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PARTIE A: LISTERIA. MONOCYTOGENES ET LES FACTEURS BD
VIRULENCE

I- Historique, Taxonomie et caracteres bactériologues

[-1- Historique et Taxonomie

Listeria monocytogenefut isolée pour la premiere fois en juillet 192%sl d’'une
épidémie chez des lapins et des cobayes de laber@turrayet al, 1926). Murray décrit le
germe responsable de cette épizootie comme étaydnit responsable d’'une augmentation
anormale du taux de monocytes chez les animauxdemlat ce germe fut ainsi nommeé
Bacteriummonocytogene@Murray et al, 1926). Pirie identifia la méme bactérie en Afaqu
du sud dans le foie des rongeurs et proposa un gwdentamination probablement oral. Il la
renomma alord.isterella hepatolyticalListerella en I'honneur du chirurgien anglais Lord
Joseph Lister (pionnier de l'antiseptique) et helytita en référence a la pathologie qui
affectait le foie des rongeurs (Pirie, 1927). llopwsa en 1940 le nom deisteria
monocytogened.isteria monocytogenefsit pendant longtemps considérée comme un agent
de zoonose. L'isolement de cette bactérie chez pddgents a permis de montrer que
L. monocytogenegseut directement infecter ’lhomme (Seeliger, 1958)genrd_isteriaa été
considéré proche des corynébactéries sur la bagedligues caractéres morphologiques. Des
études taxonomiques et de séquencage de I’ARNradiSmontré que le genrkisteria
appartient au phylum des firmicutes, a la classe Bacilli et a I'ordre des bacillacae.
Aujourd’hui, le genrelisteria regroupe huit especesL. monocytogenesL. innocua
L. ivanovii L. seeligerj L. welshimeriL. grayi (Vazquez-Bolanakt al, 2001b),L. marthii et
L. rocourtiae (Graves et al, 2010; Leclercget al, 2010). Les espécek. marthii et
L. rocourtiae ont été récemment identifiées et sont non pathemjéBeules les especes
L. monocytogenesgt L. ivanovii sont pathogened.. monocytogenegst un pathogene de
’lhomme et des animaux ket ivanovii un pathogene des animaux (ruminants).

L. seeligeri identifié¢e comme une espece non pathogéne, posséalemoins le locus
principal de virulence contenant le gene codant p@uégulateur transcriptionnel des genes
de virulence chek. monocytogene®rfA) et les genes de virulence ddiy. L'introduction
des geneprfA ou hly de L. seeligeridans des mutants appropriésldenonocytogenese



synthétisant pas les protéines PrfA ou Hly restéupathogenicité chez ces souches (Stelling
et al, 2010).

[-2- Caracteres bactériologiques

L. monocytogenesst un bacille a Gram positif a « bas GC », aéa®abie facultatif,
mobile car présente des flagelles péritriches, capsulé, non sporulant. Elle est immobile a
37°C et mobile & 22°C sous l'action de ses flagell@’est une bactérie répandue dans
I'environnement et peut étre isolée a partir dudm®l’'eau et des plantes. Elle peut également
étre isolée a partir des selles de nombreuses esp@imales. Elle croit facilement sur des
milieux pouvant contenir jusqu'a 20% de sels (Mg€let al, 1991). Sa température de
croissance est comprise entre 1 et 45°C avec umupt compris entre 30 et 37°C. Elle
survit dans des milieux dont le pH varie entre 9 atvec un pH optimal de 7 (McClue¢ al,
1991). Elle se présente sous forme de petites ieslplisses, a bord réguliers et transparentes.
Une zone d’hémolys@ est couramment observée sur gélose au sang. @iesbactérie
catalase positive, fermentant le glucose et I'eseusans produire du gaz. Les caractéres
fermentaires des sucres permettant de distinguelgges espéces du geriristeria sont

mentionnés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Caractéres bactériologiques différencig quelques especes desteria (+ : positif ; - ;: négatif)
(Lecuit and Cossart, 2001).

Hémolyse géal\{lﬁetuegs t gégilquiest D-xylose | L-rhamnose ﬁqg]nerfggil(?e_ Ribose | mannitol

L. monocytogenes + + - - + + - -

L. ivanovii ) + i ) + ) i + )
(subsp)vanovii

L. ivanovii . . + i + + ) variable i )
(subsplondoniensi¥

L. innocua - - - - variable + - -
L. welshimeri - - - + variable + - -

L. seeligeri + + - + - - - -

L. grayi - - - - - non défini - +

* Staphylococcus aureys™ Rhodococcus equi




lI- Listériose humaine et cycle infectieux

[1-1- Listériose humaine

Pendant de nombreuses années, la listériose ar&@érée comme étant une maladie
qui touche surtout les animaux, méme si des casdigpies étaient décrits chez I'hnomme.
Dans les années 80, I'apparition d’épidénhéelistériose chez 'homme a permis d’'incriminer
lalimentation comme source de contamination etfut conclu officiellement que
L. monocytogenesst un pathogene d'origine alimentaire (Jaceguetl, 1999; Rocourt and
Bille, 1997). En France, 97% des cas de listéringmaine sont provoqués par les serotypes
1/2a, 1/2b et 4b sur les 13 serotypes que corpheonocytogeneglacquetet al, 1999).

L. monocytogene®uche majoritairement des sujets immunodépriteéspersonnes ageées et
des femmes enceintes, avec un taux de mortaliiiade 30% sans traitement antibiotique
(Farber and Peterkin, 1991). Deux formes cliniqeesit couramment rencontrées : la
listériose périnatale et la listériose chez I'aglultes symptdomes couramment observés sont
des méningites, des méningo-encéphalites, deséepéis, des avortements et des infections
périnatales (Aurelet al, 2000; Daltonet al, 1997). Les autres symptomes souvent observes
sont la fievre, la diarrhée, les maux de téte, massées, des vomissements, des douleurs
articulaires et musculaires (Barbuddhe and Chaktak2009).

[I-2- Cycle infectieux

[I-2-1- Cycle infectieuxn vivo

Des études menées sur différents modéles animiugelpille, le rat, le cobaye et la
souris) ont permis d’envisager un modeéle d’infattamimale (Figure 1). La consommation
d’aliments contaminés est considérée comme étantpriamiere étape d’infection.

L. monocytogenesst capable de survivre en s’adaptant a différgnéss comme le lysozyme
de la salive, l'acidité de I'estomac, la forte osanibé et la basse pression en oxygéne de
I'intestin et des tissus (Gahan and Hill, 2000)elmande partie des bactéries ingérées avec le
bol alimentaire est détruite par I'acidité stomac&ependant,. monocytogeneaméliore sa
survie dans I'estomac grace a la glutamate décgld®x qui permet de limiter les effets de

I'acidité gastrique en éliminant une partie desqme (Cotteret al, 2001).L. monocytogenes



est une bactérie capable d’envahir les cellules ploagocytaires telles que les cellules
épithéliales. Cette propriété lui permet de frandaibarriere de I'épithélium intestinal de
I'héte infecté probablement par invasion enterdcgtau indirectement par la pénétration au
niveau des plaques de Peyer (Barbuddhe and Chakrab@09; Lecuitet al, 2001). Apres la
traversée de I'épithélium intestinal, les bactépediferent ensuite au niveau des plaques de
Peyer ou elles vont coloniser les cellules demrés. Ces cellules phagocytaires
permettraient a.. monocytogenes’étre véhiculée jusqu’aux ganglions mésentériqqeis
disséminent. monocytogenedans la circulation lymphatique en colonisant pleagocytes
tels que les neutrophiles ou les monocytes (Drevé®99; Pronet al, 2001). La
dissémination dd.. monocytogenegaux tissus endothéliaux est réalisée sous I'acties
phagocytes infectés et ceci faciliterait ainsivasion d’organes tels que la rate et le foie qui
sont les principaux organes cibles (Figure 1) (Btgv1999)L. monocytogenese développe
particulierement dans les hépatocytes et elle pagner le systeme nerveux lors d'une

seconde étape de dissémination.

Aliments
contaminés

Cerveau

Ganglions
Lymphatiques

Intestin
Rate

Placenta

Figure 1. Modéle d'infectionin vivo par L. monocytogenes (D’aprés Vazquez-Bolandet al., 2001)
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[I-2-2- Cycle infectieuxn vitro et les facteurs impliqués

L. monocytogenes la capacité d'entrer dans des cellules phagoeytamacrophages)
et non phagocytaires (cellules épithéliales, hépatires, endothéliales). Ce sujetfait
I'objet de nombreuses études qui ont permis d’&tablmodel d’infectiorin vitro (Figure 2).
Ce cycle infectieux fait intervenir différents faats et est regroupé en 4 étapes :

1- Entrée dans les cellules

2- Lyse de la vacuole de phagocytose

3- Multiplication et motilité intracellulaire

4- Passage de cellule a cellule

Ces différentes étapes et les facteurs impliquésdsgiaillés ci apres.

InlA

‘1InIB
LLO Q h
PIcA
~;'§|B 2 Aeh -
)y PdA T 4f
-

pd

Figure 2 : Modéle d'infection in vitro par L. monocytogenes et principaux facteurs bactériens
impliqués (D'aprés Scorttiet al., 2007)

La bactérie pénétre dans la cellule pavagination membranaire sous l'action de InlA IetB
principalement et va se retrouver dans une vaadelphagocytose. Suite aux conditions défavorables
dans cette vacuole, elle va lyser la membrane e @esous I'action de LLO, PIcA, PIcB et Myitlle

va proliférer en utilisant différentes protéinesitlblpt pour le transport de ces nutriments et ggadér

en polymérisant I'actine cellulaire sous I'actios th protéine bactérienn&ctA. Elle va s'invagine
dans la membrane d’'une cellule voisine lorsqu’'el¢ au contact de cel@-et entamer un nouvei
cycle de vie.
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[1-2-2-1- Entrée dans leglules

L. monocytogenesadhere aux cellules via plusieurs interactiongalés entre un
ligand bactérien et un récepteur cellulaire en pgonant sa propre phagocytose selon le
mécanisme dit de « fermeture éclair » ou de « Zippgaréalablement proposé poxersinia
pseudotuberculosipar Isberg en 1991 (Isberg, 1991; Mengaidal, 1996). L'entrée de
L. monocytogenesdlans les cellules non phagocytaires est pringipatg permise grace a
deux protéines de surface InlA et InIB (Internalket B). D’autres protéines sont également

impliquées dans I'entrée de la bactérie dans lksles

- Les internalines (InlA et InIB)

Jean Louis Gaillard isolait en 1991, des mutantsL deonocytogenefmcapables
d’envahir les cellules épithéliales Caco-2 (CebButle carcinome colique humain). L'analyse
génétique des mutants a révélé l'insertion d’'ungpason en amont de deux phases ouvertes
de lecture codant les genie$A etinlB organisés en opéron (Figure 3). La complémentation
en trans par un plasmide exprimaniA a permis de confirmer que le gani& est impliquée
dans linvasion des cellules Caco-2 parmonocytogenesL’expression dhlA chez la
bactérie non invasiv&. innocuasuffit a promouvoir I'invasion de cette bactériend les
cellules Caco-2 (Gaillardt al, 1991).

Le gendnlA code pour InlA, une protéine de 800 acides antjuégst organisée en plusieurs
domaines fonctionnels (Figure 4) : un peptide digmae région de 15 répétitions de 22 acides
aminés riche en leucine (LRR), une région inteétiépns (IR), une région de deux fois 70
acides aminés et de 49 acides aminés (« répéBtignet un domaine C-terminal contenant le
motif LPTXG. InlA est une protéine de surface aecie maniere covalente a la paroi
bactérienne par un motif LPXTG situé dans la pattierminale de la protéine (Lebrenal,
1996). Le récepteur cellulaire eucaryote de InlA les E-cadhérine, une molécule des
jonctions adhérentes, présente au niveau de nosdwebarrieres telles que les barrieres
intestinales etfeto-placentaires (Ireton, 2007; Mengaed al, 1996; Pizarro-Cerda and
Cossart, 2006). Il a été montré que l'interactrdA/E-cadhérine est critique pour la traversée
de ces barrieres par monocytogenest est aussi trés spécifique de I'hoéte (Leeudl, 2001;
Lecuit et al, 2004). En effet InlA peut se fixer a la E-Cadhérhumaine, du cobaye et de la
gerbille mais pas sur la E-Cadhérine murine (Cosstal, 1989; Dissoret al, 2008; Lecuit

et al, 2001).
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InIB est une protéine de 630 acides aminés codele grenaniB situé sur I'opéromlAB en
aval du geneinlA (Figure 3). InIB est composée de plusieurs dongaifanctionnels
présentant des similitudes avec les domaines d’lfifyure 4): un peptide signal, un
domaine contenant 8 répétitions de 22 acides ammiokss en leucine (LRR), un domaine
inter-répétition (IR), une « répétition B » et unngaine C-terminal de 232 acides aminés. Ce
domaine C-terminal est constitué de motifs répd&e80 acides aminés environ, commencgant
par le di-peptide GW (modules GW) (Braeh al, 1997) nécessaire a I'encrement de la
protéine a la surface bactérienirevivo, dans un modele murin, des bactéries ne synthétisa
pas de protéine InIB sont moins virulentes et seeld@pent moins efficacement dans le foie
et la rate que la souche sauvage isogénique (Kkelaf 2006; Pizarro-Cerda and Cossart,
2006). La protéine InIB se fixe sur le récepteultutaire majeur Met ou RTK (Receptor
tyrosine Kinase) qui a comme ligand HGF (Hepato&tewth Factor) (Sheet al, 2000).
InIB détourne ainsi les fonctions de I'h6te pournpettre I'endocytose du récepteur Met et
l'internalisation dd.. monocytogenedans les cellules épithéliales non polariséesbEéi

al., 2011; Pentecost al, 2010; Veiga and Cossart, 2005).

InlA et InIB appartiennent a une grande famille mtetéines, la famille des internalines,
composeée de 25 protéines partageant une strucinmmgne : un peptide-signal a I'extrémité
N-terminale et des motifs “leucine-rich repeatRk@)” (Bierne et al, 2007). Les internalines
ne seraient seulement pas impliqguées dans I'edtnée les cellules mais pourraient intervenir
a d’autres stades du processus infectieux (Getuah, 2010).

La protéine InIC codée par le gemdC appartient a la famille des internalines. Elleager
impliqguée dans la virulence de monocytogenesar un mutant ne synthétisant pas de
protéine InIC entraine une diminution de la virderdans la souris (Engelbredttal, 1996).
Des études ont également montré que InlC est r@oespour le passage de
L. monocytogenede cellule a cellule dans des cellules polariggegouant un rble dans la
formation de protrusions membranaires (Rajat@aal, 2009). Gouin et ses collaborateurs
ont aussi montré que InIC interfére avec la répamseune de I'hdte (Gouiet al, 2010).

Des protéines appartenant a la famille des interes| InIB1, InIB2, InlE, InlF, InlG, InlH,
InlK, InlJ, InIL, Inll ont été identifiees et leseges qui codent pour ces différentes protéines
sont situés sur un ilot de pathogénicité appeld-2IRetrouvé probablement, que chez la
souche pathogene des ruminartsjvanovii (Dominguez-Bernalet al, 2006; Vazquez-
Bolandet al, 2001b). InlH et InlJ sont cependant identifiékezi.. monocytogenednlH est
une protéine de surface induite par le stress. Hikervient dans [linfection par

L. monocytogenedans les tissus en modulant la réponse inflammneatts I’hote (Personnic
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et al, 2010). InlJ est une protéine de surface qui wgat dans I'adhésion de

L. monocytogenes la cellule héte durant I'infectidn vivo (Sabetet al, 2008).

v

a I

~ \\ InlA ‘ InIB

P4 p3 p2 P1 i

Figure 3 : Organisation transcriptionnelle de I'opé&on inlAB (D'aprés Lingnau et al., 1995).

N-ter C-ter
A
Peptide
signal
Peptide
signal
C =} IR B Modules GW
Peptide
signal

Figure 4 : Représentation schématique des internalines InlA dhlB.

A : représentation générale des internalines.

B : Représentation de InlA.

C : représentation de IniIB.

LRRs : région de répétition riches en leucine ; tBgion inter-répétitions ; B : régions des
répétitions ; PA : région de pré-ancrage ; LPTT®nal d’ancrage a la surface ; GW : module GW
associé a la surface.
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- Autres facteurs impliqués dans I'entrée dans lesellules

- La protéine Ami: c’est une autolysine de 102 k@& intervient dans l'adhésion de
L. monocytogeneaux cellules hétes. En effet des mutants n’expninpdus de protéine Ami
étaient tres affectés dans I'adhésion de la bacééia cellule hote (Milohaniet al, 2001).

- La protéine P60 : c’est une protéine de 60 kDaéeopar le génmp (invasion-associated
protein). Elle a une activité muréine hydrolasesgsislle a la multiplication bactérienne et est
produite en quantité importante dans les souchesives dd.. monocytogened.es mutants

ne synthétisant pas cette protéine se présentestf@ame de chainettes et sont moins invasifs
dans les fibroblastes (Kuhn and Goebel, 1989; Wehengt al, 1993).

- La protéine FpbA (Fibronectin Binding protein Afr’est une protéine de surface de
55,3 kDa comprenant 570 acides aminés, qui esbtaga se lier a la fibronectine permettant
une adhésion de. monocytogenea la cellule héte. La FbpA modulerait le taux giession
des genes de virulencmlB et hly. Cette protéine est aussi requise pour la colborsale

L. monocytogenesans I'intestin et dans le foie des souris (Dragnsil, 2004).

- La protéine Vip « virulence protein » : c’est ymotéine de surface de 43 kDa comprenant
339 acides aminés. Elle est absente dans les aspenepathogenes désteria et présente
dans la plupart des souches ldemonocytogenea I'exception des sérovars 4a et 4c. La
protéine Vip serait requise pour I'entrée de monocytogenesians les cellules et est
impliquée dans l'infectiom vivo (Cabane®t al, 2005).

- La protéine LapB «isteria adhésion protein B » : c’est une protéine de sertmprenant
1711 acides aminés. Elle est impliguée dans I'ddhéteL. monocytogenea la cellule hote
et aussi dans l'invasion cellulaire. Elle est abselans les espéces non pathogendsstieria

et présente dans la plupart des souchds. demnocytogenea I'exception des sérovars 4a et
4c (Reiset al, 2010).

- La protéine Auto : c’est une protéine de surfaomprenant 572 acides aminés. Elle est
présente chek. monocytogenest absente chez innocua La protéine Auto serait requise
pour I'entrée del.. monocytogeneslans les cellules non phagocytaires et contribda a

virulencein vivo (Cabanegt al, 2004).
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[I-2-2-2- Lyse de la vacle de phagocytose

Apres son entrée dans la cellule hdtemonocytogenese trouve dans une vacuole de
phagocytose dans laquelle, elle est exposée a@itaadu phagosome et a la production des
especes réactives de I'oxygenes et de I'azote quirgient endommager les protéines, les
lipides de la membrane et aussi 'ADN ldemonocytogenedMiller and Britigan, 1997). Elle
va donc s’échapper de la vacuole de phagocytodgsant la membrane de celle-ci sous
'action de la listeriolysine O (LLO, codée pardenehly) couplée aux phospholipases C
(Camilli et al, 1993; Gaillarcet al, 1987; Mengauet al, 1987).

- La listeriolysine O

La lyse de la membrane de phagocytose est palernent due a I'action de la LLO.
C'est une protéine de 58 kDa qui appartient a hailfa des hémolysines cholestérol-
dépendantes et qui est similaire a la streptolySinproduite parStreptococcus pyogenes
L’'une de ses caractéristiques majeures est sortaatptimale a pH 5,5 et une bonne activité
a des pH compris entre 4,5 et 6,5 (Geoffretyal, 1987), ce qui est en accord avec le bas pH
présent dans les phagosomes (Vergheal, 1998). La LLO est un facteur clé dans la
virulence deL. monocytogenesar les mutants ne synthétisant pas de LLO somt no
hémolytiques et non virulents dans la souris (Qbssial, 1989).
Une autre protéine hémolytique a été identifieezdhemonocytogeneda listeriolysine S
(LLS). C’est une protéine retrouvée dans des sautigs virulentes de. monocytogenesn
plus de la listeriolysine O. Elle est codée pamgémellsA et appartient a la famille des
streptolysines produite p&treptococcus pyogendse gendlsA forme le locus LIPI-3 avec
d’autres genelis (codant pour les protéines permettant la maturade la LLS et pour des
ABC transporteurs) (Cottat al, 2008).

- Les phospholipases C et la métalloprotéase

La rupture de la membrane du phagosome est facpié I'action des phospholipases
C. Les souches pathogénes Hesteria produisent trois enzymes avec une activité
phospholipase C impliquées dans la virulence. Bzt présentes chéz monocytogenest
la troisieme est seulement présente chez l'autuehso pathogend,. ivanovii (Vazquez-

Bolandet al, 2001b). Les deux phospholipases C présententlchemnocytogenesont la

16



phosphatidyl-inositol phospholipase C (PI-PLC) d@iogphatidyl-choline phospholipase C
(PC-PLC appelée aussi lécithinase) codées respaativt par les gengscA et plcB. La PI-
PLC est une protéine de 33 kDa dont la spéciffpitdr la phosphatidyl-inositol est optimale a
des pH compris entre 5,5 et 6,5. La lécithinasaumstprotéine de 29 kDa avec une activité
optimale a des valeurs de pH compris entre 5,5 Bte8 mutants ne synthétisant plus la PI-
PLC ou la PC-PLC ou les deux protéines a la foiaiset incapables de s’échapper de la
vacuole de phagocytose (Portretyal, 2002). La phospholipase C est synthétisée sousefo
de précurseur immature qui doit étre clivé pouresager la phospholipase active. La
métalloprotéase Mpl (codée par le gemal) est une protéine de 35 kDa qui intervient dans la
maturation de la PI-PLC. Elle serait également bkgpee dégrader I'actine cellulaire et ceci
pourrait favoriser la croissance disteriain Vitro (Coffeyet al, 2000).

[I-2-2-3- Multiplicationet motilité intracellulaire

Apres la lyse de la membrane du phagosdmejonocytogenese retrouve libre dans
le cytoplasme de I'h6te ou elle est capable de skiptier et de se mouvoir. Elle va alors
utiliser différentes protéines tels que les trantsuos des hexoses phosphates (Hpt), du
glycérol, de la dihydroxyacétone pour sa proliféma{Chico-Calercet al, 2002; Eylertet al,
2008) et aussi polymériser I'actine cellulaire sbastion de la protéine bactérienne ActA. La
polymérisation d’actine permettra ainsi a la baeté’'étre mobile, de se déplacer dans le

cytoplasme et d'envahir les cellules voisines (lsatkal, 1992).

- Les protéines : ActA et Hpt

La polymérisation de I'actine cellulaire est réaisgrace a la protéine bactérienne
ActA. C’est une protéine composée de 610 acidemésnét codée par le géaetA Des
mutants incapables de synthétiser la protéine AciAt invasifs, aptes a lyser la vacuole mais
ne sont pas mobiles afin de coloniser les cellathacentes. La multiplication de ces mutants
conduit ainsi a la formation de micro-colonies densytosol de I'h6te. Un mutant incapable
de synthétiser la protéine ActA est également mauamoins virulent dans le modéle
d’infection de la souris (Domanet al, 1992; Vazquez-Bolandt al, 2001b). ActA serait

aussi impliguée dans la lyse du phagosome (PoaswinGoldfine, 2010). La capacité de
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L. monocytogenea étre trées mobile en se déplacant dans la cdlldie et a coloniser les

cellules voisines est un facteur déterminant derldence de cette bactérie.

Hpt est une protéine de 461 acides aminés codée ganehpt Elle permet le transport des
hexoses phosphates qui sont des nutriments néessspbur la prolifération de
L. monocytogenedans I'hdte. Un mutant ne synthétisant pas deépetHpt montre une
moindre prolifération dans le cytosol de I'hétauge atténuation de la virulence chez la souris
(Chico-Calercet al, 2002).

lI-2-2-4- Passage delokd a cellule

Lorsque L. monocytogenegencontre la membrane cytoplasmique, elle estidambe
pousser la membrane et de former une invaginati@mimnanaire la permettant d’étre
internalisée dans une cellule voisine (FigureL2)nonocytogenesst alors entourée par une
double membrane qu'elle lyse a nouveau pour entameouveau cycle infectieux. La lyse
de la double membrane est également réalisée saction de la LLO couplée aux
phospholipases C. Elle va aussi utiliser la Mplrdaunaturation de la PI-PLC (Geddeal,
2000; Portnoyet al, 2002; Scorttet al, 2007). Elle se retrouve alors libre dans le cigsmpe
et peut entamer un nouveau cycle infectieux ersatit les différentes protéines, actA et Hpt.
Le processus d’invasion cellulaire est schématises da figure 2.

Des mutants dé&. monocytogenese synthétisant pas de InlA, de InIB, d’ActA ou ldeO
sont des souches avirulentes dans un modele dimrein vivo quein vitro (Camilli et al,
1993; Cossartet al, 1989; Domanret al, 1992). L'ensemble des facteurs de virulence
impliqués dans ce cycle infectieux est sous lerétstle I'activateur transcriptionnel PrfA.
Différents facteurs impliqués dans la virulenceLdenonocytogenesont mentionnés dans le

tableau 2.
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Tableau 2 : Génes impliqués dans la virulence de monocytogenes.

Genes impliqués dans la virulenceldemonocytogenes

1- Locus de virulence

prfA : code pour I'activateur transcriptionnel des gede virulence

plcA: code pour la PI-PLC permettant la lyse de laiséede phagocytose

hly : code pour la lystériolysine permettant la lysdalvacuole de phagocytose

mpl : code pour une métaloprotéase impliquée danséade la vacuole de phagocytose
actA: code pour la protéine bactérienne ActA permét@polymérisation de I'actine cellulaire
plcB : code pour la PC-PLC permettant la lyse de la brame de la vacuole de phagocytose

2- 'opéroninlAB : codant pour les internalines InlA et InIB perrmaattl’entrée de la bactérie dans
cellules non phagocytaires

3- hpt: code pour les transporteurs des hexoses phesphétessaires a la prolifération de la bac
dans le cytosol de I'hote

4- lIsA : code pour la listériolysine S retrouvée danssteghes virulentes de monocytogenes
5-iap : code pour la protéine p60 impliquée dans lasitivi cellulaire

6- ami: code pour une autolysine qui contribue a l'adiredelL. monocytogenesux cellules
7-inIC : code pour une internaline intervenant dansdéntle la bactérie dans I'héte

8- cIpC: code pour une ATPase de type CIpC, protéine tdesss impliquée dans la sury
intracellulaire

9- clpE : code pour une protéine impliquée dans la dinigiellulaire

10- dal : code pour une alanine-racémase qui catalysgnhése de la D-alanine a partir de la
alanine et qui est requise pour la synthése du paptale de la paroi bactérienne

es

[érie

e

L-

11- dat: code pour une D-amino acide aminotransférasecajalyse la synthese de la D-alanine a

partir de D-glutamate et pyruvate et qui est reguysur la synthése du mucopeptide de la p
bactérienne

13-arpJ: code pour un ABC transporteur de I'arginine
14-1isRK: code pour un systeme a deux composants imptigns la tolérance a l'acide et a I'éthar

15-fbpA: code pour la protéine FbpA impliguée dans I'aiitie aux cellules et aussi dans I'invas
de la rate et du foie

16-bsh: code pour la protéine Bsh qui permet I'hydrolges sels biliaires

17- bvrABC: code pour un antiterminateur de la famille Bdlé¥rA), une perméase de type
spécifigue duB-glucoside du systéme phosphoenolpyruvate-sucrspplodransferase (bvrB), uf

putative ADP-ribosylglycohydrolase (bvrC). L'inagdition debvrA entraine une perte de la répressi

de la transcription des génes de virulence en pcésgu cellobiose.

18-IntA : code pour la protéine LntA.isteria nuclear targeted protein A) qui interfere dansfaonse

aroi

nol

on

immune de I'hote.
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lll- Régulation de la virulence

L. monocytogenesst une bactérie saprophyte, capable de coloniéremts micro-
environnements parfois non propices a sa croissah@al elle est confrontée a différents
types de stress. Chez I'hnéte,monocytogenesst capable de survivre et de se multiplier en
s’adaptant a différents stress comme la dispond®t nutriments, le pH (le lysozyme de la
salive, I'acidité de I'estomac), la forte osmolérdt la basse pression en oxygene de l'intestin
et des tissus (Gahan and Hill, 2000) monocytogenesynthétise alors différents facteurs de
virulence qui lui permettent de survivre dans lé&kents environnements qu’elle colonise.
Ces facteurs de virulence sont entre autres, Igipe Bsh (protéine permettant I'hydrolyse
des sels biliaires et codée par le gbsB pour la résistance aux sels biliaires (Dussueget
al., 2002), la protéine Gad (une glutamate décarbsrylmodée par le gergad) pour la
résistance au stress acide (Codéeal, 2001), la protéine Hfp (codée par le géfg pour la
résistance au stress osmotique (Christiaretead, 2004). Les facteurs de virulence majeurs
jouant un réle clé dans l'infection sont localisg I'llot de pathogenicité appelé LIPI-1
(Listeria pathogenicité Island 1). Les génes situés sur-LIBdnt les gengsicA, plcB, actA
mpl, hly et également le gén@fA codant I'activateur transcriptionnel PrfA (Figurg bes
différents genes situés sur LIPI-1 ainsi que lesegede virulencépt, inlA, inlB, inlC sont
regulés par PrfA (Figure §Chakrabortyet al, 2000; Chico-Caleret al, 2002; Engelbrecht
et al, 1996; Lingnatet al, 1995; Vazquez-Bolanet al, 2001a).

[lI-1- Le régulon PrfA

PrfA est le régulateur transcriptionnel des gereesidilence majeurs situés sur LIPI-1
et des genes de virulentgt, inlA, inlB, inlC localisés dans d’autres régions du génome
(Figure 5). Il est directement impliqué dans letodle de I'expression de certains genes de
virulence (Milohanicet al, 2003; Ripioet al, 1997b). En effet, un mutant ne synthétisant pas
de protéine PrfA montre une absence d’expressiogedes de virulencdlfy, plcB, actA..)
et est également incapable d’'infecter la soureetroitre dans une cellule héte (Chakraborty
et al, 1992; Leimeister-Wéachtest al, 1990). Il a été montré que PrfA peut indirectemen
réguler certains génes de virulence tels que legggénpligués dans la réponse aux stress
(clpC) (Ripio et al, 1998).
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Figure 5 : Principaux génes de virulence contrdlésar PrfA.

[1I-1-1- Caractéristiques du régulateurPrfA

PrfA : Positif Regulator Factor A, est une protéilee27 kDa codée par le gepdA.
Des homologies de structure et de fonction entf& €t Crp (CAMP receptor protein) de.
coli ont permis de classer la protéine PrfA dans laillandes protéines Crp/Fnr (Fnr:
Fumarate and Nitrate réduction regulator). La srt# entre la protéine PrfA et Crp est
relativement modeste concernant la séquence pdrdaiices protéines (22% d’identité) mais
la similarité de leurs structures cristallograpleigjest tres frappante (Vegaal, 2004). Les
protéines PrfA et Crp forment des homodimeéres qut similaires sur le plan structural. Les
2 protéines possedent un domaine N-terminal foriué fkuillet 3 et une longue hélice,
une région charniere et un domaine C-terminal camtele motif HTH (Hélice Tour Hélice)
qui permet la fixation de ces protéines régulasricair 'ADN (Figure 6). PrfA a la
particularité¢ de posséder une extension C-termir{dlane trentaine d’acides aminés)
permettant de stabiliser le motif HTH. Un dimereRtéA reconnait une séquence consensus
de 14 paires de base, la « PrfA box » (Eitetgal, 2005; Ripioet al, 1997b; Vegeet al,
1998; Vegeet al, 2004).
Ces données permettent de montrer une similaritétatale entre PrfA et Crp qui utiliserait
un mécanisme d’activation similaire (Greenal, 2001; Kolbet al, 1993; Scorttiet al,
2007). En effet, dans un mutgmfA* (mutantprfAGly145Ser : la mutation la plus étudiée),
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on observe une expression constitutive des geneguence PrfA-dépendants et ce mutant
présente une forte similarité de structure au mutgrt (mutantcrpAlal44Thr) (Figure 6 et
7) qui montre une forte similarité avec le compled®IPc-Crp. D’'autres mutantprfA*
(prfAlled5Ser, prfAGIu77Lys, prfAGly155Ser) ont également été étudiés et montreet un
expression constitutive des genes de virulence-Béidendants (Shetron-Raraaal, 2003;
Vegaet al, 2004). Des analyses de structure cristallograjghant montré que le changement
de conformation de PrfA au PrfA* est similaire dutebservé au niveau de I'apo-Crp au
cAMP-Crp (Figure 7) (Eitinget al, 2005). La fixation de TAMPc au domaine N-termliie

la protéine Crp préalablement inactive entrainehangement de conformation de la protéine
qgui augmente l'affinité pour sa cible. Il est prbleaque la conformation de la protéine PrfA*
corresponde a celle adoptée phamonocytogenedurant l'infectionin vivo (Eiting et al,
2005; Ripioet al, 1997b). Ces analogies de structure et de fonstiggerent que PrfA aurait
besoin d’'un co-facteur pour étre active et qu'skeait préalablement sous la forme native
faiblement active et sous la forme hautement aetprés changement de conformation. Cette
hypothése est soutenue par la présence dans P@hp ete deux tunnels similaires (Figure 8)
guoique positionnés differemment. Le diametre dun&l chez PrfA laisse donc présager
gu’'un co-facteur de petite taille probablement loypthobe serait requis pour son activation
(Eiting et al, 2005).

La possibilité que PrfA soit naturellement active aairait besoin d’'un répresseur pour
contrbler son activité n’est toutefois pas écaft&enolaevaet al, 2004). La régulation de
I'expression des genes de virulence est fonctiobadavité de PrfA qui dépend de plusieurs
facteurs. L'activité de PrfA est régulée par plusie mécanismes: la régulation
transcriptionnelle de PrfA, la thermorégulation Ri¢A, la régulation par la disponibilité de

nutriments.
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Figure 6 : Structure de la protéine PrfA et Crp. Les positions des mutationsrpA144T (Crp*) et

prfAG145S (PrfA*) sont représentées (D'apres Vazquez-Bmd et al., 2001).
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Figure 7 : Comparaison entre PrfA et Crp (Cap : caabolite activator protein of E. coli) (D’'aprés

Eiting et al.,

2005).

