la perception du signal que de sa
transmission et de son intégration dans la physiologie bactérienne. Des lors, une telle
diversité d’architecture laisse entrevoir une grande variété aussi bien des stimuli percus par
les TCS que des mécanismes de régulation mis en place pour répondre de facon optimale.
Cette section se propose d’illustrer concrétement cette diversité au travers d’exemples de
TCS tirés du monde microbien en général allant d’especes pathogenes ou non, retrouvées
dans des environnements aussi divers que 1’écosysteme intestinal, le sol ou ’océan (une
autre partie sera dédiée uniquement aux TCS des streptocoques). En outre, ces exemples
permettent également d’illustrer plus concretement les différents types de régulation

possibles pour un TCS donné.

4.1) TCS répondant aux stimuli physiques

Nous avons souligné précédemment que les signaux moléculaires percus par les
HKSs étaient rarement connus. L’une des raisons est que I’activation d’une HK peut se faire
de maniere indirecte lorsqu’elle dépend d’un parametre purement physique comme le pH
par exemple dont la valeur est la résultante des concentrations relatives en bases ou en
acides, donc d’un ensemble de molécules. Illustrons ces propos au travers d’exemples de

TCS répondant a des stimuli physiques.

4.1.1) Osmolarité (OmpR/EnvZ)

Chez E. coli, le systtme a deux composants EnvZ/OmpR, 1’'un des systemes
modeles d’étude, contrdle la syntheése des deux porines OmpF et OmpC et est impliqué
dans la perception des variations d’osmolarit¢é du milieu. Ces 2 porines présentent
d’importantes similitudes de séquences (40% d’identité), mais elles forment des pores de
diametres différents au niveau de la membrane externe. Ainsi, OmpF forme des pores plus
grands que ceux d’OmpC. Cette différence affecte la vitesse de diffusion des osmolytes et
permet 1’adaptation des bactéries a 1’osmolarité du milieu (Wurgler-Murphy and Saito,

1997).
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Figure 11: Contrdle de la fluidité membranaire par le systéme DesR/DesK chez B.subtilis.
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La protéine EnvZ, qui fonctionne comme un récepteur membranaire périplasmique,
est un modele typique des HKs procaryotes (Khorchid and Ikura, 2006). Elle posseéde une
courte extrémité N-terminale cytoplasmique, deux segments transmembranaires encadrant
un domaine périplasmique osmosenseur et une extrémité C-terminale cytoplasmique. Sous
I’effet d’une variation osmotique qu’elle percoit d’une maniere indéterminée, EnvZ
s’autophosphoryle au niveau du résidu histidine conservé de son domaine kinase. Le
phosphate est ensuite transféré au RR OmpR, qui contrdle 1’expression des porines. Le RR
OmpR est également composé de deux domaines : un domaine receveur N-terminal
comportant un résidu aspartate conservé, site de la phosphorylation et un domaine de
liaison a I’ADN situé a I’extrémité C-terminale (Wurgler-Murphy and Saito, 1997).

La régulation du TCS s’effectue en fonction de 1’osmolarité (Figure 10). En
condition d’hypo-osmolarité, le RR OmpR n’est pas phosphorylé et la protéine OmpF est
préférentiellement exprimée, tandis qu’en condition d’hyper-osmolarit¢ le RR OmpR
phosphorylé va induire I’expression du gene OmpC ainsi que celle de micF, un ARN
complémentaire a I’ARNm d’OmpF, empéchant d’autant plus la production des porines les
plus petites (OmpF). On notera par ailleurs que d’autres genes chez E. coli sont régulés par
ce systeme ; ainsi la transcription de 125 genes est modifiée dans le mutant EnvZ/OmpR
(Oshima et al., 2002). On retrouve par exemple des genes impliqués dans la mobilité, la

formation de biofilm ou le métabolisme d’acides aminés tels que la cystéine et I’arginine.

4.1.2) Température (DesR/DesK)

L’adaptation des bactéries a des températures basses entraine une modification de
la quantité et de la composition lipidique membranaire dont le but est d’assurer une fluidité
membranaire optimale. Ainsi, I’insaturation des acides gras, l’augmentation de la
proportion d’acides gras a double liaison, leur ramification ou encore la diminution de la
taille de leurs chaines sont autant de moyens permettant le maintien d’une fluidité adéquate
a basse température. La désaturase Des est un élément clé dans cette régulation car elle va
créer rapidement des doubles liaisons au niveau des acides gras saturés déja existants de la
membrane. Par contre, les changements de ramification et de longueur de chaine d’acides
gras sont des processus longs car ils nécessitent une synthése de novo de toute la molécule
lipidique par des enzymes cytoplasmiques qui sont généralement liées a la croissance
(Beranova et al., 2010).

Chez B. subtilis, la perception du signal froid se fait notamment par un TCS

membranaire, DesK étant ’'HK senseur et DesR le régulateur (Mansilla et al., 2004;
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Lumiére

Sédiment benthique

Figure 12: Adhésion photodépendante de Caulobacter crescentus
par le systéme LovK/LovR
D’aprés Purcell et al., 2007

Le systéme LovK/LovR, activé par la lumiére, induit la synthése d’une protéine (en
jaune) permettant I'adhésion de la bactérie a la premiére particule de nutriment en
suspension.



Mansilla and de Mendoza, 2005). L’inactivation de 1’'un ou I’autre des composants inhibe
I’induction de I’expression du gene codant la désaturase des (Aguilar et al., 2001). En fait,
la rigidification de la membrane est le signal déclencheur du TCS. Cette perception est
rendue possible par les 4 segments transmembranaires en position N-terminale de DesK,
affectant mécaniquement (via un domaine HAMP) son activité de phosphorylation a
I’égard de DesR. Ainsi a des températures avoisinant les 37°C, DesK agit essentiellement
comme une phosphatase, maintenant ainsi DesR dans sa forme non phosphorylée. A
I’inverse, a des températures inférieures a 30°C, DesK possede une activité kinase
dominante sur DesR, qui ainsi phosphorylé, induit I’expression de la désaturase des et
donc la formation d’acides gras insaturés (Figure 11). Ceux-ci permettront le réajustement
progressif de la fluidité membranaire au niveau percu par DesK dans sa conformation

originale.

4.1.3) Photodétection (LovR/LovK)

Les domaines LOV flavine-dépendants sont des modules photosenseurs de la
lumiere « bleue » que I’on peut retrouver aussi bien chez les plantes, les champignons et
les bactéries. Ces domaines sont en fait des dérivés du domaine PAS nommés ainsi pour
leurs capacités de réaction a la lumiere, a ’oxygene et a des variations du potentiel
d’oxydoréduction du milieu. Les domaines LOV des génomes bactériens sont
principalement retrouvés dans la partie senseur des HKs. Ainsi par exemple, une bactérie
oligotrophe d’eau douce, Caulobacter crescentus, possede un TCS photosenseur
comprenant une HK a domaine LOV, LovK, et LovR, un RR activateur de 1’adhésion
cellulaire (Purcell et al., 2007). L’exposition a la lumiere bleue d’une souche de cette
bactérie surexprimant le TCS augmente nettement ces capacités d’adhésion, ce qui suggere
une activation du TCS par la lumiere bleue plus particulierement.

Quel est I'intérét physiologique pour cette bactérie a percevoir cette lumiere ? C.
crescentus vit essentiellement dans les rivieres et les lacs et est capable de se développer
sur toute la hauteur de la colonne d’eau. Les auteurs proposent donc que l’intensité
lumineuse constitue un signal environnemental permettant a C. crescentus de se
positionner par rapport a la colonne d’eau (Figure 12). Les longueurs d’ondes du spectre
visible associées au bleu sont particulierement adaptées pour servir de signaux puisque ce
sont celles qui pénetrent le plus profondément dans I’eau. Ceci peut étre relié a la
disponibilité en nutriments. En effet, la quantité de nutriments a la surface d’un lac est

beaucoup moins abondante que celle procurée par les sédiments benthiques. Ainsi, la
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lumiere « informerait » les cellules restées en surface qu’elles devraient adhérer le plus vite
possible a la premiere particule ou source de nutriments rencontrée. Des systémes
analogues a LovK/LovR sont également rencontrés chez d’autres especes bactériennes
aquatiques telles que Erythrobacter litoralis, Novosphingobium aromaticivorans, ou
encore Oceanicola granulosus suggérant une stratégie commune adaptée a ce type de niche
écologique (Purcell and Crosson, 2008).

4.1.4) Radiorésistance (DrrA/DrrK)

En 1956, on découvrit qu’une bactérie survivait dans les conserves de viande apres
le traitement choc que constitue une stérilisation par rayonnement gamma (Anderson,
1956). La bactérie isolée, Deinococcus radiodurans, reste encore aujourd’hui la
championne de la survie et de la résistance a la radioactivité. Elle se révele résistante a un
grand nombre de conditions extrémes, comme l'exposition aux produits chimiques
génotoxiques, aux dommages de 1'oxydation, aux rayonnements ionisants et ultraviolets, et
a la déshydratation. Elle résiste a des niveaux de radiation 5 000 fois plus important que la
dose susceptible de tuer un homme (Makarova et al., 2001). Parmi les nombreuses études
menées pour comprendre de tels mécanismes de résistance et de réparation, celle parue en
2008 montre encore une fois 1’implication d’un TCS (Wang et al., 2008). En effet, il a été
montré qu’'un gene codant un RR est essentiel dans la résistance aux rayons gamma,
ultraviolets, au peroxyde d’hydrogeéne ainsi qu’a la dessiccation (Figure 13). De plus, le
mutant RR, malgré la complémentation par un plasmide produisant le RR substitué sur le
résidu conservé aspartate, reste toujours radiosensible. Ceci suggere que la transduction du
signal est nécessaire pour que le RR soit actif. Méme si 1’étude ne fait pas mention de
I’histidine kinase associée au locus, on peut supposer qu’elle pergoit ces stimuli extrémes,
témoins les nombreux domaines PAS retrouvés dans sa séquence, puis phosphoryle ce RR
pour répondre a tous ces stress. D’ailleurs, des analyses post-génomiques effectuées par les
auteurs montrent que les génes de réponse aux stress, de réparation et plusieurs genes de
réponse a la dessiccation homologues a ceux de plantes sont moins exprimés ou produits
chez le mutant. Ainsi, ces données montrent que ce TCS contribue grandement a la

résistance extréme et pléiotrope de Deinococcus radiodurans.

34



e

His Asp:- :
Domaine Domaine Domaine Domaine | _
YRy ! ~.
senseur transmetteur, receveur, effecteur AN hydrogénases

A ' &

’
’

Hydrogénase Histidine “‘é" Régulateur de
HoxBC kinase HoxJ réponse HoxA

. )
His.x Asp- ¥ Transcription
Domaine Domaine Domainé Domaine W
enseur ransmetteur eceve effecteur JRUK V44 Génes ~~

e l hydrpgenases

Snccnat®” \..l
Figure 14: Régulation des hydrogénases chez Ralstonia Eutropha par
le systéme HoxJ/HoxA en absence (A) ou en présence d’hydrogéne (B)
D’aprés Lenz et al., 2002

Les protéines et/ou domaines actifs dans la régulation du systéme en absence (A)
ou en présence (B) d’hydrogéne sont représentés sur fond noir.



4.2) TCS répondant aux stimuli chimiques

4.2.1) Détection de dihydrogene chez Ralstonia eutropha (systeme Hox)

Ralstonia eutropha est une bactérie chimiolithotrophe facultative, retrouvée aussi
bien dans le sol que dans des milieux aquatiques, qui est capable, si nécessaire, de tirer son
énergie a partir de dihydrogene. Cette capacité implique nécessairement un controle de
I’expression d’un cluster d’hydrogénases, dans le cas présent de type [NiFe]. Cette
fonction est assurée par un systeme a deux composants atypique aussi bien du point de vue
structural que fonctionnel. En effet, la reconnaissance du signal H, se fait via la formation
d’un complexe associant une hydrogénase multimodulaire (genes HoxBC) a une histidine
kinase HoxJ cytoplasmique a domaine PAS (Lenz et al., 2002) (Figure 14). 11 a été suggéré
que la quantité d’H, génere un signal redox au niveau du site actif de 1’hydrogénase qui
serait alors transmis et reconnu par la kinase (au niveau du domaine PAS) modulant ainsi
I’activité du systeme (Buhrke ef al., 2004). C’est donc ici un complexe et non uniquement
I’HK qui contrdle ici 1’état de phosphorylation du régulateur de réponse HoxA, de type
NtRC, ce qui est peu commun et d’autant plus rare que sa phosphorylation entraine son
inactivation (Lenz and Friedrich, 1998). Ainsi, en absence d’hydrogéne, HoxJ joue bien
son role de kinase en phosphorylant et donc en inactivant le RR HoxA (Figure 14A). A
I’inverse, en présence d’H,, I’hydrogénase senseur HoxBC devient réduite par H, et inhibe
I’autophosphorylation de la kinase HoxJ. Le RR HoxA devient alors déphosphorylé et

active donc I’expression globale de I’ensemble des hydrogénases (Figure 14B).

4.2.2) Réponse aux nitrates et nitrites chez E. coli (systémes Nar)

De trées nombreuses bactéries, en particulier les entérobactéries, sont capables de
"respiration nitrate". Or généralement, ces bactéries sont aussi capables de '"respiration
oxygene" et elles s'abstiennent de respirer le nitrate dés que de l'oxygene devient
disponible, parce qu'il est énergétiquement plus rentable de respirer sur I'oxygene que sur
le nitrate. Cette alternance entre aérobiose et anaérobiose doit donc étre parfaitement gérée
et s’accompagne nécessairement de profonds bouleversements dans l'expression de
nombreux genes, modifiant des enzymes du métabolisme et les chaines de transport
d'électrons. Ce phénomene d’adaptation a été particulierement bien étudié chez E. coli et
fait intervenir en premier lieu un facteur de transcription global, la protéine FNR qui

contrdle cette transition aérobiose-anaérobiose (Spiro and Guest, 1990). Ainsi lorsqu’E.
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coli est placée en anaérobiose et en présence de nitrates, FNR donnera le feu vert pour une
activation des genes de la dénitrification. Toutefois, en fonction des ressources disponibles,
d'autres régulateurs peuvent ouvrir ou fermer les voies autorisées par FNR. Par exemple,
I'utilisation du fumarate ne sera mise en route qu'en anaérobiose et en absence de nitrate. Si
ce dernier est disponible, la fumarate réductase sera au contraire réprimée pour donner la
préférence a la dénitrification. Le choix des différentes voies autorisées par FNR nécessite
donc des contrdles secondaires, assurés, dans le cas de la respiration nitrate, par deux TCS,
NarQ/P et NarX/L, répondant aux nitrates et nitrites (Rabin and Stewart, 1993). Dans les
deux cas, les HK associées a la membrane (NarX et NarQ) s’autophosphorylent en
présence de ces derniers puis transferent le groupement phosphate sur leur RR respectif
(NarL et P). Ceux-ci ainsi activés peuvent donc se lier a des séquences spécifiques de
I’ADN pour moduler ’expression des genes cibles. Le partage des compétences réelles
entre ces deux TCS est aujourd’hui mieux compris et s’explique notamment par des
différences de sensibilité de détection aux nitrates et nitrites mais aussi d’activité de
phosphorylation des kinases. En effet, I’activité autokinase de NarX est plus de 100 fois
plus sensible a la présence de nitrates que de nitrites (Lee ef al., 1999). De plus, alors que
NarX phosphoryle, en présence de nitrates, a la fois NarLL et NarP, NarX phosphoryle en
présence de nitrites uniquement NarP et se comporte comme une phosphatase pour NarLL
(Williams and Stewart, 1997). Ceci permet d’affiner encore mieux les changements
d’expression suivant la présence de nitrate ou nitrites (Goh et al., 2005). Il faut de plus
ajouter a cela que les deux protéines RR NarL et NarP, partageant 44% d’identité sur leur
séquence protéique, reconnaissent toutes les deux le méme type de séquences
heptamériques dans les régions promotrices des génes cibles mais de fagon remarquable se
lient différemment suivant leur arrangement (Tyson ef al., 1994). Ainsi, il a été démontré
que NarP se lie uniquement a des configurations de type heptameres inversés répétés
séparés par deux paires de bases (7-2-7) alors que NarL n’a pas un arrangement
préférentiel particulier (Darwin ez al., 1997). Or, plusieurs heptameres échelonnés en
différents motifs peuvent exister dans les régions promotrices des genes régulés. La
transcription en aval est donc le résultat d'un jeu subtil de reconnaissance du promoteur par
les RR et d’interaction avec I'ARN-polymérase. Au final, les différences de perception des
deux HKs NarX et NarQ pour le nitrate et le nitrite et de reconnaissance des promoteurs

par les RR NarL et NarP permettent une régulation parfaitement maitrisée.
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4.3) TCS répondant a des peptides

4.3.1) Quorum sensing et systéme Agr controlant la virulence chez S. aureus

S. aureus est une bactérie commensale de I’homme et d’autres mammiferes mais
peut se révéler responsable d’une grande variété d’infections (pathogeéne opportuniste).
Pour coloniser et infecter son hote, S. aureus possede, en plus des entérotoxines, de
nombreux facteurs de virulence lui permettant de résister aux systtmes de défense de
I’hdte. Ces facteurs de virulence (protéines de surface, exotoxines et enzymes extra-
cellulaires) sont impliqués dans les différentes étapes nécessaires a 1’infection par le
staphylocoque (colonisation par adhésion, invasion par échappement aux défenses de
I’héte, infection par pénétration et diffusion dans les tissus) dans 1’objectif d’inhiber a
chacune de ces étapes la réponse immunitaire de I’hote. L’expression de ces différents
facteurs est temporellement régulée au cours de la croissance bactérienne in vitro et au
cours de I’infection (Wright and Holland, 2003). En début d’infection, les staphylocoques
présents en faible quantité, expriment leurs protéines de surface de maniere a se fixer aux
tissus et, ainsi, a échapper au systtme immunitaire de 1’hdte. Lorsque le site initial
d’infection devient pauvre en nutriments, suite a 1’accumulation d’un grand nombre de
bactéries, celles-ci augmentent la production et la sécrétion des protéines a fonction
cytolytique afin de détruire les tissus environnants et, par conséquent, de proliférer dans
I’organisme hote.

Chez S. aureus, le principal systeéme régulateur contrélant I’expression des facteurs
de virulence est le systtme a deux composants Agr pour Accessory Gene Regulator
(Vandenesch, 1997) dont I’expression est étroitement liée au quorum sensing (Novick and
Geisinger, 2008). Ce locus agr comprend deux unités transcriptionelles bien différentes,
ARN II et ARN III, transcrites a partir des promoteurs P2 et P3, respectivement (Figure 15
A). L’effecteur de ce systeme est I’ARN III, réprimant 1’expression de facteurs d’adhésion
et des protéines associ€es a la paroi en phase exponentielle de croissance et contrdlant
positivement I’expression de protéines extracellulaires a fonction cytolytique, telles que
I’hémolysine ou les « fibronectin binding protein » (Morfeldt ez al., 1995; Novick et al.,
1993; Saravia-Otten et al., 1997). La transcription de I’ARN III est largement dépendante
de ’activation des genes agrA, B, C et D formé par I’ARN II. AgrC et AgrA constituent
respectivement I’HK et le RR répondant finement a la concentration extracellulaire d’un

peptide signal dit autoinducteur (PAI) ou phéromone formé par 1’action d’AgrB sur le
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Le locus agr est composé de unités transcriptionelles divergentes, ARN Il et ARNIII.
AgrD est le peptide précurseur du peptide autoinducteur (PAI). AgrB et SpsB sont des
peptidase permettant la maturation du PAI & partir d’AgrD. AgrC est une histidine kinase
membranaire possédant un domaine extracellulaire senseur de PAI. AgrA est le
régulateur de réponse associé a AgrC.



propeptide AgrD (Morfeldt et al., 1996; Novick et al., 1995). Ainsi, au cours d’une
infection, a mesure que la concentration bactérienne augmente, la concentration en
phéromone s’élevera ce qui activera d’autant plus la phosphorylation de ’'HK AgrC puis
par phosphotransfert le RR AgrA, qui ainsi activé, induira la transcription des deux
promoteurs P2 et P3 (Figure 15 A).

Pour ce qui est de la phéromone, elle est formée a partir d’une modification
d’AgrD, via Dlactivit¢ d’AgrB, endopeptidase transmembranaire, responsable de la
modification puis de la sécrétion de la protéine AgrD en une phéromone « mature » de
taille variant de 7 a 9 aa suivant les souches (Ji et al., 1995; Ji et al., 1997). D’un point de
vue mécanistique (Figure 15B), le propeptide AgrD s’associerait a la membrane
cytoplasmique par sa partie hydrophobe N-terminale puis AgrB cliverait la partie C-
terminale. Un complexe intermédiaire AgrB-AgrD conduirait a la cyclisation d’AgrD par
une liaison thio-esther impliquant un résidu cysteine de 1’un et 1’autre acteur. Ce peptide
néocyclisé serait alors déplacé sur la face externe de la membrane cytoplasmique (par
AgrB ou une autre protéine, ce mécanisme reste a déterminer) et finalement la signal
peptidase de type I SpsB acheverait la maturation du peptide en phéromone fonctionnelle

en clivant la partie N-terminale hydrophobe (Thoendel and Horswill, 2009).

4.3.2) Régulation de la production de bactériocines par des TCS

Les bactériocines sont une famille de peptides ou protéines synthétisés
naturellement par certaines bactéries. Ce ne sont pas des antibiotiques mais elles posseédent
des propriétés bactériocides ou bactériostatiques dont le spectre d’action est variable selon
la bactériocine considérée. Les bactériocines jouent un réle important dans la compétition
entre souches bactériennes. Différentes protéines sont impliquées dans la production des
bactériocines et de leur régulation. Les bactériocines sont produites sous la forme d’un
prépeptide non-biologiquement actif qui subira des modifications post-traductionnelles
pour aboutir au peptide actif. Cette production est souvent régulée par un mécanisme de
quorum sensing faisant encore une fois intervenir des TCS. Les genes de biosynthese des
lantibiotiques, une sous-classe de bactériocine (peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables
a la chaleur et qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-
traductionnellement, c'est-a-dire la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine
et la déhydroalanine) ont été désignés par le symbole commun lan, avec un nom plus
spécifique pour chaque lantibiotique (nis pour la nisine par exemple). Le géne de structure,

lanA, code pour un peptide précurseur du lantibiotique contenant une séquence N-
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Figure 16: Régulation de la production de nisine et auto-immunité chez
Lactococcus lactis

D’aprés Patton and van der Donk, 2005

Les différentes protéines permettant la production et la régulation de la nisine sont
représentés ci-dessus. NisA est le propeptide initial conduisant a la formation de nisine
apres une succession de maturations postraductionelles. Ainsi, NisB et NisC participe
respectivement a sa déshydration et cyclisation, NisT et NisC a son exportation sur la
face externe de la membrane cytoplasmique. Enfin NisP achéve sa maturation en clivant
le peptide signal du propeptide ce qui conduit a la production de nisine active. Le RR
NisR et 'HK NisK forme le TCS régulant la production de nisine, 'immunité étant assuré
par les protéines Nisk, NisF, NisG et Nisl.



terminale de 23 a 30 acides aminés qui est clivée lors du transport a I’extérieur de la
cellule. Ce propeptide subit différentes modifications post-traductionnelles afin d’acquérir
les acides aminés inhabituels que sont la lanthionine et la B-méthyllanthionine. Les
enzymes impliquées sont une déshydratase et une cyclase codées soit par les genes lanB et
lanC ou le gene lanM. Apres ces modifications, le prépeptide sera clivé lors de I’excrétion
hors de la cellule par la protéase codée par /anP ou le domaine protéasique de ’ABC
transporteur codé par le gene lanT. Cette derniere modification permettra d’avoir le peptide
biologiquement actif (Kleerebezem, 2004; McAuliffe er al., 2001; Patton and van der
Donk, 2005; Xie and van der Donk, 2004).