A : Les domaines de ces deux régulateurs sontldam&me orientation et schématisés en couleuleB
motifs HTH également dana méme orientation. Les étoiles indiquent les sitss mutations qui rende
PrfA ou Crp constitutivement actives.
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Figure 8 : Présence d'un tunnel dans la protéine PA (D'apres Eiting et al., 2005).

[11-1-2- Régulation transcriptionnelle RfA-dépendante

PrfA active la transcription des génes en se fixaatle motif HTH sur la séquence
palindromique d’ADN « PrfA box » (Figure 9) centrée position -41,5 du site d’initiation de
la transcription des promoteurs des genes contpae®rfA. Le taux d’expression gefA et
des génes PrfA-dépendants dépend de plusieursifacte
- de la concentration de PrfA : le contrdle derdanscription degrfA est le premier mécanisme
utilisé parL. monocytogenepour réguler I'expression des genes de viruleréA est
synthétisée selon deux modes de transcription. yr@thése de PrfA est d'une part,
autorégulée par le promoteur PrfA-dépendgpitR situé en amont de I'opérguicA-prfA
(Figure 9) qui permet la synthese d'un transcritnomistroniqueplcA et d’'un transcrit
bicistroniqueplcA-prfA D’autre part,prfA est exprimé constitutivement a un faible taux a
partir de deux promoteurs PIA et P2rfA situés en amont du gemefA (Figure 9)
permettant I'expression d’un transcrit monocistque prfA. Ce faible taux de PrfA est
nécessaire a l'activation du promoteynldA et des autres promoteurs contenant une « PrfA
box »(Figure 9) (Freitaget al, 1993; Freitag and Portnoy, 1994; Scaettal, 2007).

- de l'activation de PrfA: comme mentionné précedeent, le mutantprfA* montre

'expression d’'une protéine PrfA constitutivemeative. PrfA existe donc sous 2 formes, une
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forme native peu active et une forme hyperactiveluite par des changements
conformationnels. Chez le mutargrfA*, la protéine PrfA hyperactive entraine la
surexpression constitutive des génes de virulenféed&pendants dans des conditions ou ces
genes sont normalement réprimés. La transcriptioditro a partir des promoteurs PrfA-
dépendants icA et FactA dans la souche sauvage (P¥fAa été comparée & la transcription
a partir de ces mémes promoteurs dans la souchienemm la mutation PrfA* (PrfA*>S.
Ces études ont permis d’affirmer que PrfA* possede plus forte affinité pour la « PrfA
box » que PrfA’T (Ermolaevaet al, 2004).

- de l'affinité du promoteur pour PrfA : le nivealexpression d’'un gene est fonction de
I'affinité de sa « PrfA box » pour PrfA (Figure @rmolaevaet al, 2004). L'expression a
partir des promoteurs contenant des palindromeifmnent symétriques tels qudly et
PplcA est induite par PrfA de maniére plus efficace geigxacontenant des mésappariements
(tels que les promoteursa&tA, 1 mésappariement ouinPA, 2 mésappariements). Il a été
également montré que PrfA présente une faible itfipour ces palindromes imparfaits
(Freitaget al, 1993; Williamset al, 2000).

La séquence de la « PrfA box » est un facteur oh@@nt pour l'activité¢ de certains
promoteurs (tels quehi® et Anpl). Cependant, d’autres promoteurs tel gaetR pourraient
avoir besoin de facteurs supplémentaires pour wmEession optimale du géne car la
substitution de &ctApar fhly dans un modeéle de géne rapporfauZ chezBacillus subtilus
n'a pu montrer une augmentation de I'expressioadtd Ces résultats suggerent I'existence
d’événements supplémentaires autres que la liaigoRrfA au promoteur dtA qui sont
impliqués dans la régulation de l'expressiomd& (Williams et al, 2000).

Aussi, des études utilisant différents mutantscaédfe dans le taux d’expression pi¢A, ont

pu montrer que la transcription gefA dépendant de ses propres promoteurs était su#isan
pour permettre la prolifération intracellulaire ¢tk bactérie mais pas suffisante pour la
propagation de cellules en cellules de la bact&es observations suggerent que la faible
guantité de la protéine PrfA produite durant lenpex contact de la bactérie avec I'héte est
suffisante pour activer rapidement et de maniegggifstative I'affinité pour les promoteurs
des genesly et plcA impliqués dans la destruction du phagosome. Pare;oce faible taux
de la protéine PrfA produite n’est pas suffisandergpermettre une forte expression a partir
des promoteurs des genastA (impliqué dans la propagation de cellules a ceuktplcB
(Camilli et al, 1993; Freitaget al, 1993; Freitag and Portnoy, 1994).

La régulation transcriptionnelle de PrfA et des egerde virulence PrfA-dépendants est

schématisée dans la figure 9.
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Figure 9 : Régulation transcriptionnelle du régulonPrfA incluant LIPI-1, inlAB, inlC et
hpt codant des facteurs de virulence Prf-dépendants (D’apres Scorti et al., 2007.

[1I-1-3- Régulation liée aux facteurs environnemerdux

[1I-1-3-1- La température

L’expression deprfA et donc des genes de virulence PrfA-dépenddnys gicA,
plcB...) est influencée par la température. Une faibleression derfA est observée a des
températures inférieures a 30°C (températuresethwitonnement) et une forte expression, a
des températures de 37°C ou avoisinantes (tempéradéul’héte) (Datta and Kothary, 1993;
Leimeister-Wachteet al, 1992). A des températures inférieures ou €galg8°&, le gene
prfA est transcrit a partir de ses propres promotean@r(oteurs situés en amont pgdA)
(Figure 9) permettant ainsi un faible taux de tcaipsion deprfA. A ces températures basses,
la région non traduite de ce transcrit (5'-UTR) pidoune structure secondaire en «tige
boucle » qui masque le site de fixation du ribosdf®leine-Dalgano, SD) (Figure 10). Le
ribosome ne peut pas accéder a 'ARN messager (ARMnprotéine PrfA est synthétisée a

un faible taux. A des températures de 37°C ou aaniges, un mécanisme « riboswitch » est
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observé. L'UTR change de structure permettant @aatu ribosome au site de fixation et la
synthése de la protéine PrfA (Figure 10) (Johanssah, 2002). Bien que, la transcription de
prfA soit affectée par la température, d’autres fastemvironnementaux seraient impliqués
dans la régulation des genes de virulence sansftaataffecter la transcription derfA
(Milenbachset al, 1997; Park and Kroll, 1993; Renzaetial, 1997).

Température non permissive Température permissive
(<30T) (<37T)

<

/ -
ATG _' _' _>
- —
prfA- prfA prfA m
ARNmM — -
| !
l

PrfA

Pas d'expression

de PrfA v
Expression des

génes de virulence

Figure 10 : Modele schématisant la régulation de PA par la température (D’aprés Johanssoret al., 2002).

[11-1-3-2- Conditions detieess

Comme mentionné précédemment, chez I'h&temonocytogenegst capable de
survivre et de se multiplier en s’adaptant a déifdés stress comme la disponibité des
nutriments, le pH (le lysozyme de la salive, l'ai@dde I'estomac), la forte osmolarité et la
basse pression en oxygene de lintestin et dessti§&ahan and Hill, 2000). Dans ces
conditions, les protéines impliquées dans la r@st® a ces différents stress permettent a
L. monocytogenede persister et de s’adapter rapidement au cauit$ndection. Parmi ces
protéines, les protéines chaperons interviennems dée repliement des protéines
endommagées par les conditions de stress ou lggbysé de protéines irréversiblement

endommagées (Gottesmanal, 1997; Nairet al, 1999; Rouquettet al, 1998; Vazquez-

27



Boland et al, 2001b). La protéine chaperon DnakK, est aussiisegour une phagocytose
efficace deL. monocytogenepar les macrophages (Hanawh al, 1999). Les protéines
chaperons CIpC, CIpE et ClpP, de la famille des @lptéases, sont également impliquées
dans la virulence dé. monocytogenesar les mutants ne synthétisant pas ces protéines
montrent une diminution de la virulence dans un @wdl’infectionin vivo (Gaillot et al,
2000; Nairet al, 1999; Rouquettet al, 1998). De plus, des liens entre régulation desgeée
de virulence et réponse au stress ont pu étremmésidence. Le régulon PrfA a été étudié par
analyse des transcriptomes en comparant les pdilpression de mutangsfA a la souche
sauvage. Trois groupes de génes ont été identiiédsgenes du groupe | régulés directement
par PrfA, ceux du groupe Il réprimés par PrfA aixceu groupe Il majoritairement régulés
par les promoteurs de type sigma B (facteur imglidans la résistance au stress) (Milohanic
et al, 2003). PrfA n'a pas un effet direct sur la traigon des genes impliqués dans le
stress, ce qui suggere une interconnexion entrezdelon PrfA et le régulon sigma B
(Milohanic et al, 2003). Le promoteur P2fA est dépendant des facteurs sigma A et sigma B.
Ce qui suggére a nouveau un possible lien entrd &rfla réponse au stress du fait de la
partielle transcription dprfA par I'ARN polymérase holoenzyme avec sigma B (Raaial,
2005; Scorttiet al, 2007). Sokolovic et ses collaborateurs ont moaiie le facteur majeur de

la virulence ched.. monocytogeneda LLO, est synthétisée dans des conditions cesst
testées (température élevée : 48°C et en présentb@d) dans certaines souches cliniques
delL. monocytogenede serogroupe 1/2a (Sokolowtal, 1990).

[11-1-3-3- Régulation liée au milieu BHI et au chabon actif

La présence de charbon actif dans le milieu BHFa@né une forte induction de
I'activité de PrfA et une induction de la synthékas facteurs de virulence PrfA-dépendants
(tels que PC-PLC) (Ermolaewt al, 2004) alors que la présence de ce composantléans
milieu BHI n’affecte pas la croissance de la baetét’effet du charbon actif résulte
probablement de l'adsorption de substances difflessilgqui pourraient agir comme auto-
répresseurs de PrfA. Il s’agit probablement detg®tinolécules hydrophobes produites par la
bactérie pendant la phase exponentielle de craissaar la filtration du BHI contenant
préalablement du charbon actif ne permet pas uhefiion de I'activité de PrfA. La mutation
prfA* précédemment décrite, induit une trés forte atibn de PrfA dans le milieu BHI en
absence de charbon actif (Ermolaetal, 2004; Ripioet al, 1996; Scorttiet al, 2007). Ce
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qui suggere querfA* mime la forme PrfA en présence de co-facteurpt@sence d’autres
adsorbants tels que I'amberlite Xad-4 dans le milile culture LB permet également une
induction de l'activité de PrfA probablement selerméme principe que le charbon actif, sauf
gue 'amberlite Xad-4 adsorberait des moléculesgdes (Ermolaevat al, 2004; Joseplet
al., 2008).

[11-1-3-4- Métabolisme du ¢hone et virulence

La nature de la source de carbone disponible jousle critique sur I'activation de
PrfA et sur I'expression des genes de virulenceulésg par PrfA. La croissance de
L. monocytogenesn présence de glycérol ou d’hexoses phosphatesgepane induction des
genes de virulence (Josephal, 2008; Ripioet al, 1997a; Stolet al, 2008). Il a été montré
gue ces sources de carbone étaient disponibled’bbez (Eylertet al, 2008). A I'opposé, la
présence d’hydrates de carbone tels le glucosegllebiose, le maltose, le fructose ou le
mannose retrouvés dans I'environnement et prineipaht transportés par le PTS
(Phosphoenolpyruvate carbohydrates phosphotrassfesgstem, le systéeme principal de
transport de sucres) réprime l'expression des gealesvirulence dépendants de PrfA
(Milenbachset al, 1997; Park and Kroll, 1993; Rip&t al, 1997a).

a- Régulation liée a la présence de sources de cane non-PTS : glycérol et glucose-1-

phosphate

En présence de glycérol, I'activité de PrfA et peassion PrfA-dépendante des génes
de virulence est fortement induite dans la souelwagel.. monocytogeneSGDe (Joseplet
al., 2008; Stollet al, 2008). Il a également été montré qu’en préserfoexdse phosphate
comme le glucose-1-phosphate, I'activité de PrfA festement induite L. monocytogenes
s’adapte aux conditions du cytoplasme de I'hnéte afe proliférer en utilisant différents
nutriments dont le glucose-1-phosphate. Le gludephesphate est un produit de la
dégradation du glycogéne, qui est couramment libérts le cytoplasme et utilisé comme
source de carbone exogéne ou comme source déngagides bactéries intracellulaires
(Massillonet al, 1995; Ripioet al, 1997a). Les cellules hépatocytaires possederit®@de

glycogéne, ce qui favorise la multiplication demonocytogenependant I'infection. Ceci
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peut représenter une étape clé de la pathogédiiténfection aL. monocytogene@Ripio et
al., 1997a).

b- Régulation liée a l'utilisation de sucres via I€TS

En présence de carbohydrates facilement métabl@sétellobiose, glucose, fructose
mannose...), on observe une forte diminution de iVdét de PrfA et par conséquent une
diminution du taux de transcription des genes delemce PrfA-dépendant@atta and
Kothary, 1993; Milenbachst al, 1997; Park and Kroll, 1993; Renzaati al, 1997; Stollet
al., 2008). Toutefois, la présence de ces sucresldangieu de culture n’affecte pas le taux
de transcription derfA. Ces hydrates de carbone sont des sucres traésgpant le PTS. Le
mécanisme de la régulation de PrfA par le PTS rda pncore été bien élucidé. Une
hypothése stipule qu'il existe une corrélation entiactivité de PrfA et le taux de
phosphorylation des protéines du PTS et leur sget(lereitaget al, 2009; Stollet al, 2008).

Il a aussi été proposé que des intermédiaires dabmiésme de ces sucres pourraient interagir

avec la protéine PrfA et I'inactiver (Milenbacésal, 1997; Renzongét al, 1997).

Brehm et ses collaborateurs ont montré que le Ibeuserait impliqué dans la régulation des
genes de virulence par le cellobiose (Figure 1ajmiPles génomes entierement séquenceés du
genreListeria, seulement I'espéde. monocytogenesontient le locusvr. L’opéronbvrABC

est composé de genes codant pour un antitermindeela famille BgIG/LicT vrA), une
perméase spécifigue de@-glucosides du PTS byrB) et une putative ADP-
ribosylglycohydrolasebrC). La délétion partielle des génlegrAB entraine une suppression
de I'effet répressif observé en présence de celdgbsur I'activité de PrfA. La perméase PTS
BvrB, serait donc impliquée dans la répression glases de virulence par I@sglucosides
(Brehmet al, 1999).

Youngman et ses collaborateurs ont aussi mis afegee I'implication d’autres loci dans la
régulation de I'expression des génes de viruleraute 11). lls ont montré que le locesr
(cellobiose specific regulation) est impliqué démsépression spécifique par le cellobiose et
le locusgcr (general catabolite regulation), dans la voie g@leéde la répression par tous les
sucres rapidement métabolisables (cellobiose, giicq. lls proposent alors deux voies
semi-indépendantes pour la répression des geneisutence par les sources de carbone, ou
la formation de co-facteurs identiques serait iodi dans la modulation de 'activité de PrfA
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et par conséquent dans la régulation des genesraence PrfA-dépendants (Figure 11)
(Milenbachs Lukowialet al, 2004).

cellobiose sugars
ApH
bvr
Ccr
CSr 9
(B- Glucoside uptake?
Novel mechanism?) (negative
regulator?)
Cellobiose- specific General regulatory
pathway pathway

| |
!

PrfA a—— PrfA
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PrfA-dependent
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Figure 11 : Modéle de régulation de PrfA et des gé&s de virulence PrfA-dépendants chez

L. monocytogenes par les voiescsr, gsr etbvr en présence de sucres rapidement métabolisablesdpres
Milenbachset al., 2004).

Des co-facteurs identiques résultant de ces veigaiaent une inactivation de PrfA en présenceetleltiose
ou d'autres sucres rapidemment métabolisables.rCiepé, une PrfA active se fixe a la « PrfA box »
permettant la transcription des génes de virul&ré&-dépendants

ChezBacillus subtilusles protéines ResD-ResE contrélent I'expresses genes impliqués
dans la respiration (Suet al, 1996). Chez.. monocytogenese systéme a deux composants
est impliqgué dans la respiration mais égalemens darrégulation des genes de virulence
PrfA-dépendantshiy, pIcA...) sans toutefois affecter la transcriptionpitgd. Un mutantresD
montre une augmentation de I'expression des gemesralence et une faible expression du
géne codant pour la protéine EIIXB du systétme PTS. Dans ce mutant également, les
sources de carbone tels que le glucose, le fructnsde mannose ne répriment plus
'expression des genes de virulence. Ces auteursl@m proposé que ResD contrblerait

I'activité ou la synthese du facteur responsabld’alivation de PrfA et qu’en absence de
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ResD, ce facteur serait exprimé de facon constéutntrainant une augmentation de

I'expression des genes de virulence semblable angifpe PrfA* (Larsert al, 2006).

Herro et al. ont montré dans le modele hétérold@amllus subtilisque la P-Ser-HPr jouerait
un réle dans la modulation de I'activité de PrfAe(rb et al, 2005). La protéine HPr est un
composant du PTS et elle peut étre phosphorylésmuhistidine en position 15 et/ou sur sa
serine en position 46. L'accumulation de la P-SBr-dans le milieu de culture en présence
de sources de carbone rapidement métabolisablesrentine inhibition de I'activité de PrfA.
Des interactions directes entre PrfA et la P-Ser-h&yant pu étre montrées, ces auteurs ont
donc supposé gu’il serait possible que la P-Seraifecte de maniére indirecte I'activité de
PrfA (Herroet al, 2005).

Un modéle de régulation de PrfA a été proposeé tlameel PrfA serait produite sous forme
faiblement active et deviendrait active aprés adton avec un co-facteur de petit poids
moléculaire (Figure 12). Ce co-facteur permettrdié transmission de signaux
environnementaux qui indiqueraient a la bactérie l&alisation chez I'héte ou dans
'environnement (Freitagt al, 2009; Ripioet al, 1996; Ripioet al, 1997b).
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Figure 12: Modeéle de régulation de PrfA en réponseau changement deconditions

environnementales (température, co-facteurs) (D’aprs Scorttiet al., 2007).

A basse température (20°C), une faible transcrniptia géneprfA est observée et qui augme
fortement par un mécanisme « riboswitch » quandnonocytogenese trouve exposée a
température de 37°C ou avoisinante. PrfA seraiis $orme active ou inactive en présence de co-

facteur. PrfA active, permet la transcription déseg de virulence PrfA-dépendants

PrfA est régulée de maniere transcriptionnelle astfraductionnelle (Hamoat al, 2006).
Cette régulation permet une modulation de I'expogsdes genes de virulence en réponse aux
conditions environnementales. Parmi ces factearspurce de carbone semble jouer un réle
critigue dans la modulation de l'activit¢ de PrfAa présence de sucres rapidement
meétabolisables transportés par le PTS entrainefaibke activation de PrfA. En revanche,
I'absence de sucres rapidement métabolisablespeés®nce de sources de carbone non-PTS
tels que le glycérol et les hexoses phosphatesiratiune forte activation de PrfA. Ces
données suggerent un réle du PTS dans la moduldédractivité de PrfA (Freitagt al,
2009; Stollet al, 2008).
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PARTIE B: SYSTEME PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOHYDRATE
PHOSPHOTRANSFERASE (PTS)

I- Historique et définition du PTS

Le PTS a été découvert chez la bacté&ieoli par Kundig et ses collaborateurs en
1964 (Kundig et al, 1964). lls ont identifié cheZ. coli un systéeme qui utilise le
phosphoenolpyruvate (PEP : un intermédiaire ddyleotyse) pour phosphoryler un nombre
d’hexoses dont le glucose, le N-acethylglucosam@éejannose et le N-acetylmannosamine.
Des études ont par la suite montré que le PTS restystéme qui permet le transport de
nombreux hydrates de carbone et leur phosphorglagspective. Le PTS est alors, par
définition, un systeme enzymatique complexe qumatrle transport et la phosphorylation
concomitante des hydrates de carbone qui sontterifaérés sous forme phosphorylée dans
la cellule (Figure 13) (Barabote and Saier, 200&ytScheet al, 2006).
Aprés la découverte du PTS chEz coli, ce systeme a également été identifié chez de
nombreuses bactéries a Gram- et a Gram+ (Hu aret 3gi 2002) incluant les bactéries
pathogenes et des pathogenes opportunistes dentib@ndes animaux (Mitchedt al, 1993;
Parr and Saier Jr, 1992). Il a cependant fait €bhjle nombreuses études chez deux
organismes modeles que s@ntcoli (Tchieuet al, 2001) etB. subtilis(Reizeret al, 1999).
Malgré quelques rapports de la présence du PTSddwzellules eucaryotes, le PTS semble
étre spécifique aux bactéries et aussi aux archaea présence du PTS a été également

montrée.

lI- Organisation du PTS et description des différeis composants

Le PTS est constitué de 5 ou 6 protéines ou domajoepeuvent étre regroupés en
deux classes : les protéines générales et lesipst&pécifiques. Cette organisation est
conservée chez tous les PTS capables de transmbrige phosphoryler des sources de
carbone. Chez la plupart des Gram- conideesseria il y a aussi des PTS qui semblent

exercer que des fonctions régulatrices et qui somposés seulement de 3 ou 4 protéines.
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- Les protéines générales du PTS sont I'enzymel) €E I'HPr (Figure 13). Elles sont
cytoplasmiques et communes chez tous les PTS gésassbactériennes étudiées. La plupart
des bactéries possede un seul gerst (code pour la protéine EIl) @tsH (code pour la
protéine HPr). Néanmoins, il y a des organismes aguitiennent des genes codant des
paralogues pour I'El et 'HPr. C’est le cas deseenthactéries telle que. coli (Rabuset al,
1999).

- Les protéines spécifiqgues sont les enzymes II) (BHigure 13) qui sont composées de
plusieurs protéines ou domaines (domaine A, B, @aefois D). Les EIIA et EIIB sont des
protéines cytoplasmiques et les EIIC et EIID, deggines membranaires. La plupart des PTS
sont composés seulement des EIIC a I'exception T8 Be la classe mannose qui est
composé de deux protéines membranaires, EIIC &.Hllinactivation de I'un des deux
composants (EIIC ou EIID) diminue fortement le sjport du sucre via les PTS mannose.

Le PEP sert a la fois de donneur de phosphate stutee d’énergie utilisée dans le PTS. En
fait, les protéines El, HPr, EIIA et EIIB formene cascade de phosphorylation (Figure 13).
L’El lie le PEP dans le domaine C-terminale, mési®phosphoryle a partir du PEP sur une
histidine dans le domaine N-terminale. La P~EIl phosyle a son tour la protéine HPr sur
son histidine en position 15. La P~His-HPr traresfeon groupement phosphate a toutes les
EIlIA (sur une histidine conservée) présentes dangrganisme. Ces P~EIIA tranferent a leur
tour le phosphate vers une cystéine dans les Eltiespondantes a I'exception des EIIB de la
classe mannose, qui sont phosphorylées sur undimés{Deutscheet al, 2006; Erniet al,
1989; Meinset al, 1993). Enfin, les P~EIIB transférent le groupemphosphate a une
molécule de sucre lié a 'EIIC spécifique (ou EBCEIID pour les PTS de la classe mannose)
(Figure 13). Apres phosphorylation, le sucre-Flibsté dans le cytoplasme (Deutsckeal,
2006; Postmat al, 1993). Les pentoses sont phosphorylés sur letdds hexoses sur le

C-6 a I'exception du fructose, qui est phosphosyléle C-1 chez la plupart des bactéries.

En présence de sucres rapidement métabolisaldespheposants du PTS sont présents dans
les cellules principalement sous forme déphospkesy(Hogemat al, 1998). Les protéines
ElIB recoivent le groupement phosphate et le tratmnt rapidement aux hydrates de
carbone, une étape dans la cascade de phosphmrypagsque irréversible. Le transfert du
groupement phosphate entre les protéines du PTSéestsible et en éequilibre. C'est
précisément cet aspect de phosphorylation et deod@porylation qui est exploité par les
cellules dans le systéme de régulation via le FO&uischeret al, 2006). En dehors de sa

fonction catalytique dans le transport et la phosyghation des sucres, le PTS fonctionne
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aussi comme un systeme de transduction de sigrdi€mar I'état de phosphorylation de ses

composants (Meadoet al, 1990).
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Figure 13 : Organisation du PTS chei.. monocytogenes.

[I-1- Enzymes générales du PTS

Les enzymes générales du PTS (El et HPr) permettenthosphorylation des
différents hydrates de carbone entrant dans lauleeppar l'intermédiaire des perméases
spécifiques (EIIC ou EIIC et EIID). L’El est codgar le genegtsl et la protéine HPr par le
geneptsH Ces deux génegtsl et ptsH ont été clonés et séquencés chez de nombreuses
especes bactériennes combecoli (De Reuseet al, 1985; De Reuse and Danchin, 1988),
B. subtilis(Gonzy-Tréboul and Steinmetz, 1987; Gonzy-Trébeiual, 1989),Lactobacillus
casei(Vianaet al, 2000),L. monocytogenefChristenseret al, 1998). Ces deux protéines
(El et HPr) possedent une identité de séquencestgesficative d’une bactérie a l'autre

(Deutscheret al, 2006; Postmat al, 1993). L'analyse des séquences de I'El et der’t#
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L. monocytogenesmontre une similarité autour de 70% avec les auirganismes bactériens

(Christensenet al, 1998). Les genegtsH et ptsl sont organisés en opéron chez de
nombreuses especes bactériennes et cet opéroanastéptsHI (Postmaet al, 1993). Chez

la plupart desx-protéobactéries cependant, les gépkssi et ptsl ne sont pas organisés en

opéron (Boékt al, 2003).

[I-1-1- L'enzyme |

L’enzyme | est la premiére protéine du PTS a éhesphorylée dans la cascade de
transfert de groupement phosphate a partir du Figfire 13). L'El se présente sous forme
de monomére composé de domaine N-terminal (El-dinpact, protease-resistant N-terminal
domain) qui contient le site de phosphorylatiorstidine), et de domaine C-terminale (EI-C :
flexible, protease-sensitive C-terminal domain) nlemkov et al, 1998). La taille du
monomere de I'El varie de 60 a 65 kDa suivant fggees bactériennes. Il est de 64 kDa chez
E. coli et Salmonella typhimuriunet de 65 kDa cheEnterococcus faecali@ostmaet al,
1993). ChezB. subtilis et L. monocytogenede geéneptsl code pour une protéine El de
63 kDa. Beaucoup d'especes bactériennes a Gram-Ggam+ étudiées, possedent un haut
degré de similarité de I'El incluant le résidu liste phosphorylé.

L’autophosphorylation de I'El a partir du PEP aulidans le domaine N-terminal sur la
position N-3 de I'anneau imidazole du résidu histdconservé (I'histidine-189 chéz coli

et histidine-191 chek. faecali (Alpert et al, 1985; Postmat al, 1993). Le domaine C-
terminal de la protéine EIl contient le site de ficla du PEP et il est nécessaire pour la
dimérisation de la protéine El (Chauwh al, 1996b; Deutscheet al, 2006). Les domaines
N-terminal et C-terminal de I'El ont été clonéscatactérisés. Des études ont montré que le
domaine EI-C complémenterait le domaine EI-N caph@sphorylation de EI-N a lieu en
présence de EI-C, PEP et Mg2+ (Chawfiml, 1996b; Fomenkoet al, 1998).
L’autophosphorylation de I'El a partir du PEP égadmt, nécessite la dimérisation de
'enzyme (Missetet al, 1980) et la présence de cation divalent Mg2+ oi2M Les ligands
Mg2+ et le PEP constituent les éléments majeurtadi#imérisation de la protéine qui se
réalise a partir du domaine EI-C car le domainé&lEie dimérise pas (Chauvet al, 1996a;
Deutscheret al, 2006). L'étape de dimérisation et de dissociatiordimére est un processus
lent et ces étapes de transition (monomere/dintnastituent des étapes limitantes dans les
réactions de transfert de phosphate via le PTSu@hat al, 1994; Fomenkoet al, 1998).
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L’El possede 30% de similarité de séquence aveg deaymes qui interragissent avec le
PEP (pyruvate phosphate dikinase (PPDK) et PEFhaggj. Les deux domaines de ces trois
protéines montrent aussi une similarité de strec{@ocalykoet al, 1990). Toutefois, chez
'El, le domaine N-terminal fixe la protéine HPo&d que le domaine N-terminal de la PPDK
et de la PEP synthase lie 'ATP.

[I-1-2- L'HPr

HPr est une petite protéine sous forme de monone@a 10 kDa qui a été purifiée
chez de nombreux organismes. La structure tridimanslle de la protéine HPr a été étudiée
par crystallographie aux rayons X et par réesonamagnétique nucléaire (RMN) ch&z coli,
chezB. subtiliset également chez d’autres espéces bactérienhes éCal, 1993; Prasaét
al., 1998). La structure de la protéine HPr se préssous forme de sandwigh ouvert
constitué de 4 feuilletf et de 3 feuilletsa (Figure 14)Contrairement a I'El, 'HPr est
phosphorylée par la P~EI sur la position N-1 dan@au imidazole du site actif histidine 15
chez de nombreuses bactéries contineoli (Postmaet al, 1993; Rajagopat¢t al, 1994 ),

B. subtilis (Rajagopalet al, 1994),S. aureus(Gassnert al, 1977). La protéine HPr ainsi
phosphorylée va transférer son groupement phospliaterotéines spécifiques EIIA (Figure
13). Le site actif histidine 15, site de phosphatigih d’HPr par la P~EI, est localisé sur le
boucle liant le premier brin du feuill§t avec I'héliceaA et est exposé a la surface de la
protéine (Deutschegt al, 2006). La phosphorylation de la protéine HPrl$ustidine 15 ne
provogue pas de changement significatif dans lectre globale de la protéine mais entraine
un simple changement d’orientation du résidu histidLa P~His se rapprocherait du résidu
arginine en position 17 (Rajagopat al, 1994). Le r6le de larginine 17 serait de re-
positionner la P~His permettant ainsi d’orientegleupement phosphate vers les diverses
ElIA. Chez de nombreuses bactéries a Gram- et ngrla séquence autour du site actif est
fortement conservée (Deutschetr al, 1986; Deutscheet al, 2006). Dans une grande
majorité des firmicutes, spirochétes et de protéwees (sauf les enterobacteriaceae,
pseudomonaceae et vibrionaceae appartenany puntéobactéries ; rickettsiales appartenant
aux a-protéobactéries), I'HPr peut également étre phagpée par la protéine HPrK/P sur le
résidu seérine en position 46 (Deutscher and Saiel83). Chez les firmicutes, cette

phosphorylation sur la sérine 46 joue un réle intgrdrdans la répression catabolique et dans
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I'exclusion d’inducteurs (Charriest al, 1997a; Deutscher and Sauerwald, 1986; Deutsther
al., 2006). Son rdle chez les spirochetes et les ghat#éries reste toujours mal connu. La
serine 46, site de phosphorylation de I'HPr paiPifk/P (Deutscheet al, 1986), se trouve a
I'extrémité N-terminal de I'héliceB (Figure 14). Le résidu serine 46 est égalemepbsX a

la surface de la protéine. La phosphorylation d#Pt sur la sérine 46 n’induit pas de
changement dans la structure globale de la protEifeeaboutit & une stabilisation de I'hélice
B et par conséquent, a une stabilisation de |ztstrel de la protéine (Audetét al, 2000). La
phosphorylation de I'HPr sur la serine 46 par 'KF* diminue fortement la vitesse de
phosphorylation de I'HPr sur 'histidine 15 paRaEl.

Les firmicutes possedent généralement une seuletipeoEl et HPr a I'exception de
B. subtilisqui posséde un paralogue de I'HPr, appellé Crhtakcdite repression HPr) qui
montre 45% d’identité avec la protéine HPr (Galireeal, 1997). Crh est présente chez la
plupart des bacillaceae (Bacillus, Geobacillus, a@obacillus, Paenibacillus et
Lysinibacillus) ; elles montrent de forte similériéntre elles (61 a 83%) et 45% d’identité de
séquence avec les protéines HPr correspondantegs@eret al, 2006). Crh contient une
glutamine a la place de I'histidine 15 et est ttmisephosphorylée par I'HPrK/P sur la serine
46. Par conséquent, Crh ne contribue pas au tretnsipa la phosphorylation des sucres PTS
mais exerce des fonctions régulatrices.

Chez les enterobactériaceae, la présence desna®tgimilaires a I'EI ou a I'HPr est plus
fréquente. Par exempl&, coli K12 posséde 5 protéines paralogues de I'El eteéayait 5
protéines paralogues de I'HPr (Ralmisal, 1999). La protéine FPr (fructose related HPr) est
fusionnée & I'EIIA™ dans la protéine FruB (appelée aussi DTP, DiphmygpHhTransfer
Protein). FruB est impliquée dans le transporagthosphorylation du fructose et peut aussi
substituer 'HPr dans les mutantsd’coli et S. typhimuriumme synthétisant pas de protéine
HPr (Geerseet al, 1986; Postmat al, 1993). Un autre domaine HPr chézoli, se trouve
dans la protéine DhaM fusionnée a une EIIA de éss# PTS mannose et au domaine N-
terminal d’'une protéine El-like. Cette protéinenstere le groupement phosphate du PEP vers
la protéine DhalL qui catalyse la phosphorylationlalelihydroxyacétone (Deutschet al,
2006; Gutknechet al, 2001). CheRhodobacter capsulatukes protéines, El entiére, HPr et
EIIA™™ sont fusionnées dans la protéine FruB, qui edeégmt impliquée dans le transport

et la phosphorylation du fructose (Vgual, 1990).
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Figure 14 : Structure tridimensionnelle de la proténe HPr.

A : structure secondaire d’HPr.

B : sites de phosphorylation d’HPr (histidine 1&xise 46).

Les hélicesy en vert, les feuillet§ en jaune or, les coudes en bleu. Les extrémités Glterminal
sont indiquées.