Le TCS joue ici un role majeur dans la régulation du locus. Ainsi, I’histidine kinase
codée par le géne lanK réagit a un stimulus extérieur et induit la phosphorylation du
régulateur de réponse LanR. Une fois phosphorylé, il va permettre 1’activation de
I’expression de 1I’opéron. En fait, le stimulus extérieur est la bactériocine elle-méme qui est
présente dans la culture a basse concentration en début de croissance. Celle-ci s’accumule
et, quand un certain seuil est atteint, elle interagit avec le systeme de régulation pour
activer la transcription du géne de structure mais également de ceux d’immunité et de
transport. C’est donc un systeme autorégulateur (Patton and van der Donk, 2005). Les
génes d’immunités sont lanl qui code pour une protéine d’immunité et lanF, lanE et lanG
qui codent pour un ABC transporteur. Ces protéines permettent de protéger la bactérie
productrice de 1’action de sa propre bactériocine.

L’organisation génétique permettant la production d’un lantibiotique, la nisine,
produit par Lactococcus lactis dont 1’utilisation est autorisée dans I’industrie
agroalimentaire est montrée ci-contre (Figure 16). NisA est le propeptide non
biologiquement actif qui est déshydraté par NisB et cyclisé par NisC avant sa translocation
par ’ABC transporteur NisT et le clivage de la séquence signal par la protéase NisP. Ces
modifications conduisent au peptide biologiquement actif. La nisine interagit avec
I’histidine kinase NisK, ce qui induit a la phosphorylation du régulateur de réponse NisR et
I’activation de la transcription des genes nécessaires a la production de la nisine et a sa
propre protection contre 1’action de celle-ci. La protection de la cellule vis-a-vis de la
nisine est réalisée par deux mécanismes : la lipoprotéine d’immunité Nisl et I’ABC
transporteur formé par NisG, NisE et NisF.

On retrouve également ce méme type de régulation pour nombre d’autres TCS
producteurs de bactériocines avec des systemes de type quorum-sensing impliquant un

TCS et un peptide d’induction, le plus souvent co-transcrits (Risoen et al., 2000), ainsi
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qu’un systeme de transport et des genes d’immunité dans la continuité du locus ou proche

d’un point de vue génétique.

4.4) Des exemples de TCS répondant a des stimuli multifactoriels

4.4.1) Systeme PhoP/PhoQ de Salmonella enterica

Ce TCS permet la régulation d’un grand nombre de genes différents, a la fois
impliqués dans la virulence de S. enterica et dans des résistances aux antibiotiques. PhoQ
est un senseur membranaire retrouvé chez de nombreuses bactéries pathogenes a Gram
négatif, comme P. aeruginosa ou E. coli (Kwon and Lu, 2006), et est associé au régulateur
PhoP, un RR modele de type OmpR dans une cascade de signalisation. Ce systeme est
essentiel a la virulence de S. enterica chez la souris et ’homme et a la virulence de
nombreuses autres bactéries a Gram négatif (Bader et al., 2005). Il a ét€ montré que ce
TCS co-régule les geénes de virulence et des genes de résistances aux peptides
antimicrobiens cationiques, comme la polymyxine et la magainine (Navarre et al., 2005;
Shi et al., 2004). Des souches délétées du gene phoP sont hypersensibles a la magainine 2,
a la cécropine A (Groisman et al., 1992), aux défensines (Miller et al., 1990) et a la
polymyxine B (Kox et al., 2000). Par ailleurs, le senseur PhoQ module son activité en
fonction de la concentration en ions divalents Mg™* et Ca** qu’il est capable de lier. Une
forte concentration de ces cations inactive le systtme PhoP/PhoQ alors qu’une faible
concentration I’active (Groisman, 2001). Pour faire le lien entre antibiotiques cationiques
et ions dicationiques percus par le systtme PhoP/PhoQ, une équipe a proposé un modele
d’activation du senseur par ces peptides antimicrobiens en s’appuyant sur le fait qu'une
carence en ions dicationiques peut activer le TCS (Bader et al., 2005; Garcia Vescovi et
al., 1996). Les cations divalents interagissent avec la surface acide du domaine détecteur
de PhoQ et forment un pont avec les phospholipides membranaires ce qui maintient PhoQ
dans une conformation inactive. Les peptides cationiques antimicrobiens interagissent avec
les phospholipides membranaires et sont donc proches de l’interface d’interaction des
cations divalents avec PhoQ. Ils viennent donc altérer cette interaction en se substituant
aux cations divalents. Ceci provoque un changement conformationnel de PhoQ engendrant
I’activation du senseur par autophosphorylation. Ce systéme permettrait ainsi aux
salmonelles de reconnaitre la position par rapport a leur environnement, soit en milieu

extracellulaire soit en milieu intracellulaire.
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4.4.2) La régulation de la sporulation chez B. subtilis

Dans une population bactérienne en phase exponentielle de croissance, chaque
cellule peut choisir de poursuivre sa croissance ou de s’engager dans le processus de
sporulation. Ce phénomene de sporulation est déclenché par I’épuisement des ressources
nutritives dans un contexte physico-chimique variable selon les espeéces. La sporulation
chez B. subtilis se déroule en plusieurs étapes. La premiere consiste en la formation d’une
endospore suite a un événement de division asymétrique comme illustré ci-contre (Figure
17). Ensuite, la petite cellule issue de cette division asymétrique s’engouffre dans la plus
grande cellule (cellule mere ou sporange) de maniere a créer la préspore. S’en suit une
série de modifications, qui permettent la maturation de la préspore ainsi que la dégradation
de la cellule mere (Errington, 2003). Les voies d’intégration des signaux déclencheurs de
la sporulation sont complexes et multiples, et ’'une d’entre elles est centrée sur le
régulateur de réponse SpoOA qui contrdle plus d’une centaine de genes. Ces voies de
régulation menent a I’activation de certains geénes spécifiques de la sporulation, tels que
spollA, spollE et spollG. Le second acteur central permettant d’initier la sporulation est le
facteur 6" qui controle 2 lui seul prés de 90 génes (Britton er al., 2002). La complexité
avec laquelle I’initiation de la sporulation est régulée reflete sans doute le fait que B.
subtilis doit faire face a des conditions tres stringentes dans son milieu naturel qu’est le sol,
sans nécessairement initier de fagon systématique la sporulation. En fait, la sporulation est
sans doute a considérer comme une réponse ultime utilisée uniquement comme dernier
ressort permettant a la bactérie de se disséminer et d’attendre un retour a des conditions
physiologiques favorables.

Du point de vue régulation, I’initiation de la transcription des premiers geénes de la
sporulation est induite par SpoOA. Pour exercer son activité, ce RR doit étre phosphorylé.
Une fois activé par phosphorylation, SpoOA est capable de se lier a une séquence de 7 bp
(TGNCGAA) et d’induire ou de réprimer 1’expression de génes nécessaires a I’initiation de
la sporulation. Cette séquence se retrouve dans des promoteurs reconnus par les facteurs
sigma végétatif et alternatif, o* et o', respectivement. Plus précisément, SpoOA controle
directement 1’expression de 121 genes, dont approximativement un tiers est induit et le
reste réprimé. Parmi ces 121 genes, 25 codent des régulateurs expliquant I’impact global
de SpoOA sur pres de 13% du génome de B. subtilis (Molle et al., 2003). Plusieurs loci
sont induits par SpoOA induisant la cascade d’initiation de la sporulation. Parmi ceux-ci,
nous retrouvons les facteurs o' et 6", spollE codant une phosphatase requise notamment

pour ’activation de o' et racA codant I’effecteur de formation du filament axial. En
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Une grande variété de signaux nutritionnels et environnementaux sont percus par les HK
Kin A,B,C,D et E conduisant a leur autophosphorylation. Leur groupement phosphate est
alors transféré sur les RR SpoOF puis Spo0A via la phosphotransférase Spo0OB. L’état de
phosphorylation des deux RR est par ailleurs controlé par des phosphatases Rap agissant
au niveau de SpoOF et des phosphatases SpoOE et ses homologues Yisl et YnzD au niveau
de Spo0A. Lorsque le seuil de SpoOA phosphorylé est atteint, le processus de sporulation
est mis en route.



d’autres termes, SpoOA active la syntheése de facteurs impliqués dans le remodelage du
chromosome, la division asymétrique et I’expression d’autres genes non directement liés a
la sporulation.

Comme expliqué précédemment, cette régulation séquentielle est contrdlée par
I’état de phosphorylation de SpoOA. Un systeme de phosphorelais complexe centré sur
Spo0A et impliquant plusieurs HK et RR a été caractérisé (Piggot and Hilbert, 2004). Cinq
HK interviennent en amont de Spo0OA, KinA, KinB, KinC, KinD et KinE (Jiang et al.,
2000), toutes capables de phosphoryler un autre régulateur de réponse particulier, SpoOF.
L’ensemble des acteurs intervenant dans la régulation de la sporulation de B. subtilis est
représenté ci-contre (Figure 18). KinA est probablement ’HK jouant un réle prépondérant
dans I'initiation de la sporulation. Cette HK possede 3 domaines PAS, décrits dans d’autres
HK's comme étant des domaines capables de sentir les changements de niveaux d’oxygene
disponible et/ou de potentiel redox. Le domaine N-terminal de KinA est capable de lier
I’ATP (Stephenson and Hoch, 2001). L’activité de KinA est régulée par la protéine Sda,
qui lie KinA pour former un hétérodimere au sein duquel Sda isole le domaine catalytique
du domaine de phosphotransfert. Cette liaison a comme conséquence de prévenir
I’autophosphorylation de KinA (Rowland ef al., 2004). L’expression de sda est induite en
cas de dégradation de I’ADN ou d’inhibition de la réplication, ce qui suggere que Spo0A
n’est pas phosphorylé dans ces cas de figure. KinA, ainsi que les 4 autres HK,
phosphorylent SpoOF, un RR sans domaine de liaison a I’ADN ne possédant que le
domaine REC avec I’aspartate conservé. Le groupement phosphate transitera alors par
I’histidine phosphotransférase SpoOB avant d’aboutir au RR Spo0OA, I’acteur majeur de la
sporulation. Ce systtme de transduction du signal implique donc trois transferts de
phosphate (Hoch and Varughese, 2001). Ce systéme complexe permet ainsi un contrdle
plus fin du phosphorelais a différents niveaux dans la voie de phosphorylation.

Plusieurs régulateurs exercent une fonction répressive sur les différents acteurs de
cette cascade de phosphorylation, favorisant ainsi la forme végétative. Tout d’abord la
phosphatase SpoOE, dont le systtme de régulation est moins connu et qui empéche la
phosphorylation de SpoOA (Ohlsen et al., 1994), ainsi que deux de ces homologues, Yisl et
YnzD (Perego, 2001). Au moins trois autres phosphatases agissent sur SpoOF, les protéines
RapA, RapB et RapE dont I’activité est controlée respectivement par les peptides PhrA,
PhrC (aussi appelée CSF pour Competence and Sporulation stimulating Factor) et PhrE
(Jiang et al., 2000; Perego, 1997). Les geénes phr codent des peptides d’une quarantaine

d’acides aminés portant un peptide signal d’exportation par la machinerie Sec. Les
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protéines Phr sécrétées sont alors clivées par des peptidases non identifiées pour donner un
pentapeptide de séquence ARNQT pour PhrA, ERGMT pour PhrC et SRNVT pour PhrE
(Stephenson et al., 2003). Ces pentapeptides, une fois réinternalisés, vont exercer une
fonction répressive spécifique de mécanisme inconnu sur les protéines Rap. En d’autres
termes, les protéines Rap se dissocient de SpoOF en présence de pentapeptides, ce qui a
pour conséquence d’augmenter 1’état de phosphorylation de SpoOF, et donc celui de
SpoOA (Ishikawa et al., 2002). En inhibant I’activité de ces phosphatases, les peptides Phr
favorisent donc le déclenchement du processus de sporulation. Enfin, un autre mécanisme
de contrdle se situe au niveau de la concentration en GTP et GDP qui est critique pour
I’initiation de la sporulation. CodY joue un role central dans ce mécanisme en tant que
senseur du niveau de GTP, puisqu’en présence d’une faible concentration en GTP, CodY
leve la répression des genes phrA, phrE et kinB. CodY joue des lors un rdle central dans la
voie de phosphorylation de SpoOA contrélant le flux de phosphate a différents niveaux en

fonction de la concentration en GTP (Ratnayake-Lecamwasam et al., 2001).

4.5) Conclusion

Tous ces exemples montrent bien que la voie de transduction du signal entre I’HK
et le RR est loin d’étre simple et qu’il existe nombre d’éléments modulateurs de 1’activité
du TCS, aussi bien au niveau du RR que sur ’'HK. Méme si la liste des exemples est loin
d’étre exhaustive, elle suffit a démontrer I’incroyable finesse des processus de régulation
des TCS avec une importante modularité des acteurs qui en font véritablement des
systemes a multi-composants (autre que les phosphorelais comme le systeme SpoOA décrit
précédemment) comme c’est le cas par exemple pour la production d’une bactériocine.
Nous avons vu également que deux TCS pouvaient intervenir sur une méme voie
métabolique avec I’exemple des systemes Nar d’E. coli mais également qu’un méme TCS
peut contrdler plusieurs fonctions physiologiques (cas de PhoP/ PhoQ). Mais peut-on
généraliser ces observations relevées sur des bactéries appartenant a des phyli bien
différents sur des bactéries appartenant a une méme famille ? Dans la partie suivante, nous
nous intéresserons plus particulierement aux études concernant les principaux TCS des

streptocoques avec 1’objectif de déterminer quelles sont les grandes fonctions

physiologiques régulées par ces TCS.
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5) Grandes fonctions régulées par les TCS des streptocoques

Dans la partie précédente nous avons donné une illustration de la diversité des
fonctions régulées par les TCS dans les génomes microbiens en général. Les exemples
proposés avaient trait pour la plupart a des fonctions bien précises, souvent caractéristiques
du genre bactérien voire méme de 1’espece considérée (Deinococcus radiodurans, par
exemple). Néanmoins, qu’en est-il dans un phylum plus restreint ou la variabilité de taille
des génomes et de complexité d’environnements est moindre ? Retrouve-t-on
nécessairement entre deux bactéries phylogénétiquement proches les mémes TCS ? Si c’est
le cas, les régulons sont-ils les mémes ? Existe-t-il des TCS spécifiques de certaines
especes de streptocoques ?

Cette section se propose d’apporter des éléments de réponse a partir d’exemples de TCS
de différentes especes de streptocoques, pathogenes ou non. Voici donc une synthese
bibliographique de quelques-uns de ces systeémes qui sont souvent dénommés de facon

différente selon les especes.

5.1) TCS impliqués dans la virulence des streptocoques pathogenes

5.1.1) CovR, régulateur global des facteurs associés a la virulence

Un des systemes les plus étudiés chez les streptocoques et plus particulierement
chez les pathogenes est le systtme CovRS, aussi appelé CsrR (pour capsule synthesis
regulator). Comme son nom I’indique, il réprime 1’expression de la syntheése de la capsule
(via ’opéron has) chez les streptocoques du groupe A (GAS) (Levin and Wessels, 1998)
mais aussi d’une grande variété de genes associés a la virulence ou favorisant la
dissémination bactérienne chez I’hote (Federle ef al., 1999). Parmi ceux-ci on retrouve des
genes codant des adhésines, des enzymes extracellulaires telles SpeB, Ska et SagA ainsi
que des protéines de réponses aux stress (Dnal, DnaK et GrpE).

De plus, CovRS régule d’autres TCS tels que CiaR/H, IhR/K et TrxR/S (dont nous
reparlons plus loin) mais aussi d’autres régulateurs plus généraux contribuant ainsi a la
grande variété de fonctions contrdlées directement ou non par CovRS. Au final, puisqu’il
module la transcription d’environ 15% du potentiel génomique des GAS dans la tres
grande majorité de fagcon répressive (Graham et al., 2002), il est considéré comme un

systeme globalement répresseur. D’ailleurs, des modeles d’infection chez la souris
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montrent une plus grande virulence des mutants dépourvus du systeme CovRS (Engleberg
etal.,2001).

D’un point de vue plus « mécanistique », des auteurs ont montré que la
concentration en magnésium influe I’activité de CovR (Gryllos et al., 2003; Gryllos et al.,
2007). En effet chez les GAS, CovR est réprimé pour des concentrations faibles en Mg”*
correspondant a celles retrouvées dans le sang ou les sécrétions mucosales. A I’inverse, le
systeme est exprimé lorsque la concentration atteint 10mM. Voila qui explique pourquoi
les genes de virulence sont particulierement exprimés in vivo puisqu’il y a levée de la
répression de CovR pour cette concentration.

On notera néanmoins que chez les streptocoques du groupe B, contrairement aux
GAS, le systeme est a la fois activateur et répresseur. Il est intéressant de constater que le
systeme répond aux changements de pH (Santi er al., 2009) et que dans ce cas, son
inactivation atténue sa virulence (Lamy et al., 2004). On peut donc penser que ces
différences d’activation du systeme refletent une adaptation différente a I’environnement
des souches de streptocoques, GAS ou GBS, notamment au cours de I’infection de 1’hote.
D’ailleurs des mutations ponctuelles du systtme CovR/S ont été observées parmi des
isolats cliniques de GAS tres hétérogenes du point de vue de leur virulence (Aziz et al.,
2010; Sumby et al., 2006; Trevino et al., 2009).

S. mutans possede un RR orphelin orthologue a CovR nommé GcrR qui joue un
role important dans la formation de biofilm et la virulence en régulant positivement la
transcription de genes tels que des glycosyltransférases (GtfB/C) ainsi que des protéines de
liaisons aux glucanes (GbpC).

En effet, I’expression de ces genes s’avere cruciale pour que la bactérie adhére a la surface
dentaire et enclenche la cariogenese (Biswas and Biswas, 2006; Matsumoto-Nakano et al.,
2007; Stipp et al., 2008; Zafar, 2003). Par ailleurs, on notera que 1’expression de covR est
maximale en fin de phase exponentielle et qu’elle est stimulée en présence de magnésium
ou d’un pH légerement alcalin (7.2) proche de celui quelle rencontre dans la salive. Il a été
aussi montré que CovR peut induire 1’expression de genes impliqués dans la tolérance au
stress acide. Ainsi, le systtme CovR contribue a la pathogénicité de S. mutans puisqu’il lui
confere a la fois une meilleure résistance au stress acide ainsi qu’une meilleure capacité
d’adhérence a la surface dentaire. Une derniere étude portant sur le régulon de CovR chez
S. mutans confirme la régulation de genes associés a la virulence mais également de

compétence (Dmitriev et al.,2011).
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Enfin, on retrouve également un RR orphelin orthologue a CovR chez S.
pneumoniae, RitR (regulator of iron transport), lui aussi impliqué dans la virulence. En
effet, I'inactivation de celui-ci réduit d’un facteur 100 la population bactérienne retrouvée
dans un modele murin (Throup et al., 2000). Cette contribution a la virulence a par la suite
été confirmée par une étude qui montrait de plus qu’elle était tissu-dépendante, le mutant
se développant moins bien que la souche sauvage dans le poumon mais pas apres injection
dans la cuisse. Les auteurs ont par ailleurs montré que RitR réprime des génes permettant
I’importation de fer. En effet la concentration en fer intracellulaire doit étre limitée pour
éviter la production de ROS via la réaction de Fenton. L’étude montre également que
I’expression d’autres genes impliqués dans la réponse aux stress oxydant est altérée dans le

mutant RitR.

5.1.2) TrxR/S, systeme de virulence controlé par CovR

Ce systeme décrit récemment chez les GAS est lui aussi impliqué dans la virulence.
Un mutant déficient pour celui-ci présente une virulence atténuée sur un modele murin. Il
contrdle I’expression de MgA, un activateur transcriptionnel des génes de virulence chez
les GAS. Les auteurs ont montré par ailleurs qu’il est réprimé par CovR (Leday et al.,

2008).

5.1.3) FasBCAX, systeme régulateur de 1’adhérence aux cellules épithéliales

Le systtme FasBCAX (fibronectin binding haemolytic activity streptokinase
regulator) présente une structure particuliere car il possede deux HKs, FasB et FasC, et
FasA comme RR lui permettant donc potentiellement d’intégrer différents signaux pour
s’adapter efficacement. On sait par exemple que 1’expression des genes FasBCA varie
lorsque la température passe de 29°C a 37°C (Sitkiewicz and Musser, 2006). L’opéron Fas
présent chez les GAS contrdle lui aussi I’expression de facteurs de virulence tels que des
adhésines. En outre, le systeme Fas, a ’instar du systeme Agr présenté précédemment, est
lui-méme contr6lé par un ARN régulateur non traduit de 300 nucléotides appelé FasX
(Kreikemeyer et al., 2001). Ainsi ce systeme contribue a la virulence de S. pyogenes

(Klenk et al., 2005).

5.1.4) ThK/ Irr, systéme contournant le systéme immunitaire
Ce systeme est lui aussi impliqué dans la virulence puisqu’il permet aux souches

pathogenes le possédant d’échapper d’une certaine facon au systéme immunitaire. En effet,
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il contrdle 1’expression de geénes le protégeant des globules blancs, plus précisément des
polynucléaires neutrophiles (Federle et al., 1999; Voyich et al., 2003). Il réprime des génes
impliqués dans le métabolisme de la paroi, la réponse au stress oxydant et la virulence. Un
mutant du systeme est d’ailleurs plus sensible au peroxyde d’hydrogeéne ainsi qu’aux

granules des polynucléaires neutrophiles (Musser and DeLeo, 2005; Voyich et al., 2003).

5.1.5) SilA/B, systéme impliqué dans la virulence

Le locus Sil (streptococcus invasive locus) est présent chez 18% des isolats
cliniques des GAS. Ce systeme possede une architecture particuliere composé du TCS
(SilA, SilB), d’un ABC transporteur (SilD,SilE) et de deux petites ORF codant pour des
petits peptides (SilC et SilCR). Cette structure rappelle celles des systemes impliqués dans
la compétence (Com) et dans la production de bactériocines (Blp). D’ailleurs, il s’avere
que le systeme Sil fonctionne également comme un systéme de quorum sensing. Ainsi, le
peptide SilC agirait comme un activateur transcriptionnel du gene si/lC mais aussi de
facteurs de virulence tels 1’opéron blp et la streptolysine ainsi qu’une transposase
favorisant potentiellement les remaniements génétiques lors de 1’infection microbienne.
L’originalité du systeme réside dans le fait que la transcription de silC est réprimée par
SilCR, le peptide complémentaire et chevauchant (Kizy and Neely, 2009; Salim et al.,
2008). Des études ont par ailleurs montré qu’il pouvait y avoir cross-sensing de SilCR
entre deux especes pathogenes ce qui pourrait influencer la capacité de ces bactéries a

coloniser leur hote (Eran ef al., 2007).

5.2) TCS impliqués dans la physiologie générale bactérienne

5.2.1) CiaR/H et compétence

Le systeme Cia fut le premier identifié chez les pneumocoques. L’influence de ce
TCS sur la physiologie du pneumocoque est complexe et variée puisque des études ont
montré son implication dans la virulence, la compétence et la résistance a des antibiotiques
(Dagkessamanskaia et al., 2004; Dawid et al., 2009; Guenzi et al., 1994; Mascher et al.,
2006a; Sebert et al., 2005). Ainsi, I’analyse de cellules prétes a étre transformées suggere
que CiaRH protege les cellules du stress 1ié a la mise en place du phénomene de
compétence (Dagkessamanskaia et al., 2004). En I’absence de CiaR, les cultures présentent

une autolyse accrue en réponse a I’induction de la compétence. Son role dans la virulence a
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été démontré par plusieurs études travaillant a partir de mutants délétés pour ce systeme.
La cible principale du systeme est sans conteste HtrA, une sérine protéase de réponse au
stress induit par CiaR, permettant au pneumocoque de croitre a des températures plus
élevées, de résister au stress oxydant et de favoriser la transformation. Le fait qu’un mutant
CiaRH dont I’expression de htrA est restaurée retrouve son niveau de virulence initial
suggere que HtrA est un facteur clé de virulence, son role exact restant encore a éclaircir
(Ibrahim et al., 2004).