[I-2- Les enzymes spécifiques du PTS

Un PTS fonctionnel comprend en plus de I'El etdat@ine HPr, des enzymes qui permettent
le transport et la phosphorylation des hydratesaibone. Ces enzymes sont, soit spécifiques
d’'un sucre donné, soit spécifiques de plusieursesudElles sont nommées “Enzymes II”
(EIl). Comme mentionné précédemment, les Ell peuétre composées de trois protéines
(EIIA, EIIB, EIIC) ou de quatre protéines (les sgdrécédentes et la protéine EIID). Ces
protéines peuvent étre distinctes ou une ou plusidientre elles peuvent fusionnées. Les
ElIB et parfois les EIIA et EIIB peuvent étre fusiees aux EIIC. Lorsqu’elles sont
fusionnées, elles sont localisées du coté cytoptpsrde la membrane cellulaire. Dans le cas
contraire, ces protéines sont solubles. Les preséHlIA et EIIB peuvent aussi fusionner,
c’est parfois le cas des protéines EIIA et ElIBlalelasse mannose. Les protéines spécifiques

de la classe mannose semblent former un complakéestians lequel les protéines solubles
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cytoplasmiques vont s’associer dans une forme séleraux protéines membranaires (Erni
et al, 1989; Postmat al, 1993).

La structure secondaire de I'Ef& d’E. coli et deB. subtilisa été étudiée et a permis de
montrer que I'EIIA™ chez ces deux bactéries est composée d'un fefiltti-paralléle
formé de six bring et de quelques hélicas contenant deux résidus histidines essentiels :
chezE. coli, le résidu His-75 et le résidu de phosphorylatitia-90 ; chezB. subtilis: le
résidu de phosphorylation His-83 et le résidu Hs{®Robillard and Broos, 1999). La
phosphorylation de I'EIIA par la P~His-HPr s’effaet sur le résidu His-90E( coli
(Dorschuget al, 1984, Peltoret al, 1991) ou His-83R. subtilig (Fairbrotheret al, 1992).
Les résidus His-75 et His-68 cependant, exerceraiere fonction catalytigue dans la
phosphorylation de 'ElIB par la P~His-EIIA (Faidiheret al, 1992; Peltoret al, 1991).

La structure secondaire du domaine EliRle la protéine EIICB® est constituée d'un/f
"sandwich" composé d’'un feuill@ de cing brins anti-paralléles et de six héliaesontenant
comme site de phosphorylation par la P~His-EfiAle résidu cystéine en position 421
(Eberstadtet al, 1996). Le domaine EIfB est connecté au domaine EflfCmembranaire
par un lien (linker) flexible qui contient un nomebélevé d’alanine et de glutamine. Le linker
contient également un motif hautement conservé ®RED’ qu'on retrouve dans les
protéines spécifiques de transport de glucose duraeetylglucosamine (Jahraasal, 2008).
Les différentes enzymes spécifigues du PTS sonéesogar différents genes selon les
organismes et la classe du sucre transporté. Ranpe, la protéine EIIA° chezE. coli est
codée par le génerr (cataboliterepressionresistant) (Peltoret al, 1991) et la protéine

EIIABM2" chezL. monocytogenesst codée par le géneanL (Vu-Khac and Miller, 2009).

[I-3- Régulation de I'expression des gengss

La synthése des protéines générales et spécifiqueBTS est régulée selon des
mécanismes tres sophistiqués. Les opérons PTHuwdons sont généralement inductibles par
les substrats transportés. Les protéines du PTiScedies par de nombreux génes organisés
en opéron selon leur spécificité et leur expressgirsouvent contrélée par des régulateurs de
transcription (répresseurs, activateurs, antiteseurs). Ces régulateurs permettraient

généralement I'expression des opérons en préseneeid substrats.
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Les enzymes spécifiques du PTS different entres,elbar la spécificité de I'hydrate de
carbone transporté et dans le nombre de domairedlegicontiennent (Erret al, 1989). En

se basant sur la spécificité pour le substratmillies ou classes d’enzymes spécifiques du
PTS peuvent étre distinguées : classe glucose (falduant les glucosides) ; classe fructose
(Fru) (incluant le mannitol), classe lactose (Léngluant N,N’-diacethylchitobiose), classe
mannose (Man), classe glucitol (Gut), classe gathdiGat) et la classe L-ascorbate (Asc)
(Tableau 3) (Barabote and Saier, 2005). Barabosestollaborateurs ont également montré
gue sur 77 especes bactériennes étudiées, le PTeSctbsse glucose était le plus rependu
(Barabote and Saier, 2005).

Par ailleurs, un PTS est dit complet lorsqu’il paks les protéines EIIA, EIIB, EIIC a
I'exception du PTS de la classe mannose qui possegsus, la protéine EIID. En outre, un
PTS est dit incomplet losqu’il ne posséde pas un&me spécifique du PTS. Ce PTS est
souvent retrouvé dans la plupart des PTS ne pass@da une EIIA. Ces PTS vont donc
utiliser une EIIA d'un PTS de la méme classe maecaune spécificité différente pour étre
fonctionnels (Barabote and Saier, 2005; Djordjestical, 2001). Différents PTS complets

identifiés chez de nombreux micro-organismes souairgrés dans le tableau 4.

Tableau 3: Hydrates de carbone transportés par di€rentes enzymes spécifiques du PTS (d'aprés
Barabote and Saier, 2005).

Classes substrats

Glc . . .
Glucose Glucose N-acetylglucosamine, maltose, glucosamineglucosides
Glucoside Glucosides, sucrose, trehalose, and N-acetylmuraanic

Fru Fructose, mannitol, mannose{Xe-mannosyl D-glycerate
Lactose Lactose, aromatif-glucosides, cellobiose

N,N’-Diacetylchitobiose| N,N’-Diacetylchitobiose et lichenan oligosacchasde

Gut Glucitol (sorbitol) et 2-methyl-D-erythritol
Gat Galactitol et D-arabitol
Man Glucose, mannose, sorbose, fructose, glucosamafegtgsaminey-

acetylgalactosamine, gluconate and several otlyarsubroad-
specificity porters

Asc L-Ascorbate (anaerobic utilization)

Les différentes familles des protéines en gras@ignées, les sous familles en dessous et noigaéek
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La bactérie qui posseéde le nombre le plus élevgedes (soit 91 génes) codant des protéines
du PTS est. monocytogenehez cette bactérie, 3,2% des génes codent d&sinas du
PTS (Barabote and Saier, 2005; Buchriegteal, 2003).L. monocytogenegosséde 30 PTS
complets et plusieurs PTS incomplets (Stoll andlb®he2010). Les PTS complets présents
chezL. monocytogenefont partie des classes suivantes : 6 PTS detselglucose, 6 de la
classe fructose, 8 de la classe lactose (comprémaetlobiose), 1 de la classe glucitol, 3 de
la classe galactitol, 4 de la classe mannose & & dlasse L-ascorbate (Asc) (Tableau 4)
(Barabote and Saier, 2005).

L’'analyse de la séquence du génome Ldenonocytogenesuggere que ce pathogene
intracellulaire est capable d'utiliser une grandeiété de sources de carbone (Buchrieser,
2007; Eylertet al, 2008; Glaseet al, 2001).L. monocytogenesst une bactérie répandue
dans I'environnement et le grand nombre de tramnspy d’hydrates de carbone qu’elle
possede montre sa capacité a coloniser et a cadtre divers écosystemes durant sa vie
comme saprophyte (Freitagt al, 2009; Mitchell et al, 1993; Pineet al, 1989).

L. monocytogenesest aussi capable d’infecter des cellules humaic@®me il a été
précédemment mentionné en figures 1 et 2. Pendantrdissance intracellulaire, elle
transporte peu de sucres via le PTS. Elle utilis#épentiellement des hexoses phosphates
(transportés par une perméase non-PTS, Hpt), t&glyet le dihydroxyacétone (entrant dans
la cellule par diffusion facilitée) (Eylert al, 2008; Freitaget al, 2009). Des substrats
carbonés PTS (cellobiose, glucose, fructose, ma)resgrainent une diminution de I'activité
de PrfA et par conséquent, une diminution de I'egpion PrfA-dépendante des genes de
virulence. Les transporteurs PTS de ces substaat®eés joueraient également un réle dans
la modulation de I'activité de PrfA (Milenbachs Lawiak et al, 2004; Stollet al, 2008). Un
PTS de la classe ascorbate codé par les dgemd9711973est exclusivement retrouvé chez
L. monocytogene<C’est un des rares PTS induit pendant la crogesantracellulaire de la
bactérie (Josepét al, 2006).
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Tableau 4 : Résumé de PTS complets chez des micngranismes (D’aprés Barabote and Saier, 2005).

Protein or system present

Taxonomic group
and organism

El
And/or HPr

EMN" NP,
And/or ”ANtr Glc Fru

Lac

Gut

Gat

Man

Asc

HprK

Actinobacteria

Bifidobacterium longum NCC2705

Corynebacterium diphtheria NCTC
13129

Corynebacterium efficiens YS-314

Corynebacterium glutamicum ATCC
13032

Leifsonia xyli subsp. Xyli CTCB07

Nocardia farcinica

Propionibacterium acnes KPA
171202

Streptomyces avermitilis MA-4680

Streptomyces coelicolor A3(2)

Symbiobacterium thermophilum |AM
14863

< << < << < < < <

N R R e

N PR oW
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Firmicutes

Bacillales

Bacillus anthracis Ames

Bacillus cereus ATCC 10987

Bacillus halodurans C-125

Bacillus licheniformis DSM 13

Bacillus subtilis subsp. Subtilis 168

Bacillus thuringiensis serovar
konkukian strain 97-27

Listeria innocua Clip11262

Listeria monocytogeneses EGD-e

Oceanobacillus iheyensis HTE831

Staphylococcus aureus subsp. Aure
MRSA252

Staphylococcus epidermis ATCC
12228

< <<< < < < <<=

<
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Lactobacillales

Enterococcus faecalis V583

Lactobacillus johnsonii MCC 533

Lactobacillus plantarum WCFS1

Lactococcus lactis subsp. lactis
111403

Streptococcus agalatiae NEM316

Streptococcus mutans UA159

Streptococcus pneumoniae TIGR4

Streptococcus pyogenes MGAS31§
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Clostridia

Clostridium acetobutylicum ATCC
824

Clostridium perfringens 13

Clostridium tetani E88

Thermoanaerobacter tengcongehsis

<< =< =<

PR RPr O
N

<=<< <

Mollicutes

Mesoplasma florum L1

Mycoplasma gallisepticum R

Mycoplasma genitalium G-37

Mycoplasma hyopneumoniae 232

Mycoplasma mobile 163K

Mycoplasma mycoides subsp.
Mycoides SCstrain PG1

Mycoplasma penetruns HF-2

Mycoplasma pneumonia M129

Mycoplasma pulmonis UAB CTIP

<< < < <<=<=<<

PR U R RRRERE
RPRN N RPNR R

PN P

<<=

<=<=< < <

Proteobacteria

Alpha subdivision

Caulobacter crescenius

Mesorhizobium loti MAFF 303099

<<

< <
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Taxonomic group

Protein or system present

and organism El EI™,NPr, Glc Fru Lac Gut Gat Man Asc HprK
And/or HPr | And/or IIANY P
Beta subdivision
Burkholderiales
Burkholderia mallei ATCC 23344 Y 1 Y
Burkholderia pseudomallei K96243 Y 1 Y
Ralstonia solanacearum GMI1000 Y 1 1 Y
Neisseriales
Chromobacterium viollaceum
ATCC 12472 Y 2 2 Y
Gamma subdivision
Enterobacteriales
Buchnera aphidicola APS v 1 1
(Acyrthosiphom pisum)
 Candidatus Blochmannia v 1
floridanus ”
Erwinia carotovora subsp.
atroseptica SCRI1043 Y Y 5 s 3 1 2
Escherichia coli CFT073 Y Y 3 1 2 4 2
Photorhabdus luminescens
subsp.laumondii TTO1 Y 2 1 1 1
Salmonella enterica subsp. entericg
Scrovar Typhi Ty2 Y Y 2 8 1 1 2 2 s
Salmonella enterica scrovar
Typhimurium LT2 Y Y 2 4 1 2 2 4 3
Shigella flexneri 2a strain 301 Y Y 3 4 1 1 3 1
Yersinia pestis KIM Y Y 2 3 1 2 1
Yersinia pseudotuberculosis P
32953 Y Y 2 3 2 1
Pasteurellales
Haemophilus ducreyi 35000HP Y 1 1
Haemophilus influenzae Rd KW20 Y
Mannheimia succiniciproducens
MBELS5E Y 2 2 2 2
Pasteurella multocida subsp.
multocida Pm70 Y 1 1 1 1 1
Pseudomonadales
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Y Y 1 1
Pseudomonas putida KT2440 v v 1
Pseudomonas syringae pv. Tomatd v v 1
Strain DC3000
Vibrionales
Vibrio cholerae O1 biovar eltor strain
N16961 Y Y 1 4 1 1
Vibrio parahaemolyticus RIMD
2210633 Y Y ! 5 ! L
Vibrio vulnificus YJ016 Y Y 1 6 1 2 2
Xanthomonadales
Xanthomonas axonopodis pv. Citri 1 Y
strain 306 Y
Xanthomonas campestris v 1 Y
pv.campestris strain ATCC 33913
Others
Acinetobacter sp. Strain ADP1 Y 1
Shewanella oneidensis MR-1 Y Y 1
Delta subdivision Desulfovibrio 1
vulgaris subsp. Vulgaris Hildenborough
Spirochaetales
Borrelia burgdorferi B31 Y 1 2 1
Borrelia garinii PBi Y 1 2
Unclassified bacteria
Deinococcus radiodurans R1 Y 1 Y
Fusobacterium nucleatum subsp. v 1 1 1 v

Nucleatum ATCC 25586

Y : indique la présence de protéines correspondante

45



lll- Systemes de transport chez les micro-organisnse

Les systemes de transport, de maniére généralegfient le transport de nutriments
essentiels (sucres, acides aminés, peptides, agrdss.), d’ions, d’acides nucléiques, de
protéines, de molécules messagers tout en permettancommunication entre la cellule et
son environnement. Des groupes de transporteurgténidentifiés car rencontrés chez de
nombreux organismes : le groupe de la superfamiite ABC (ATP-binding cassette)
transporteurs, le groupe de major facilitator stgmelly (MFS) également appelé uniporter-
symporter-antiporter family et le PTS qui permetrinsport que des sucres et des multiples
dérivés de sucres (alcools, amines, N-acétylamiaegjes...) (Figure 15) (Dean and
Allikmets, 1995; Henderson, 1991; Konings, 2006 Piaal, 1998).

Dans certains cas, un autre mécanisme de transgtoutilisé. Ce mécanisme n’a pas besoin
d’énergie ; il est realisé par diffusion facilit@eniport). C’est le cas du transport du glycérol
via la perméase GlIpF, qui n'a besoin ni d’ATP, findgradient ionique (Dimarco and
Romano, 1985; Weisset al, 1995).

Primary Transportsystems

Electron transport chain ATPase ABC transporters
S
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5==5 PTS
. =38 ATP ==x
Protein ggg.g ) S Sugar
export =5/
| { . 5 -
~s alkaline (—) FPEP =
= =
%3%3 P Suga;ﬁ—gggo
I il A il HAFHA R AN
Lyl 0 A, . Al S A ONSCC
' . 8 acid
S S H™ S
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Secondary Transportsystems

Figure 15 : Différents systémes de transport actifshez les bactéries et archae®lapres
Koninas. 2006.
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Les membres de la famille des ABC transporteur$ des perméases multi-composants. lls
sont des transporteurs primaires actifs et catatyetransport de petites molécules et de
macromolécules en utilisant I'hydrolyse de 'ATPmome source d’énergie (Pab al, 1998;
Paulsenet al, 1997). Les membres de la famille MFS sont dessparteurs secondaires
actifs qui catalysent le transport de petites mdégxen utilisant des gradients des ions (H+,
Na+, K+, Cl-) comme source d’énergie (Pabal, 1998). Le PTS décrit précédemment,
transporte que des hydrates de carbone et permbbtphorylation de ces sucres en utilisant
comme source d’énergie et donneur de phospha®ds e

Les systemes de transport jouent un role cruciak da défense de la bactérie contre les
composants toxiques et également dans I'adaptdéda bactérie aux différents écosystémes
gu’elle colonise (Konings, 2006).

Le glucose est la source de carbone préférentietientilisée par les bactéries et il peut étre

transporté par les différents groupes de transparfgrécédemment cités.

[lI-1- Systemes de transport de glucose

Le glucose est I'un des sucres fréquemment reneoans la nature et utilisé par de
nombreux micro-organismes. |l est cependant le teatbsle choix pour de nombreuses
bactéries souvent utilisées dans des applicatiooidhnologiques car la croissance sur
glucose est meilleure avec un taux de biomasse f@astroet al, 2009; Wendisclet al,
2006). Chez de nombreux micro-organismes, I'utilisadu glucose entraine la répression de
la synthése des enzymes nécessaires pour le traesge métabolisme d’autres sucres via
des mécanismes de régulation impliquant des comfsoda PTS (Castret al, 2009; Jahreis
et al, 2008). Le glucose est transporté dans le cytoade la bactérie via les transporteurs
ABC (ATP-binding cassette), les transporteurs PIESsysteme « proton motive force-
dependent » (PMF) et dans quelques rares casiffumiah facilitée (Gosset, 2005; Jahreis
al., 2008; Konings, 2006; Weisset al, 1995). Différents systemes de transport de gkicos
chez des micro-organismes sont schématisés dégsia 16.

La comparaison de différentes données sur le toaihspe glucose acquises durant ces
guarante dernieres années et la disponibilité debneux génomes bactériens séquencés ont
permis de montrer que le PTS est le systéme dspoainde glucose communément rencontré

chez les firmicutes « low GC » et aussi chez |letévges a Gram- (Jahregt al, 2008). Les
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bactéries a Gram+ « high GC » préféerent les hom@sgles systéemes de transport « proton
motive force-dependent » et peu de bactérieserilies ABC transporteurs.

Lorsque le glucose est transporté par le PTSgestrpas seulement transporté par la protéine
PtsG (perméase PTS appartenant aux protéines diadse PTS-glucose) mais est aussi
transporté par deux protéines membranaires du RT& cdasse mannose (EIIC et EIID). Il 'y
a également des membres d’autres classes de PEBmjuwapables de transporter le glucose,
c’est le cas d’'un PTS de la classe lactose (cela)iched actococcus lactigCastroet al,
2009).

E. coliK12 transporte le glucose via un PTS de la clghssose (PtsG), un PTS de la classe
mannose (ManY et ManZ), un « proton symporter »|RBéqui appartient au groupe des
transporteurs MFS) et un systeme de transport Mgl éppartient a la famille des ABC
transporteurs) (MglA, B et C) (Gosset, 2005). L'eegsion des genes codant ces transporteurs
est influencée par différents facteurs telles guedture (galactose, mannose ou glucose) et la
concentration du sucre (Death and Ferenci, 1994id®¥igool and Gottesman, 2004). Le
transporteur GalP montre une faible affinité paiglucose et la perméase MgIC, une trés
forte affinité. L’'opéronmgl est exprimé quand le glucose est limitant damaileeu (Death

and Ferenci, 1993). Le glucose transporté par @alar le systeme MgIABC est ensuite
phosphorylé par la glucokinase. L’activité de laoglkinase n’est plus nécessaire lorsque le
glucose est présent a des concentrations voisinégaes a 1M car a ces concentrations,

le glucose est transporté par le PTS (Gosset, 2005)

B. subtilistransporte le glucose, principalement via un P& $actlasse glucose, le PtsG. Ceci
est rarement rencontré chez les firmicutes doptupart transporte le glucose par un PTS de
la classe mannosB. subtilispossede un PTS de la classe mannose (LevA, BDEretis ce
PTS transporte le glucose avec une trés faiblaitffi Chez cette bactérie, le glucose est
egalement transporté par la perméase GIcP qui restamsporteur qucose/mannoseJ? H
symporteur et fait partie des transporteurs MF®&xpiression du genglcP est induit par le
glucose via un mécanisme probablement dépenddatmtetéine PtsG (Paulsehal, 1998).
Comme la plupart des firmicutesactococcus lactisransporte le glucose via un PTS de la
classe mannose. Chez ce firmicute, le glucosegadtnént transporté par un PTS de la classe

lactose (cellobiose) et aussi par des perméaseBT8r(Castret al, 2009).
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Chez L. monocytogenede systeme principal de transport de glucoseleRTS et plus
particulierement plusieurs PTS de la classe mannddtide de transporteurs non-PTS chez
cette bactérie n’a encore pas fait I'objet d’irstes études.

Lactobacilus casei
Lactobacilis Cuvalus

Bacilus subitiis Sireplococous mutans PTS
Bifidobaderium fongum Strepiococous bovis —=
Corynebacterium guiamicum  SUEpIDOCUS themmophius
Mycobaderium smegmats Slrapino0cous Safvanus

Vibrio ofyticL La iactis

Sirepinmyces coeficoior \ucnie Glucose
Bifidobacterium longtm G

Mycobacterum smegmatis
Bagilus subtiis

CYanCOactenim Synecnocysts sp

& Brucela aborus
\V Glucose

Glucose
2

Bailus subtiis \
Staphytocoocus wyiosus T

Virio parahaemolyicus
Xanthomonas oyzZag
Glucose

_SGLT Vibrio furnissii

Glucose

Thermus thermophilus

ABC

Figure 16 : Différents systemes de transport de ghose chez des bactéries (D'apres
Jahreiset al., 2008).

ABC (ATP Binding Cassette) transporteurs en rolfeS (Major Facilitator Superfamily) en
bleue clair, PTS en jaune, SGLT (famille des transgurs sodium/glucose) en bleue foncé,
GlcU (perméases non-PTS) en vert.

[1I-1-1- Transporteurs PTS spécifjues de glucose chdz monocytogenes

Des études ont montré que la source de carboné&r@néellement utilisée par
L. monocytogene®st le glucose (Premaratreg al, 1991). Par conséquent, il semblait
important d’identifier les perméases qui transpurtle glucose chez cet organisme, de
déterminer les conditions dans lesquelles elles activées et d’élucider les mécanismes qui

contrélent I'expression des genes codant les syst@la transport de glucose.
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Comme la plupart des firmicutes, monocytogenesansporte le glucose principalement par
les PTS de la classe mannose. Elle peut aussptdes le glucose via un PTS de la classe
glucose (PTS°! codé par le géne Imo0027) et un transporteur PTiBbiese (Stoll and
Goebel, 2010)L. monocytogenepeut également transporter le glucose par au maims
transporteur non-PTS.

Le transporteur PTS de la classe mannose de ftimtétéapour le glucose, identifié chez
L. monocytogenest également chez I'espéce non pathodénienocua est le PT%*. Ce
systeme a préalablement été nommé Mpt (mannoseepseamwo) (Christensen and Hutkins,
1994; Xueet al, 2005). Il ressemble au systeme de transportutmge de la classe mannose
identifié chez d'autres firmicutes. Dans ce PTS,peotéines EIIX?" et EIIB®" fusionnent

en une seule protéine EIIAB. Ce PTS est composé de protéines ENMABEICY™" et
EIIDM® codées par les génewmtA mptC et mptD respectivement (Figure 17). A la fin de
'opéron codant ces protéines se trouve le gér@mO codant une protéine de fonctions
inconnues (Yebrat al, 2006; Zudigaet al, 2005). Vu la similarité de I'opérompt avec
'opéron glucose/mannose d’autres bactéries a Gralrar été renommé opéramanLMN
(opéron mar) enfin d'établir une nomenclature identique poer RTS™" chez tous les
firmicutes (Cochuet al, 2003; Lortieet al, 2000; Yebraet al, 2006). L'expression du
PTS™" est induite par le glucose et le mannose (Detled, 2001) et ce PTS serait le systéme
principal de transport de glucose ctheamonocytogene®aletet al, 2001; Stoll and Goebel,
2010). La protéine EIIY" posséde a son extrémité C-terminale, une extemsd30 acides
aminés (Yebraet al, 2006). Des études avaient préalablement supposé&efte insertion
était impliquée dans la sensibilité denonocytogeneaux bactériocines de la classe lla telle
gue la pediocine (Daleatt al, 2001). Des études plus récentes ont cependanéngoe la
délétion du génenanM codant pour la protéine EIYE" entraine une résistance de la bactérie
a la pédiocine (Kjosgt al, 2010). En fait, desutants n’exprimant pas I'opéromanmontrent
une partielle ou compléte résistance aux bactérdscde la classe lla (Dalet al, 2001;
Ramnathet al, 2004).

L’expression de I'opéromanest contrélée par ManR qui est un activateur Lek&{décrit
ci-apres) (Vu-Khac and Miller, 2009). Des mutangssynthétisant pas ManR présentent une
diminution de I'expression de I'opéranan et également une résistance de la bactérie aux
bactériocines (Xueet al, 2005). ManR appartient a la famille des « enhareding
proteins » ; il stimule I'interaction du complexeRN polymérase/facteur sigma 54°{ ou
RpoN) avec les séquences promotrices -12, -24.pkéssion de I'opéroman dépend

également de la protéine”* (Arous et al, 2004a; Dalekt al, 2001). Le régulateur ManR
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montre une ressemblance aux régulateurs LevR.dribtiliset deLactocobacillus caseet
ces régulateurs possedent deux « PTS regulatiomidem (PRDs) (Deutschet al, 2006).
Des mutations empéchant la phosphorylation surhissdines conservées dans les deux
domaines PRDs de ManR affectent I'expression deefonman(Xue and Miller, 2007). Ce
qui suggere que l'activité de ManR est contrbléelai phosphorylation par les protéines du
PTS (Deutscher, 2008; Studholme and Dixon, 2008k protéines qui catalysent cette
phosphorylation sont la P~His-HPr et probablemente uP~EIIB présente chez
L. monocytogenes

Un autre transporteur PTS de la classe mannosé&négat impliqué dans le transport de
glucose et de mannose cHezmonocytogenes été identifié (Stoll and Goebel, 2010; Vu-
Khac and Miller, 2009). Il a été nommé P#3et est codé par I'opérompo (mannose
perméase one) (Arowt al, 2004a; Aroust al, 2004b; Dalett al, 2001). L’'opérommpoest
composé de 4 génesntpoA mpoB mpoCet mpoD (Figure 17) codant respectivement pour
les protéines EIIXP, ENIIBMP, EIICM® et EIIDYP°. Les génes codant pour les protéines du
PTS™ et PTP montrent 50 & 75% de similarité de séquencesl| @idlGoebel, 2010; Vu-
Khac and Miller, 2009). ManR est situé en amontagron mpoet cet opéron contient une
potentielle région promotrice -12, -24 identiqueele de 'opérorman(Arouset al, 2004a).
Ces données ont permis d’émettre I'hnypothése qupEtbonmpo serait également régulé par
ManR. Cependant, des études ont permis d'infirmretedypothése tout en montrant que des
mutants ne synthétisant pas la protéine ManR raaotn effet sur I'expression de I'opéron
mpo (Vu-Khac and Miller, 2009) mais montrent une pal#i résistance aux bactériocines. Un

modeéle représentant les opéromsnetmpoest représenté dans la figure 17.
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opéron man
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E|IAMPo E|IBMpo  EIICMPO  E|jpMpo

Figure 17 : Représentation schématique des opéromsan et mpo chezL . monocytogenes.

[1I-1-2- Transporteurs non-PTS deglucose chei.. monocytogenes

Comme mentionné précédemmebt, monocytogenepeut également transporter le
glucose via les transporteurs non-PTS, « proton iveotforce-dependant » (PMF)
probablement de faible affinité. Ces transporteams été peu étudiés chez cette bactérie.
Parker and Hutkins ont proposé gqu’a des conceatratie glucose élevées dans le milieu, les
transporteurs PTS et non-PTS sont actifs. Lorsguehcentration de glucose est faible, seule
les transporteurs PTS sont actif (Parker and HgfKki@97).

Chez de nombreuses bactéries, des transportewBToule glucose de faible affinité ont fait
I'objet d’études parmi lesquelles les perméasesméas GlcU.

La perméase GlcU a été identifiece et nommée pourpremiere fois GlcU chez
Staphylococcus xylosusu le geneglcU forme un opéron avec le gene de glucose
déshydrogénase (gegdh) (Fiegleret al, 1999).

ChezB. subtilis la protéine GlcU est codée par le ggorE et ce géne forme également un
opéron avec le gergrlh de glucose déshydrogénase. La séquence de lmpr¥iexE montre
55% d’identité avec celle de GlcU 8e xyloxugKunstet al, 1997; Rather and Moran, 1988).
La perméase GlcU a également été identifice dBacillus megateriumet montre une

similarité de 78% avec celle d& subtilis Des homologues des genglsU ont aussi été
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identifiés chez les bactérielsactobacillus helveticuset Streptococcus pyogenest les
protéines codées par ces genes montrent respeetive32 et 40% d’homologie a GlcU de
S. xylosugFiegleret al, 1999).

ChezL. lactisMG1363, la protéine GlcU codée par le gémg_ 2561 montre 36% d’identité
de séquence avec la protéine GlcUSdeylosugCastroet al, 2009; Wegmanet al, 2007).
Chez cette bactérie, il a été montré que GlcU est perméase « proton motive force-
dependante » (PMF). Vu la similarité avec les pnet® GlcU identifiées chez les autres
bactéries, il est probable que toutes les GlcUsprartent le glucose en utilisant la PMF.

Chez Streptococcus bovien plus du PTS, un autre transporteur de faiffieité pour le
glucose a été identifié. Cette protéine n’utilises gle proton ni d’ATP et fonctionnerait par
diffusion facilitée (Russell, 1990) et pourrait €&tun homologue de GIf déymomonas
mobilis (Figure 16).

Des suggestions basées sur I'analyse du génomigadesies de la famille des Bacillales et
de différents caractéristiques d’autres transpostaon-PTS de glucose ont permis d’affirmer
gue les perméases GlcU seraient probablement éesigns transporteurs non-PTS chez les
bacillales (Castret al, 2009). De nombreuses études sont nécessairesnpeux élucider le
mécanisme de transport de glucose via les trar@apseriGlcU (Fiegleret al, 1999). Ces

protéines GlcU serait probablement une nouvelldlfamie transporteurs de glucose observée
principalement chez les bactéries a Gramx bas GC », les firmicutes.

Par homologie de séquences aux genes codant psutrdesporteurs GlcU chez les
bactéries telles que. lactis et B. subtilis trois génes codant des potentielles perméases Glc
ont été identifiés chek. monocytogene@-igure 18). Cependant le réle des protéines GlcU

dans le transport de glucose clhemonocytogenasa pas encore été bien élucidé.
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GlcUl

IM00168 Im00169 IMo0170 Imo0169 — code pour GlcU1

GlcU2
Imo0176 — code pour GlcU2
Imo0176 ~ MetS Imo0424 — code pour GlcU3

GlcU3

Imo0424 0405 IM00426, oo IMO0428  1mo0429

Figure 18 : Organisation génétique des putatifs gésglcU (glcUL, glcU2 et glcU3).

IV- Fonctions régulatrices du PTS

Quelques années apres la découverte du PTS, diesé&tur I'utilisation des sucres
non-PTS ont montré que le PTS n’est pas seulemmaitgué dans la réception, le transport et
la phosphorylation des hydrates de carbone maatsaussi impliqué dans des fonctions
régulatrices (Saier Jr and Roseman, 1976). Aujbuid’différentes études ont permis de
montrer que les composants du PTS jouent un réhs ¢ chimiotaxie, la régulation de
'expression de certains opérons (tels que desoopércodant des enzymes pour le
meétabolisme d’azote ou de phosphate) (Barabotesaret, 2005; Fomenkost al, 1998). lIs
jouent aussi un role dans la répression catabokqui#ans I'exclusion d’'inducteur chez les
enterobactéries et les firmicutes (Botsford andnkéar, 1992; Briickner and Titgemeyer,
2002; Deutscheet al, 2006). Le PTS est également impliqué dans lalaégn de la
virulence (Ponceet al, 2009). Les fonctions régulatrices des différamtmposants du PTS
sont décrites dans la partie suivante et dansbleaa 5. Quelques fonctions des composants

du PTS sont également mentionnées dans la figure 20
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IV-1- Enzyme |

De nombreuses bactéries répondent aux changemewiormementaux par des
comportements d’attraction ou de répulsion en répanla présence de certains composants
chimiques (acides aminés, sucres, etc.). Ces caements bactériens sont appelés, soit
chimiotaxie positive, soit chimiotaxie négative ¢foaet al, 1993; Stoclet al, 1989).

En effet de nombreux sucres sont pergus par desrlescmotiles comme chémoattractants
grace a des récepteurs membranaires. Ces réceptensranaires sont souvent les EIIC ou
EIIC/EINID correspondantes, qui transmettent lesmaix percus a la machinerie motrice via
des protéines cytoplasmiques qui sont principalentes protéines CheA et CheY. CheA
s’autophosphoryle a partir de I'ATP et CheA phosplée transmet son phosphate a CheY.
CheY phosphorylée change de conformation qui lumeé d’interagir avec une protéine
flagellaire (FliM) et ceci permet de contrdler laréde de la rotation des flagelles dans une des
deux directions suivantes : "clockwise" ou "coudimrkwise". Les protéines CheW, Chez,
FIiG, FliN sont également des protéines de chirmieta

La phosphorylation de CheA et par conséquent cdleCheY, favorise le mouvement
« clock-wise » de la bactérie, entrainant un mowrdrftumbling " qui ne permet pas a la
bactérie d’avancer. La non phosphorylation de Chiedonc de CheY, entraine le mouvement
"counterclockwise"”, ce qui permet a la bactérie vdfeer dans une direction. La
phosphorylation de CheA entraine une chimiotaxigatiee et la non phosphorylation, une
chimiotaxie positive (Postmet al, 1993).

Le PTS participe au systéme de transduction debkdg chimiotaxie exclusivement pour les
sucres PTS. Des mutants ne synthétisant pas I'Etk@espondante ou de protéine EI ou
d’HPr montrent aucune réponse de chimiotaxie madky@résence de sucre PTS (Postha
al., 1993).

ChezE. coli, la forme non phosphorylée de I'El inhibe I'autogphorylation de CheA et
donc la phosphorylation de CheY, ce qui permet @muvament "clock-wise" de la bactérie
(Lux et al, 1995).

ChezL. monocytogened-lanary et ses collaborateurs ont montré queietines CheA et

CheY sont impliquées dans la chimiotaxie de cedtadrie (Flanargt al, 1999).

Par ailleurs, I'El serait également impliquée densirulence de certaines bactéries. Kok et
ses collaborateurs ont montré I'implication de I'Bbhns la virulence deSalmonella

typhimurium Staphylococcus aureugt Haemophilus influenzagKok et al, 2003).
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L’inactivation de I'El affecte aussi la virulencbezNeisseria meningitidig§Sunet al, 2000)

et chezBrucella mélitensigDelrueet al, 2004).