A c6té de cela, le systeme Cia semble impliqué également dans le métabolisme des

acides téchoiques largement responsable de la charge globalement négative de la paroi des
pneumocoques. En effet, une étude a montré qu’il module également 1’expression des
opérons dit et lic, impliqués respectivement dans I’incorporation d’alanine et de choline
dans les acides téchoiques du pneumocoque (Mascher et al., 2003).
Enfin, une analyse transcriptomique globale récente confirme 1’ensemble de ce régulon
tout en identifiant en plus 5 petits ARNs non codants (Halfmann ez al., 2007). Ceux-ci sont
particulierement induits par CiaR et semblent, pour deux d’entre eux du moins, contribuer
a la résistance a la lyse des cellules en phase stationnaire. Leur réle physiologique exact
reste encore a éclaircir.

On notera par ailleurs que S. mutans possede la particularité d’avoir un troisieéme
composant, CiaX en amont du TCS correspondant a un peptide de 87 acides aminés liant
efficacement le calcium et modulant la régulation du systtme via I’HK CiaH d’une
maniere qui reste encore a éclaircir (He et al., 2008). Néanmoins, il est clair que I’opéron
est réprimé en présence de calcium pour des concentrations de I’ordre de 0.5mM.

A TDinstar des études menées chez S. pneumoniae, celles conduites chez S. mutans ont
également montré 1’'implication du systeme CiaRH dans la compétence, la tolérance au
stress acide et la production de mutacine (Qi et al., 2004).

Il est intéressant de constater que tous ces phénotypes ont été observés sur un
mutant de I’HK CiaH, la physiologie des mutants du RR CiaR et du double mutant CiaRH
n’étant nullement affectée. Récemment, une étude a permis de mieux comprendre cette
régulation peu banale. En effet, il se trouve qu’en réalité, ’HK CiaH réprime environ 25
fois I’expression de ciaR. Les auteurs ont par la suite démontré par transcriptomique que
les phénotypes observés pour un mutant CiaH correspondaient rigoureusement a ceux
retrouvés pour une souche surproductrice de CiaR (Wu et al., 2010). Enfin, la séquence
consensus reconnue par CiaR de S. mutans a ét€ mise en évidence et correspond a une

séquence répétée, NTTTAAG-N5-WTTAAG, qui est d’ailleurs tres proche de celle,
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TTAAG-N5-TTAAG déterminée antérieurement chez S. pneumoniae (Halfmann et al.,
2007).

5.2.2) WalR/K et métabolisme de la paroi

Le systtme WalR/K de S. aureus (Dubrac et al., 2007), fut le premier TCS décrit
comme étant essentiel chez les bactéries a Gram + (Fabret and Hoch, 1998). Il est
d’ailleurs retrouvé chez tous les Lactobacillaceae ; néanmoins quelques études ont démenti
son essentialit¢ notamment chez L. lactis (O'Connell-Motherway et al., 2000) et S.
gordonii (Liu and Burne, 2009) ot des mutants de walR (ou yycF) restent viables.

Chez B. subtilis, il a tout d'abord été montré que ce systeme régule directement
l'opéron ftsAZ dont les genes sont impliqués dans la division cellulaire mais ceci ne
suffisait pas a expliquer le caractere essentiel de yycF/G ou walR/K (Fukuchi et al., 2000).
Plus tard, d’autres auteurs ont montré qu’YycF ou WalR est capable d'activer l'expression
de yocH codant une autolysine. Cette activation semble avoir lieu seulement lors de la
phase exponentielle de croissance, ce qui suggere que le signal activant le systéme a deux
composants est présent uniquement durant cette phase. La séquence reconnue par le
régulateur YycF a été déterminée et un régulon potentiel a été identifié ; il comporte des
genes impliqués dans le métabolisme de la paroi et la synthese de protéines membranaires
(Bisicchia et al., 2007; Howell et al., 2003; Szurmant et al., 2007a). Depuis, une étude a

montré que le gene yycJ présente un domaine f-lactamase caractéristique d'enzymes

inhibant les 3- lactamines qui inhibent la synthese et la polymérisation des peptidoglycanes

(Biller et al., 2011).

5.3) TCS contribuant a ’adaptation des streptocoques a leur niche

écologique

5.3.1) RelR/S ou SptR/S : adaptation a la salive

Ce systeme est présent chez les especes pathogeénes ou pathogeénes opportunistes S.
mutans, S. salivarius, S. gordonii, S. agalactiae, S. pyogenes, S. sanguinis et S.
gallolyticus. Son r0le a pour la premiere fois été mis en évidence lors d’une étude
transcriptomique de I’adaptation a la salive de S. pyogenes. Le RR et I'HK étant
particulierement exprimés en phase stationnaire, les auteurs ont construit un mutant du RR

et ont montré que celui-ci est essentiel a la survie du streptocoque, non pas dans un milieu
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riche ou semi-synthétique mais uniquement dans la salive (Shelburne et al., 2005). Les
analyses post-génomiques menées par la suite ont montré que le RR induit 1’expression des
facteurs clés de colonisation et d’infection de I’oropharynx mais aussi de protéines
impliquées dans 1’acquisition et 1’utilisation de sucres complexes. En conséquence, les
auteurs ont nommé le systeéme spt pour saliva persistence, sptR et sptS correspondant
respectivement au RR et a I’HK.

Plus récemment, un lien entre RelR/S, le systeme orthologue étudié chez S. mutans, et la
production de I’alarmone (p)ppGpp a été établi (Lemos and Burne, 2008). En effet, une des
stratégies qu’utilisent les bactéries pour faire face aux variations de disponibilité des
nutriments implique la production de ce type d’alarmones pour déclencher ce qui est
communément appelé la « réponse stringente ». Celle-ci entraine la répression de genes de
biosynthese des complexes macromoléculaires (a2 hauts colts énergétiques) et a I’inverse
I’induction de geénes permettant la dégradation des protéines, la syntheése d’acides aminés
et la tolérance aux stress (Potrykus and Cashel, 2008).

La majorité des bactéries & Gram" produit 1’alarmone (p)ppGpp par I’intermédiaire
d’une seule enzyme, RelA, a partir de GTP et GDP. Toutefois S. mutans ainsi que les
autres especes citées précédemment possedent en plus de RelA, deux autres protéines,
RelP et RelQ (Lemos et al., 2007), RelP étant de fagon remarquable cotranscrit avec le
TCS RelRS. Les auteurs ont par la suite montré que le systeme RelR/S active 1’expression
de RelP ce qui suggere que S. mutans pourrait moduler la quantité de (p)ppGpp en réponse
a des stimuli, probablement liés aux stress oxydants. En effet les auteurs ont montré qu’une
souche délétée pour RelP présente un meilleur taux de croissance en présence de paraquat
et proposent en conséquence que la production de 1’alarmone en présence d’un stress
oxydant via le systeme RelR/S permette a la cellule de ralentir sa croissance et privilégier
la réponse au stress oxydant.

Prises ensembles, ces études menées sur ces deux systemes orthologues suggerent
tres fortement que ce TCS confere une meilleure compétitivité aux streptocoques le
possédant, en les rendant plus réactifs face aux stress oxydant ou de nature nutritionnel

qu’ils rencontrent fréquemment dans leur niche écologique, notamment dans la salive.
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5.3.2) BfrA/B : formation de biofilms

Chez les streptocoques oraux, la formation de biofilms s’avere cruciale pour
s’implanter sur la surface des dents et former ainsi la plaque dentaire qui abrite plusieurs
dizaines ou centaines d’especes microbiennes. Le systtme BfrAB est un exemple de TCS
contribuant a la persistance dans cette niche écologique particuliere via la formation de
biofilm. Ce systeme est d’ailleurs retrouvé exclusivement chez des streptocoques capables
de coloniser la cavité buccale tels que S. mutans, S. mitis, S. sanguinis et enfin S. gordonii
chez qui ce TCS a été pour la premiere fois mis en évidence. Ainsi, un mutant Bfr n’est
plus capable de former un biofilm in vitro. A coté de cela, des suivis de 1’expression du
transcrit bfrAB ont permis de constater que celle-ci est dépendante de la phase de
croissance et que le systeme est plus exprimé en phase stationnaire (Zhang et al., 2004).
Plus récemment, une étude transcriptomique montre que BfrAB régule positivement
I’expression de deux ABC transporteurs, BfrCD et BfrEFG ainsi que d’une
métalloprotéase potentielle BfrH. Les molécules transportées ou maturées par ces protéines
ne sont pas connues a ce jour tout comme le ou les signau(x) percu(s) par 1’histidine kinase
BfrB (Zhang et al., 2009). Quoiqu’il en soit, il est clair que ce systeme confére un avantage
sélectif pour les souches le possédant et il est d’ailleurs intéressant de constater que les

especes possédant BfrAB correspondent aux premiers colonisateurs de la surface dentaire.

5.3.3) LevR/S : métabolisme des sucres

Le métabolisme des sucres est capital pour S. mutans pour qu’il puisse s’implanter
et persister dans la bouche et plus particulierement a la surface dentaire. Les systemes PTS
permettent classiquement aux microorganismes de transporter rapidement une grande
variété de sucres. En plus de tout cela, S. mutans produit des polysaccharides
extracellulaires qui lui permettent d’accroitre, sous la forme de biofilm, son efficacité de
colonisation. Ainsi S. mutans posséde 3 glucosyltransférases pour convertir le glucose sous
la forme de polyméres de glucanes, €léments fondateurs permettant la formation du
biofilm. Cette bactérie produit également des polymeres de fructanes qui lui servent de
réserve énergétique au sein du biofilm. Ceci est rendu possible par 1’action de
fructosyltransférases a partir de fructose. L’opération inverse, lorsque nécessaire, est
réalisée par la fructosidase FruA qui dépolymérise les polymeres de fructane en fructoses.
Des études ont ainsi montré que la fructosidase FruA, augmente la quantité d’acide produit
dans le temps, contribuant ainsi a la persistance de S. mutans qui résiste mieux a ’acidité

que les autres espeéces environnantes comme S. gordonii et S. mitis (Zeng et al., 20006).
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L’expression de fruA est sensible a la répression catabolique ce qui signifie qu’elle est
réprimée en présence de sucres rapidement assimilables comme le glucose. L’induction de
JruA est contrdlée par un systeme a quatre composants faisant intervenir deux protéines
affines aux sucres extracellulaires (LevQ, LevT) avec un TCS formé par I’'HK LevS et le
RR levR. Chacun des genes est requis pour activer fruA et une concentration basse en
fructose, le produit final de la réaction catalysée par FruA sur les polymeres de fructanes
sert de signal inducteur. D’ailleurs, ce systeme contrdle également 1’activation des genes
du complexe enzyme II de la voie PTS fructose/mannose (LevD, LevE, LevF et LevG) qui
sont codés par les geénes situés en aval du systeme LevQRST (Zeng and Burne, 2008). Les
auteurs ont pu aussi mettre en évidence une répression de fruA par un homologue de CcpA

se fixant au site conservé CRE (catabolite response element) de la région promotrice de

JruA.

5.3.4) BceABRS : résistance a la bacitracine

Le systeme BceABRS récemment caractérisé chez S. mutans (Ouyang et al., 2010),
permet, a I’instar de son homologue chez B. subtilis, de résister a la bacitracine, un
polypeptide cyclique inhibant le recyclage d’un composé essentiel a la synthese de la paroi,
I’undecaprenyl pyrophosphate. Comme son nom 1’indique, ce systeme forme en réalité un
systtme a 4 composants codé dans un méme opéron, le TCS étant associé a un ABC
transporteur composé de deux protéines. Chacun des genes joue un role dans cette
résistance, les mutants individuels étant plus sensibles que la souche sauvage. Plus
précisément, 1’histidine kinase BceS détecte la présence de bacitracine, puis phosphoryle
BceR, augmentant ainsi son affinité d’environ 20 fois pour une séquence inversée répétée
retrouvée en amont de 1’opéron BceABRS. Ainsi BceRS controle positivement son propre
opéron en réponse a la bacitracine. De plus, le fait que des cellules dépourvues de I’ABC
transporteur BceAB, malgré la présence de BceRS, ne présentent plus aucune induction en
présence de bacitracine suggere que la perception de la bacitracine par le TCS requiert la
présence du transporteur. BceAB jouerait donc, en plus de son rdle de pompe de
détoxification, un rdle de co-senseur du TCS. Ainsi, la détoxification opérée par le
transporteur éliminerait progressivement le stimulus jusqu’a éteindre la réponse du TCS
des que la concentration en bacitracine est inférieure a une valeur seuil.

Si on se place a présent du point de vue « écosysteme », 1’existence d’un tel

systeme permettrait aux streptocoques d’assurer une défense efficace contre des bactéries

52






productrices de bacitracine qui pourraient étre présentes transitoirement dans la bouche a

partir d’eau ou d’aliments contaminés.

5.3.5) le locus Blp de S. thermophilus : production d’une bactériocine

Chez S. thermophilus, seul un TCS a été caractérisé. Ce locus Blp contenant le
TCS09 de la souche LMD-9 de S. thermophilus est impliqué dans la production de
bactériocines (Fontaine et al., 2007). Chez cette souche, le locus Blp contient toute
I’information génétique nécessaire pour la production de la thermophiline 9 et des geénes
lui conférant I’'immunité contre celle-ci. Il est régulé au niveau transcriptionnel par un
mécanisme de quorum-sensing qui fait intervenir la phéromone BlpC maturée et exportée
par un ABC transporteur dédié et le systéme a deux composants BIpRH (Fontaine et al.,
2007). Le spectre d’inhibition de la thermophiline 9 est assez ciblé puisque la bactériocine
est active sur des bactéries a Gram positif proches phylogénétiquement (Fontaine and Hols,
2008). Ainsi, presque toutes les autres souches de S. thermophilus testées, mais aussi des
souches des especes S. salivarius, E. faecalis et L. lactis sont inhibées par cette
bactériocine. Ce systeme permettrait donc a la souche LMD-9 d’étre plus compétitive dans
sa niche écologique naturelle qu’est le lait en inhibant un certain nombre de bactéries

indésirables voire pathogenes.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
CHAPITRE 1 :

Caractérisation générale des TCS de S. thermophilus
LMD-9

1) Analyse in silico

1.1) Les TCS de la famille des Streptococcacae

1.1.1) Introduction a I’analyse

Dans la section bibliographique précédente, nous avons donné une illustration de la
diversité des TCS des génomes microbiens en général, tant au niveau des fonctions qu’ils
contrdlent que des mécanismes qui régissent leur activité. Nous nous sommes intéressés
par la suite aux principales études portant sur les TCS de la famille des Streptococcacae, la
plupart concernant les especes pathogenes. Ceci nous a permis de confirmer qu’il existe
des TCS assurant tout aussi bien des fonctions métaboliques vitales (la division cellulaire
par exemple) que des fonctions supplémentaires conférant aux streptocoques des propriétés
de virulence ou d’adaptation a un environnement particulier. Ces simples observations
nous amenent a la question de savoir plus précisément quels sont les TCS les plus
communément retrouvés dans cette famille mais aussi de mettre en évidence les plus
atypiques. Cette section se propose d’apporter des éléments de réponses a cette question a
travers un recensement de I’ensemble des protéines appartenant aux TCS de la famille des
Streptococcaceae. Cette famille, comprenant des bactéries ayant des génomes de petite
taille (~2Mpb), est particulierement propice a une analyse exhaustive. De plus, cette
famille comprend des streptocoques et des lactocoques comprenant a la fois des bactéries
pathogenes et non pathogenes dont les bactéries lactiques S. thermophilus et L. lactis. Cette
analyse permet ainsi de cribler I’ensemble des TCS des Streptococcacae pour dissocier les
TCS hautement conservés de ceux propres a une espece bactérienne ou en lien avec une
niche écologique particuliere. Enfin, cette analyse permet également de positionner les

TCS de S. thermophilus dans 1’ensemble des TCS de cette famille.
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TAILLE NOMBRE
CODE LOCUS_TAG NOM DU GENOME (Mpb) DE GENES
limg Lactococcus lactis cremoris MG1363 2.53 2624
LACR Lactococcus lactis cremoris SK11 2.60 2617
LO Lactococcus lactis lactis 111403 2.37 2434
LLKF Lactococcus lactis lactis KF147 2.64 2560
SAG Streptococcus agalactiae 2603V/R 2.16 2246
SAK Streptococcus agalactiae A909, ATCC BAA-1138 2.13 2152
gbs Streptococcus agalactiae NEM316 2.21 2257
SDEG Streptococcus dysgalactiae equisimilis GGS_124 2.11 2167
SEQ Streptococcus equi equi 4047 2.25 2095
SZ0 Streptococcus equi zooepidemicus H70 2.15 1961
GALLO Streptococcus gallolyticus UCN34 2.35 2312
SGO Streptococcus gordonii Challis CH1 2.20 2149
smi Streptococcus mitis B6 2.15 2095
SMU Streptococcus mutans UA159 2.03 2059
SPD Streptococcus pneumoniae D39 2.05 2090
spr Streptococcus pneumoniae R6 2.04 2141
SP Streptococcus pneumoniae TIGR4 2.16 2298
Spy Streptococcus pyogenes M1, GAS SF370 1.85 1830
SpyM5 Streptococcus pyogenes M2, MGAS10270 1.93 2091
MGAS10270_Spy Streptococcus pyogenes M3, MGAS315 1.90 1971
MGAS10750_Spy Streptococcus pyogenes M4, MGAS10750 1.94 2085
SpyM3 Streptococcus pyogenes Manfredo (M5) 1.84 1915
STRSA Streptococcus salivarius SK126 2.13 2029
SSA Streptococcus sanguinis SK36 2.39 2367
SSuU Streptococcus suis P1/7 2.01 1905
SSUSC84 Streptococcus suis SC84 2.10 1979
str Streptococcus thermophilus CNRZ1066 1.80 2020
STER Streptococcus thermophilus LMD-9 1.86 1820
stu Streptococcus thermophilus LMG 18311 1.80 1994
SUB Streptococcus uberis 0140J 1.85 1843

Tableau 3: Nom, taille et nombre de génes des génomes des 30 souches

de Streptococaceae sélectionnées pour I’analyse in silico des TCS



1.1.2) Démarche employée

Une recherche bioinformatique de I’ensemble des régulateur de réponse (RR) et des
histidine kinases (HK) des Streptococcacae a été effectuée sur la base de 30 génomes
séquencés (Tableau 3) appartenant aux especes Lactococcus lactis subsp. cremoris (2
souches), Lactococcus lactis subsp. lactis (2), Streptococcus agalactiae (3), Streptococcus
dysgalactiae (1), Streptococcus equi (2), Streptococcus gallolyticus (1), Streptococcus
gordonii (1), Streptococcus mitis (1), Streptococcus mutans (1), Streptococcus pneumoniae
(3), Streptococcus pyogenes (5), Streptococcus salivarius (1), Streptococcus sanguinis (1),
Streptococcus suis (2), Streptococcus thermophilus (3) et enfin Streptococcus uberis (1).

La base de données IMG pour Integrated Microbial Genomes (http://img.jgi.doe.gov/cgi-

bin/w/main.cgi) a été€ utilisée pour récupérer toutes les s€quences protéiques correspondant

aux HK et aux RR. L’identification des HK et des RR a été réalisée sur la base de
multiples requétes faisant appel aux domaines conservés Pfam ou COG qui leur sont
caractéristiques. Les RR ont ainsi été classés en 5 sous-familles (type OmpR, COG0745:
pfam00072 et pfam00486 ; type NarL, COG2197: pfam00072 et pfam00196 ; type LytR,
COG3279: pfam00072 et pfam04397 ; type AraC, COG4753 : pfam00072 pfam00165 ;
autres types de RR non classifiables: COG4565, COG2204, COG3707). Pour ce qui est du
recensement des HKs, il a été effectué sur la base des COG : COG0642, COG2205,
COG2972, COG3275, COG3290, COG4585 et COGS002. Les locus-tag des genes
correspondant a chacune des protéines sélectionnées ont été récupérés par souci de
lisibilité, les numéros d’accession des protéines ne permettant pas facilement
I’identification de la souche (exemple: a la protéine YP_820666 correspond le geéne
STER_1290 de S. thermophilus LMD-9).

Les alignements des séquences des RR ont été effectués sur le portail de ’EBI (European
Bioinformatics Institute) avec le programme MAFFT

(http://www .ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) pour Multiple Alignment using Fast Fourier

Transform avec ClustalW comme format de sortie du fichier d’alignement. Enfin, les
arbres phylogénétiques de type Neighbor-Joining des séquences protéiques RR ont été
générés en utilisant le programme Jalview (http://www jalview.org/). De cette facon, les
différents clusters de protéines orthologues (ayant au minimum 60% d’identité en acides
aminés) apparaissent clairement et correspondent dans la grande majorité a des systemes
ayant fait I’objet d’une ou plusieurs publications scientifiques (avec attribution d’un role
ou d’ue fonction) dans au moins une des souches appartenant a la sous-famille. Cette

valeur de 60% a été choisie car elle correspond a la valeur minimale permettant de séparer
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dans des clusters fonctionnels distincts I’ensemble des protéines paralogues. Ainsi par
exemple, CovR et WalR, deux protéines paralogues de S. mutans UAI159, partagent
environ 40% d’identité mais sont biologiquement bien différentes. En conséquence, ces
deux protéines ne peuvent faire partie du méme cluster fonctionnel. Chacun des clusters
fonctionnels d’un arbre phylogénétique ne peut donc contenir au mieux qu’l protéine par
souche autrement dit la taille maximale d’un cluster d’orthologues est de 30. Avant
d’aborder plus en détails chacun de ces systemes, intéressons nous tout d’abord aux aspects

plus généraux que 1’on peut retirer du recensement total des TCS chez les Streptococcacae.