IV-2- La protéine HPr

Chez la plupart des bactéries possédant un PT8r @4t phosphorylée par la P~El
sur son histidine en position 15 et/ou sur sa séim position 46 par 'HPrK/P. L'HPr existe
donc sous 4 formes différentes (non phosphoryléesghorylée sur His-15 ou Ser-46, et
doublement phosphorylée). Chaque forme de la pr@tdPr exerce des fonctions régulatrices
différentes.

IV-2-1- P~His-HPr

Chez la plupart des firmicutes, la P~His-HPr inkemv dans la régulation de la
glycérol kinase. Chez les bactéries a Graeh certaines protéobactéries, la P~His-HPr
intervient également dans la régulation des adiwat transcriptionnels (LevR, LicR)
(Charrieret al, 1997b; Martin-Verstraetet al, 1998) et des antiterminateurs (BglG, SacT,
SacY, GIcT, LicT) (Amster-Chodest al, 1989; Arnaudet al, 1996; Bachenet al, 1997;
Tortosaet al, 1997).

a- Régulation de la glycérol kinase

Le glycérol est une source de carbone qui est goatés dans la bactérie via la
diffusion facilitée (GIpF) (Charrieet al, 1997a; Hellert al, 1980). Malgré que le glycérol
ne soit pas transporté par le PTS, des mutantynteétisant pas I'EI ou 'HPr ont montré
une incapacité a pousser en présence de glycémhecseule source de carbone. Chez les
firmicutes, la glycérol kinase (GIpK), qui utilid&TP pour la phosphorylation du glycérol
intracellulaire en glycérol-3-P, est phosphorylée la P~His-HPr (Beijer and Rutberg, 1992;
Charrieret al, 1997a; Darboret al, 2002; Deutscher and Sauerwald, 1986; Deutsehat,
2006). La GIpK phosphorylée est plus active quéligk non phosphorylée. En absence de
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sucres PTS, la GIpK est majoritairement sous fogphmsphorylée et donc active. La P~GlpK
permet ainsi un métabolisme efficace du glycérollealycérol-3-P n’est pas reconnu par la
GIpF et reste dans la cellule. En présence de SIRTS, la GlpK est majoritairement sous
forme non phosphorylée car la P~His-HPr transfé@ sgroupement phosphate
principalement aux EIlIAs pour la phosphorylatiors deicres PTS. Par conséquent, peu de

glycérol diffusent dans la cellule et sont transfés en glycérol-3-P (Darbat al, 2002).

b- Régulation des antiterminateurs

Les antiterminateurs peuvent contrbler I'expresgies genes et opérons codant les
composants spécifiques des sucres PTS ou des emnzgatalysant la dégradation
extracellulaire des polysaccharides en mono owsdigcharides qui sont ensuite transportés
via le PTS. Cette famille d’antiterminateurs esiulée par une phosphorylation réversible
catalysée par le PTS. Ces antiterminateurs cordidradans la partie N-terminale, un domaine
de fixation a 'ARN suivit de deux PRDs « PTS regidn domains » (PRD1 et PRD2)
contenant chacun, deux résidus histidines consetdaés la partie C-terminal (Deutschedr
al., 2006) (voir figure 19 pour la structure de I'astminateur LicT). Ces résidus histidines
sont phosphorylés ou déphosphorylés selon la prés#hydrates de carbone dans le milieu.
Cette famille des antiterminateurs est appelée EBAGY. Ces antiterminateurs se fixent sur
des séquences d’ARN conservées appelées “Ribatidiantiterminateurs target” (RATS)
qui précédent les terminateurp-indépendants (Aymerich and Steinmetz, 1992).
L’antiterminateur SacY controle I'expression deldaansucrase (codé par le géssB et
'antiterminateur BgIG, I'expression de l'opérdigl (codant pour des transporteurs [Ble
glucosides) (Aymerich and Steinmetz, 1992; Deuts@teal, 2006). Ces antiterminateurs
vont se fixer sur les RAT empéchant ainsi la fidqmse de la transcription du gene ou de
'opéron par la formation du terminateur. Les anmtitinateurs de la famille BglG/SacY sont
phosphorylés par la P~His-HPr dans le domaine P&iD&inant leur activation. Une absence
de phosphorylation dans PRD2 entraine une inamivatle |'antiterminateur et par
conséquent, la fin précoce de la transcription dnegou de I'opéron correspondant. La
plupart de ces antiterminateurs sont égalementpplooglés par les P~EIlIBs dans PRD1
entrainant leur inactivation (Amster-Chodral, 1989; Tortosat al, 1997). Seulement, les
antiterminateurs non-phosphorylés dans PRD1 etpaséquent actifs, peuvent se lier aux
sites RAT de 'TARNm et empécher la fin de la traingon. Deux types de phosphorylation
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avec des effets antagonistes sont ainsi obseredle. gar la P~His-HPr dont I'absence sert de
mécanisme de la répression catabolique CcpA-indigrda, et celle par la P~EIIB dont

I'absence sert de mécanisme d’induction.

c- Régulation des activateurs transcriptionnels

Chez les firmicutes, I'expression des opérons codaur les protéines spécifiques du
PTS est frequemment régulée par les activateursdriptionnels contenant deux PRDs
similaires aux PRDs des antiterminateurs BglG/S&8¥ilke et al, 1995). Ces différents
activateurs sont contrdlés par la P~His-HPr via plaosphorylation. Les activateurs
transcriptionnels se fixent en amont de leurs pteors cibles entrainant une plus forte
affinité de I’ARN polymérase pour ces promoteuns.gé basant sur le facteur sigma associé a
'ARN polymérase, deux classes d'activateurs densicaption ont été identifiées : les
activateurs LevR-like (type NifA/NtrC) et LicR-likéype DeoR). Les activateurs LevR-like
fonctionnent comme des « enhancer binding protei(fsSBP) pour les promoteurs -12, -24
reconnus par 'ARN polymérase liée a sigma 54. Bwanche, les activateurs LicR-like
renforcent la fixation de 'ARN polymérase liée @gma 70 aux promoteurs -10, -35
correspondants (Deutscher al, 2006). Tous les activateurs transcriptionnelss@dant des
domaines PRDs contiennent aussi des domaines EEAR (Figure 19). Le domaine EIIB
montre une similarité des ElIBs des PTS de la elgsdactitol (Greenbergt al, 2002). Par
contre, le domaine EIIA de ces activateurs semdditar la spécificité des composants PTS
gu’ils contrélent. Ainsi, I'EIIA des régulateurs d/NtrC-like appartient aux PTS de la classe
mannose et I'EIIA des régulateurs DeoR-like appattisouvent aux PTS de la classe

mannitol/fructose.

- Les activateurs LevR-like

L’activateur transcriptionnel NifA/NtrC-like le miex étudié est LevR dB. subtilis
Cette protéine a aussi été étudiée dheezasei LevR régule I'expression de I'opéron levane
(opéronlevDEFQ qui code pour I'un des deux PTS spécifiques datrse/mannose (Ells) et
'enzyme lévanase chdx subtilis Le géne codant pour la protéine LevR est sitatejavant
'opéronlev. La Iévanase est une enzyme extracellulaire capdiblydrolyser les polyméres

de fructose et de sucrose (Martin-Verstraeteal, 1990). L'expression de I'opérolev
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nécessite le facteur sigma 5 ou RpoN) et le complexe ARN polymérase/sigma 54 qu
reconnait une région promotrice -12, -24. L'expi@ssle cet opéron est induite en présence
de fructose et de mannose et réprimée en présemceomhbreux hydrates de carbone
rapidement métabolisables. L’activateur LevR se fsur sa séquence spécifique d’ADN
« upstream activating sequence » (UAS) via le midiiH. Cette fixation stimule I'interaction
du complexe ARN polymérase/sigma 54 avec les ségsepromotrices -12, -24 permettant
ainsi la transcription efficace de I'opérdev (Martin-Verstraeteet al, 1994). En plus du
domaine de fixation a 'ADN (DNA binding), LevR peisde un domaine central de type
NifA/NtrC contenant un Walker motif A pour la fixah et 'hydrolyse de I'ATP. Il posséde
aussi deux domaines PRDs (PRD1 et PRD2) et desidesnallA"®" et EIIB®® insérés entre
les domaines PRDs (voir figure 19 pour la structigeLevR). LevR contient un total de 5
potentiels sites de phosphorylation, 2 sites d&®B1F, un dans EIIA, un dans EIIB et un dans
PRD2 (Figure 19). Ainsi, LevR est une protéine eaant plusieurs domaines, le domaine N-
terminal permettant la fixation & 'ADN, le domaimentral permettant I'activation de la
transcription et les domaines régulateurs C-terh{centenant les domaines PRDs, EffA

et EIIB®®) impliqués dans la modulation de I'activité de ReyDeutscheret al, 2006;
Martin-Verstraeteet al, 1994). L’activation de LevR permettant sa fixatisur TUAS est
régulée par la phosphorylation catalysée par degosants du PTS (Martin-Verstraeteal,
1998). CheaB. subtilis 'El et I'HPr entrainent un effet positif sur €avité de LevR par la
phosphorylation sur I'histidine 585 dans le domaiieA™®". La délétion des génexsl et
ptsH entraine une forte diminution de [lactivitté de BRe\Stulke et al, 1995). Le
remplacement de I'histidine 585 par une alaninesdendomaine EIIX®" entraine une
diminution de I'expression de I'opérdev (Martin-Verstraeteet al, 1998; Mazéet al, 2004,
Stulkeet al, 1995). En plus de la phosphorylation de LevRIlad?~His-HPr, cet activateur
peut aussi étre phosphorylé par la P~ElBIl a été ensuite montré que la P~EfB
phosphoryle LevR sur I'histidine 869 du domaine PRibezB. subtilis(Martin-Verstraetest

al., 1998). L'inactivation delevD (EIIA*®Y) ou levE (EIIB*®Y) entraine une expression
constitutive de l'opérorev chez B. subtilis et L. casei Cette expression constitutive est
€galement observée lorsque le résidu His-869 dmsti869) est remplacé par I'alanine. La
phosphorylation de LevR dans le domaine PRD2 paP4&IIB entraine donc une
inactivation du régulateur (Martin-Verstraete al, 1998; Mazéet al, 2004; Stilkeet al,
1995). En outre, les résidus histidines conseruédamnaine PRD1 et la cystéine du domaine

EIIB®* ne sont probablement pas phosphorylés par leéipestEl, HPr, EIIA® ou EIIB-".
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Ces différentes données sur l'activation et l'infidim de LevR montrent deux types de
phosphorylation par les protéines du PTS avec fat ahtagoniste (Martin-Verstraegt al,
1998). En raison de la faible capacité de transpertfructose par le PT% et de la
phosphorylation rapide de I'HPr par la P~EIl, enspree d’'un fructose polymére comme le
lévane, la concentration en P~His-HPr est probadterauffisante pour phosphoryler LevR
sur le résidu His-585 du domaine EM&-like. La protéine LevR est probablement en
majorité sous la forme active (phosphorylation dati&“2“like et déphosphorylation dans
PRD2). En présence de sucres rapidement métadeBsabmme le glucose, le taux de
P~His-HPr diminue et par conséquent, peu ou pahdsphorylation sur le résidu His-585 du
domaine EllA"™"like. LevR est donc inactif malgré la non phosptation sur le résidu His-
869 de PRD2 (Deutschet al, 2006). Des activateurs transcriptionnels homasgie LevR
existent chez de nombreux firmicutes. Des bactéri€sam possédent aussi des régulateurs
LevR-like. La plupart des activateurs transcriptiels LevR-like possédent une organisation
de domaines de régulation identique (Figure 19)net similarité de séquences des acides
aminés entre 40 et 60%. Des bactéries peuventgarsgkisieurs protéines LevR-like (7 chez
Clostridium difficile. Le nombre élevé de protéines LevR-like chez iplus bactéries
suggere que les activateurs LevR-like ne sont palsigvement impliqués dans la régulation
de l'expression des opérons codant pour des PT3addasses mannose ou fructose
(Deutscheet al, 2006). Chex.. monocytogenesin PTS de la clasfeglucoside (cellobiose)
serait contrélé par la protéine CsrA, un régulateewvR-like (Milenbachs Lukowialet al,
2004). L’'activateur LevR-like chdz. monocytogenegui a fait 'objet d’étude dans ce travail
est ManR. ManR est le régulateur principal de lfopdnan(décrit précédemment) (Vu-Khac
and Miller, 2009).

- Les activateurs DeoR-like

MtIR de Geobacillus stearotermophiluétait le premier activateur transcriptionnel
identifié possédant des PRDs et un motif HTH refdant a ceux des activateurs de
transcription de la famille DeoR ch&z coli (Henstraet al, 1996). MtIR régule I'expression
de 'opéronmlItARFD codant pour les protéines spécifiques de transfmrnhannitol (EIICB
et EIlA), une mannitol-1-P-déshydrogenase et lellgggur MtIR. Un autre activateur DeoR-
like a été ensuite identifié chdx subtilis I'activateur transcriptionnel LicR. LicR régule

I'expression de 'opérohcRBCAHQqui code pour le régulateur LicR, les protéinesc#mues
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de transport de-glucosides de la classe lactose (EIIB, EIIC, EléAune 6-H3-glucosidase
(Tobischet al, 1997).B. subtilispossede deux autres activateurs DeoR-like : MtIRlanR

qui contrélent I'expression des opérons codant pesiprotéines spécifiques de transport de
mannitol et mannose respectivement (Deutsehat, 2006).

Les activateurs DeoR-like interagissent avec I'ARNymérase holoenzyme en fusion avec le
facteur sigma 70, facilitant ainsi la liaison durqgexe de I’ARN polymerase a la séquence
promotrice -10, -35. Les activateurs transcriptelanDeoR-like possédent un domaine de
fixation & '’ADN, deux domaines PRDs (PRD1 et PRER2un domaine EIIB*" et EIIAM
(voir figure 19 pour la structure de LicR) (Deutscht al, 2006). Ces activateurs possedent
un total de 6 potentiels sites de phosphorylatiigure 19). MtIR deG. stearothermophilus
est phosphorylée par la P~His-HPr sur I'un dedtéshistidines conservés dans le domaine
PRD2. Ceci entraine une activation de MtIR (Henstral, 1999; Henstraet al, 2000).
L'inactivation de MtIR est due & la phosphorylatioer la P~EIIB" ou la P~His-HPr dans le
domaine EIIA"Flike (Henstraet al, 1999; Henstrat al, 2000). Le rdle du domaine PRD1
dans la régulation de MtIR n’a pas encore été Blanidé. Des études récentes ont montré
gue l'activateur MtIR deB. subtilisn’est pas contrélé par un mécanisme identiqudia de
MtIR de G. stearothermophilud_e site principal d’inactivation de MtIR d®. subtilisa été
identifié comme étant le résidu Cys-419 qui estsphorylé par la P~EIIA" (Joyetet al,
2010). LicR deB. subtilismontre également un mécanisme de phosphorylatitéreht de
MtIR de G. stearothermophilusDes résultats génétiques suggerent que dans deR
B. subtilis les 4 sites potentiels de phosphorylation dasisitenaines PRDs (Figure 19) sont
phosphorylables (Tobisoét al, 1999). De nombreuses bactéries a Gram+ et pbaatéries

a Gram- possedent des homologues de MtIB.dgearothermophilus

En somme, deux types de phosphorylation avec ffiets @antagonistes sont aussi observés
chez les activateurs transcriptionnels DeoR-like.niécanisme de phosphorylation de MtIR
et LicR est I'inverse de celui observé chez LevRBdsubtiliscar chez les activateurs LevR,
la phosphorylation par la P~His-HPr a lieu dans demaine EIIA"™"like et la

phosphorylation par la P~EIIB dans le domaine PRD2.

61



H-100 H-169 I-i-207||-|-269

LicT PRD2

506 H- 6-,r-sas C-718  H-869

|
PRD2

LevR 150 walker motif A

INtrC-centraI Wl PRD1

H-219 Q333 -413
i|-559

I H-i78 I H-i92

LicR  DeoR-DNA PRD2
binding

Figure 19 : Structure des domaines de I'antiterminteur LicT, des activateurs
transcrptionnels LicR et LevR deB. subtilis (D’aprés Deutscheret al., 2006)

Les domaines N-terminal ‘RNA binding’ ou ‘DNA bingh les domaines Ell (EIIA et EIIB),

les domaines PRD1 et PRD2 avec leurs résidus inistic¢onservés sont indiqués. Les résidus
histidines phosphorylables sont en couleur. Lordgushosphorylation exerce un effet positif
sur I'activité du régulateur, les résidus histidirsent indiqués en rouge. Lorsque la
phosphorylation exerce un effet négatif sur I'atéivdlu régulateur, les résidus histidines sont
indiqués en bleu.

IV-2-2- P-Ser-HPr

La protéine HPr phosphorylée par la HPrK/P sur &@ne 46 en présence d’ATP
(Galinier et al, 1998; Kravanjaet al, 1999) (P-Ser-HPr) est impliquée dans la régutatie
plusieurs processus métaboliques. La P-Ser-HPrdaerle transport de sucres via le PTS et

est impliquée dans la répression catabolique ®tllsion d’'inducteur.
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a- Réle dans le transport de sucres via le PTS

Le fructose-1,6-bisphosphate (FBP) stimule la phosgation de I'HPr sur la sérine

46 par 'HPrK/P. Cette phosphorylation, cependealgntie la phosphorylation sur I'histidine
15 par I'El et par conséquent, la cascade de plooglation du PTS. La concentration en FBP
augmente fortement quand un sucre PTS est rapidemé&tabolisé augmentant ainsi le taux
de P-Ser-HPr et un mécanisme de « feedback irgribitipeut étre observé. Ce mécanisme
n’est plus observé dans le mutptéHlincapable de former la P-Ser-HPr (mutant dansdlequ
la sérine 46 est remplacée par l'alanine) (Dewsehal, 1989). Un mutantHPrK(V267F),
dans lequel HPrK/P phosphoryle normalement HPtassérine 46 mais la déphosphorylation
de la P-Ser-HPr n’est plus catalysée et par comsgaqui contient plus de 90% d’HPr sous la

forme P-Ser-HPr, ne peut pas pousser sur des da€&somme seule source de carbone.

b- Réle dans la répression catabolique

En 1942, Monod découvrit le phénomene de « diavxjeroissance biphasique ou
multiphasique en présence de deux ou plusieursassue carbone). Il a montré la capacité
deB. subtiliset dE. coli a utiliser préférentiellement un sucre par rappoun autre tout en
mettant en veille les enzymes nécessaires potlidaiion du sucre non-métabolisé. Il s’est
avéré que I'expression des genes codant ces enashesprimée par la présence d’'un sucre
préférentiellement utilisé. Ce phénoméne a donmé@témé répression catabolique (Boeto
al., 1998; Knezeviet al, 2000; Nakada and Magasanik, 1962; Schumaehal, 2004). Des
etudes menées ch&z subtilispar Chambliss et ses collaborateurs ont permietifier la
protéine CcpA, « catabolite control protein A », tépresseur de la famille Lacl/GalR,
comme régulateur principal de la répression catgbel(Henkinet al, 1991; Weickert and
Adhya, 1992). Un homologue de la CcpA est préskar ¢a plupart des firmicutes. Dans le
laboratoire de Chambliss également, un opératéug en amont du gérsnyE (codant pour
une a-amylase) deB. subtilis a été identifié. L’introduction des mutations dares site
entraine une diminution de la répression catabeliqiet opérateur a été appelé « catabolite
response element erg). Le sitecre est une séquence d’ADN située juste apres le @emo
du geneamyEet il constitue le site de fixation du répresseapA (Nicholson and Chambliss,
1985). Lorsque le sitere (ou I'opérateur) est situé au niveau de la régioomotrice, on

observe une inhibition de [l'initiation de la traription. Lorsqu’il est situé en aval du
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promoteur (parfois dans la phase codante du genej,une inhibition de I'élongation (« road
block »). La protéine CcpA ne peut pas se lierdosgule aux sitesre, elle a cependant
besoin d’'un co-répresseur pour étre active. Ceépoesseur identifié est la P-Ser-HPr. Dans
un mutantptsH1 de B. subtilisincapable de former la P-Ser-HPr (mutant contefialile
ptsHSer46Ala), un grand nombre d’enzymes cataboliquest plus sensible a la répression
catabolique (Deutscheat al, 1994). Des expériences de retard d’élution eingleinte a la
DNase (gel shift, footprint) ont par la suite pesrde confirmer que la CcpA a besoin de la P-
Ser-HPr pour une meilleure fixation aux sit® (Fujita et al, 1995). Ce modele de la
répression cataboligue a également été confirmélgatétermination de la structure du
complexe P-Ser-HPr/Ccpéike (Schumacheet al, 2004).

Dans certains cas, lorsque le gite est situé en amont de la région promotrice, latidn de
CcpA ou du complexe CcpA/P-Ser-HPr entraine unwaiain de la transcription. C’est le
cas de certaines enzymes de la glycolyse. En mrés#nn exces de glucose ou de sucres
rapidement métabolisables, la glycolyse produiteroes de pyruvate. Dans ces conditions,
une partie du pyruvate peut étre transformée etat@cét en acétoine. Les enzymes codées
par les genepta (code pour une phosphotransacetylasejoltA (code pour une acétate
kinase) sont impliquées dans ces réactions. La CepAa P-Ser-HPr agiraient comme
activateur de la transcription des génekAet pta (Presecan-Siedet al, 1999; Shiret al,
1999).

En outre, le phénomene de répression cataboligee lgs firmicutes est difféerent de celui
observé chez les entérobactéries (Stulke and HilleA9). Chez les entérobactéries comme
E. coli c'est la protéine P~EIR° et le complexe AMPc/Crp qui interviennent dans la
répression catabolique (Botsford and Harman, 1B82;kner and Titgemeyer, 2002).

L'effet des différents sucres, cellobiose, glucdagtose, mannose sur I'expression des genes
de virulence chez. monocytogenesa suscité l'intérét des auteurs qui ont commedcé
chercher un lien entre le métabolisme des soureesadbone et la virulence chez cette
bactérie. Youngman et ses collaborateurs ont mapiede glucose, le cellobiose, le fructose
et d’autres sucres rapidement métabolisables aptraune forte réduction de l'activité de
PrfA (Milenbachset al, 1997). D’autres auteurs ont par la suite étudiphénomene de
répression catabolique chiez monocytogenedls ont montré qu’en présence de glucose, le
métabolisme de l'arabitol, du cellobiose, du maenatu maltose, du tréhalose et de la
salicine était réprime (Gilbretlet al, 2004). lls ont également mis en évidence [effet

répressif du cellobiose sur I'expression du dgalge
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L. monocytogenegpossede les protéines, CcpA (Duckg al, 2002), HPrK/P et HPr
(Christensenet al, 1999) qui toutes, participent a la répressionalmalique chez les
firmicutes. Behari et Youngman ont également morjue chezL. monocytogenesla
protéine CcpA est impliguée dans la répressionbotitpue. Dans une souche sauvage,
l'activité de I'enzymen-glucosidase, induite en présence du maltose @éamdieu de culture,
est réprimée en présence de glucose, de fructode oallobiose. L'activité de cette enzyme
est moins réprimée dans un mutagpA (Behari and Youngman, 1998). Ils ont aussi montré
gue la répression des genes de virulence par lebateg de carbone rapidement
meétabolisables n'est pas médiée par la répressitabalite CcpA-dépendante (Behari and
Youngman, 1998).

c- Roble dans I'exclusion d’inducteur

Chez les firmicutes ainsi que les protéobactéteeprésence d’'un sucre rapidement
métabolisable peut inhiber le transport des suomsPTS. Ce phénomeéne a été nommé
exclusion d’inducteur. Il a été largement étudi@zthes entérobactéries ou il constitue le
mécanisme principal de la répression cataboliqiexclusion d’inducteur existe aussi chez
les firmicutes et a été étudiée chezcasei(Monederoet al, 2008) et.. lactis (Monederoet
al., 2001). Ched.. caseiet L. lactis la présence de glucose ou d’autres sources terwr
rapidement métabolisables inhibe le transport déosgselon un mécanisme dépendant de la
P-Ser-HPr. Chez les firmicutes, seulement les AB&hsporteurs seraient contrdlés par
I'exclusion d’'inducteur. La P-Ser-HPr joue un rdiesct ou indirect dans ce mécanisme car le
remplacement de la sérine 46 par alanine ou I'imaitdon du genéHPrK empéche I'exclusion
d’'inducteur. En outre, la production massive dePl&er-HPr chezlL. casei (mutant
HPrkV267F) conduit & une exclusion permanente d’induc{ée maltose). Ce mutant est
incapable de pousser sur le maltose, sucre sourtiex@usion d’inducteur comme seule

source de carbone.
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IV-3- Enzyme Il (EIl)

Les EIIA et EIIB du PTS sont également impliquéassila régulation de différents
processus meétaboliques tels que la répression aliggae, 'exclusion d’inducteur, la
régulation des antiterminateurs et des régulateamscriptionnels (décrit préecédemment).
Chez les entérobactéries, la P~EifAstimule I'activité de I'adenylate cyclase permetta
ainsi une augmentation du taux intracellulaire’ A#Pc qui va interagir avec I'activateur de
transcription Crp afin de permettre I'expressionddesrs opérons cataboliques (Gossiedl,
2004; Harman, 2001). Le complexe AMPc/Crp peut ia@ggr comme répresseur de
I'expression de certains opérons.

L’EIIA ©° intervient également dans le phénoméne d'exclusiinducteurs chez les
entérobactéries entrainant l'inhibition du transples sucres non-PTS (tels que le glycérol,
lactose, melibiose, maltose) qui sont souvent deésdteurs pour leurs opérons (d’ou le nom
“inducer exclusion”). L’EIIA®® se lie soit, aux perméases de ces différents sutaxY
pour le lactose, MelB pour le melibiose), a la gim¢ de fixation de 'ATP dans les ABC
transporteurs (MalK pour le maltose) ou a une emzgatabolique comme la GlpK dans le
cas du glycérol (de Boaat al, 1986; Deutscheet al, 2006; Nelsoret al, 1983; Postmat

al., 1993). La forme phosphorylée de la protéine ERBEIIB) intervient dans la régulation
des activateurs transcriptionnels et aussi deseaminateurs (décrit précédemment) (voir

tableau 5 pour les fonctions régulatrices des caaps du PTS).
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Tableau 5 : Différentes fonctions régulatrices degrotéines du PTS (D’aprés Deutscheet al., 2006)

PTS component

Non-PTS phosphorylation/

Phosphorylation or

Effect(s) of phosphorylation
or interaction

interaction Partner(s) interaction
. CheA, chemotaxis protein Interaction Stimulates CheA
El (E. coli) .
autophosphorylation
P~El (B. subtilis) CheA, chemotaxis protein Interaction Inhibits CheA autophosphorylation
HPr (E. coli) Glycogen phosphorylase Interaction iélt:?/ﬁ;fltes glycogen phosphorylase|
Glycogen phosphorylase Interaction Prevents binding of HPr to glycoger

P~His-HPr (E.coli)

phosphorylase

Antiterminators, BgIG, SacY,
LicT etc

Transcription activators, LevR-
like

Phosphorylation in PRD2

Phosphorylation in the

ENIAM domain

Stimulates antitermination,alternate
CCR mechanism

Stimulates transcription, alternate
CCR mechanism

P~His-HPr Transcription activators, MtIR- | Phosphorylation in PRD2 | Stimulates transcription, alternate
like CCR mechanism
Transcription activators, LicR- | Phosphorylation in PRD1 | Stimulates transcription, alternate
like and PRD2 CCR mechanism
Glycerol kinase GlpK Phosphorylation, His in Stimulates GlpK activity, inducer
P~His-HPr The N-terminal half Exclusion

(firmicutes)

LacS, RafP; transporters for
lactose, Raffinose

Phosphorylation in the

EIIA®® domain

Stimulates substrate/galactose
exchange

CcpA Interaction CCR or CCA, catabolite corepresso
P-Ser-HPr Non-PTS transporters for Interaction Inducer exclusion
(firmicutes) matose, Ribose, ect.

RbsR Interaction Physiological role not yet establishe
P-Ser-Crh (bacilli) CcpA Interaction CCR or CCA, catabolite corepresso

Non-PTS transporters LacY, | Interaction Inducer exclusion

ENAS®
(enterobacteria)

MalK,MelB
Glycerol kinase, GlpK

Interaction with the C-

terminal domain

Inducer exclusion

Fermentation respiration switch Interaction Probably causes increased respirat
Protein, FrsA
P~ENACC Adenylate cyclase Interaction CCR, activation aéragate cyclase

(enterobacteria)

Dhal, L subunit of

Phosphoryl transfer

ADP bound to Dhal is converted

P~EIIAP"™ Dihydroxyacetone kynase into ATP

ENng®*c Mic Interaction Derepression of genes of the Mlc
(enterobacteria) regulon

P~EIIBs, Antiterminators, BglG, SacY, | Phosphorylation in Inhibits antitermination, induction

Glc/Sac/Lac class

LicT, etc.

PRD1

mechanism

P~EIlIBs, Man/Lac
class

Transcription activators, LevR-
like

Phosphorylation in
PRD2

Inhibits transcription, induction
mechanism

P~EIIBs, Mtl/Gut
class

Transcription activators, MtIR-
like

Phosphorylation in the

EIIAM" domain

Inhibits transcription, induction
mechanism

P~EIIBs, Lac/Cel
class

Transcription activators, LicR-
like

Phosphorylation in the

EIIAM" domain

Inhibits transcription, induction
mechanism
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Figure 20 : Organisation du PTS et quelques fonctits régulatrices des composants du PTS

V- Relation entre PTS et virulence

Un grand nombre de fonctions du PTS a été idenéfiede nouvelles fonctions
régulatrices continuent d’émerger. L'une des famdi est I'implication du PTS dans la
régulation du métabolisme de l'azote. De nombreusedéries a Gram- comnte. coli,
posseédent des ortologues de PTS (BY§ui régulent divers processus impliqués dans le
métabolisme de 'azote et du carbone (Pfliger-Grradi Gorke, 2010). L'implication du PTS
dans la régulation du transport de potassium aepgait été mise en évidence (Leteal,
2010). De nouvelles études sont aussi basées possible lien entre le PTS et la virulence
chez certains micro-organismes (Deutsateal, 2006).

Le transport de sucres rapidement métabolisablels gite le glucose) via le PTS a
d’influences significatives sur la physiologie cédlire, la régulation de nombreux génes

impliqués dans l'utilisation et le métabolisme dtas sources de carbones et aussi sur le
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contrble de l'activité de régulateurs transcriptiels parmi lesquels, des régulateurs de genes
de virulence.

Chez la bactérie pathogém@ostridium difficile le glucose et d’autres sucres rapidement
meétabolisables entrainent I'inhibition de I'expiessdes génes codant des toxines A et B
(Dupuy and Sonenshein, 1998). Antunes et al. ossianontré I'implication de la protéine
CcpA dans la virulence de. difficile. lls ont observé dans un mutant ne synthétisamtlpa
CcpA, une dé-répresssion de la synthése des tokiee8 en présence de sources de carbone
PTS rapidement métabolisables comme le glucosaufset al, 2011).

ChezVibrio cholerag la synthése du régulateur de genes de viruleap®RHest contrélée via
Crp/AMPc et par conséquent dépend de la P~89ACrp/AMPc joue ainsi un réle dans
'expression de nombreux genes requis par la bagb@ur survivre chez 'Homme et dans
'environnement (Lianget al, 2007).

ChezSalmonella entericgaHilE fonctionne comme répresseur pour les géenaésssur I'lot

de pathogénicité I. L'expression du gdmkE est contrélée par la protéine Mlc qui fonctionne
comme répresseur de nombreux genes et opérongjimapldans le transport de sucres et leur
métabolisme. Mic est inactivée par séquestration Ipadomaine EIIB" de la protéine
membranaire PtsG (Lirat al, 2007).

Chez Streptococcus mutanbinactivation de I'opéron EIIABC du PTS de laaske glucose
entraine une augmentation de la production du daaie virulence “fructan hydrolase”.
Aussi, lnactivation du géne codant pour la pro&iEIIAB du PT& entraine une
diminution de la capacité a former des biofilmszhette bactérie (Abranchesal, 2006).
ChezStreptococcus sui$inactivation du génenanN (codant pour la protéine EIID du PTS
de la classe mannose) entraine I'augmentation dgnihése de la suilysine, une hémolysine
produite par la bactérie et cette inactivation eomf a la bactérie un phénotype
hyperhémolytique (Lun and Willson, 2005).

Chez L. monocytogenesdes mutations entrainant la surexpression d’ure geodant une
protéine EIIBCA d’'un PT$le la class@-glucoside §mo0027 ou d’'un gene codant une 6-P-
B-glucosidase (probablemelmo0018 entraine une résistance de la bactérie a la giédio
PA-1 (Gravesenret al, 2000). Une résistance aux bactériocines de laseldIA a été
également observée chez les mutants dans lestiié® 1" est inactive (Kjost al, 2010).
Aussi, chezL. monocytogenesil a été montré que l'utilisation des sources adebone
rapidement métabolisables (glucose, fructose, nsnaellobiose, etc.) entraine une
inhibition de I'expression des génes de virulenddenbachset al, 1997; Park and Kraoll,
1993). Il a également été montré que la présensece® sucres diminue I'activité de PrfA
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sans toutefois affecté le taux de transcriptiongdoe. PrfA étant un réegulateur Crp-like, il
aurait besoin d’'un co-facteur pour étre actif (Kfald et al, 1994; Renzonket al, 1997,
Vazquez-Boland et al, 2001b). En présence dhydrates de carbone rapigem
metabolisables, les protéines du PTS sont souseforom phosporylées et ceci entrainerait
une forte dimunition de l'activité de PrfA (Eylest al, 2008). Des études ont effectivement
suggéré que l'activité de PrfA et I'expression RPdépendante des génes de virulence est
régulée par le taux de phosphorylation des praséhePTS (Herret al, 2005; Stollet al,
2008). Youngman et ses collaborateurs ont montrgplication de deux locidsr etgcr) dans

la régulation de I'expression PrfA-dépendante daseg de virulence (Milenbachs Lukowiak
et al, 2004). Le locugsr est lié a un systeme PTS de la clg$gpucosides qui est un PTS
incomplet composé seulement des protéines EIIAIEB Eodé par les génesol720et
Imo1719respectivement). Cet opéron est précédé du gaeaqui code pour un activateur de
transcription LevR-like. Une mutation dawmsr entraine une dé-répression des genes de
virulence par le cellobiose. Une mutation dan®taisgcr cependant, entraine un phénotype
prfA*-like en présence de cellobiose et aussi daemitsucres PTS comme le glucose.
L’implication d’'un autre locushkir) (codant aussi pour un PTS de la cla@sgucosides)
dans la régulation des génes de virulence a égatedté montré (Brehnet al, 1999;
Milenbachs Lukowialet al, 2004).