1.1.3) Aspects statistiques généraux

Sur les 30 souches de streptocoques et lactocoques testées, on dénombre un total de
797 protéines de TCS réparties globalement de facon homogene en 402 HK et 395 RR
(Tableau 4). On constate donc qu’un membre des Streptococaceae posseéde en moyenne 26
protéines de TCS. Cette moyenne concorde d’ailleurs assez bien avec la moyenne du
nombre de genes TCS retrouvés pour des génomes d’environ 2 Mb qui est d’une vingtaine
(Kim er al., 2010).
Toutefois, derriere cette moyenne du nombre de TCS se cache en réalité une variabilité de
la quantité de TCS suivant les especes considérées. En effet, alors que les souches de GBS
possedent une quarantaine de génes TCS, entre 25 et 35 pour les autres souches pathogeénes
ou pathogenes opportunistes, on en compte seulement une quinzaine pour S. thermophilus
et L. lactis. Ces différences d’abondance peuvent s’expliquer du fait de la diversité, de la
variabilité de 1’environnement ou de la niche écologique a laquelle doit faire face la
bactérie. Ainsi les souches de S. thermophilus ont été isolées a partir d’une niche
écologique limitée au lait et aux produits laitiers pour lesquels elles sont les mieux
adaptées. A I’inverse, les souches pathogeénes ou pathogeénes opportunistes ne bénéficient
pas d’un environnement stable et la présence d’un nombre plus important de TCS participe
probablement a leur capacité d’adaptation a la diversité des stress ou changements
d’environnement rencontrés. Ainsi, comme nous le verrons par la suite ces souches
possedent des systemes leur conférant des atouts pour coloniser et persister dans leur niche
écologique. On peut citer rapidement des facteurs d’adhésion ou de formation de biofilm,
de résistance aux stress, de résistance a des antibiotiques, de production de bactériocines
ou encore d’évasion du systéme immunitaire dans le cas des pathogenes avérés tels que les
GAS et les GBS. Ainsi, méme si globalement on peut corréler le nombre de TCS d’un

organisme a la taille de son génome (Galperin, 2005), c’est avant tout la complexité de
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Figure 19 (a gauche): Arbre phylogénétique des RR de type OmpR
de 30 souches appartenant a la famille des Streptococcaceae
Les alignements des séquences des RR de type OmpR ont permis d’obtenir I'arbre phylogénétique

associé. Les protéines orthologues ayant entre elles au minimum 60% d’identité en acides aminés
permettent de former un cluster « fonctionnel ». Les RR de S. thermophilus sont mises en évidence

par un rectangle jaune au niveau des numeéros d’accession des locus_tag. Les RRs présents
uniquement dans une souche sont gncadrés en rouge. Chacun des cluster est représenté par une
accolade et un numéro de cluster. Lorsque c’était possible, nous avons mentionné le nom du RR du
systeme a deux composants (TCS) qui lui est associé dans ou une ou plusieurs publications
scientifiques. Un code couleur a également été ajouté dans les accolades en fonction du type de
souches caractérisant le cluster:

Présent dans toutes les souches de GAS ou GBS

[ Présent chez des streptocoques oraux
[l Présent dans toutes les souches de S. pneumoniae + quelques autres pathogénes

Présent dans toutes les souches de S. agalactiae
B Présent dans toutes les souches de S. pyogenes

Présent uniquement chez les souches de S. agalactiae
Présent uniquement chez les souches de S. suis
[ Présent uniquement chez les souches de L. lactis

+ quelques autres pathogénes

+ quelques autres pathogénes
+ quelques autres pathogenes

Tableau 5: Nombre d’orthologues, particularités et fonctions
proposées pour chacun des clusters des RR de type OmpR

o Homonymes Nb . e . Fonctions
Necluster . Particularités / Composition du cluster N -
duTCS d'orthologues Proposées ou avérées
1 RelR/S 14 GAS + GBS et souches "buccales" adaptation a la salive
Lnige . virulence ou
?
2 ? 3 Spécifique aux S. agalactiae adaptation a I'héte
3 YycF/G / WalR/IK 29 "Universel" sauf S. uberis division, paroi stress oxydant...
VicR/K
4 PhoP/B et PnpR/S 7 Tous les S. pneumoniae et souches pathogénes d'animaux détection [phosphate]
. . virulence ou
?
5 ? 4 Tous les S. agalactiae + S. gallolyticus adaptation 2 'hote
6 LIrE 4 Spécifique aux L. lactis Intermédiaire CovR /WalR ?
7 ? 5 Tous les GBS + S. uberis wrulgncg °|".
adaptation a I'héte
8 CovR/S-GerR 21 "Universel" sauf S. pyogenes M1GAS (Oublié a I'annotation) virulence, biofilm...
9 RitR (CovR like) 8 Orphelin détection [Fer] -Lien avec pentose
phosphate
10 "SaeR like" 1" Souches pathogénes adhésion -pilli
11 DItR 3 Spécifique aux S. agalactiae biosynthése acides téichoiques
12 CiaR/K 27 Toutes les souches sauf les S. thermophilus résistance stress, ir ulence,
competence, calcium...
13 "VncR" 8 Tous les S. pneumoniae + S. agalactiae, S. salivarius, S. mitis wrul_encx? o,uA
adaptation a I'héte
14 CbpR - BgrR 4 Tous les S. p +18. adhésion -pilli
15 Irr-lkr 10 Souches pathogénes évasion aprés phagocytose
. virulence ou
?
16 ? 2 S + S equi adaptation & 'héte 2
” y N virulence ou
17 ? 4 Tous les S. agalactiae + S. uberis adaptation a I'héte ?
Py . virulence ou
?
18 ? 3 Spécifique aux S. agalactiae adaptation & I'héte ?
19 BceABRS (S. mutans) 1 L. lactis + GBS+ S. mutans +2 S. suis + S. gallolyticus + S. uberis résistance a la bacitracine
20 "BceABRS like" 12 Tous les S.ther ilus + souches path résistance ATB?
21 LirB 4 Spécifique aux L. lactis (pas d'orthologue ) ?
n"NicR" " : " production et résistance
22 NisR' 7 1 L.lactis + 3 S. pyogenes + 2 S. equi + S.gallolyticus 3 un lantibiotique 2
23 "NisR like" 2 1°S. suis + S. mitis production et résistance
a un lantibiotique ?
24 "NisR like" 2 S. sanguinis + S. gordonii production et résistance
a un lantibiotique ?
25 RR04 thermophilus 5 Tous les S. thermophilus + S. mutans + S. salivarius prqductlon e t re_smance
a un lantibiotique ?
26 BfrA/B 4 S. gordonii + S. mutans + S. sanguinis + S. mitis biofilm

4 RR uniques: LACR_C61, SMU.1146¢, GALLO_1562, LLKF_1239
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I’environnement rencontré ou du cycle de vie de la bactérie qu’il faut mettre en relation
avec le nombre de TCS. D’ailleurs, d’autres €tudes ont montré que pour des génomes de
tailles identiques, les especes symbiotiques ou parasites possedent systématiquement moins
de TCS (Galperin, 2005; Kim et al., 2010).

Tout ceci se traduit également a 1’échelle des familles des régulateurs de réponse
rencontrés. Une plus grande diversité dans la nature des RR est retrouvée pour les souches
pathogenes. Ainsi certaines souches possedent plus de régulateurs de type LytR et,
contrairement aux souches de S. thermophilus et L. lactis, sont les seuls a posséder des RR
de type AraC, une famille peu étudiée jusqu’a présent et contribuant certainement
directement ou indirectement a leur virulence. On retrouve également plus d’HKs et de
RRs orphelins pour les streptocoques pathogeénes que pour les souches de S. thermophilus
et L. lactis (Kim et al., 2010). L’intérét de la présente analyse globale des TCS est qu’elle
permet d’établir assez finement des groupes de protéines orthologues parmi les 797
protéines récupérées au départ en les reliant aux fonctions proposées ou démontrées dans la
littérature. Voyons a présent les interprétations que 1’on peut retirer de 1’analyse des RR

pour chacune de leurs sous-familles.

1.1.4) RR de type OmpR (Figure 19 et Tableau 5)

Les 223 RR appartenant aux types OmpR s’organisent en 26 groupes d’orthologues
auxquels il faut ajouter 4 RR spécifiques d’une seule souche (encadrés en rouge sur la
figure 19) parmi les trente sélectionnées au départ. Un des premiers constats est la présence
de 3 clusters de RR hautement conservés car présent chez plus des deux tiers des souches
analysées: WalR, GerR (CovR) et CiaR qui correspondent tous a des RR contrdlant des
fonctions essentielles telles que la division cellulaire, 1’adaptation au stress ou la
compétence. Ces RR font donc partie en quelque sorte du cceur des RR des
Streptococaceae. On note par ailleurs la présence de 4 clusters d’orthologues proches de
WalR et CovR dont 3 retrouvés chez des souches pathogenes (clusters 4, 5 et 7) et 1
(cluster 6) uniquement chez des souches de lactocoques.

Par ailleurs, pas moins de 12 clusters comprennent des souches pathogenes (clusters
marron, violet, vert, rouge et bleu), deux d’entre eux étant spécifiques des souches de S.
agalactiae (clusters en bleu). Par exemple, le groupe 10, « SaerR-like », permet aux
streptocoques de mieux s’implanter puisqu’il contrdle la formation de pili. Le groupe 15
correspond a Irr qui permet a ces streptocoques de mieux résister aux défenses

immunitaires de leur hote lors d’une infection.
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Figure 20 (a gauche): Arbre phylogénétique des RR de type NarL
de 30 souches appartenant a la famille des Streptococcaceae

Les alignements des séquences des RR de type NarL ont permis d’obtenir I'arbre phylogénétique
associé. Les protéines orthologues ayant entre elles au minimum 60% d’identité en acides aminés
permettent de former un cluster « fonctionnel ». Les RR de S. thermophilus sont mises en évidence
par un rectangle jaune au niveau des numéros d’accession des locus_tag. Les RRs présents
uniquement dans une souche sont encadrés en rouge. Chacun des cluster est représenté par une
accolade et un numéro de cluster. Lorsque c’était possible, nous avons mentionné le nom du RR du
systeme a deux composants (TCS) qui lui est associé dans ou une ou plusieurs publications
scientifiques. Un code couleur a également été ajouté dans les accolades en fonction du type de
souches caractérisant le cluster:

Présent dans toutes les souches de GAS ou GBS  + quelques autres pathogenes
B Présent chez des streptocoques oraux
[l Présent dans toutes les souches de S. pneumoniae + quelques autres pathogénes
Présent dans toutes les souches de S. agalactiae  + quelques autres pathogenes
B Présent dans toutes les souches de S. pyogenes  + quelques autres pathogénes
Présent uniguement chez les souches de S. agalactiae
Présent uniquement chez les souches de S. suis
[ Présent uniquement chez les souches de L. lactis

Tableau 6: Nombre d’orthologues, particularités et fonctions
proposées pour chacun des clusters des RR de type NarL

o Homonymes Nb " s - Fonctions

Necluster du TCS d'orthologues Particularités / Composition du cluster Proposées ou avérées
1 ? 3 1 L. lactis + 2 S. equi ?
2 SalR 7 Tous les S. pyogenes + S. mitis +1 S. suis bacteriocine "salivaricin like"
3 LiaR 30 Universel stress de paroi
4 LevR 5 S. mutans, S. gordonii, S. sanguinis, S. uberis et S. gallolyticus assimilation fructose / mannose

Tous les S. pneumoniae et GBS sauf 1 S. agalactiae + S. mutans
5 RR06 18 I . o ; ?
+ S. gordonii, S. suis, S. sanguinis et S. gallolyticus
+1 RR unique GALLO_0046
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Figure 21 (a gauche): Arbre phylogénétique des RR de type LytR
de 30 souches appartenant a la famille des Streptococcaceae

Les alignements des séquences des RR de type NarL ont permis d’obtenir I'arbre phylogénétique
associé. Les protéines orthologues ayant entre elles au minimum 60% d’identité en acides aminés
permettent de former un cluster « fonctionnel ». Les RR de S. thermophilus sont mises en évidence
par un rectangie jaune au niveau des numéros d’accession des locus_tag. Les RRs présents
uniquement dans une souche sont encadrés en rouge. Chacun des cluster est représenté par une
accolade et un numéro de cluster. Lorsque c’était possible, nous avons mentionné le nom du RR du
systeme a deux composants (TCS) qui lui est associé dans ou une ou plusieurs publications
scientifiques. Un code couleur a également été ajouté dans les accolades en fonction du type de
souches caractérisant le cluster:

Présent dans toutes les souches de GAS ou GBS  + quelques autres pathogenes
Bl Présent chez des streptocoques oraux
[l Présent dans toutes les souches de S. pneumoniae + quelques autres pathogénes
Présent dans toutes les souches de S. agalactiae  + quelques autres pathogenes
Bl Présent dans toutes les souches de S. pyogenes  + quelques autres pathogénes
Présent uniquement chez les souches de S. agalactiae
Présent uniquement chez les souches de S. suis
[ Présent uniquement chez les souches de L. lactis

Tableau 7: Nombre d’orthologues, particularités et fonctions
proposées pour chacun des clusters des RR de type LytR

Necluster Hog:lo-%r;es d'orth’:::)gues Particularités / Composition du cluster Propo:g::gznasvérées
1 LytR 4 Tous les S. agalactiae + S. mutans contréle de l'autolyse
2 "LytR like" 3 Tous les S. agalactiae (paralogue au cluster 1) contréle de 'autolyse
3 RR02 3 Spécifique aux S. thermophilus mécanisme défense?
4 ? 2 Spécifique aux S. suis ?
5 FasA 10 Souches pathogénes fibronectin streptokinase
6 BIpR 8 Tous les S. pneumoniae + S. mitis +2 S. equi + 2 S. agalactiae bacteriocine
7 SilA 4 1 S. pyogenes + S. dysagalactiae + 2 S. equi régule blp et sert a I'invasion
8 ? 2 S. gordonii + S. salivarius ?
9 ComE 6 Tous les S. pneumoniae + S. mitis + S. salivarius + S. gordonii compétence via csp
10 RRO09 (Blp) 3 Spécifique aux S. thermophilus production thermophiline 9

8 RR uniques: GALLO_2008, GALLO_2015, STRSA0001_0129, STRSA0001_1748, SUB0498, SEQ_2172, smi_0059, SDEG_0331, SMU.1917
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Deux groupes sont quant a eux spécifiques des souches de lactocoques et pourraient
étre impliqués dans des fonctions qui leur sont bien spécifiques (clusters orange). Le
groupe 26 (cluster gris) correspond a BfrA, RR que possédent uniquement des
streptocoques présents dans la cavité buccale et qui permet comme on I’a vu
précédemment a ces souches de coloniser la surface dentaire pour former des biofilms. On
notera également que cette analyse permet de discriminer les « sous-types de CovR », dont

RitR, un RR orphelin uniquement présent chez les pneumocoques et d’autres pathogénes

permettant d’amoindrir I’effet de stress oxydant 1i€ a la présence de fer.