Par ailleurs, en présence de glycérol (sucre ndd}Pine augmentation de l'activité de PrfA
est observée. Freitag et ses collaborateurs @popé un modele dans lequel les protéines
Ell du PTS en présence de sucres PTS ou de ca#act®mn encore identifiés seraient
impliquées dans la régulation de PrfA (Figure Fgitaget al, 2009).
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a PTS-dependent sugar b Non-PTS-dependent sugar (4 Non-PTS-dependent sugar
(glucose and cellobiose) (glucose-6-phosphate) (glucose-6-phosphate)
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Figure 21 : Modele représentant I'influence de trasporteurs de sources de carbone et leur métabolisnser
I'expression PrfA-dépendante des génes de virulen¢®’apres Freitag et al., 2009).
a: en présence de sucres PTS, les protéines iElkeas forme non phosphoryléstsla protéine EIIA correspondar

pourrait interagir avec PrfA et I'inhiber.

b : en présence de sucres non-PTS comme le gléeplesphate, le transport est réalisé via Hpt, laéime EIIA es!
sous forme phosphorylée et ne peut interagir avigc gour l'inhiber.

c: en absence de sucre PTS, PrfA pourrait néeedaitprésence d’'un co-facteur (pas encore idéptiin d’étre

active.

Le PTS est le systeme de transport de glucoseuke nehcontré chez les firmicutes. Chez
L. monocytogenesla présence de glucose ou d'autres sucres rapitemétabolisables
transportés par le PTS entraine une faible actoétéPrfA (régulateur transcriptionnel des
genes de virulence chdz monocytogengs En revanche, I'absence de sucres rapidement
métabolisables et la présence de sources de canoorBTS (glycérol, hexoses phosphates)
entraine une forte activité de PrfA. La source addane semble donc jouer un réle critique
dans la modulation de l'activité¢ de PrfA. Le PTS @spliqué dans la régulation de la
virulence chez certaines bactéries (Porateal, 2009) dontL. monocytogenesChez cette
bactérie, des études ont montré un possible ligre ém PTS et la virulence (Freitag al,
2009; Herreet al, 2005; Stollet al, 2008). Cependant, le mécanisme de la régulagdPrtA

et des génes de virulence par le PTS n'a pas ermérdien élucidé. Nous avions ainsi,

cherché a étudier I'implication du PTS dans la ntaiilon de I'activité de PrfA.
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MATERIELS ET METHODES
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- SOUCHES ET MILIEUX DE CULTURE
I-1- Souches

Les souches de. monocytogenestilisées au cours de ce travail sont les souches
EGDe (Glaseket al, 2001) et AML73 (Freita@t al, 1993). La souche EGDe dont le génome
entierement séquencé, nous a été fournie par Ra@pnstitut Pasteur (Paris). La souche
AML73 issue de la souche de monocytogene$0403S dont le génome est partiellement
séquence nous a éteé fournie par N. Freitag. Cetiehe AML73 comporte dans son génome,
la fusion ly-gus ou le promoteur du gérdy est fusionné avec le gégas; hly est contrélé
par PrfA. Le dosage de l'activifeglucuronidase nous permet de rapporter I'actig@d°rfA.

Les souches &. coli utilisées pour le clonage, la transformation expression de protéines
sont les souches NM522 (Gough and Murray, 198383Jf¥anisch-Perrort al, 1985) et
Dhb5a (Woodcocket al, 1989).

La souche . coli utilisée pour la complémentation hétérologue estsduche LJ140
(Pimentel-Schmitet al, 2009) qui est incapable de fermenter le glucidle.a été fournie
par Knut Jahreis. Les différentes souches bact@&merutilisées sont répertoriees dans le

tableau 6.

I-2- Plasmides ou vecteurs utilisés
- Vecteur pMAD

Le vecteur pMAD a été utilisé pour la constructaes mutants par délétion de génes
(Aptsl, AprfA, AmanL, AmpoA AmpoB..) et de mutants par insertiom&nlL, manM mpoA
glcUl, glcU2) (Tableau 6). Il contient le gemem conférant la résistance a I'érythromycine et
le géneamp conférant la résistance & I'ampicilline, une arggde réplication pE1$4Gram+
thermosensible qui permet la réplication du plagndidies températures inférieures a 32°C, le
génebgaB codant pour ung-galactosidase d&eobacillus stearothermophilust un site
multiple de clonage. Ce plasmide navette se réplignez les bactéries a Gram+ mais
eégalement chez les bactéries a Gram- car il cdntiea origine de réplication ColEl. Ce
vecteur a une taille de 9,7 kb (Arnaeidal, 2004).
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- Vecteurs pAT-18 et pAT-28

Les plasmides pAT-18 et pAT-28 sont utilisés pdexgression de la protéine PrfA
chez les mutants de monocytogeneAprfA afin d’identifier par cross-linking des protéines
interagissant avec PrfA. Ces plasmides ont égaleétérutilisés pour la complémentation du
mutantAmanLavec les génes codant la protéine EYABentiére ou seulement le domaine A
ou B. Ces deux plasmides sont identiques excep&p4T-28 possede un gene de résistance
a la spectinomycine et pAT-18, un géne de résistantérythromycine. lls possédent une
origine de réplication pUC, un fragmemtacZ (fragment du gén&acZ qui code pour le N-
terminus de |g3-galactosidase), une origine de transfert et wn raitiltiple de clonage. Ces

plasmides ont une taille de 6,7 kb (Trieu-Cebal, 1990).

- Vecteur pSU18

Le plasmide pSU18 de 2,3 kb est utilisé pour lagémentation hétérologue afin de
permettre la synthése des protéines GlcW.daonocytogenedanskE. coli. Les géneglcU1,
glcU2 etglcU3 deL. monocytogenesont intégrés dans pSU18 et les plasmides réssitant
utilisés pour transformda souche E. colLJ140. Le plasmide contient un géne de résistance
au chloramphénicol, le fragmemtlacZ, un site multiple de clonage et une origine de
réplication pACYC184 (Martineet al, 1988).

Tableau 6 : Différentes souches et plasmide utilisé

Souches et plasmides  Genotype/Propriétés Origine
L. monocytogenes
EGD-e Souche de laboratoire, serotype 1/2a (Gletsalr, 2001)
AML73 Dérivée de la souche 1040331ly*gus serotype 1/2a (Freitaget al,
1993)
EM1001 AML73Aptsl (Imo1003 Ce travalil
EM1002 EGDeAptsl (Imo1003 Ce travail
FA1001 AML73 AmanL (Imo009§ Ce travalil
FA1002 EGDeAmanL (Imo009§ Ce travail
FA1003 AML73 AmanM(Imo0097 Ce travail
FA1004 EGDe manL(Imo009§::pMAD (ernT’) Ce travalil
FA1005 AML73, glcU1 (Imo0169::pMAD (ernt) Ce travalil
FA1006 AML73, glcU2 (Imo017§::pMAD (ernT) Ce travail
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FA1007 AML73, manL(Imo009§::pMAD (ernT) Ce travall
FA1008 EGDe manM(Imo0097::pMAD (ernt) Ce travail
FA1009 AM#{ZB, AmanL/mpoAImo0096/Imo0784:pMAD | Ce travail
(ernT)
FA1010 AM;_{ZB, AmanL/glcU1(Imo0096/Imo016P:pMAD | Ce travail
(ernT)
FA1011 AM;_{ZB, AmanL/glcU2(Imo0096/Imo0178:pMAD | Ce travail
(ernT)
FA1012 EGDe,manN(Imo0098::pMAD (ernT) Ce travall
FA1013 AML73, manM(Imo0097::pMAD (ernT) Ce travalil
FA1014 AML73, manN(Imo009§::pMAD (ernT) Ce travail
FA1015 AML73 AmpoA(Imo0784 Ce travall
FA1016 EGDeAmpoA(Imo0784 Ce travalil
FA1017 AML73 AmpoB(Imo0783 Ce travalil
FA1018 EGDeAmpoB(Imo0783 Ce travall
FA1019 AML73 AprfA (Imo00200 Ce travalil
FA1020 EGDeAprfA (Imo00200 Ce travalil
FA1021 AML73 AmanLAprfA (Imo0096/Imo00200 Ce travalil
FA1022 EGDeAmanLAprfA (Imo0096/Imo00200 Ce travalil
FA1023 AML73 AprfA/Aptsl (Imo00200/Imo1003 Ce travall
FA1024 EGDeAprfA/Aptsl (Imo00200/Imo1003 Ce travalil
FA1025 AML73 AmpoBAprfA (Imo00200/Imo0783 Ce travalil
FA1026 EGDeAmpoBAprfA (Imo00200/Imo0783 Ce travalil
FA1027 AML73, mpoA(Imo0789::pMAD (ernT) Ce travall
FA1028 AprfA EGDe,prfA (Imo0784/streptag:pAT-28 Ce travalil
(spech)
FA1029 EGDe,AprfA (Imo0784::pAT-28 (spef) Ce travalil
E. coli
LJ140 ptsHlcrr:kan (kar) (Pimentel-Schmitt
et al, 2009)
LJ140[pSU18c] CptsHicrr::kan (karf) (caf’) Ce travail
LJ140[pSU18aglcU1] | [IptsHicrr:kan(lacZ-glcUl) (karf) (caf) Ce travall
LJ140[pSU18aglcU?] | [IptsHIcrr::kan (lacZ-glcU2) (karf) (caf Ce travail
LJ140[pSU18aglcU3] | ['ptsHIcrr:kan (lacZ-glcU3) (karT) (caf) Ce travail
NM522 supEthi-1 A(lac-proAB A(mcrB-hsdSM (rg- my-) (Gough and
[F’ proABlacl'Z AGM15] Murray, 1983)
NM522[pSU18c] supEthi-1 A(lac-proAB A(mcrB-hsdSM (rg- my-) Ce travalil
[F’proABlacl?Z AGM15] (caf)
Dh5a endALlhsdR7(r'm¢") ginV44 thi-1 recAl gyrA(Nal'
relAL A (IacIZ(YAarg)glg)U169 deoR AN (lvglé’g)dco‘:ket al,
(®80dacZA(lacz)M15
Dh5a[pSU1§] endAlhsdR7(im¢") ginV44thi-1 recAl gyrA(Nal) | Ce travail
relAl A (laclZYA-argF)U169deoR
(®80dacZA(lacZ)M15(caf)
Dh5a[pAT-28-prfA] endAlhsdR7(m¢") ginV44thi-1 recAl gyrA(Nal)
relAl A (laclZzYAargF)U169deoR Milohanic

(®80dacZA(lacZ)M15 (spef)
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JM83 FaraA(lacproAB)rpsL(st’)[®80

(Yanisch-Perroret

dlacA(lacZ)M15]thi al., 1985)
JM83[pRK24] FaraA(lacproAB)rpsL(str)[D80 (Yanisch-Perroret
dlacA(lacZ)M15]thi (tra) al., 1985)
Plasmides
pMAD Origine de réplication pE194 (Arnaudet  al,
2004)
pSuU18c Dérivé de pACYC184 (Martinezet  al,
1988)
pAT-28/18 Origine de réplication puUC (Trieu-Cuet al,
1990)
pRK24 Origine de réplication ColE1 (Figurskiet  al,
1979)

I-3- Milieux de culture et croissance des souek

Les milieux utilisés pour la croissance des soucless tests phénotypiques et la
préparation des extraits totaux sont : le miliguille et solide LB, le milieu BHI (solide et

liquide), le milieu minimum liquide (MM ou MWB), lenilieu minimum solide (HTM), le

milieu MacConkey solide.

LB (Miller, 1972) (Difco)

-Tryptone.......coocvveiviiieiennnn. 10 g/l
- Extrait de levure................. 5 g/l
-NaCl 59/l
pH 7

BHI : (Difco, Difco laoratories, USA)

- Cervelles de veau, infusion.............. 200 g/l
- Infusion coeur de beeuf...................250 g/l
- Peptone de protéase...................... 10 g/l
- Dextrose.....coooviii i, 2 g/l

- Chlorure de sodium.......................5 d/l

- Phosphate disodique...................... 2 g/l
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MWB ou MM (Premaratnet al, 1991): Milieu minimum liquide pout. monocytogenes

-MOPSpH74 ........................... 100 MM
-KHPO4 .o A8 MM
-NgHPO4 ... 115 MM

-MgSO4 ... 1,7 mM
-Thiamine .......ccoeovvii i, 1pug/ml

- Riboblavine................coooil, 0,ug/ml
-Biotine ... .0,51 g/ml

- Acide lipoiC .........ccoveiiiiiinne, .0,5ug/ml

- Citrate ferrique.............cocoeevnennn. 0,05 mg/ml
- Glutaming........eevceiiiieeeeeeeeeeeeeee e 0,6 mg/ml

- Acides aminés...........coocvevennnnne 0,1 mg/ml

(Cystéine, Leucine, Isoleucine, Arginine, Methiwai Valine)

- Substrats carbonés a différentes concentrations

HTM (Tsai and Hodgson, 2003): Milieu minimum solide pbumonocytogenes
-MOPSpH74.................ett.. 100 MM
-KHPO4 ... 4.8 MM

-NaHPO4 ..., 11,5 mM
-MgSO4 ..., 1,7mM

- Thiamine .............cceeevveveeenn dug/mi

- Riboblavine.................ooool 0,%g/mi
-Biotine ... 0,5ug/ml
- Acide lipoiC .......cccovviiii i, 0,5ug/ml
-CyStéine ..., 0,1 mg/l

- Méthionine...............................0,2 mg/I
-(NHARSOA4....c.iiiii i 0,6 mg/ml

- Substrats carbonés a différentes concentrations
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Gélose MacConkey (Difco MacConkey Agar Base)

Peptone..........ccovvvvveevn 17 gl
Proteose peptone ...........c.coeieiininn. 3 g/l
Sels biliaires.........ccccevvviiii i, 1,59/
Chlorure de Sodium ...................... 5 g/l
AQar... .o 13,5 g/l
Rouge neutre..........c.cooioiiivinnen. 0,03 g/l
Crystal violet...............cooee e, 0,001 g/l

Les milieux gélosés LB, BHI et HTM sont obtenus gut de 1,5% d’agar.

I-4- Conservation des souches

Les souches sont conservées a -80°C a partir tiereeliquide ou de colonies issues
de réisolement sur boite. Le milieu de conservatmmtient du LB ou BHI additionné de 15%

de glycérol.

- METHODES CONCERNANT LE MATERIEL GENETIQUE

[I-1- Technique concernant ’ADN

[I-1-1- Extraction de I'’ADN chromosomique deL. monocytogenes

Deux ou trois colonies d’'un réisolement demonocytogenesur milieu solide BHI
sont ensemencées dans 10 ml de BHI liquide swritazqhml de cette culture sont centrifugés
a 7000 rpm pendant 10 min. Le culot bactérienaggis dans 200l de tampon TE 1X (Tris-
HCI 1 M, pH 8 ; EDTA 0,5 M, pH 8), ensuite du lysoze (4 mg/ml) y est ajoutée. Le tout
est incubé a 37°C pendant 30 min. L'extraction’A®N chromosomique est réalisée selon
le protocole du kit Qiagen « DNeasy Blood and Teskit ». L’ADN extrait est conservé a
4°C ou a -20°C.
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[I-1-2- Extraction d’ADN plasmidique

L’extraction d’ADN plasmidique est réalisée a padé souches &. coli. Une culture
de 10 ml de la souche est réalisée sur la nuit ¢ieunLB contenant de l'antibiotique
approprié. 4 ml de cette culture sont centrifugg®@0 rpm pendant 5 min. L’'extraction est
ensuite réalisée selon le protocole du kit QiageQiaprep-spin miniprep Kit ». L’ADN
extrait est conserveé a 4°C ou a -20°C.

lI-1-3- Amplification par PCR (Polymérase Chain Reation)

L’amplification par PCR a partir d’ADN génomique plasmidique a été réalisée en
utilisant le Mastercycler (Eppendorf, Hambourg, i@any). La polymérase utilisée est
'enzyme Pfu purifiée au sein du laboratoire aipak la souche ¢. coli BL21 fournie par
Franz Narberhaus (Université de Bochum, Allemadaespuche a été construite par Torsten
Waldminghaus, Norvége). Dans certains cas, la Dy | est utilisée. La quantité
d’ADN génomique utilisée comme matrice est de 1@@incelle de plasmide est de 10 ng. La
PCR est réalisée dans un volume réactionnel ge¢ &@ntenant des dNTP de 2,5 mM chacun,
des amorces dedM chacun, du tampon Pfu et de la polymérase Pfu.

La PCR permet d’amplifier des fragments d’ADN s#$ pour des clonages et elle est aussi
utilisée pour des vérifications de clones. Le paogme standard utilisé est représenté dans le
tableau 7 et il varie selon le fragment a ampliflexs produits d’amplification sont déposés
sur gel d’agarose afin d’avoir une confirmationlaé¢aille du fragment attendu. Les différents

produits d’amplification sont ensuite conservés@ du a -20°C.

Tableau 7 : Programme PCR utilisé pour amplifier les différentes séquences d’ADN.

Etapes Nombre de cycle (s)| Température (°C) Duréenin)

Dénaturation 1 94 5

Dénaturation 94 0,5

Hybridation 30 52-55 0,5

Elongation 72 1-3

Elongation 1 72 10
10°C
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lI-1-4- PCR 3 brins

La PCR 3 brins permet de fusionner deux fragme®WbN préalablement amplifiés

par PCR (Figure 22). Deux PCR sont réalisées awex ghaires d’amorces permettant
d’amplifier deux fragments. Des sites de restriciimt €té ajoutés aux extrémités 5’ et 3’ des
amorces. De plus, 12 pb du fragment 1 (extrémifés@ht complémentaires aux 12 pb du
fragment 2 (extrémité 5’). Une troisieme PCR estu@e effectuée en utilisant comme

matrice les deux fragments PCR précédents et cooouple d’amorces, 'amorce 5 du

premier fragment et I'amorce 3’ du deuxieme fraginea programme PCR utilisé est décrit

dans le tableau 8.

[= [ =]

(2iéme PCR)

:%:> H

3iéme PCR l

Amplification extrémité 5’ - -:
(1ére PCR) Amplification extrémité 3’

Figure 22 : Modéle schématisant la PCR 3 brins.
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Tableau 8 : Programme PCR utilisé pour la PCR 3 bris.

Nombre de cycle (s) | Température (°C) Durée (min)

90 1
80 0,1
60 2

1 72 10
90 1
60 2
72 3
94 0.5

30 55 0.5
72 1
72 10

1 10

lI-1-5- Electrophorése de 'ADN

L’ADN chromosomique, plasmidique ou les produitardplification sont analysés par
électrophorése sur gel d’agarose. Ces gels sopag® a partir de tampon TAE 0,5X (Tris
20 mM, Acétate 50 mM, EDTA 0,5 mM ; pH 8,3). La centration en agarose des gels varie
de 0,8 a 1,5% suivant la taille des fragments d’ABNnigrer. A ces gels est ajouté du
bromure d’éthidium (BET) (0,Ag/ml) pour permettre la visualisation de '’ADN sdumiere
ultra violet (UV 365 nm). Les paramétres de mignat{voltage, ampérage) sont adaptés en

fonction de la taille du gel et de la résolutiosidée.

[1-1-6- Purification de 'ADN

L’ADN a purifier ainsi qu’'un marqueur de poids moldaire « 1kb + leader »
(Invitrogen) sont mis a migrer sur un gel d’agardse fragment d’ADN correspondant a la
taille attendue est découpé sous lumiére UV. Lalbast découpée et mise dans un tube. La
purification est réalisée selon le protocole du Kiwizard® SV Gel and PCR clean-Up
System » de PROMEGA. L’ADN purifié est conserv@a°cC.
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[I-1-7- Digestion et ligature

Les enzymes de restriction utilisées proviennene@ England Biolabs, Invitrogen
et Promega. Elles ont été utilisées dans les dondit(sels et température d’incubation)
préconisées par les fournisseurs pour digérer if6&rahts fragments d’ADN amplifiés par
PCR ou les plasmides utilisés pour les clonagedighae utilisée pour les ligatures est la T4
DNA ligase (Gibco BRL/Invitrogen) et elle est wiie selon les recommandations du
fournisseur. Les ligases permettent de liguer fagnients D’ADN et le vecteur digérés par

les mémes enzymes ou des fragments d’ADN avecalés francs.

I1-1-8- Construction des mutants

Les différentes amorces utilisées pour la consonales mutants ont été choisies en
fonction des mutations recherchées. De maniérergiendes amorces posseédent des sites de
restriction permettant I'insertion des fragmentphfieés par PCR dans le plasmide souhaité.
Les differentes amorces et les sites des enzymesstiéction (soulignés) sont mentionnés

dans le tableau 9.

- Mutants par inactivation de genes

Les mutants par insertiomm@nlL, mpoA manM glcUl, glcU2) (Tableau 9) ont été
construits en intégrant, par simple recombinaisamdiogue, dans le génome de la bactérie,
le plasmide pMAD portant un fragment interne duegarmuter.

Un fragment interne au gene, de 500 pb, est aragldr PCR a partir des amorces spécifiques
contenant les sites de restricti@amHI a I'extrémité 5’ etNcol a I'extrémité 3’ et ces
enzymes de restriction different selon les mutéhébleau 9). Le fragment et le vecteur sont
digérés par les enzymes de restrict®amHI et Ncol. Le fragment d’ADN et le vecteur,
digérés, sont ligaturés en utilisant la T4 DNA $gale vecteur obtenu est transformé dans
E. coliNM522. Chez les transformants, la présence dwevedst verifiee par PCR avec les
amorces du géne, les amorces du vecteur et ausségaencage afin de confirmer I'absence
de mutations dans le fragment amplifié. Aprés ifieation d’un clone positif, le vecteur est

extrait et utilisé pour transformer par électropiorg L. monocytogenes
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Apres électroporation, les cellules sont incubéesdpnt 3 h a 37°C pour exprimer la
résistance a I'érythromycine, puis étalées surgddsses BHI contenant de I'érythromycine,
et incubées a 30°C (température permissive pordplication de pMAD) pendant 48 a 72 h.
Une colonie est réisolée sur gélose BHI contenantdythromycine et du X-Gal (5-Bromo-
4-chloro-3-indolyl3-D-galactopyranoside) et incubée a 30°C pendarti.48ne colonie est
ensemenceée dans 10 ml de BHI liquide sans antjpietéet la culture est incubée a 30°C, sur
la nuit, sous agitation. 10 ml de BHI sans antifjio# sont ensemencés avec 1% de la culture
de nuit et incubés a 42°C sous agitation. Diff@smtilutions de cette culture sont étalées sur
des géloses BHI contenant de I'érythromycine etilvées a 37°C pendant 48 h (ceci permet
de sélectionner des clones ayant intégrer pMAD danshromosome). Une colonie est
réisolée sur gélose BHI contenant de I'érythromg@h du X-Gal et incubée a 37°C pendant
24 a 48 h. Le clone considéré positif est un clgmeaura intégré le plasmide et ce clone est
de couleur bleue. Une vérification par PCR estiséal avec les amorces du vecteur et du

gene.

- Mutants par délétion de génes

Les mutants par délétion de genesménL, Aptsl, AprfA, AmpoA AmpoB..)
(Tableau 9) ont été construits par double recondmma homologue (Figure 23). Deux
fragments de 500 pb situés en amont et en avakda g déléter ont été amplifiés par PCR.
La technique de PCR 3 brins a été utilisée poupifuer ces deux fragments d’ADN. Le
fragment d’ADN obtenu posséde les sites de resmidamHI a I'extrémité 5 etNcol a
lextrémité 3’ (ces enzymes de restriction différeselon les mutants). Le principe de
construction de ces mutants est identique a céaiitdpour les mutants par inactivation de
géenes excepté une étape d’excision supplémentair@labmide permettant d’obtenir la
délétion du géne.

Une préculture de 10 ml en BHI est réalisée apdets clones ayant intégrées le plasmide et
incubée a 42°C (température non réplicative) suruid sous agitation. 10 ml de BHI sans
antibiotiqgue sont ensemenceés avec 1% de la culeineuit et incubés a 30°C sur la journée
(cette éetape permet I'excision du plasmide du clmsome). Différentes dilutions de la
culture sont étalées sur des géloses BHI contehaXtGal et incubées a 37°C pendant 48 h.
Trois sous-cultures diluées a 1% et incubées a petdant 8 h, sous agitation, sont réalisées
successivement. Différentes dilutions de ces salisres sont étaléesur des géloses BHI

contenant du X-Gal et incubées a 37°C pendant 43bipermet de sélectionner des clones
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blancs (qui ont perdu le plasmide). Les clonesdsdaont testés par PCR et par séquencage
afin d’identifier le clone positif. Les tests derifigation par PCR sont réalisés avec des

amorces situées de part et d'autre de la déléimmices ext5’ et 3’, Tableau 9).

Ik

Al

amp pPMAD B-gal

Intégration l 42°C + erm + xgal

—c:——cj—o—c:}—c:}—«:m-—

30°C — erm + xgal

Excision

f:@%/\:

I:IFLe_-

Figure 23 : protocole de mutagenése avec le vectqaMAD.

- Souches utilisées pour la complémentation hétéamue

Les géneglcUl, glcU2 et glcU3 sont amplifies par PCR a partir de leurs amorces
respectives contenant les sites de restriddiamHI et Pstl (Tableau 9) et leurs propres RBS.
Le produit d’amplification est digéré par les sitds restriction appropriés (Tableau 9) et
cloné dans le vecteur pSU18 a lintérieur du fragime lacZ et dans le méme sens
d’orientation quea lacZ Les genegylcU sont sous le contrdle du promotdac. Afin
d’empécher une fusion traductionnelle au fragnteei, un codon stop a été ajouté a la fin de

chaque nucléotide 5’ ; ce codon est dans la méraseptte lecture que le codon d'initiation et
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se situe en amont des gegédJ. Le plasmide contenant le gegleU est transformé dans les

cellules compétentes i’ coli LJ140 soit par choc électrique ou thermique. lanelobtenu

apres transformation est vérifié par PCR et auasisgquencage afin d’identifier le clone

positif (clone qui a intégre le vecteur possédargdneglcU correspondant sans mutation).

Tableau 9 : Liste des amorces et enzymes de restion utilisées pour la construction des mutants.

Nom de Séquence Utilisation
'amorce

ptsil-5BamHI TTAGGATCCACTATAAGCCATTAAAAAGTG

ptsil-3Sall CGCGTCGAMAATCCCATCAGATGCTGC

ptsi2-5Sall GAAGTCGACGAATTAGTTGAAAAATATACTG Délétion de El
ptsi2-3EcoRI AATGAATTCTACCACAATCCCAAGAATC

ptslexts' CACTCCTTCAATTTTCGG

ptskext3' GGGAAATTAAACTGATAG

manlLl 5BamHI AATGGATCCAGAGAACAAACCAGAGTTTCC

manlLl 3Sall ATTCGTGTTTTGGTCGAGTGAGTTGCGAGGATA

manl2 5Sall TCGCAACTCACGGTCGATCAAAACACGAATTAAAG Délétion demanL
manl2 3Ncol GTACCATGGCTACGCTGCGTATATTCC

manll ext GAGAAGGGTTTAGACTGGC

manl2 ext GAACGCTGTCTGCTGGAATG

manL5'Sall GAGGTCGACACAATGATTTTCGGCGAGC InterruptionmanL
manL3Bglll AGCAGATCTACCAACGTTTACTTGTTCG

manM5'Sall TCTGTCGAGGTCAAGTAGCCACTGCATGGA

manM3'Smal CGCGAGAGTTTCCCCGGBAAAATGCAATAAGTACTACTA

manM2 5Smal TATTGCATTTTTCCCGGGSAAACTCTCGCGATCCACT

manM2 3Bglll TACAGATCTAGCAACGAAGAATAAGATAGGTCC Delétion demanM
manMLext CTACTGAACAGCCACAAGC

manM2ext CACCAGAAAGGTCATCAG

manML 5BamH| AAGGGATCCAGATGAATTTCAGTTCCATCAGCC Interruption de
manML 5Ncol TGTCCATGCGAGAAATTGCTGCTACTACGAAACC manM
glcU1-BamHI GGCGGATCATGGGGGATTATGCCATTAG

glcU1-Ncol AATCCATGGAGGTAAAATCGCGTCCCACC Interruptionde glcU1
glcUlext5' AATTACGGGAATAGGAATG

glcUlext3' CATATTTAACCACGTTTG

Imo0169or-BamH|l | ATAAGGATCCGAATAAGGGGGAATAAAAAATGAACATAG Expression delcU1
Imo0169ev-Pstl TTAACTGCAGCATTATATCAAACCGGAAGCTG

Imo0176or-BamHIl | TAAAGGATCCACTAGGAGGAAAACGATATGAACATTATG Expression delcU2
Imo0176ev-Pstl GACAAAATGATTGCTCTGCAGTCTTTGATTTG

glcU2 BamHI GGCGGATCARACAAGACAACAAACGATGG

glcU2 Ncol AAGCCATGGCGTTTATTGAAGCGTTTTTC

glcU2ext5' TTGAAAACTAAATTAAAGG Interruption deglcU2
glcU2ext3' GATAACAACTCCTAATTGCG

Imo0424or-BamH| | AAATGGATCCACTAACCTAGAAAGGAAGCTTATTTATG Expression delcU3
Imo0424ev-Pstl GACAAAATGATTGCTCTGCAGICTTTGATTTG

mpoABamHBE' AACGGATCGOGATTATCGGCAAACAGG Interruption de
mpoANcol3' CCACCATGACCTGCTGTAAGAGCTGTTTC MpPoA
mpoAL 5'BamHI | TTTGGATCOCCGCGAACCAAAAGATATGC Délétion danpoA
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mpoAL 3-Sall GACTTCGGTTTCGTCGA@RGCTTCACCATGTGTGCC

mpo/2 5'Sall CATGGTGAAGCTGTCGAGAAACCGAAGTCGGGGAG

mpo”2 3-Ncol CTTCCATGGCAGATGCGACTTTACG

mpoAexts' AAAACTAGGATACAAACTC

mpoAext3’ TAAACGTTTGCTTTTTCGG

mpoBL 5-BamHI | AGTGGATCOGGATGATTATATCCACGC

mpoBL 3-Sall TAATGGGATAAGGTCGACGCGATCATCAATACGTGC Délétion dempoB
mpoR 5-Sall ATTGATGATCGCGTCGAGQCTTATCCCATTACTAGAT

mpoR 3Ncol TGACCATGGGCAGCTAGAGGAATCGCAAG

mpoBext5' AGTACACGCTTACAAAAGCC Délétion dampoB
mpoBext3' CAGATTACCTTCCTTACC

priAl 5-Bglll TCCAGATCTCTTATCAAGCTTCCAAAGC

prfAl 3-Sal AGCAGGACATGCGTCGAGANTATTTTTTGAATTCTTC

prfA2 5'-Sall TTCAAAAAATATGTCGAC GCATGTCCTGCTACTTGG Délétion depria
priA2 3-Ncol TGACCATGGTGGAGTTACTCGTGCC

priA exts’ GCGCACCTAACCAAGTAATTCAAG

priA ext3’ CCAATTGATCACTTGAACGCAG

manNL 5BamHI | AGCGGATCCCTCTACGTTCATTCAAG nterruption denany
manN5Ncol AAGCCATGGCCAATCAATGTACGCACC

pUC -48 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Vérification des
PUC_-40 GTTTTCCCAGTCACGAC Inserts
PMAD 5 GCGAGAAGAATCATAATGGG Vérification des
PMAD_3' GTTACACATTAaCTAGACAG Inserts

[I-2- Technique concernant TARN

[I-2-1- Extraction de 'ARN deL. monocytogenes

Une culture est réalisée en effectuant une dilutione culture de nuit, soit en milieu
MM additionné de glucose (5 mM, 10 mM ou 25 mM)it s milieu BHI. A des D@y

correspondants aux phases exponentielles (0,720 ®&ationnaires de croissance, 30 a 40 ml

de culture en MM sont récupéreés et centrifugést® 7pm pendant 10 min. Pour la culture en

BHI, les cellules sont récoltées en phase expaslent une D@y, comprise entre 0,7 et 0,8

et ensuite centrifugées. Le culot bactérien estcamiservé a -80°C (pour étre traité plus tard)

ou traité immédiatement en gardant les échantilttams la glace. Les cellules sont lysées par
des billes de verre de 200 & 30t (SIGMA) a l'aide du Fast Pré®4 MP (Qbiogene,

California, USA) a une puissance de 6 pendant 80rekes. Les cellules sont mises dans la

glace pendant 5 min et lysées a nouveau. Les eglidnt ensuite centrifugées a 4°C pendant
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10 min. L’extraction de 'ARN est réalisée selonpietocole du kit Qiagen « RNeasy mini

Kit ». L'ARN extrait est conservé a -80°C.

[I-2-2- Analyse de la qualité de 'ARN

L’ARN est dosé au Nanodrop « NanoDrop spectrophetemND-1000 Babtech »
(Paris, FRANCE) afin d’estimer la quantité et lalijie de 'ARN préparé. L'ARN montre
une adsorption maximale a 260 nm et les contansnamtéiques, a 280 nm. La qualité de
I’ARN est meilleure lorsque le rapport 260/280 @st2 ou proche de 2. L'analyse de I'ARN
est également réalisée a l'aide du BioanalyseugiteAt 2100 Bioanalyseur » (Waldbronn,
GERMANY), selon le protocole du kit « Agilent RNAOB0 Nano kit Quick Start Guide »
fourni par Agilent. LARN extrait est enfin analyg@ar migration electrophorétique sur gel

d’agarose 2%.

[1-2-3- Traitement a la DNase de 'ARN

L’ARN extrait et conservé a -80°C, est décongelasda glace. Le traitement a la
DNase est realisé selon le protocole du Kit Ambiourbo DNA Free ». Un mélange
réactionnel contenant 38y d’ARN, 5ul de tampon et 1l de DNase dans un volume de 50
pl est incubé a 37°C pendant 20 miruldde DNase est ajouté et le tout est & nouveaécu
a 37°C pendant 20 min. Ensuitepbd’inhibiteur de DNase sont ajoutés au mélangeesti
incubé pendant 2 min a température ambiante, puigifugé a 13000 rpm pendant 1 min. Le
surnageant qui constitue I'ARN traité est récupgtr&ongelé a -80°C. L’ARN est dosé a

nouveau au NanoDrop afin d’estimer la quantité pawéalisation de la reverse transcription.

[I-2-4- Vérification par PCR de L’ARN traité
Afin de confirmer I'absence de contamination pal’d®N génomique résiduel, une

PCR est realisée surply d’ARN a partir des oligos rpoB-RFT et rpoB-RRTapleau 11) et

selon le programme PCR classique mentionné daablisau 7.
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[I-2-5- Reverse Transcription (RT) de L’ARN

La réaction de reverse transcription est réaligdensle protocole du Kit Invitrogen
« superscript Iff, reverse transcriptase ». Un mélange réactionmefenant 1ug d’ARN,
0,5 mM dNTPs et 500 ng d’hexameres est incubé & pehdant 10 min. Apres incubation,
du tampon, 5 mM de ditiothreitol (DTT) et 40 U diibiteur de RNase (RNase out,
Invitrogen) sont ajoutés au meélange qui est incpbédant 2 min a 42°C. L'enzyme
Supercript 11l est ensuite ajoutée et le tout rstibé pendant 2 h a 42°C. Apres la réaction de
reverse transcription, 'enzyme est inactivée pahd® min a 70°C. Les cDNA obtenus sont

conservés a -20°C.

[I-2-6- Quantitative PCR (qPCR)

La PCR gquantitative permet de quantifier la quardg cDNA, donc I'expression d’un
gene. Cette valeur est corrigée par un géne deengi@ (poB dans ce travail). La gPCR est
réalisée selon le protocole du Kit Roche « Ligth€ytFastStart DNA SYBR green | ». Le
principe est de mesurer la fluorescence pendaphdase linéaire en fonction du temps. La
fluorescence est apportée par le fluorochrome SY®Ren | contenu dans le Kit. Le
fluorochrome s’intercale dans la double hélice dMDAIinsi au cours de la PCR,
'augmentation de la fluorescence est directemaspgrtionnelle a la quantité d’ADN double
brin généré. La détermination du point de fusionme d’observer la spécificité du géene. Les
cDNA utilisés sont dilués au 18% ou au 1008™ L’appareil qui permet de réaliser la gPCR
est le « LightCycler 1.5 Roche » (Rotkreuz, Suiske)programme utilisé est décrit dans le
tableau 10.

Tableau 10 : Programme utilisé pour la gqPCR

Etapes Nombre de cycle (s)| Température (°C) Duréen{n)
Dénaturation 1 95 8
95 0,16
Amplification 45 55 0,1
72 0,16
Fusion 1 65-95 S
refroidissement 10
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Les amorces utilisées pour la qPCR ont une corat@nrde 1uM. Elles sont préalablement
testées sur une gamme de dilutions de 'ADN génaomidJne pente correspondant a -3,3
signifie une efficacité de 100% du couple d’amortess amorces sont également testées sur
de I'eau afin de vérifier a nouveau qu’elles narfent pas de dimeéres (si elles n'amplifient

pas de fragments). Les différentes amorces utdipéeir la gPCR sont mentionnées dans le

tableau 11.

Tableau 11 : Amorces utilisées pour la réalisatiode la gPCR.

Nom de I'amorce Séquence Utilisation

actAF AGCAGATGAGTCTTCACCACA Quantitative PCR
actAR CCCTGCACTTTTATCAACAATC Quantitative PCR
hly-F ATGCAATTTCGAGCCTAACCT Quantitative PCR
hly-R TTATTGTCTTGATTAGTCATAC Quantitative PCR
plcA-F AATGCATCACTTTCAGGTGTATTAGA Quantitative PCR
plcA-R GTTGATTAGTGGTTGGATCCGATAA Quantitative PCR
plcB-F TCAAGGAATATATGATGCGGATCAT Quantitative PCR
plcB-R CTTTGCTCCTGTTATTTTCGCATTA Quantitative PCR
prfA-F CAGGCTACCGCATACGTTATCAAA Quantitative PCR
prfA-R AGCCAAGCTTCCCGTTAATCGAAA Quantitative PCR
LmoO0095F AGGGGATATTACTTTAACGGC Quantitative PCR
LmoO0095R TGTTCTTTGCCAGTCTAAACC Quantitative PCR
glcU1-F GCATTTACACAAGTAGGCGT Quantitative PCR
glcU1-R TCCCGATAATAATTAATGCTAATGCG Quantitative PCR
glcU2-F GATGGTTATAAGTGCGCTAATTATG Quantitative PCR
glcU2-R GTTGCGACTCCAACAAG Quantitative PCR
manRF CTTCTCGCAACATGCCA Quantitative PCR
manRR GACAAGCCCGCCTTTATC Quantitative PCR
manl-F1 CTACATAAAGATAAGTGGGC Quantitative PCR
manl-R1 GTTCTTCTGGTTTAACGC Quantitative PCR
manMF1 CAGCATGTATCATCCTTGGC Quantitative PCR
manMR1 TTGCGGACGGAATACCTG Quantitative PCR
mpoAF1 TATTACCTTTGTCCCTGG Quantitative PCR
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mMpoAR1 GGCGATTTGACTAGATG Quantitative PCR
mpoBF1 GCTAGTGTTGTTGATGTGC Quantitative PCR
mpoBR1 GGAATGCCATACCACCAAT Quantitative PCR
ptslIR GGAATCCTAAGAATGGGTTCATTT Quantitative PCR
ptsl-F CAACGGAAGAAGAGCAGT Quantitative PCR
Lmo0027F TCCTAGGTTACACAGCAATG Quantitative PCR
Lmo0027R TGTTACGTGAATTGGAGATTCAAA Quantitative PCR
rpoB-F2 CAGAAACTGGTGAAATTATCGC Quantitative PCR
rpoB-R2 TAGATTGAACGAGTACGCTATCTT Quantitative PCR
rpoB_FRT GCGGATGAAGAGGATAATTACG Vérification de
'ARN traité a la
rpoB_RRT GGAATCCATAGATGGACCGTT DNase

Il - METHODES CONCERNANT LES CELLULES

[1I-1- Préparation de cellules compétentes &. coli

[1I-1-1- Préparation des celluledlectrocompétentes

Un litre de LB est ensemencé avec 1% d’'une préeutie nuit et incubé a 37°C sous
agitation jusqu’en phase exponentielle de croissg;o, comprise entre 0,6 et 0,7). La
culture est gardée sur la glace pendant 15 a 3Qomis1centrifugée pendant 20 min a 5000
rom. Le culot est repris dans 1 | d’eau froide iduuis centrifugé pendant 10 min a 5000
rom. Le culot est repris a nouveau dans 0,5 | dfeaide stérile et centrifugé a 5000 rpm
pendant 10 min. Le culot est resuspendu dans 2@englycérol 10% froid, puis centrifugé
pendant 10 min a 5000 rpm. Le culot est ensuiteigegans un volume final de 2 ml de

glycérol 10%. Des aliquots de 1l0sont conservés a -80°C.
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[1I-1-2- Préparation des cellulethermocompétentes

Différents tampons sont utilisés pour la prépamtides cellules compétentes
d’E. coli:
- Tampon RF1 composé de : 30 mM d’acétate de patas4d00 mM de RbG] 10 mM de
CaCb, 50 mM de MnCJ, 15% de glycérol final (volume/volume). Le pH densemble est
ajusté a 5,8 avec de l'acide acétique 0,2 M. Ledsustérilisé par filtration et stocké a 4°C.
- Tampon RF2 composé de : 10 mM de MOPS, 75 mMalebC10 mM de RbGl 15% de
glycérol (volume/volume). Le pH de I'ensemble gsisté a 6,5 avec du KOH. Le tout est
stérilisé par filtration et stocké a 4°C.
Une préculture en LB est réalisée a partir de aquesdgcolonies ensemencées sur LB solide
contenant du MgS£a 5 g/l final. 200 ml de LB sont ensemencés a%éa# la préculture de
maniere a avoir une D) de 0,02. La culture est incubée a 37°C jusqu’aBgy de 0,5.
La culture est gardée sur la glace pendant quelmiestes et ensuite centrifugée pendant
5 min a 6000 rpm. Le culot est repris dans du tanipBl froid (a raison de 2/5 du volume de
départ : soit 40 ml de RF1 pour un volume de dégarf0O0 ml), ensuite la suspension est
gardée pendant 5 min dans la glace et centrifugadagmt 5 min a 6000 rpm a 4°C. Le culot
est repris dans du tampon RF2 (a raison de 1/2®lume de départ : soit 4 ml de RF2 pour
un volume de départ de 100 ml) et la suspensiotaissée pendant 5 min dans la glace. Des

aliquots de 10Qu sont ensuite conservés a -80°C.

[1I-2- Transformation des cellules compétentes . coli

[1I-2-1- Transformation par choc é&ctrique

Les cellules compétentes conservées a -80°C samsférées dans la glace jusqu’a
décongélation. Ensuite 50 de cellules compétentes et 0,5 oul%I’ADN (vecteur natif ou
produit de ligation, respectivement) sont déposémsdun tube Eppendorf stérile
préalablement mis dans la glace. Le mélange ewfée dans une cuvette d’électroporation
froide puis déposé dans la glace pendant quelqurastes. Le choc électrique est réalisé a
I'aide du Gene Pulser (Bio-Rad) sous les paramsétresnts : 2,5 kV, 2hF, 100Q. Apres le

choc électrique, les cellules sont immédiatemesuspendues dans 1 ml de LB puis incubées
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a 37°C pendant 30 min a 1 h afin de laisser leklesl développer la résistance contre
I'antibiotique associé au plasmide. Les cellulest smsuite étalées sur gélose LB contenant
'antibiotique approprié et éventuellement J0f/ml de X-Gal et 1 mM d’isopropyp-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). Les géloses sontisnswcubées a 37°C pendant 16 a 24 h.

[11-2-2- Transformation par choc thermique

Les cellules compétentes conservées a -80°C, mosférées dans la glace pendant 10
a 15 min jusqu’a décongélation. Les tubes conteaDiN a transformer sont également mis
dans la glace pendant le temps de décongélationefletes compétentes. Un mélange de 50
a 100pl de cellules compétentes et 1 al5’ADN est realisé. Le mélange est gardé dans la
glace pendant 30 min. Un choc thermique a 42°@mstite effectué pendant 1 min. Apres le
choc thermique, le mélange est de nouveau déposélalglace pendant 5 min. Ensuite, 900
a 950ul de LB sont ajoutés au mélange et le tout esti@@i37°C pendant 30 min a 1 h afin
de laisser les cellules développer la résistanotredantibiotique associé au plasmide. Les
cellules sont ensuite étalées sur geélose LB contedantibiotique approprié et
eventuellement 10Qg/ml de X-Gal et 1 mM d'IPTG. Les géloses sont @esimcubées a
37°C pendant 16 a 24 h.

[11-3- Préparation de cellules électrocompétentesealListeria

100 ml de BHI sont ensemencés avec 1% d’une ptéeutte nuit et incubés a 37°C
sous agitation jusqu’a une & de 0,2. Ensuite de la pénicilline G a 0{g/ml final est
ajoutée a la culture. La culture est laissée sqitatin jusqu’ a une Dg comprise entre 0,8
et 0,9 puis centrifugée pendant 20 min a 4000 tmnctulot est repris dans 100 ml de tampon
d’électroporation froid (816 mM de sucrose, 1 mM Gllg et la suspension est centrifugée
pendant 20 min a 4000 rpm. Le culot est repris aveau dans 33 ml de tampon
d’électroporation et la suspension est centrifugé®00 rpm pendant 20 min. Le culot est
repris dans 16 ml de tampon d’électroporation sukspension est centrifugée pendant 20 min
a 4000 rpm. Le culot est repris dans un volumd fieal ml de tampon d’électroporation. Des

aliguots de 10Qul sont congelés a -80°C.
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[1I-4- Transformation des cellules compétentes deisteria par choc électrique

La transformation est réalisée dans les mémes thomslique celle . coli sauf que,
le choc électrique est réalisé sous les paramstieants : 2,5 kV, 2%F, 200Q. Apres le
choc électrique, les cellules sont immédiatemeptises dans 1 ml de BHI puis incubées a
37°C pendant 1 a 3 h afin de laisser les cellu®ldpper la résistance contre I'antibiotique
associé au plasmide. Les cellules sont ensuitéaestaur géloses BHI contenant I'antibiotique
approprié et éventuellement 108/ml de X-Gal. Les géloses sont incubées a 30°@s(ta

cas de pMAD) ou a 37°C pendant 2 a 3 jours.

[1I-5- Transformation par conjugaison

La transformation par conjugaison ne nécessite demsellules compétentes. Elle
utilise trois types de souches (exemple : compléatiem d’'une souchaprfA).
1- La souche donatrice contenant le plasmide csfiéeer (le plasmide doit posséder une
origine de transfert) (soucHe coli Dh5x contenant le vecteur conjugatif « pAT28 + géne
priA »).
2- La souche réceptrice (la souchd.denonocytogenesprfA).
3- La souche &. coli qui contient le plasmide pRK24 possédant les génaegui permet la
mobilité du plasmide conjugatif.
La souche contenant le plasmide « pAT2&rHA » est ensemencée dans 10 ml de LB
contenant de la spectinomycine gg/ml, la souche\prfA dans 10 ml de BHI et la souche
contenant le plasmide pRK24 dans 10 ml de LB cumrtede la tétracycline 10g/ml, et
incubée sur la nuit, a 37°C, sous agitation. Leldemain, les cultures sont lavées en BHI pour
éliminer l'antibiotique et 10Qul de chaque culture sont déposés sur un filtre ipite
préalablement déposé sur une gélose BHI qui esiiteniacubée a 37 °C pendant 18 h. Le
lendemain un amas de colonies est observé sutdaegéet amas de bactéries est préleve et
resuspendu dans 1 ml de BHI. Les cellules sontienétalées sur géloses BHI contenant de
la colistine 10ug/ml, de I'acide nalidixique 5@Qg/ml et de la spectinomycine @@/ml. Les
géloses sont ensuite incubées a 37°C pendant 1& fcolistine et l'acide nalidixique
permettent d’éliminer toutes les souchds.doli, la spectinomycine permet d’éliminer toutes

les souches deisteria n’ayant pas intégré le plasmide « pAT2®rHA ». Les colonies qui
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pousseront sur ces geéloses sontldst®ria qui auront intégré le plasmide « pAT2&HA ».
La souche dd.. monocytogeneaAprfA contenant le plasmide « pAT28 prfA » est ainsi
obtenue et elle est conservée a -80°C dans du Bhtepgant 15% de glycérol. Un schéma

classique de la conjugaison est représenté ddigsita 24.

E. C0|I Dh5a |L monocytogenes: AprfA|
ADN chromosomique. Plasmide pAT-28
% ( %)/?MWMW
Pilus
Donneur Récepteur

& o &
& 0~ B
@ o5{o &

Figure 24 : Schéma classique d’une conjugaison.

IV- METHODES DE CRIBLAGE DES TRANSFORMANTS OU MUTAN TS

IV-1- Résistance aux antibiotiques

Des transformants H. coli sont sélectionnés sur les antibiotiques appropriés
ampicilline (100ug/ml), spectinomycine (6Qg/ml) ou tétracycline (1ug/ml). Des mutants
obtenus par insertion de plasmide ddansmonocytogeneginterruption de génes) sont

sélectionnés sur érythromycine |(§/ml) et les transformants obtenus par conjugasan
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colistine (10ug/ml) + acide nalidixique (5@ug/ml) + antibiotique apporté par le plasmide

conjugatif (spectinomycine (§&y/ml) pour pAT28prfA).

IV-2- Test de criblage bleu/blanc

Le criblage bleu/blanc est utilisé lorsque le plagmréplicatif utilisé porte le géne
codant pour le fragment de la 3-galactosidase et la souche transformée porteleall
AlacZM15 ou lorsque le plasmide intégratif utilisé centi le génébgaB qui code pour la
B-galactosidase de la bactéBeobacillus stearothermophilfsomme le plasmide pMAD).

Le test bleu/blanc est communément utilisé pouifigéta présence ou non d’un insert dans
le site de clonage. Ce criblage est utilisé powolastruction de mutants par délétion de géne
afin de vérifier I'absence du vecteur et il perrmessi d’identifier des transformants contenant
des plasmides avec insertion.

Le test bleu/blanc est aussi réalisé lorsque latsrenferme une fusion génique avec le géne
rapporteurlacZ ou gus (exemple:hly/gus dans la souche de monocytogeneAML73) et
ceci permet de montrer une activation ou une itibibide I'activité de PrfA dans les
différents mutants construits a cet effet. Le tasu/blanc est réalisé sur gélose sélective

contenant du X-GIcA (5-Bromo-4-chloro-3-indolyB-D-glucuronide) ou du X-Gal a
100 pg/ml.

IV-3- Vérification des clones par PCR

Les interruptions et délétions de génes ont étd#ié&s par PCR sur plasmide et sur
’ADN génomique en utilisant des amorces spécifggdes mutations et aussi des amorces
situées de part et d’autre du site de clonage asnpte.
Les PCR sur colonies ont été réalisées pour identles clones positifs (les clones
correspondants au génotype attendu) aussi bien lpsutransformants H. coli que de
L. monocytogenes
La PCR sur colonie chez. coli consiste a prélever une colonie a l'aide d’'un cénhde la

mettre dans le mélange qui servira a réaliser B.PC
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Chez L. monocytogeneda technique consiste a reprendre quelques @sdoisblées dans
200l d’eau stérile et le tout est vortexé. La suspmmsist chauffée au bloc chauffant (Block
heater Stuart) pendant 30 a 40 min et est vortéxédeuveau. 9l de la suspension sont

utilisés pour la PCR.

IV-4- Vérification des clones par séquencage

Les différentes mutations réalisées ont été veésfipar séquencage effectué par la
société Génome Express et Eurogentec (United Kim@dbes produits d’amplification ou
des plasmides ont été séquencés a l'aide des asnayemit servi pour la vérification des
différentes mutations. Les séquences obtenuesténtainparées aux séquences présentes
dans les banques de données a l'aide des prograsunests :

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-binduitalin.pl

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/geblast.cqiZdi£3

V- ANALYSE PHENOTYPIQUE DES MUTANTS

V-1- Croissance des souches

Les cultures dé&. monocytogenesont réalisées en milieu liquide ou gélosé (MM, LB
ou BHI) contenant différentes concentrations dessals carbonés (glucose, glycérol,
cellobiose ...) et incubées a 37°C, parfois a 30%Ddkes contenant le plasmide pMAD). La
sélection de quelques transformants lde monocytogene®st réalisée en présence de
I'antibiotique approprié.

Les cultures . colisont réalisées en LB liquide ou gélosé et incubégs°C et la sélection
des transformants est réalisée en présence déiditfue approprié. De I'lPTG 1 mM est
ajouté au milieu pour I'induction de I'expressiom ckrtains genes.

La croissance des différentes souches est suivieesuirant I'absorbance de la culture a une

longueur d’'onde de 600 nm.
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V-2- Dosage de l'activitg-glucuronidase

Le niveau de synthese de faglucuronidase (codée par la fusiohlfRrgug sera
déterminé par le dosage enzymatique de cette endzyergenehly étant contrélé par PrfA, ce
test permet ainsi d’identifier les mutations quit am effet sur I'activité de PrfA. Les
différents mutants obtenus sont ensemencés damsl e BHI et incubés a 37°C sous
agitation sur la nuit. Les cellules sont ensuiteé&s avec du milieu minimum et de ces
suspensions bactériennes sont déposés sur du mMHIEM contenant différentes
concentrations de glucose (1 & 55 mM) et commetaitzil X-GIcA (100ug/ml).

Un test similaire est également réalisé en miliguile MM. Le substrat utilisé est le PNBP-
D-glucuronide. Les cellules sont ensemencées damallde BHI et incubées a 37°C, sous
agitation, sur la nuit. 50 ml de MM contenant 5,dl025 mM glucose sont ensemenceés avec
1% de la culture de nuit et incubés a 37°C soustami. Lorsque la culture en MM atteint la
phase exponentielle ou stationnaire (dont lasdo@arie selon les mutants), 4 ml de la culture
sont centrifugés et le culot est soit conservé0aG8soit gardé dans la glace pour étre traité
immédiatement. Le culot bactérien est repris damsl He tamporgus (0,5 M NaHPO,;
0,5M NaHPQOy; 0,5 M EDTA, pH 8). La suspension obtenue est imstentrifugée a
7000 rpm pendant 4 min et le culot est repris dd@Gsul de tamporgus La suspension est
mise dans un tube contenant des billes de verg®@d& 30Qum (SIGMA) et les cellules sont
lysées par les billes & I'aide du Fast pregt MP (Qbiogene, California, USA). Aprés lyse
des bactéries, le lysat obtenu est centrifugé 8d.50m a 4°C pendant 10 min. Le surnageant
recueilli est conservé a 4°C. Pour effectuer leages20Qul de ce surnageant sont mélangés a
800 ul de tampongus contenant du DTT et du PNRD-glucuronide. Le tout est incubé a
37°C jusqu’a I'apparition d’'une coloration jaune.diférents temps, 200 ul sont prélevés et
la réaction est arrétée par I'ajout de 80@le NaCOs; 0,4 M. Le dosage est ensuite réalisé a
415 nm au spectrophotometre « Pharmacia Biotectasymc 1l » (Cambridge, England). La
guantité de protéines des échantillons est estpaé@in dosage par la méthode de Bradford

(Protein Assay, Bio-Rad) et une mesure de la deogitique a 595 nm.
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V-3- Test de consommation de glucose

Le test de consommation de glucose a été réaliggé keprotocole décrit par Viana et
ses collaborateurs en 2000 (Viastaal, 2000). Ce protocole a été modifié afin de 'adajgt
L. monocytogenes10 ml de BHI sont ensemencés avec les -cellulestét@nnes
correspondantes et incubés a 37°C sur la nuitcelsles sont ensuite lavées, utilisées pour
une dilution au 109" dans 50 ml de LB (contenant 25 mM de glucose oglgeérol 1%)
tamponné avec du MOPS et incubées a 37°C sousiagitA une DQgo comprise entre 0,5
et 0,8, la culture est centrifugée a 7000 rpm penBanin. Les cellules sont lavées avec du
tampon phosphate (0,5 M NgPD, . 0,5 M NaHPQ,) a pH 7 puis resuspendues dans 3 ml de
tampon phosphate afin d’obtenir une &Ode 1,5. Du glucose 1 mM est ajouté a la
suspension et le tout est incubé a 37°C. Des mélents de 30Q sont effectués a des
intervalles de temps de 3, 5 ou 7 min selon leslseal ainsi qu’'au temps 0. Ensuite, les
300ul de suspension prélevée, sont chauffés a 100°lceuchauffant pendant 10 min. La
suspension est centrifugée, le surnageant estégc@ des aliqguots de 290 sont utilisés
pour les réactions de dosage au spectrophotomemadf Bio-teck (BIOSERV) a une DO
de 340 nm pendant 1 h en utilisant le programmeiterate ». Le Kit utilisé pour la réaction
est le «glucose Assay Reagent » (SIGMA) contermEnt’hexokinase et du glucose-6-
phosphate utilisé selon les recommandations dunfeseur.

V-3- Test de complémentation hétérologue : tresport de glucose

Le protocole utilisé est décrit par Pimentel-Schreit 2009 (Pimentel-Schmi¢t al,
2009). Les geneglcU,, glcU, et glcUs de L. monocytogenesnt été clonés dans le vecteur
d’expression pSU18. Ces constructions ont été doites dans la soucheH’ coli LJ140
incapable d'utiliser le glucose. Le contréle négaiiilisé est la souchde. coli LJ140
contenant le vecteur pSU18 vide et les controlestif® sont les souchE. coli NM522 et
Dh5a contenant le plasmide pSU18 (vide également). différents transformants ont été
striés sur gélose MacConkey contenant differenbesentrations de glucose (2,5 a 55 mM),
du chloramphénicol 2Qug/ml et de I'lPTG 1 mM car I'expression des gemgsU dans
pSU18 est inductible a I'PTG. Des expériences beeace d’'IPTG ont également été

réalisées. La gélose MacConkey est utilisée paiertda capacité de certaines bactéries a
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fermenter un sucre ou une source de carbone. Geuncibntient un indicateur de pH (rouge
neutre) et le sucre dont on veut tester la ferntiemtadans ce travail : le glucose). La
dégradation par fermentation de ce sucre provogaeaaidification qui fait virer la coloration

des colonies au rouge vif grace a l'indicateur He pes bactéries qui ne fermentent pas le

sucre testeé restent a pH neutre et ont une cobége.

VI- METHODES CONCERNANT LES PROTEINES

VI-1- Extraction de protéines

Une préculture est réalisée dans 50 ml de BHI airpde la souche appropriée
(contenant la protéine a purifier) et incubée sunuit, a 37°C, sous agitation. 500 ml de LB
contenant 25 mM de glucose sont ensemenceés avele 1&préculture de nuit. La culture est
incubée a 37°C sous agitation jusqu’en phase expietle de croissance. La culture est
arrétée et centrifugée a 7000 rpm a 4°C pendantid0Les cellules sont ensuite lavées avec
500 ml de Tris HCI (0,1 M, pH 7,4). Elles sont téngées a nouveau a 7000 rpm, a 4°C,
pendant 10 min. Le culot est repris dans 3 ml dgtm de lavage (NaCl 150 mM, Tris HCI
100 mM, EDTA 1 mM). Ensuite, 850l de cette suspension sont mis dans 0,6 g de diles
verre contenues dans des tubes. Les cellules ssoite lysées a I'aide du Fast Prep a une
puissance de 6 pendant 30 secondes. Les cellukégaamées dans la glace pendant 5 min,
lysées a nouveau et centrifugées. Ensuite, la sagpesans billes est récupérée dans un tube.
A cette suspension sont ajoutés de la RNase A (Bnfpgde la DNase | (5 mg/ml) et du
MgCl, 1 M. Le tout est laissé pendant 20 min a tempgratmbiante. Un aliquot de 40 est
prélevé et le reste de la suspension est centrdug@000 rpm, a 4°C, pendant 20 min. Le
surnagent contenant la protéine d’intérét sous éasoluble est recueilli et un aliquot de 40
est prélevé a nouveau. Le reste du surnageans différents aliquots sont conservés a 4°C
pour des tests de purification.
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VI-2- Cross-linking in vivo

Le cross-linkingin vivo est utilisé pour identifier chet. monocytogenesles
interactants de PrfA. 250 ml de LB contenant 25 dévlucose et de I'antibiotique approprié
sont ensemencés avec 2% de préculture de nuisééatn BHI et avec la souche appropriée
(contenant le gene codant la protéine PrfA insérésde plasmide pAT-28). Les cellules sont
ensuite incubées a 37°C sous agitation. A ungoP&mprise entre 0,6 et 0,8, la culture est
séparée en deux ; dans l'une, du paraformaldehyaleeaconcentration finale de 0,6% est
ajouté et dans l'autre, rien n'est ajouté. Le parabldehyde permet la formation de liaisons
covalentes entre les protéines formant des complexaversibles. La culture non traitée au
paraformaldehyde est utilisée comme controle. Llexsxctultures sont incubées pendant 20
min, a 37°C, sous agitation puis centrifugées D7#P@n, a 4°C pendant 10 min. Les cellules
sont ensuite lavées avec du Tris HCI (0,1 M, pH, téntrifugées a nouveau a 7000 rpm, a
4°C pendant 10 min. Les culots bactériens sontiensongelés a -80°C ou gardés sur la
glace pour étre traités immédiatement. Les extmiseiques sont obtenus selon le protocole

d’extraction de protéines décrit ci-dessus.

VI-3- Purification des protéines avec des colonnesstreptactin »

La purification des protéines a été réalisée @daiu kit « Strep.TactihPurification
Kits » (Novagen). Les colonnes sont lavées avemll@e solution de lavage. Les extraits
protéiques sont ensuite déposeés sur la colonres girbtéines sont retenues dans la colonne
grace a l'interaction streptag-streptavidin. 10dalsolution de lavage sont déposés a nouveau
sur la colonne. Ensuite, les protéines retenues @anolonne sont récupérées en 6 fractions
de 500ul de la solution d’élution. La quantité de prot&raans ces différentes fractions est
estimée par un dosage de Bradford (Protein AssayRBd) au spectrophotometre a 595 nm
et aussi par électrophorese sur gel de polyacrgu8DS. Les différentes fractions d’élution

sont conservées a 4°C.
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VI-4- Dosage des protéines par la méthode de Bradfb

La quantité de protéines dans les différents dstrabtéiques est estimée par dosage
par la méthode de Bradford « Bio-Rad Protein AsSay (BIO RAD, Minchen) » au
spectrophotometre a 595 nm. Une gamme étalon ait@é a partir d’'une protéine de
référence, la BSA (Serum Albumine Bovine) et desdéution « Protein Assay » 1X. A cet
effet, des quantités de 2, 4, 6, 8 etiffde BSA sont mélangées avec 1 ml de solution de
« Protein Assay » 1X. 1(l des différents extraits protéiques sont égaleme#langés dans
1 ml de solution de « Protein Assay » 1X. L'absadeades échantillons « Protein Assay +
BSA » et « Protein Assay + extraits protéiquestnasurée a 595 nm au spectrophotometre.
La quantité de protéines présentes dans les exfaittéiques est calculée a partir de la

gamme étalon.

VI-5- Electrophorese sur gel de polyacrylamide SDS

Les protéines sont séparées par électrophoresenelition dénaturante (SDS) sur gel
de polyacrylamide en fonction de leur taille. Lancentration en polyacrylamide du gel est de
12,5%. La séparation electrophorétique en condBD$ se déroule en plusieurs étapes dont
le montage des plaques, le coulage des gels quistena couler tout d’abord le gel de
résolution dans les plagues montées et ensuitelldayconcentration par-dessus le gel de
résolution aprés polymérisation de celui ci. Apisnontage des plagues et le coulage des
gels, les échantillons sont préparés et ceci denaigaire un mélange constitué del24les
différents fractions d’élution ou aliquots de piogs et de Gl de tampon Laemmli utilisé
pour les gels de protéines. Le tampon Laemmli estppsé de glycérol 20%, SDS 5%,
mercaptoéthanol 1%, bleu de bromophénol 0,25%, AiG$ 0,1 M (pH 6,8). Les échantillons
sont ensuite chauffés pendant 5 min a 100°C paungtére la dénaturation des protéines puis
déposeés dans les puits du gel. Le tout est déposld bac d’électrophorese dans lequel est
ajouté du tampon de migration (Tris 0,025 M, glgcih2 M, SDS 0,1%). La migration est
effectuée jusqu’a l'arrivée du bleu de bromophéaolextrémité inférieure du gel. Les
constituants des différents gels sont décrits tatableau 12.
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Tableau 12 : Composition des gels de résolution é¢ concentration.

Gel de résolution 12,5% Gel de concentration
Acrylamide 2,34 ml Acrylamide 0,5 ml
Tris HCI 1,5 M pH 8,8 1,875 mi Tris HCI 0,5 M pH&,| 1,25 ml
H>O 3,225 ml HO 3,17 ml
SDS 10% 75 ul SDS 10% 50 ul
Temed 15l Temed 15l
APS 10% 30 pl APS 10% 30ul

VI-6- Coloration des gels au bleu de Coomassi

Les gels d’électrophorése sont colorés au bleuatem@ssie. La coloration au bleu de
Coomassie consiste a mettre le gel pendant 1 dahé un bain colorant constitué de 0,25%
(p/v) de bleu de Coomassie (Brillant blue R, Signadédthanol 30% (v/v) et d’acide acétique
7% (v/v). Le gel est ensuite décoloré dans unetisolwe décoloration constituée d’éthanol
30% (v/v) et d’acide acétique 10% (v/v).

VI-7- W estern blot

Apres la migration electrophorétique des extraitdgpques, les protéines sont ensuite
transférées du gel d’acrylamide vers une membraneaitiocellulose polyvinyldifluoride
(Immobilon-PVDF) (Protran). Ce transfert electropftoque est réalisé a l'aide d'un
electroblotter (Millipore) selon les recommandasiaiu fournisseur. La solution tamponnée
utilisée pour le transfert est composée de TrimBj Glycine 40 mM, Ethanol 20%. Pour la
réalisation du transfert, un «sandwich » constidigne membrane de nitrocellulose, de
papiers Whatman « Whatman chromatography papbtaldétone, Engleterre), du gel de
polyacrylamide qui a servi de migration electropgtigue, de serviettes, est réalisé et le tout
est monté dans I'electroblotter (Figure 25). Lenstibtuants du sandwich sont préalablement
trempés dans du tampon de transfert avant le mentagres le transfert des extraits

protéigues du gel vers la membrane de nitrocelyl@smembrane est récupérée et colorée au
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rouge Ponceau pendant 2 a 5 min et ceci permegld'évl’efficacité du transfert. Le Western
blot est réalisé selon le protocole Biorad (OptNAt substrat and détection Kit). La
membrane est ensuite lavée 2 fois de suite avdXdeBS-Tween (PBS 10X, Tween 20 1%)
pendant 15 min sous agitation. Elle est ensuit@si&p dans un mélange de PBS, Tween et
lait (5%) (lait écréemé en poudre : Difco skim milkpus agitation pendant 1 a 2 h. La
membrane est de nouveau incubée dans un mélangd W&h-Lait et du premier anticorps
pendant 1 h sous agitation. Trois lavages sucees®f5 min avec du PBS-Tween sont
réalisés. La membrane est ensuite incubée danslamge PBS-Tween-Lait et du deuxieme
anticorps pendant 1 h sous agitation. Trois lavagesessifs de 5 min avec du PBS-Tween
sont effectués a nouveau. Les protéines interagissac |'anticorps sont révélées suivant le
protocole du Kit Amersham ECY® Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare
par exposition des membranes PVDF aux films « Ahsers Hyperfild™ MP » (GE

Healthcare).

pole négatif

\Péle positif
Serviette

Papier

Gel

Membrane

Q400

Figure 25 : Schéma du montage d'un transfert prot&jue.
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RESULTATS
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CONTEXTE ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

L. monocytogenesst une bactérie qui fait I'objet de nombreusesés du fait de son
pouvoir pathogéne chez 'homme et les animaux. &leégalement étudiée en raison de sa
capacité exceptionnelle a s’'adapter et a surviaesdles environnements hostiles (basse
température, forte concentration en sels L..ynonocytogenesst un pathogéne alimentaire
(Jacquetet al, 1999; Rocourt and Bille, 1997) responsable chieanime de nombreuses
infections telles que les infections foeto-matdesel des méningo-encéphalites et des
septicémies (Aurelet al, 2000; Daltoret al, 1997). Des travaux sur la régulation de PrfA et
des genes de virulence PrfA-dépendants ont monieéla protéine PrfA est régulée par
plusieurs facteurs environnementaux tels la tentperades conditions nutritionnelles et le
métabolismes de sucres (Ermola@taal, 2004; Johanssoet al, 2002; Stollet al, 2008).
Aussi, des études sur la structure tridimensioengdl la protéine ont permis de mettre en
evidence une similarité entre la protéine PrfA atptotéine Crp dé. coli (Qui nécessite
'AMPc pour étre fonctionnelle). L’hypothése propesétait que PrfA aurait aussi besoin
d’'un co-facteur encore non identifié pour étre tmrmmnelle ou que ce co-facteur pourrait
inhiber l'activité de PrfA (Eitinget al, 2005; Freitaget al, 2009; Herrcet al, 2005; Vegeet
al., 1998). De nombreux travaux ont montré que lagmrés d’hydrates de carbone tels que le
cellobiose, le glucose, le fructose, le mannoseadrd une inhibition de I'activité de PrfA et
donc de l'expression des genes de virulence Prifedéants (Datta and Kothary, 1993;
Milenbachset al, 1997; Park and Kroll, 1993). Ainsi, les systérdedransport de ces sucres
pourraient probablement étre impliqués dans lalafign de PrfA (Mertinset al, 2007;
Milenbachs Lukowialet al, 2004).