1.1.5) RR de type NarL (Figure 20 et Tableau 6)

Seuls 5 groupes suffisent a discriminer les 64 RR appartenant a cette famille,
Streptococcus gallolyticus étant la seule espece a posséder un RR situé entre les clusters 3
et 4 dont la fonction est inconnue (encadré en rouge sur la figure 20). Peu d’informations
sont a retenir pour la sous famille NarL si ce n’est la présence du RR LiaR chez 1’ensemble
des souches du panel Streptococaceae. LiaR a fait I’objet d’études de caractérisation plus
particuliecrement chez S. mutans et S. pneumoniae montrant 1’implication de ce systeme
dans le maintien de I’intégrité de 1’enveloppe cellulaire notamment en répondant aux stress
pariétaux de type antibiotiques (Eldholm ez al., 2010; Suntharalingam et al., 2009). Le
cluster 5 contient 18 orthologues non caractérisés jusqu’a présent. En outre, ce cluster
comprend a la fois des souches pathogenes (S. agalactiae, S. pneumoniae par exemple) et
non pathogenes comme S. thermophilus (RR06). Le cluster 4, comprenant en grande partie
des souches buccales, correspond aux RR représentés par LevR qui intervient dans la
régulation du fructose a partir de fructanes (voir partie 5.3.3). Enfin le cluster 2 comprend
uniquement des souches pathogenes, notamment les GAS, et possedent le RR SalR

controlant la production de bactériocines souches spécifiques (Upton et al., 2001).

1.1.6) RR de type LytR (Figure 21 et Tableau 7)

Cette famille est particulicrement intéressante car c’est elle qui présente la plus
forte diversité de RR rencontrés. On détermine en effet 10 groupes d’orthologues pour
seulement 54 RR de type LytR, soit deux fois plus de groupes que la famille NarlL qui
contient pourtant 64 RR. Ces RR correspondent vraisemblablement a des fonctions
beaucoup plus spécifiques, témoins les 9 RR n’ayant aucun orthologues et donc présents
uniquement dans une seule des souches de Streptococaceae analysées (encadrés en rouge

sur la figure). Comme le montre la Figure 21, les souches possédant ces RR sont
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Figure 22 (a gauche): Arbre phylogénétique des RR de type AraC
de 30 souches appartenant a la famille des Streptococcaceae

Les alignements des séquences des RR de type NarL ont permis d’obtenir I’ arbre phylogénétique
associé. Les protéines orthologues ayant entre elles au minimum 60% d’identité en acides aminés
permettent de former un cluster « fonctionnel ». Les RR de S. thermophilus sont mises en évidence
par un rectangle jaune au niveau des numéros d’accession des locus_tag. Les RRs présents
uniquement dans une souche sont encadrés en rouge. Chacun des cluster est représenté par une
accolade et un numéro de cluster. Lorsque c’était possible, nous avons mentionné le nom du RR du
systéme a deux composants (TCS) qui lui est associé dans ou une ou plusieurs publications
scientifiques. Un code couleur a également été ajouté dans les accolades en fonction du type de
souches caractérisant le cluster:

Présent dans toutes les souches de GAS ou GBS  + quelques autres pathogenes
Bl Présent chez des streptocoques oraux
[l Présent dans toutes les souches de S. pneumoniae + quelques autres pathogénes
Présent dans toutes les souches de S. agalactiae  + quelques autres pathogenes
Bl Présent dans toutes les souches de S. pyogenes  + quelques autres pathogénes
Présent uniquement chez les souches de S. agalactiae
Présent uniquement chez les souches de S. suis
[ Présent uniquement chez les souches de L. lactis

Tableau 8: Nombre d’orthologues, particularités et fonctions
proposées pour chacun des clusters des RR de type AraC

Necluster Ho::lo.rrléges d'o rth':::)gues Particularités / Composition du cluster Propo's:Z:sc::zn:vérées
1 ? 8 Tous les S. pyogenes + S. equi + S. dysgalactiae a davpi);:'lﬁ:‘:z ?:&e
2 ? 11 Tous les S. pyogenes + GBS + 2 S. equi a davpi);:'lﬁ:‘:z ?:&e
3 TrxR 14 Souches pathogénes modulateur CovR
4 ? 2 Spécifique aux S. suis a d:;:::?::: f’:éte
5 ? 5 Tous les S. pneumoniae + S. mitis + S. gordonii a davpi);:'lﬁ:‘:z ?:&e
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majoritairement des souches pathogenes. D’ailleurs cinq clusters concernent
uniquement ces souches, trois étant essentiellement composés de souches de streptocoques
du groupe A ou B (GAS ou GBS) et deux plus spécifiques des pneumocoques. On notera
la présence du groupe 4 propre a S. suis, potentiellement impliqué dans la spécificité de
virulence de cette espece vis-a-vis des porcs, mais aussi du groupe 8 qui contient un RR

spécifique de deux especes de la cavité buccale S. gordonii et S. salivarius.

1.1.7) RR de type AracC (Figure 22 et Tableau 8)

La encore, on ne retrouve pratiquement que des souches pathogeénes possédant ce
type de RR. Les fonctions contrdlées par ces RR conferent trés certainement des propriétés
physiologiques avantageuses telles qu’une capacité accrue a se disséminer dans I’hote.
TrxR, le seul ayant fait 1’objet d’une étude chez les GAS est d’ailleurs essentiel a la

virulence dans un modele murin (Leday et al., 2008).

1.2) Place des RR de S. thermophilus au sein des Streptococaceae

1.2.1) Introduction

D’apres 1’analyse in silico, la souche LMD-9 de S. thermophilus comprend 8 TCS
dont I’environnement et les domaines sont représentés dans le tableau 9. On voit donc que
la souche LMD-9 posssede 2 RR orphelins de leur HK et 6 TCS complets, 5 d’entre eux
ayant dans leur environnement des geénes codant pour des transporteurs non caractérisés
(en vert dans le tableau 9). On trouve 4 RR de type OmpR, 2 de type NarL et 2 de type
LytR.
A ce jour, un seul des ses TCS a fait I’objet d’une étude approfondie, le TCS09. II est
impliqué dans la production de bactériocine et des protéines d’immunité associées
(Fontaine et al., 2007; Fontaine and Hols, 2008).
Si I’on se base sur les homologies de séquences, les autres TCS de cette souche pourraient
étre impliqués dans la production de bactériocines ou de mécanismes de défenses contre
des molécules antimicrobiennes, dans la réponse a différents stress (général, acide,
osmotique, salin) ainsi que dans la viabilité bactérienne. Examinons a présent chacun de
ces systemes en reconsidérant leur positionnement dans I’arbre phylogénétique associé et

en comparant également leur environnement génétique a celui des principaux orthologues.
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Figure 23: Environnement génétique du TCS01 de S. thermophilus et de quelques
uns de ses plus proches orthologues

L’environnement génétique des orthologues de RR01de S. thermophilus est symbolisé par la zone hachurée.



1.2.2) TCS01 (homologue a CovR/S)

Le systtme CovR/S fait partie des systtmes TCS les plus universels chez les
procaryotes (voir partie bibliographique). CovR/S (Cov pour « control of virulence ») est
I’un des TCS les plus étudiés chez les streptocoques en particulier chez les pathogenes du
groupe A (GAS). Il régule environ 15% des genes chez les GAS tels que les genes de
virulence dont 1’opéron has chargé de la synthese de la capsule, la streptokinase, la
streptolysine et une protéasea cystéine (Dalton and Scott, 2004; Gryllos et al., 2007). Ce
systeme est également impliqué dans le contrdle de facteurs de virulence ou d’adhésion
cellulaire chez S. mutans (Biswas et al., 2007; Biswas and Biswas, 2006; Matsumoto-
Nakano et al., 2007).

Chez la souche LMD-9, seul RRO1, identique a plus de 80% au CovR des streptocoques
pathogenes, est présent et les génes environnants jouent potentiellement un rdle dans la
réplication de I’ADN (dnaB, dnal et gidB) (Figure 23). Seules les souches de lactocoques
(en bas du cluster) présentent un environnement génétique différent avec notamment des
genes impliqués dans la biosynthese de la paroi (murD, murG) dans la division cellulaire
(ftsQ) et un transporteur d’ammonium (amtB). Il faut ajouter aussi une particularité de
notre souche d’étude S. thermophilus LMD-9 et de la souche S. mutans UA159 par rapport
aux autres streptocoques. Elles sont dépourvues d’histidine kinase HKO1, ce qui a
certainement des implications sur la régulation du locus TCSO1 et des genes qu’il controle.
Cette analyse a permis également de discriminer CovR de RitR (respectivement clusters 8
et 9 de la Figure 19) qui est souvent confondu a I’annotation avec le systeéme paralogue
CovR. En effet, RitR est un systtme atypique car toutes les souches le possédant
(pneumocoques et quelques autres pathogenes) n’ont pas d’HK et présentent un
environnement génétique totalement différent de celui de CovR (Figure 24). Deux études
ont montré que RitR est phosphorylé par une sérine/thréonine kinase, agit comme un
répresseur du transport de fer et est impliqué dans la résistance au peroxyde d’hydrogene,
la réparation de I’ADN, le transport des sucres et la biosynthese de la capsule (Ulijasz et

al.,2004; Ulijasz et al., 2009).

1.2.3) TCS02

Comme le rappelle la Figure 25, TCSO2 appartient a un cluster spécifique a S.
thermophilus. Le contexte génétique du TCSO02 de S. thermophilus présente deux ABC
transporteurs non décrits dans la littérature en amont (ster_585, ster_586) et en aval

(ster_578, ster_579) du TCS. Par ailleurs, on trouve un orthologue (40% d’identité) non
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Figure 24: Environnement génétique de RitR, paralogue de RR01 et de quelques
uns de ses plus proches orthologues

L’environnement génétique de RitR est totalement différent de celui de CovR et n’est pas
trés bien conservé parmi les orthologues. Il est représenté par la zone hachurée.



caractérisé chez E. faecalis et, fait intéressant, son organisation génétique est sensiblement
la méme. Le fait que le TCS02 présente un % GC local (32%) plus faible d’environ 10%
par rapport aux genes de 1’environnement suggere un transfert horizontal potentiel de gene,
peut-étre a partir de I’entérocoque qui possede lui aussi un % GC local a 32 %.

Actuellement, rien n’est décrit dans la littérature sur ce systéme.

1.24) TCS04

TCS04 appartient a un cluster restreint (Figure 26). Il présente 65% d’identités avec
des TCS de S. mutans et certaines clostridies apparentés a SpaR de B. subtilis qui est
impliqué dans la régulation de la biosyntheése d’une bactériocine, la subtlilisine
(Kleerebezem et al., 2004). Toutefois, le contexte génétique chez la LMD-9 est encore une
fois bien différent de ces souches et ne s’apparente pas a celle d’un sys