Au moment ou j'ai débuté ma these, le rble de dbfies PTS de la classe mannose dans la
régulation de PrfA et les mécanismes de régulatierces PTS n’étaient pas encore bien
élucidés. Le transporteur principal de glucose aitapas encore été identifié et peu de
données sur un possible lien entre ce transpodtls virulence chei. monocytogenes
étaient disponibles. Des études avaient préalalsiementré que l'inactivation du gemesD
(géne impliqué dans la respiration chiez monocytogengsentraine une diminution de
I'expression de 'opéromptABC(qui a été renommé opéramanLMN et une augmentation
de I'expression des génes de virulence (Laetesl, 2006). D’autres études ont par la suite
suggéré que des composants du'¥¥T&odé par I'opéromanLMN ou du PTS principal de
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cellobiose (PTS%4) seraient probablement impliqués dans la réigulate PrfA. Ils ont
également supposé que I'état de phosphorylatioretiésou EIIB jouerait un réle important
dans la régulation de PrfA (Stodit al, 2008; Stoll and Goebel, 2010). Freitag et ses
collaborateurs ont proposé comme hypothése, queletu PTS, seules ou en interaction
avec des co-facteurs non encore identifiés, pantatre impliquées dans la régulation de
PrfA (Freitaget al, 2009).

Au vu des données sur le transport des hydratead®ne et sur leur effet sur la virulence
chez L. monocytogenesi'une part, et d'autre part, du fait que le gleait le sucre
préférentiellement utilisé par la bactérie, difféies hypotheéses ont été envisagées dans ce
travail pour comprendre les mécanismes de modulaiédl'activité de PrfA:

1- Un composant de I'opérananinteragirait avec PrfA pour soit I'activer (compo$ sous
forme phosphorylée en absence de glucose), saiibér (composant sous forme non
phosphorylée en présence de glucose).

2- Un intermédiaire de la glycolyse (produit en é&xdors de l'utilisation du glucose ou
d’autres sucres inhibant I'activité de PrfA) intgirait avec PrfA pour I'inhiber.

3- Un composant du P& interagirait avec un intermédiaire de la glycol§senant ainsi
un complexe qui interagirait avec PrfA pour sdithiber (sous forme non phosphorylée), soit
I'activer (sous forme phosphorylée).

Afin de mieux comprendre la régulation de PrfA eésence de sucres, par les composants du
PTS principalement des PTS de la classe mannostifsys codés par les opéranan et

mpo, les objectifs de la these ont été centrés autesipoints suivants :

« Etudier le transport de glucose chéz monocytogeneset limplication des
transporteurs PTS de glucose (PTSPTS') et non-PTS (GlcU).

< Etudier la régulation de I'expression des génesebtes composants des P#Set

PTS"° et déterminer le role de ManR dans cette réguiatio

s Déterminer I'implication des transporteurs PTS en4#PTS de glucose dans la
régulation de PrfA.
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s Etudier les effets de l'inactivation des transparsePTS de glucose sur la virulence
de L. monocytogenedans des modelés vitro (culture cellulaire) ein vivo (modeéle

animal).

%+ Montrer des possibles interactions entre les pretdu PTS et PrfA, principalement
les composants des P8et PTY"°.

Ce travail s’inscrit dans le cadre des études mkesactions pathogene-habitat et pathogenes-
hotes visant a déterminer les différentes protéimeessaires a la modulation de la virulence
PrfA-dépendante.

Un article portant sur les différents travaux r&zdi pour répondre aux objectifs de ce travail

est mentionné ci apres.
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I- PRESENTATION DE L'ARTICLE

“Mutational analysis of glucose transport regulationand glucose-mediated

virulence gene repression irListeria monocytogenes’

Francine Aké, Philippe Joyet, Josef Deutscher diaoh& Milohanic

« Accepté a Molecular Microbiology »

Cet article décrit les travaux réalisés sur la d@regsation des différents systémes de transport
de glucose chek. monocytogeneda régulation des opéromsan et mpo codant les 2 PTS
majeurs de transport de glucose chemonocytogenest I'effet des mutationsnan mpo et

ptsl sur la modulation de I'activité de PrfA. L'effeesl mutations PTS sur l'activité de PrfA a

éte etudié en déterminant I'expression de 2 geoeisaés par PrfA (les genédy etactA).

I-1- Caractérisation des transporteurs PTS eton-PTS de glucose

Afin d'identifier les transporteurs PTS et non-Pd& glucose, différents mutants ont
été construits. Au niveau de l'opéronan: les mutantsAmanl, AmanM ; au niveau de
'opéron mpo: les mutant?dmpoA AmpoB; pour les protéines générales du PTS, le mutant
Aptsl. Pour les transporteurs non-PTS, des rechercheBLAST sur listilist ont permis
d’identifier 2 genes codant des protéines homolsguex transporteurs non-PTS (GlcU) de
glucose ches. xylosugFiegleret al, 1999) etL. lactis (Castroet al, 2009). Ces deux génes
sont situés a proximité I'un de l'autre dans leothosome IN00169: glcU1 et Imo0176:
glcU2) et codent pour des protéines montrant 50% d’itkedie séquence avec les protéines
GlcU connuesl(. lactis S. xyloxus.). Les mutants par inactivation de gegésdJ1 etglcU2
ont été construits.

Les différents mutants ont été testés pour leurad#p a croitre sur milieu minimum
contenant différentes sources de carbone et poucépacité a utiliser le glucose et ceci a été
effectué par des tests de consommation de glugadisés en présence de 1 mM glucose.
Afin de mettre en évidence l'implication des pra&s GlcU dans le transport de glucose, des
tests de complémentation hétérologues (dans unninbtacoli incapable de transporter le
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glucose) ont été effectués. Les résultats montreate PT¥?" (codé par 'opéroman) est le
systeme principal de transport de glucose dhemonocytogened.es mutantsAmanL et
AmanMmontrent une forte diminution de la consommatiergticose (1 mM). De méme, le
PTS'° contribue au transport de glucose mais avec Libéefaffinité. Le mutantAmpoA
consomme le glucose (1 mM) avec une vitesse idantigie la souche sauvage. En revanche,
le mutantAmpoBconsomme moins vite le glucose que les mutAntanL et AmanM Ce
mutant n’exprime presque plus I'opéroran ce qui explique sa faible capacité a transporter
le glucose. La différence de consommation de gliadre les mutantman et le mutant
AmpoBpeut étre considéré comme étant la contributioP@8'° au transport de glucose
(2 mM). L’effet le plus important sur l'utilisatiodu glucose, a été observé au niveau du
mutant Aptsl. Dans ce mutant, aucun PTS n’est fonctionnel. Dudae le mutantAptsl
consomme le glucose mais moins vite que le mutampoB (dans lequel le PT&" et le
PTS' ne sont pas fonctionnels) suggére qu'il y'aur&iuttes PTS également capables de
transporter le glucose. A cet effet, les génesmda PTS de la classe glucose (F4-$) et

un PTS de la classe mannose (&) ont été identifiés et sont fortement exprimésgides
mutants comportant une délétion complete de I'apénanou de I'opérormpo (Stoll et al,
2008; Stoll and Goebel, 2010). Nos résultats ordledgent permis de montrer que les

protéines GlcU pourraient transporter le glucosesra@ec une tres faible affinite.

I-2- Régulation des opéronsnan et mpo

Différents opérons de transport d’hydrates de gahoa le PTS sont régulés par des
activateurs de transcription similaires & ManRegtinécessaire pour I'expression de I'opéron
man (Vu-Khac and Miller, 2009). ManR fait partie de&gulateurs LevR-like mais les détails
du mode de régulation de ManR cheanonocytogenagstaient peu connus. Par des tests de
gRT-PCR, nous avons tout d’abord montré que I'op@énan est inductible par le glucose et
'opéron mpo serait exprimé de maniere constitutive. Nous avemsuite pu observé que,
l'activité de ManR serait régulée a trois niveaux :

a- dans un mutarfiptsl, on n’a pas d’expression de I'opéroran et par conséquent ManR
serait inactif car il n’est plus phosphorylé paPteHis-HPr sur 'histidine 506 dans PRD1.
b- dans un mutaimpoA I'expression de I'opéromandevient constitutive car ManR n’est

plus phosphorylé par la P~EIf® sur I'histidine 871 dans PRD2 et donc actif.
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c- en revanche, l'insertion d’'une cassette de ta@sie a I'érythromycine damapoA (aucun
géene de l'opérompo n'est exprimé) ou la délétion depoB, entraine une inactivation de
ManR indiquant que I'EIIB doit étre présente soasrfe non phosphorylée afin que ManR
soit actif. Ces résultats suggérent que le'¥F ®nctionnerait comme senseur de glucose qui,
synthétisé constitutivement, contrble I'expressienl’'opéronman en régulant I'activité de
ManR.

I-3- Effets des mutations PTS dans la régulatiode PrfA

Des études antérieures ont montré I'implication BUS dans la virulence de
L. monocytogeneéStoll et al, 2008). Afin de mettre en évidence des effets rdatations
ptsl, man ou mpo dans la virulence chek. monocytogenesdes tests de dosageD-
glucuronidase sur milieux liquides et solides aét alisés en utilisant la souche AML73.
Cette souche comporte dans son génome la fusitypgBs ou le promoteur du gergy est
fusionné avec le gergus; I'expression dénly est controlée par PrfA. Des tests de qRT-PCR
ont également été effectués pour estimer I'exprasde génes controlés par Pric(A et
hly). Nous avons observé que tous les mutants n'egntirplus ou exprimant peu le gene
manL (codant pour la protéine EIIAB, montrent un effet sur I'expression des génes de
virulence étudiés et par conséquent sur I'actida#éPrfA. Afin de démontrer que ces effets
observés sont di a l'activité de PrfA, plusieursiiles mutants contenant une délétion du
geneprfA ont été construits a cet effet. Les résultatsralseont permis de conclure que les
effets des mutationsm@an mpo et ptsl) sur I'expression des génes de virulence sont

exclusivement dépendants de PrfA.
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Summary

Listeria monocytogenes transports glucose/mannose via non-PTS permeasesda
phosphoenolpyruvate:carbohydrate phosphotransferasesystems (PTS). Two mannose
class PTS are encoded by the constitutively express mpoABCD and the inducible
manLMN operons. Theman operon encodes the main glucose transporter becausanL
or manM deletion significantly slows glucose utilizationwwhereasmpoA deletion has no
effect. The PTS" mainly functions as a constitutively synthesized lgcose sensor
controlling man operon expression by phosphorylating and interaatig with ManR, a
LevR-like transcription activator. EIIB ° plays a dual role in ManR regulation:
P~EIIBM prevailing in the absence of glucose phosphorylateand thereby inhibits
ManR activity, whereas unphosphorylated EIIB"™ prevailing during glucose uptake is
needed to render ManR active. In contrast tanpoA, deletion ofmpoB therefore strongly
inhibits man operon expression and glucose consumption.Zptsl (El) mutant consumes
glucose at an even slower rate probably via GlcUKe non-PTS transporters.
Interestingly, deletion of ptsl, manL, manM or mpoB causes elevated PrfA-mediated
virulence gene expression. The PT8" is the major player in glucose-mediated PrfA
inhibition because theAmpoA mutant showed normal PrfA activity. The four mutants
showing PrfA derepression contain no or only little unphosphorylated ENABM2"

(ManL), which probably plays a central role in glucse-mediated PrfA regulation.
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Introduction

Listeria monocytogenas a food-borne Gram-positive pathogen that catisesevere disease
listerosis. It can efficiently utilize glucose angs reported to take up this sugar via proton
motive force-driven transport as well as via thegghoenolpyruvate (PEP):carbohydrate
phosphotransferase system (PTS) (Christensen atidnslu1994). The PTS is a complex
sugar transport system usually composed of fiveiorproteins or domains. One of them
(ENC) is a trans-membrane protein binding the #als. Mannose/glucose-type PTSs contain
an additional integral membrane protein (EIID). Tdikher four PTS components form a
phosphorylation cascade using PEP as phosphorgrd®he general PTS protein enzyme |
(El) autophosphorylates at a conserved histidyttesand passes the phosphoryl group on to
His15 in the second general PTS component HRHiIPHPr transfers the phosphoryl group
to usually one of several sugar-specific EIIA piage which in turn phosphorylate their
corresponding EIIB. In the last step, the phosphgrgup is transferred from~EIIB to the
EllIC-bound (or EIIC/EIID-bound) sugar, which is selguently released as phospho-
derivative into the cytoplasm (Deutscletral, 2006) (see also Fig. 6).

While listerial glucose-specific non-PTS uptaketsyss have not been intensively
studied, one glucose/mannose transporting PTS dws identified in.. monocytogeneand
the closely related non-pathogenisteria innocuaand it was called Mpt (mannose permease
two) (Daletet al, 2001; Xueet al, 2005). This PTS resembles the main glucose toatesp
identified in several firmicutes, because BffAand EIIB"®" are fused to a single protein and
the corresponding operon is followed by a homologugmanQ This gene encodes a protein
of unknown function and is usually associated \lignmanoperon of firmicutes (Asanumet
al., 2004; Castret al, 2009; Cochtet al, 2003; Lortieet al, 2000; Yebreaet al, 2006). Due
to their similarity to the glucose/mannose operonother firmicutes, we call the genes
Imo0096 to Imo0098 encoding thel.. monocytogene®TS™" (former PTS™) manLMN
thereby following the established nomenclature tfog glucose/mannose operon in other
firmicutes. Compared to the EIID components spedifir fructose (Mazéet al, 2004),
sorbose (Yebrat al, 2000) or gluconate (Brockmeiet al, 2009), the EIID component of
the PTE?" contains an insertion of about 30 amino acidseclosthe C-terminus (Yebret
al., 2006). Expression of this operon is induced lmcgse and mannose (Datdtal, 2001)
and it was suggested to encode the mijanonocytogeneglucose PTS (Stoll and Goebel,
2010).
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Expression of the listeriahanLMNQOoperon is controlled by several regulators. The
operon is preceded by a gene coding for a reguldigiantly related to Crp/Fnr. Indeed,
inactivation of this gene k. innocua(lin0142 Imo0095for L. monocytogengsstrongly
inhibited manL expression and therefore provided resistance tebacins (Xueet al,
2005). Inactivation ofesD, which encodes the response regulator of a twgpoment system
controlling respiration andydA expression, also significantly diminishetanL expression
(Larsenet al, 2006). Expression of theman operon apparently occurs from a -12, -24
promoter and therefore requires* (RpoN) (Arouset al, 2004a; Dalett al, 2001). The
corresponding enhancer DNA binding protein was tified to be ManR (Dalegt al, 2001),

a transcription activator resembling LevR frdBacillus subtilisand Lactobacillus casei
which each contains two PTS regulation domains (§RDeutscheet al, 2006). Indeed,
mutations altering the potential PTS phosphorytasites in the two PRDs of ManR affected
man operon expression (Xue and Miller, 2007), sugggstimat similar to LevR, ManR
regulation occurs via phosphorylation by PTS prtei

In contrast to most PRD-containing regulators, ttenRgene is not located close to
themanoperon, but precedes an operon encoding the psatéia second mannose-type PTS.
This PTS was callednpo (for mannose permease one) (Araetsal, 2004b), and it has
recently been established that this system cantedssport glucose and mannose (Stoll and
Goebel, 2010). Thenpo operon is composed of the four gemegoAto mpoD (Imo0781
0784 and encodes one of the four glucose/mannoseRyi& present .. monocytogenes
(Barabote and Saier Jr, 2005; Glaseral, 2001; Stoll and Goebel, 2010). Homologous
proteins of PT¥*" and PT&" exhibit between 59 and 75% sequence similaritye fipo
operon was also thought to be controlled by Mangtabse it contains a potential -12, -24

promoter sequence almost identical to that of than operon (ttggcaagtttttgcgt and

ttggca@gaacttgcgarespectively). However, in a global analysis thaation of rpoN did not

affect expression of theapo genes (Aroust al, 2004a), arguing against ManR controlling
mpo expression. Indeed, deletionmanRin strain EGD-e had no inhibitory effect ampoA
expression but almost completely preventeah transcription (Stoll and Goebel, 2010; Vu-
Khac and Miller, 2009). Mutations in thpo operon can also lead to partial resistance to
bacteriocins, but the effect was claimed to berexi Disruption of mpoAwas reported to
lower the expression of thean genes, which in turn was thought to be respongdriehe
observed partial bacteriocin resistance (Areual, 2004b).

Most L. monocytogenesgirulence genes are organized within a pathoggnisiand,

which is absent from the non-pathogehicinnocua Expression of these virulence genes
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depends on the transcription activator PrfA (Scattal, 2007), a Crp/Fnr-like regulator
mainly responsible for the saprophyte to pathogensition of this organism (Freitag al,
2009). In addition to pH (Behari and Youngman, 1998&mperature (Leimeister-Wachtsr
al., 1992) and general nutritional conditions (Lehal, 2009), efficient sugar metabolism
provides another environmental signal regulating éxpression of virulence genes Lin
monocytogenedA correlation between carbon metabolism and gimoé gene expression has
been reported for several other pathogens su@traptococcus pyogenéalmengoret al,
2007) andBrucella melitensigDozot et al, 2010) (for reviews, see (Eisenreiehal, 2010;
Poncet et al, 2009; Sonenshein, 2007). Growth bf monocytogeneson efficiently
metabolized carbon sources such as glucose, aedl@biructose, etc., lowers the expression
of several virulence genes (Milenbachks al, 1997; Park and Kroll, 1993). Catabolite
repression of virulence genes does not alter theuatrof PrfA in the cells, but affects PrfA
activity (Klarsfeld et al, 1994; Milenbachset al, 1997; Renzonket al, 1997; Vazquez-
Boland et al, 2001). In addition, virulence gene repressionds mediated via the classical
CcpA/P-Ser-HPr mechanism operative in firmicutescause it persists in @pA mutant
(Behari and Youngman, 1998a). Nevertheless, preéinyi experiments suggest that PTS
proteins play a crucial role in this repression haggsm (Herrcet al, 2005; Mertinset al,
2007). A phosphorylation state-dependent interactb one or several PTS proteins with
PrfA was proposed to control its activity.

We here demonstrate thatlinmonocytogenethe PT$" is the major transporter for
glucose followed by the PT®. In addition, we report that components of B¥Sontrol the
expression of thanan operon. For reasons not understood, previouslgiedumutants
carrying a deletion of the entirapooperon or polar insertions mpoAexhibited pooman
operon expression. We here demonstrate that delefimnly mpoAleads to the expected
constitutive man expression. We also demonstrate that ManR requirgghosphorylated
EIIBMP in order to be active. The PY® functions as a glucose sensor, which uses ManR to
translate its received signal into regulationn@dn operon expression. We further show that
four mutants containing no or only little unphosphated ENAB"" (ManL) exhibit
derepressed PrfA-dependent virulence gene expresiinally, we identify three potential

non-PTS glucose transporters, which do not segptaioa role in PrfA regulation.
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Results

Effects of deletion of theangenes ormanand mpooperon expression

Expression of thenanoperon is controlled by several regulators, iniclgdManR (Xueet al,
2005; Xue and Miller, 2007), a LevR-like protein ntaning several potential
phosphorylation domains: two PTS regulation dom&RRDs), an EIIB® and an ElIA"™"

like domain. Phosphorylation of these transcriptamivators in PRD2 (His871 in ManR)
requires El, HPr and the corresponding EIIA andBEtbmponents. This phosphorylation
lowers the activity of the transcription regulatod its absence therefore leads to induction of
the genes encoding the corresponding PTS protMastif-Verstraeteet al, 1998; Mazéet

al., 2004). Replacement of His871 in the PRD2 doméib. annocuaManR with an alanine
caused indeed constitutieanexpression (Xue and Miller, 2007), but it remainadknown
which mannose type PTS components are requireMé&mR phosphorylation and little was
known about the regulation ohpo expression. We therefore tested by quantitativerse
transcription PCR (QRT-PCR) whether deletiom@nL or manMin L. monocytogenestrain
AML73 would have an effect oman or mpo operon expression. Indeed, expression of the
truncatedmanoperon in glucose-growAmanL andAmanM mutants was 6- to 8-fold higher
than in the parental strain AML73 (tested withanM and manlL-specific primers,
respectively) (Fig. 1A), suggesting an autoregatatof the PT¥™. In addition, glycerol-
grown AML73 cells contained 17-fold lessanmRNA than glucose-grown cells, confirming
that expression of thie. monocytogenesan operon is inducible by the presence of glucose
(Fig. 1A). Glycerol-grown wild-typeAmanL andAmanMstrains produced low levels pfan
transcripts compared to glucose-grown strains. dntrast, mpo operon expression was
constitutive and even slightly repressed by thesgmee of glucose, because glycerol-grown
wild-type cells contained about 3-fold higher lesvef mpomRNA than glucose-grown cells.
In line with this resultmpo expression in thémanL and AmanM mutants, which utilize
glucose less efficiently, was also significantlgw@ted compared to the wild-type strain (2- to
3-fold) (Fig. 1A).

Antagonistic effects ahpoA andmpoB deletion ormanoperon expression

Polar insertions impoA(Arous et al, 2004b) or deletion of the entirepooperon (Stoll and
Goebel, 2010), which encodes a second glucose/martgpe PTS (PT%°), were reported
to lower man operon expression. We also constructedrgoA insertion mutant with polar
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effects on the expression wipoBCDgenes and this mutant indeed exhibited no exmesdi
the mpoA downstream genes and low expression of rten operon (data not shown).
Components of the P1T® therefore seem to control the activity of the Lédike
transcription activator ManR, the major regulatbth@ manoperon (Stoll and Goebel, 2010;
Vu-Khac and Miller, 2009). However, LevR proteinge &known to exhibit constitutive
activity when the corresponding sugar-specific PE&mponents necessary for their
phosphorylation at PRD2 are inactivated (Martinstexeteet al, 1998; Mazéet al, 2004).

In order to better understand the role of the ¥¥®omponents in ManR regulation and
consequentlyman operon expression, we constructed mutants carrgingletion of either
mpoA or mpoB Interestingly, deletion ompoA led to constitutive expression of timean
operon. Independently of whethAmpoAwas grown on glycerol or glucose, it contained
similar high levels oman mRNA. In order to be sure that the constitutiveqdtype caused
by thempoAmutation was indeed mediated via ManR we constduatenpoA manRlouble
mutant. Deletion omanRcompletely prevented constitutive as well as gheemducednan
operon expression iIAMpoA indicating that the effects ahpo mutations onman operon
expression are indeed mediated via ManR.

In contrast tompoA deletion ofmpoB strongly diminishednan operon expression
even in glucose-grown cells (Fig. 1B). According®T-PCR experiments, tlrepoBgene is
normally expressed idmpoA (tested withmpoBspecific primers) (data not shown), but
EIIBMP is not phosphorylated iAmpoA owing to the absence of EIYR® (see Fig. 6). In
contrastmpoBtranscripts are not detectable in thpoAinsertion mutant FA1027 (see Table
2) and are of course absent frakmpoB (data not shown); both strains exhibit lonan
operon expression. These results therefore sudgaestManR requires unphosphorylated

ENIIBMP to be functional.

Complementation of thédmpoB mutant with variousnpoBalleles

In order to confirm that unphosphorylated BfP8 is required for ManR activation we
complemented thédmpoB mutant with the wild-type and thewpoBH14A allele, which
encodes a mutant EIM8° in which the phosphorylatable His14 is replacedhva non-
phosphorylatable Ala. ThAmpoB mutant complemented with the empty pAT18 exhibited
only weakman operon expression (data not shown). Complementatioh the wild-type
mpoBallele restorednan expression during growth on glucose to almoststiime level as

observed for the wild-type strain AML73. In contrdew manexpression was detected when
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the complemented strain was grown in the presehgb/cerol (Fig. 1C), thus confirming the
inducible phenotype. When tlenpoBmutant complemented with the vector containing the
mpoBH14A allele was grown on glucose it exhibited lofifstronger expression of tinean
operon thanAmpoB complemented with wild-typenpoB Unphosphorylated EIB® is
therefore necessary for ManR activation. In fagpression of thenan operon in the strain
complemented with theapoB-H14A allele is constitutive because it was alsg/\strong when
the strain was grown in the presence of glycerbé Gonstitutive phenotype probably owes to
the absence of the inactivatingEIB""°-mediated phosphorylation of ManR at His871 (see
Fig. 6) (Xue and Miller, 2007).

Deletion of theptsl gene lowersnanoperon expression

El is encoded by thptsl gene (Christenseet al, 1998) and it is one of the two general PTS
proteins (Deutscheet al, 2006). While proteobacteria frequently possess on more
homologues or paralogues of El, firmicutes usuedigtain only a single EI, which serves in
the phosphorylation cascade for all different stgpaecific PTS. Its inactivation therefore
leads to a complete loss of PTS transport functi@vR-like transcription activators also
become phosphorylated by PEP, EI and HPr. Thispitwsglation is necessary to render the
transcription regulator active (Martin-Verstraeteal, 1998; Mazéet al, 2004). We therefore
tested whether inactivation of EI would have are@ffonman operon expression. Indeed,
deletion of theptsl gene significantly lowered the expression of ti&n operon in glucose-
grown cells (Fig. 1D). In contrasppooperon expression in glucose-grootsi mutant was
about 2-times higher than in glucose-grown wildetypells (Fig. 1D). Mutations imptsl
usually exert two opposing effects on PRD-contagniegulators. In the case of ManjRsl
deletion prevents the stimulating ManR phosphoigtaby P-His-HPr at His506 and the
inhibiting phosphorylation by FEIIBMP at His871. The above results establish that sirtsla
LevR (Martin-Verstraeteet al, 1998; Mazéet al, 2004), inhibition of ManR caused by the
absence of phosphorylation by-His-HPr seems to dominate over the activating éffec

resulting from the absence of phosphorylation & IB"°.

Growth studies and glucose consumption assaysmatih mpoandptsl mutants
In order to determine the effect of the variousatiohs on glucose utilization, we carried out
growth studies and glucose consumption assays swilged in Experimental procedures.

When grown in minimal medium (MM) complemented whmM glucose, significant
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differences in the growth behaviour could be obsér{Fig. 2A). The wild-type andmpoA
mutant exhibited the fastest growth followed by AmeanLandAmanMmutants. ThédmpoB
mutant grew even more slowly and very slow growdswbserved for th&éptsl mutant. The
observed differences were mainly due to slower gnaduring the first 10 h. The differences
diminished by increasing the glucose concentratonl0 and 15 mM and completely
disappeared at 25 mM, except for thetsl mutant (Fig. 2B, C and D). Thiptsl mutant
always exhibited a very long lag phase of aboutdl@5 h before it started to grow. This
delayed growth does not seem to be due to slowlheldping pseudo-revertants or
contaminants, because we isolated 5 clones froaoitare (MM with 25 mM glucose) of the
Aptsl strain approaching stationary phase, which weicaefl to beL. monocytogenegtsl
deletion mutants by carrying out PCR with apprdprigrimers and sequencing the amplified
products. In addition, when these clones were agaown in MM supplemented with
glucose, they all exhibited the lag phase charatiefor theAptsl mutant. The lag phase was
also observed when an aliquot from an exponentiaée culture in BHI medium was used to
inoculate fresh BHI medium. The doubling time oé fiptsl mutant was also significantly
longer than that of the wild-type strain. Even &tr@M glucose, exponential growth was
about 2-fold slower than with the wild-type strgiig. 2D). Similar to other firmicutegts|
deletion prevented growth on MM containing glycefdata not shown), probably because
glycerol kinase needs to be activated by EI- and-¢#Ralyzed phosphorylation at a
conserved histidyl residue (Darbehal, 2002). All other mutants grew on glycerol as fast
the wild-type strain (data not shown).

Results typically obtained during consumption assayth 1 mM glucose are
presented in Fig. 3A. The mean values and stardian@tions calculated from 7 independent
experiments for glucose-grown wild-typ&manL and AmanM strains and from at least 4
independent experiments for all other mutants d&@wa in Fig. 3B. We observed that
deletion of eithemanL or manM strongly slowed glucose utilization by glucosevagnocells
compared to the glucose-grown wild-type strain (R4 and B). In contrast, deletion of
mpoAhad no significant effect on glucose consumpt®nS’®" therefore seems to be the
main glucose transporter In monocytogenedVhen theAmpoA mutant was pre-grown on
glycerol in place of glucose it also exhibited gtrate of glucose consumption (data not
shown). The efficient glucose utilization by theyadrol-grownAmpoA mutant is probably

due to its elevated constitutimeanexpression (Fig. 1B).
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In contrast, thékmpoBmutant expresses tinganoperon only at a very low level (Fig.
1B) and glucose-grown cells therefore exhibited/@hbw glucose consumption (Fig. 3). The
observed difference in glucose consumption betwseanL and AmpoB mutants therefore
probably reflects the contribution of P8 to glucose uptake. The strongest inhibition of
glucose consumption was observed forApésl mutant, which nevertheless was still capable
of slowly utilizing glucose and to moderately groen MM containing glucose at
concentrations of 15 mM or higher (Fig. 2). monocytogenesust therefore contain non-
PTS glucose transporters with low glucose affinucose consumption by tidgpts| strain
was significantly slower than that observed for AimepoB mutant (Fig. 3), which produces
very little PT$™ (Fig. 1B) and lacks a functional P¥%. This difference suggets thht
monocytogenesontains one or more additional glucose-transpgri?TS, as was indeed
recently reported (Stoll and Goebel, 2010), whicbbpbly account for the more efficient

glucose consumption lympoBcompared t@dptsl.

Inactivation of genes encoding presumed non-PTE&ogkitransporters and their functional
expression ifEscherichia coli
A BLAST search on ListiList Http://genolist.pasteur.fr/ListiLigt/ revealed thatlL.

monocytogenepossesses three genes encoding homologues @&taphylococcus xylosus
(Fiegleret al, 1999) and.. lactis (Castroet al, 2009) non-PTS glucose/mannose transporter
GlcU. Two of them are located close to each othmo@169 and Imo017§ and encode
proteins with about 50% identity to known GlcU mros. The third potential glucose
transporter is encoded iyo0424and exhibits only about 35% identity to known Géclh
order to determine whether the three potential monocytogeneson-PTS glucose
transporters GlcU1Irh00169, GlcU2 (mo017§ and GlcU3 mo0424 can transport glucose,
the corresponding genes together with their ribasbmding site were cloned into the vector
pSU18c and the resulting plasmids were subsequasdyg to transform the glucose-negative
E. coli AptsHIcrr mutant LJ140 (Pimentel-Schmat al, 2009). Indeed, transformation with
either theglcU1- or theglcU2-carrying pSU18c plasmid, but not with empty pSUldlowed
slow glucose fermentation by LJ140 on MacConkeyragktes when the glucose
concentration was 15 mM. At 25 mM glucose, fermeomaby theglcU-expressing strains
was as efficient as iB. coli strains containing an active glucose PTS (Fig. Egpression of
glcU3in theE. coli AptsHIcrr mutant LJ140 allowed slow glucose utilization oatys5 mM

glucose (data not shown). GlcUl and/or GlcU2 wérerdfore assumed to be primarily
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responsible for the observed glucose uptake by theonocytogeneAptsl mutant and we
tested whether inactivation gfcU1 or glcU2 would have an effect on glucose transport. We
observed that the growth behaviour of the iU mutants and their glucose consumption
activity were very similar to those of the wild-gstrain (data not shown). These results
suggest that under the conditions tested the Glaldbw affinity glucose transporters do not
significantly contribute to glucose uptake. Thiswsaption was further supported by results
obtained withdmanL glcUland4manL glcU2double mutants, which grew as slowly as the
AmanLsingle mutant in MM containing 5 or 10 mM glucdgata not shown). Unfortunately,
we did not succeed in constructing fyatsl glcU double or triple mutants or tigptsl glcU1
glcU2 glcU3 quadruple mutant, which would have allowed us ttemheine whether one or
several of theL. monocytogene§icU-like proteins are indeed responsible for giew

glucose transport activity observed in tkgsl mutant at elevated glucose concentrations.

Effect of thanan mpoandptsI mutations on the expression of Alyrgusfusion

Although repression of virulence gene expressioglbgose and other rapidly metabolizable
carbon sources is not mediated via P-Ser-HPr/CE&¥S components nevertheless seem to
play a major role in this regulatory process (Hestoal, 2005; Mertinset al, 2007). We
therefore tested the effect of the various mutation the activity off3-D-glucuronidase
produced from a fusion of the PrfA-controllddy promoter to theB-D-glucuronidase-
encodinggusgene (lly-gug in strain AML73 (Behari and Youngman, 1998b). AFA.and
the different mutants derived from it were grownetqgonential phase in MM containing 5,
10 or 25 mM glucose (Fig. 4) and on solid MM coniiag) glucose between 2.5 and 55 mM
(Fig. 5). Interestingly, deletion of th@anL or manM gene caused an approximately 6-fold
increase of3-D-glucuronidase activity when the cells were grotwnexponential phase in
liquid MM supplemented with 5 mM glucose. At highgtucose concentrations, derepression
of Phly-gusexpression was weaker (2- to 5-fold). Stronglywated mly-gusexpression was
also observed when tiamanL mutant was grown on solid MM complemented withcglee

at concentrations between 2.5 and 20 mM (Fig. %)higher glucose concentratiogsis
expression was repressed to the level of the wpe-strain. Interestingly, when tiAgnanM
mutant was grown on solid MM it exhibited slighdievated Rly-gusexpression only at 2.5
and 5 mM glucose. In liquid medium, thenpoBmutant showed 7- to 12-fold elevat@dD-
glucuronidase activity (Fig. 4). It also exhibitedry stronggus expression when grown on

solid MM containing 5 mM glucose, but was repressedild-type level at 15 mM or higher
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glucose concentrations (Fig. 5). In contrast, wine\pts| mutant was grown on solid MM it
showed elevatefl-D-glucuronidase activity over the whole range hfcgse concentrations
and the highest activities were usually observe2baand 50 mM. Similarly, when grown in
liquid MM Phly-gusexpression in thAptsI mutant was 2-fold elevated at 5 mM glucose and
increased to about 8-fold at 25 mM glucose (FigGlucose uptake via one or several of the
low affinity GlcU-like glucose transporters allowfficient growth of the\ptsl strain only at
glucose concentrations higher than 10 mM (Fig. Thle weakf-D-glucuronidase activity
measured at low glucose concentrations therefarbaty results from the poor growth of
this mutant under these conditions. Finally, deleibf mpoAhad no significant effect of-
D-glucuronidase activity, which on solid and indid media was similar to that measured
with the wild-type strain AML73 (Fig. 4 and 5). Slarly, disruption ofglcUlor glcU2 did

not affect Rly-gusexpression, neither in liquid nor on solid medlaté not shown).

The stimulating effect of thmanL, manM mpoB and ptsl deletions orPhly-gusexpression
requires functional PrfA

The expression of most virulence genek.imonocytogenedepends on PrfA, a Crp/Fnr-like
transcription activator. We nevertheless wantedexealude the possibility that glucose
repression might be mediated via PrfA-independdgt expression and therefore tested
whether the observed derepression in some mutaqtsres functional PrfA. Starting from
strain AML73 we constructed arfA deletion strain as well aAprfA double mutants
containing also deletions of eitheranL, manM mpoBor ptsl. In the wild-type strain as well
as in theAmanL mutant, deletion oprfA caused a complete loss ofhlfrgus expression
independently of whether the cells were grown quill or on solid medium (Fig. 4 and 5).
Identical results were obtained with the other éhdeuble mutants (data not shown). These
results confirm that the stimulating effect of thmanL, AmanM AmpoBandAptsl mutations

ongusexpression is mediated via PrfA.

Effect of theanan mpoand ptsideletions on the expression of virulence genes

In order to confirm the observed stimulating effetctertainpts mutations on PrfA-controlled
hly expression, we also measured the level of exmmessi two PrfA-controlled virulence
genes,actA and hly, by gRT-PCR. Compared to the wild-type strain AMLZ8ongly
elevated expression bty andactA (up to 200-fold) was observed with thenanl, AmanM

and AmpoB mutants when they were grown to exponential pia$¢M containing 5, 10 or
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25 mM glucose (Table 1). The weakest stimulatingat$ were observed for thsmanM
mutant, the strongest for tiempoBstrain. Similar to the expression of thielyPgus fusion,
increased virulence gene expression depended @ Petause it was completely absent
from the AprfA mutant and theAmanl/AprfA double mutant (Table 1) as well as the
AmanMAprfA and AmpoBAprfA mutants (data not shown). TienpoA mutant exhibited
virulence gene expression similar to the wild-tygteain (Table 1). Surprisingly, théptsl
mutant did not exhibit elevated expression of theulence genes. Because this was
contradictory to the results obtained with the reggrogene fusion, we carried out gRT-PCR
experiments an@-glucoronidase assays with cells from the sameu@ylout again obtained
contradictory results. It therefore seems thahe¥§ptsl mutant the virulence-specific mRNA

must be rapidly degraded during RNA preparation.
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Discussion

In L. monocytogeneggrowth on efficiently metabolized carbohydratests as glucose and
cellobiose, exerts a repressive effect on the espya of not only catabolic operons but also
certain virulence genes (Behari and Youngman, 19B8thmet al, 1999; Milenbachet al,
1997; Park and Kroll, 1993). PTS components seepiayp a major role in the regulation of
virulence gene expression, but the molecular detdithe underlying mechanisms remained
obscure. We therefore characterized transport mgstatalyzing the uptake of glucose and
studied their impact on virulence gene expression.

So far, two PTS of the mannose class (F*fand PT$"°) and one PTS belonging to
the glucose family (PT% ™, Imo0027 have been shown to contribute to glucose tramspor
L. monocytogenefDaletet al, 2001; Stoll and Goebel, 2010). Theo operon is preceded
by themanRgene, which encodes the main regulatomaih operon expression (Xuet al,
2005), a LevR-like transcription activator. Thesgulators are controlled by phosphorylation
via PTS proteins and the absence of phosphorylétyahe corresponding sugar-specific PTS
proteins leads to constitutive LevR function (Deberet al, 2006). It could therefore not be
explained why almost nanan expression occurred iAmpoABCD deletion andmpoA
insertion mutants (Aroust al, 2004b; Stoll and Goebel, 2010). In order to ustird this
discrepancy we studied the effect mpo mutations onman expression in more detail. In
contrast tompoA insertion, in frame deletion aihpoA caused the expected constitutive
expression of thenan operon. Constitutivenan expression was also observed when His871
in PRD2 of ManR froniL. innocua(the two listerial ManR exhibit 98% amino acid seqce
identity) was replaced with an Ala (Xue and Mill@éQ07) or when thenpoBdeletion strain
was complemented with thepoBH14A allele. In contrastnanexpression was inducible in
the AmpoBstrain complemented with the wild-type allele (BD). It is therefore likely that
the absence of ManR phosphorylation byERBMP in the mpoB deletion strain
complemented with thenpoBH14A allele leads to constitutivean expression. Based on the
results reported by (Xue and Miller, 2007) and an kesults as well as in analogy with the
regulation of LevR proteinfMartin-Verstraeteet al, 1998; Mazéet al, 2004), we propose
that His871 in PRD2 is the site of the inhibitorgosphorylation by FEIIBMP (Fig. 6).
Unexpectedly deletion ahpoBstrongly inhibited expression aianLMN which nevertheless
explains why in contrast to the constitutidenpoA strain thempoAinsertion mutant with

polar effects on the downsteam genes dkngpoABCDmutant (Stoll and Goebel, 2010)
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exhibit poorman operon expression. Apparently, induction of than operon requires not
only the absence of phosphorylation at His871 ofnRla but also the presence of
unphosphorylated EI°, which possibly interacts directly with ManR (Fig). In L.
monocytogenes both ManR-activating conditions are accomplishetien glucose is
transported via the PT&°. We obtained results that similar ko monocytogenesanR B.
subtilis MtIR also requires activation by the EMB domain. Inactivation of EIIX" caused
constitutivemtl operon expression (Joyet al, 2010), while the additional deletion of the
ENB™" domain strongly diminished MtIR activity (P. Joyand J. Deutscher, unpublished
results). In addition, the EIIB domain of tlke coli B-glucoside transporter BglF has been
reported to interact with BglG, a PRD-containingtitenminator (Lopianet al, 2003).
Activation of PRD-containing regulators by inteiaotwith EIIB domains might therefore be
a frequently used mechanism.

Replacement of His506 ih. innocuaManR with Ala lowers its activity (Xue and
Miller, 2007). We observed that deletion sl also leads to lownan expression. It was
therefore tempting to assume that, similar to LeuBteins, ManR requires activation via
phosphorylation by the common PTS proteins El aitt EDeutscheret al, 2006). When
phosphorylation of LevR by-+Mis-HPr was prevented, expression of lgeoperon dropped
about 100-fold (Mazét al, 2004; Stilkeet al, 1995). Based on previous studies (Stoll and
Goebel, 2010; Xue and Miller, 2007) and our resiilts likely that ManR controls the
expression of thenanoperon in response to phosphorylation via El afdt & His506 and
via El, HPr, EIIA"™ and EIIB"™ at His871 as well as in response to the presefice o
unphosphorylated EIB°. In this new type of PTS-mediated regulation tA&®° functions
as a glucose sensor regulating the expressioneah#imoperon by using ManR as a signal
transducer (Fig. 6).

We identified the PT$" as the major glucose transporter, because AmignL and
AmanM but not theAmpoA mutant, were significantly impaired in glucoseligétion. The
contribution of the PT¥* to glucose uptake was not knwon before becauseemsioned
above, allmpomutants studied so far were lacking Eff8and therefore exhibited very low
man expression and consequently utilized glucose sintdaman mutants. Interestingly,
deletion ofmanL or manM caused significantly elevated expression of thedatedman
operon (6- to 8-fold). This indicates an autoregiolaof the man operon, which might be
mediated via ManR: ManR iman mutants lacking the main glucose transporter might

more efficiently phosphorylated by EI and HPr as%Qi6 than in a wild-type strain and

126



therefore be hyper-active. Alternativelynan autoregulation might be mediated via the
Crp/Fnr-like regulator encoded by the gene locafestream from thenanoperon [mo0095

or via the two-compoenent system ResD/ResE. Irgtadiv oflmo0095(Xue et al, 2005) and
of resD (Larsenet al, 2006) lowersnanoperon expression.

A L. monocytogeneAptsl mutant cannot transport any carbon source viaPh8.
Nevertheless, thAptsl strain grew moderately on MM only when it was depgented with
glucose at concentration of 15 mM or higher, butstoned 1 mM glucose about 10-times
slower than the wild-type and about twice as slewheeAmpoB mutant. The difference in
glucose consumption betweAmpoB (very low manexpression anthpoinactive) and\ptsl
suggests that firstli. monocytogenesontains one or several other glucose-transpoRing.
Indeed, Imo0027 encoding PTS%1, but alsolmo1997Imo2000-2002encoding another
mannose class PTS, were overexpressé&inanLMNandAmpoABCDmutants grown at 10
mM glucose (Stoll and Goebel, 2010). In additionhigh concentrations glucose might be
taken up via one of the cellobiose-like PTS, asbeen demonstrated far lactis (Castroet
al., 2009), or via the fourth listerial PTS belongioghe mannose family (Barabote and Saier
Jr, 2005; Glaseet al, 2001). Secondly, the observed growth of Ap¢sl mutant at 15 mM
glucose indicates that this organism contains onenore non-PTS glucose transporters.
Indeed,L. monocytogenegossesses three genes encoding proteins witHisagisequence
similarity to mannose and glucose transporting Gbctteins from other firmicutes (Casted
al., 2009; Fiegleret al, 1999). Inactivation ofgylcUl or glcU2 had no effect on glucose
consumption or growth on glucose-containing MM. Bigheless, complementation of a
glucose-negativeE. coli strain with glcU1 or glcU2 allowed fermentation of glucose at
concentrations of 15 mM or higher. Similarly, themonocytogeneptsl mutant requires 15
mM glucose for moderate growth. At 25 mM glucoserfentation by the complementéd
coli strains was as efficient as in a wild-type strabicU1l and GlcU2 therefore seem to
transport glucose with relatively high efficiencput low affinity. When an identical
experiment was carried out witlicU3, slight glucose fermentation by the complemeried
coli strain occurred only at 55 mM glucose, indicatthgt this transporter has very low
affinity for glucose.

Because utilization of glucose and other efficignthetabolized carbon sources
represses the expression of several virulence gétiemnbachset al, 1997; Park and Kroll,
1993), we also measured the effect of the variougations on the activity of the virulence

gene regulator PrfA. Indeed, several mutationsahajnificant impact on the expression of a
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PrfA-controlled reporter gene. This effect disappdawhenprfA was deleted in these
mutants. The stimulating effect is therefore dud’téA derepression. Deletion ofianL or
manM caused a strong increase dflyPgus expression when the cells were grown in MM
containing 5 mM glucose. PrfA derepression dimiattat higher glucose concentrations.
The AmanL, AmanMandAmpoBmutants also exhibited derepressed PrfA activiiemvgRT-
PCR experiments witlhly- and actA-specific primers were carried out. ElevatelalyRyus
expression was also observed when AnganL strain was grown on solid MM containing
glucose at concentrations between 2.5 and 20 mMoAgh deletion omanLandmanMhad
similar inhibitory effects on growth on glucose-taning MM and on glucose consumption,
manM deletion generally caused a significantly weakandatory effect on PrfA activity,
especially on solid medium. This result shows thertepression of PrfA activity caused by
manL deletion is not solely due to slow glucose uttiiza, but results at least partly from the
absence of unphosphorylated EIN&B. This form of EIIAB'" is assumed to prevail during
growth on glucose (Hogemat al, 1998), a condition known to repress PrfA activity
(Milenbachset al, 1997; Park and Kroll, 1993). Nevertheless, wiA@manM is grown on
glucosemanLis overexpressed (Fig.1A) and the resulting lang®unts of EIIAB"" should
lower PrfA activity. However, up to 5 mM glucose shof the EIIAB'" is probably present
in phosphorylated form, because glucose is takeniaiP TS or other low affinity PTS
(Fig. 2 and 3) and PrfA is derepressedERABM?" is assumed to exert no repressive effect
on PrfA activity (Fig. 6). At higher glucose contettions PT8P transports glucose almost
as efficiently as PT$". The rapid PT%°-mediated glucose transport and phosphorylation in
the manM mutant will lower the amount of-is-HPr; P~EIIAB™2" will therefore be partly
dephosphorylated to EIIAB", which might inhibit PrfA.

In-frame deletion ofmpoA did not lead to derepression of PrfA. In contrdbg
AmpoB strain exhibited very stronf}-glucuronidase activity on solid as well as in ldju
media and very highly andactA expression. Again, PrfA derepressionAmpoBcoincides
with low amounts of EIIAB". When grown in liquid medidympoBproduces very littlenan
MRNA, whereasAmpoA slightly overproduces it compared to the wild-tygteain. PrfA
activity in thempoB mutant is repressed when grown on solid MM withrentihan 10 mM
glucose, but is derepressed in liquid MM up to 29 glucose as shown by both tReD-
glucuronidase assay and gRT-PCR experiments. Biftas in expression of tiheanoperon
during growth on solid and in liquid media mightaant for these discrepancies. Repression

of PrfA activity in AmanL grown at higher glucose concentrations might bhesed by the
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EIIA/EIIB components of the PT%°. Another PTS of the mannose family (P*#%4,
Im01997Imo02000-2002 might also be involved in PrfA repression at eled glucose
concentrations, because it was reported to be @dlicAmanLMNandAmpoABCDmutants
grown at glucose concentrations higher than 10 r8Ml(and Goebel, 2010). The EIIA/EIIB
components of this PTS exhibit 47% and 58% sequsinaiarity, respectively, to EIIAB".
This hypothesis is in agreement with the obsemati@t in theAptsl mutant, which also
expresses low levels oian mMRNA and additionally is unable to take up any Bl8ar,3-
glucuronidase activity was elevated over the whatge of glucose concentrations tested (2.5
to 55 mM). PrfA activity was even stronger at higlgducose concentrations, which is
probably due to more efficient growth of théptsl strain under these conditions.
Unexpectedly, elevated expression of the virulegmeeshly andactA could not be observed
in the Aptsl mutant when carrying out gRT-PCR assays after gjranvglucose-supplemented
MM. Contradictory results were also obtained wled-glucuronidase assays and qRT-PCR
experiments were carried out with cells from thenesagrowth culture. However, in BHI
medium an approximatelyl0-times higher levelhbf transcripts was detected in thetsl
mutant compared to the wild-type strain (data hota).

In conclusion, all our mutants exhibiting derepessBrfA activity contain either no or
very little unphosphorylated EIIAB". This holds also for a previously describesD
mutant, which had lost not onlynanL expression but also the repressive effect of
carbohydrates on virulence gene expression (Laesal, 2006). It is therefore likely that
EIIABM®" plays a major role in PrfA regulation in resporisecarbon source availability.
Indeed, EIIAB™" has been shown to be involved in carbon catabokferession in
Streptococcus mutangZeng and Burne, 2010). Ih. monocytogenssrepressing carbon
sources do not alter the intracellular amount dAPut affect its activity (Klarsfelcet al,
1994; Milenbachset al, 1997; Renzoniet al, 1997; Vazquez-Bolanat al, 2001). We
therefore propose a model, in which the constituypebduced PT¥® functions as a sensor
for the availability of glucose. When glucose iggent, the PT¥° activates ManR in a two
step process including dephosphorylation of ManRH#&871 and the formation of
unphosphorylated EI°. Glucose is mainly transported via the P¥Sand EIIAB™" is
therefore present mainly in the unphosphorylatethfavhich prevents PrfA from binding to
its target sites, the PrfA boxes (Freitagal, 1992), either by directly interacting with the
transcription activator (Fig. 6) or alternatively mteracting with a not yet identified PrfA-

activating factor (Freitagt al, 2009).
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Experimental procedures

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

ThelL. monocytogenestrains and plasmids used in this study are listddble 2. For growth
studies,3-D-glucuronidase, glucose consumption and gRT-PG8&aysL. monocytogenes
cells were grown in MM (Premaratee al, 1991) supplemented with glucose at the indicated
concentration.On solid MM, the glucose concentration ranged fr@b to 55 mM.
MacConkey plates contained the same range of gtucoscentrations and were used for the
complementation experiments with Bn coli strain unable to ferment glucose. Otherwise
monocytogenesells were grown in brain heart infusion (BHI) thr@ndE. colicells in Luria-
Bertani (LB) medium at 37°C with shaking.

The concentration of antibiotics used for the geecof E. coli transformants was 100
pg per ml for ampicillin and 2Qg per ml for chloramphenicol; 5y per mlerythromycin was
used for the selection &f monocytogeneimtegrants. X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolfgt
D-galactopyranoside) and X-GIcA (5-Bromo-4-chlorir8olyl B-D-glucuronide) were
added to solid media at a concentration of 389 per ml for the screening df.
monocytogenesclones expressing3-galactosidase during mutant construction and for
measuring PrfA-controlled expression of lalyPgus fusion in AML73 and mutants derived
from it, respectively.

The plasmid pMAD (Arnaucet al, 2004) confers resistance to erythromycin and
ampicillin and contains a thermosensitive pE194icapon origin (Villafaneet al, 1987) and
the promoterlessseobacillus stearothermophilusgaB gene encoding a thermostalfle
galactosidase (under control of the constituSt@phylococcus aureus clgfPomoter).

The plasmid pSU18c confers resistance to chloramipbeand is a pACYC184-
derived vector containing the multiple cloning s#ed thelacZa reporter gene of pUC18
(Martinezet al, 1988).

The pAT18 plasmid confers resistance to erythromyand contains the
replication origin and multiple cloning site of plWl€ and the pAM1 replication origin
(Trieu-Cuotet al, 1991).

DNA techniques
General molecular biological and genetic experimewere essentially carried out as

previously described (Sambrooét al, 1989). Chromosomal and plasmid DNA were
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extracted fromL. monocytogenestrains with the Qiaprep Spin Miniprep Kit (25@i&gen)
and were purified by using the Wiz&rdit (Promega). Restriction enzymes and T4 DNA
ligase were obtained from New England Biolabs artewused as recommended by the
manufacturer. DNA sequencing was carried out byedas (Essex, United Kingdomi.
coli andL. monocytogenestrains were transformed by electroporation witGene Pulser
apparatus (Bio-Rad Laboratories) (Micledl al, 1990). Polymerase chain reactiqi®sCR)
were performed in a Mastercycler (Eppendorf, Hamgbu@ermany) programmed for 30
cycles composed of the following three steps: 30ae95°C, 30 sec at 55°C and 1 min at

72°C, followed by a final extension cycle at 72%C £0 min.

Construction ot.. monocytogenemutants
Mutants with in frame deletions were constructedhioynologous recombination using the
pPMAD vector (Arnaudet al, 2004) and strain AML73 (Wunschet al, 1991). To construct
the AML73-derivedAmanL, AmanM AmpoA AmpoB Aptsl and AprfA mutants Ifno0096
Imo0097 Imo0784 Imo0783 Imo01003 and Imo020Q respectively), two DNA fragments
located upstream and downstream from the respegéine were amplified by using genomic
DNA as template and the appropriate primer paiebld 3). In a second PCR the two PCR
products were used as template together with tloedigtal primers which allowed fusion of
the two DNA fragments. The various resulting PCBdoicts were cloned via their restriction
sites into vector pMAD. The obtained plasmids wesed to electroporate monocytogenes
AML73 and erythromycin-resistant blue colonies albte grow at 42°C owing to the
integration of the plasmid into the chromosome weedected on solid BHI medium
containing X-Gal. One integration mutant was issdaand grown at 30°C in liquid BHI
medium for several days to allow excision of theasphid. Subsequently several
erythromycin-sensitive white colonies obtained ohdsBHI medium containing X-Gal were
screened by PCR to identify mutants in which theosd recombination step had resulted in
deletion of the respective gene. The correct imé&adeletion was confirmed by DNA
sequencing. The same technique was used for thstraotion of theAmanL AprfA, AmanM
AprfA andAmpoBAprfA double mutantsAmanL, AmanMandAmpoBwere transformed with
the pMAD-derived plasmid used fprfA deletion. Finally, because no transformants cbeld
obtained with thé\ptsl mutant, thetsl deletion was introduced into tiagrfA mutant.

We also constructed ampoA manRdouble mutant. For that purpose, the upstream
region ofmanRand a small 3’ part omanR (336 bp) together with the intergenic region

betweermanRandmpoAwere amplified by PCR by using appropriate prin{@iable 3). The
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two DNA fragments were fused and cloned into pMa&mi the resulting plasmid was used to
transform the wild-type strain AML73. ThapoAgene of the resultindmanRmutant was
subsequently deleted as described above in ordebtton thempoA manRdouble deletion
mutant.

In order to construct the plasmid used for the dempntation of thémpoBmutant,
thempoBwild-type gene and the promoter and ribosome bopdite of thd.. monocytogenes
ptsH gene were amplified by using appropriate prim&eb(e 3). The obtained PCR products
contained overlapping sequences at their 5’ anehd; respectively. PCR with the two DNA
fragments as template and the 3’ and 5’ primespeetively, was used to fuse the two PCR
products. They were subsequently cut with the im&in enzymes BamHI and Sall and
inserted into plasmid pAT18 (Trieu-Cuet al, 1991) cut with the same enzymes. The vector
carrying thempoB-H14A allele was obtained by using the corresponamgagenic primer
(Table 3). The two resulting plasmids pAT18mpoBwidapAT18mpoBH14A were
subsequently used to transform ttrapoBmutant.

For the insertional inactivation of tlggcU1 (Imo0169, glcU2 (Imo017¢§ and mpoA
(Imo0784 genes by single homologous recombination, interfragments of the
corresponding genes were amplified by PCR usingogpjate primers (Table 3) and the PCR
products were digested and cloned into pMAD. Tiselteng plasmids were used to transform
L. monocytogenestrain AML73 or theAmanL mutant and cells were subsequently grown
overnight at 30°C in BHI medium containing erythnanm. To force the integration of the
plasmid into the chromosome, several clones weoskatesd and grown at 42°C in BHI
medium containing erythromycin. Disruption mutafdsmed blue colonies on solid BHI
medium containing X-Gal and their correct insertveas confirmed by PCR with appropriate

primers followed by DNA sequencing.

Glucose consumption assays with resting cells

To follow the consumption of glucose by restihgmonocytogenewild-type and mutant
cells, we modified the method described forcasei(Viana et al, 2000). Bacteria were
grown in LB medium containing 25 mM glucose, hatedsat an Oy, between 0,6 and 0,8
and centrifuged. Cells were washed with 50 mM swodiphosphate buffer, pH 7, and
subsequently resuspended in 3 ml of the same bedfetaining 0,02% (1 mM) glucose and
incubated at 37°C. During glucose consumption sammf 300ul were withdrawn at
different time intervals, boiled for 10 min andrdi@d by centrifugation. The glucose content
in the supernatants was determined with a coupleettgophotometric assay using a
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commercially available mixture of hexokinase anducgke-6-P dehydrogenase as
recommended by the supplier (Sigma). The opticasite was followed up to 40 min at 314
nm with a Kontron Bio-Tek spectrophotometer usimg ‘tAutorate” program.

Complementation of aB. coli strain unable to utilize glucose with three monocytogenes
glcU-like genes

Heterologous complementation assays were carriedhytdollowing a previously described
method (Pimentel-Schmigt al, 2009). Thd.. monocytogenegenesylcU1, glcU2 andglcU3
were amplified by PCR with appropriate oligonucides introducing BamHI and Pstl
restriction sites (Table 3). The two forward PCRm@ars were chosen in such a way that the
amplified glcU genes contained their proper ribosome binding Sitee resulting PCR
fragments were digested with the indicated resbricenzymes (Table 3) and ligated into
vector pSU18c in the same orientation as the %-phlacZ encoding thex-fragment of3-
galactosidase (Chandler, 1991), thus puttinggle®) genes under control of the promoter
precedinglacZ In order to avoid a fusion of the GlcU proteiostihe N-terminus of the-
fragment ofp-galactosidase the 5’ oligonucleotides were chasesuch a way that they
created a stop codon located upstream from theecggpglcU ribosome binding site and in
frame with theglcU start codon. The correct sequence of the insetsacanfirmed by DNA
sequencing. The resulting three plasmids wereduntted intoE. coliLJ140, a strain carrying
a AptsHicrr deletion. This strain exhibits very poor fermeimtatof glucose (Lévyet al,
1990). Transformants were plated on MacConkey agpplemented with glucose (2.5 to 55
mM) in order to test for heterologous complementatf the glucose-negative phenotype.
Empty pSU18c was used to transfoln coli strainsNM522 and LJ140, thus providing

positive and negative controls, respectively, foicgse fermentation.

[D-Glucuronidase assays

AML73 and the various mutants derived from it wgrewn in MM buffered with 100 mM
MOPS (pH 7.0) supplemented with 5, 10 or 25 mM gé&c To carry ouB-D-glucuronidase
assays with bacteria grown in liquid medium to exgial phase, cells from 4 ml cultures
were harvested, washed and resuspended in 0.6usl fwffer (50 mM sodium phosphate,
pH 7.0; 1 mM EDTA). Cells were lysed with glass ti®acell debris was removed by

centrifugation and 100 or 200 of the supernatant were used for fh®-glucuronidase
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assay.p-D-Glucuronidase activity was measured using mphienyl B-D-glucuronide as
substrate. The reaction was stopped by adding 800@ul of 0.4 M NaCO:.

In order to detec-D-glucuronidase activity on solid media, a pretard was grown
on BHI to stationary phase, cells were washed With and 5ul aliquots were spotted onto
buffered MM agarose containing different concemrat of glucose (2.5, 5, 10, 15, 20, 25 or
55 mM) and 10Qug/ml X-GIcA. The plates were kept for 72 to 96 I8@fC in order to allow
the hydrolysis of X-GIcA and the resulting formatiof blue colour by3-D-glucuronidase-

producing strains (Milenbachs Lukowiak al, 2004).

RNA isolation and gRT-PCR

L. monocytogenestrains were grown to exponential phase in MOPf&ked MM (pH 7.0)
supplemented with 5, 10 or 25 mM glucose. Cellsnfr80 ml cultures were collected by
centrifugation and RNA was extracted using the Riyeaini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer's protocol. Residual DNA was removesing the Turbo DNA-free kit
(Ambion). The quality of the RNA preparation was tested \aithAgilent Bioanalyzer before
RT reactions were performed using random hexam@Es Idealthcare) according to the
manufacturer's recommendations. gRT-PCR experimemé&e carried out with the
LightCycler (Roche) using primers specific either themanor mpooperons or for the PrfA-
controlledhly andactA genes and the SuperScript lll Reverse Transceptwitrogen) by
following the protocol of LightCycler Faststart DNMaster SYBR Green | Kit (Roche). For
themanand for thempooperonmanl- as well asnanMspecific andnpoA as well asnpoB
specific primer pairs were used, respectively, gmavided identical results within
experimental errors. Data were processed with trech® Molecular Biochemicals
LightCycler Software. In order to normalize trangtrlevels of the studied genes the
constitutively expressedpoB gene was used as a reference (Milohagtical, 2003).

Statistical analyses of the data were carried ot the Wilcoxon-Mann-Whitney test.
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Table 1. Relative expression of the virulence gehsandactA determined by gRT-PCR in

the wild-type strain AML73 (WT, always set to 1)damarious mutants derived from it after

growth in MM containing glucose at the indicatechcentrations. Mean values and standard

deviations (in parentheses) calculated from thelt®sbtained with at least four independent

RNA preparations are shown.

MM + 5 mM glucose MM + 10 mM glucose MM + 25 mM glucose
Genes hly actA hly actA hly actA
tested

Strains
WT 1 1 1 1 1 1
AmanL 29,3 (10,1) 24,9 (2,1) 16,0 (0,7) 16,9 (2,2) 13,3 63,3 (29,1)
AmanM 22,2 (9,4) 21 (4,7) 12,3 (0,8) 11,8 (0,7 6,5(1,8) | 23,5(3,0)
AmpoB 40,9 (17,1) 43,2 (13,4) 32,6 (2,0) 28,8 (4,0) 584,0) 214,1 (69,2)
Aptsl 0,54 (0,3) 0,28 (0,17) 0,25 (0,06) 0,2 (0,02) a®51) 1,25 (1,36)
AmpoA 0,61 (0,23) 0,8 (0,11) 0,56 (0,13) 0,5 (0,14) a®82) 0,27 (0,04)
AprfA 0,01 (0,009) | 0,06 (0,09) 0,014 (0,01) 0,012 (0,01)0,009 (0,008) 0,064 (0,09)
AprfA/AmanL 0,002 (0,001)| 0,067 (0,08 0,016 (0,01 0,01 (0)0OfL1 0,003 (0,002) 0,06 (0,008)
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Table 2.Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strains/plasmids

Genotype/properties

Origin

L. monocytogenes
AML73

EM1001
FA1001
FA1003
FA1005
FA1006
FA1007
FA1009

FA1010

FA1011

FA1015
FA1017
FA1019
FA1021
FA1023
FA1025
FA1027
EM1002
FA1029
EM1003
EM1004

E. coli

LJ140
LJ140[pSuU18c]
LJ140[pSU18aylcUl]
LJ140[pSU18aylcU?]

NM522

NM522[pSU18c]

Plasmids
pMAD
pSU18c
pAT18

Derivative of strain 10403S;hB-gus serotype 1/2a (Milenbachs Lukowialet al,

AML73 Aptsl (Imo1003

AML73 AmanL(Imo0096§

AML73 AmanM(Imo0097

AML73, pMAD::glcU1 (Imo0169 (ernT)
AML73, pMAD::glcU2 (Imo017§ (ernT)
AML73, pMAD::glcU3 (Imo0424 (ernT)

AML73, AmanLpMAD::mpoA(Imo0096/Imo078%

(ernT)

AML73, AmanLpMAD::glcU1 (Imo0096/Imo016P

(ernT)

AML73, AmanLpMAD::glcU2 (Imo0096/Imo0176

(ernT)

AML73, AmpoA(Imo0789

AML73, AmpoB(Imo0783

AML73 AprfA (Imo0200)

AML73, AmanLAprfA (Imo0096/Imo020p
AML73, Aptsl AprfA (Imo1003/Imo0200
AML73, AmpoBAprfA (Imo0783/Imo0200
AML73, pMAD::mpoA(Imo0784 (ernT)
AML73, AmanR(Imo0785

AML73, AmpoAAmanR(Imo0784lmo0785
AML73, AmpoBpAT18mpoBwt

AML73, AmpoBpAT18mpoBH14A

AptsHicrr::kan (karf)

AptsHIcrr::kan (karf, caf)
AptsHicrr:kan pSU18cglcU1 (karf', caf)
AptsHicrr:kan pSU18cglcU2 (karf', caf)

supEthi-1 A(lac-proAB A(mcrB-hsdSM (re- mg-)

[F’ proABlacl’Z AGM15]

supEthi-1 A(lac-proAB A(mcrB-hsdSM (re- mg-)

[F’ proABlacl’Z AGM15] (caf)

Thermosensitive pE194 replication origin
Derivative of pACYC184

2004)

This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work

This work
This work

This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work
This work

(Pimentel-Schmitet al, 2009)

This work
This work
This work

(Gough and Murray, 1983)

This work

(Arnaudet al, 2004)
(Martinezet al, 1988)

shuttle vector with pUC18 and pAMR1 replication (Trieu-Cuotet al, 1991)

origins
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Table 3. List of oligonucleotides used in this study.

Name of primer

Sequence

Used for

ptsil-5'BamH]I TTAGGATCCACTATAAGCCATTAAAAAGTG &

ptsl1-3'Sall CGCGTCGABATCCCATCAGATGCTGC

ptsi2-5'Sall GAAGTCGAGAATTAGTTGAAAAATATACTG .
ptsi2-3'EcoRl AATGAATTCTACCACAATCCCAAGAATC ptsl deletion
ptsl—ext5b CACTCCTTCAATTTTCGG

ptskext3' GGGAAATTAAACTGATAG

manLl 5'BamH| AATGGATCQAGAGAACAAACCAGAGTTTCC

manlLl 3'Sall ATTCGTGTTTTGGTCGACGTGAGTTGCGAGGATA

manl2 5'Sall TCGCAACTCACGGTCGACAAAACACGAATTAAAG

manL2 3'Ncol GTACCATGETACGCTGCGTATATTCC manLdeletion
manlLl ext GAGAAGGGTTTAGACTGGC

manl2 ext GAACGCTGTCTGCTGGAATG

manML 5'Sall TCTGTCGAGTCAAGTAGCCACTGCATGGA

manML 3'Smal

CGCGAGAGTTTCCCCGGRAAAATGCAATAAGTACTACTA

manMR 5'Smal

TATTGCATTTTTCCCGGGAAACTCTCGCGATCCACT

manhR 3'Bglll TACAGATCTAGCAACGAAGAATAAGATAGGTCC manMdeletion
manMLext CTACTGAACAGCCACAAGC

maniRext CACCAGAAAGGTCATCAG

glcU1-BamHI GGCGGATCGTGGGGGATTATGCCATTAG

glcU1-Ncol AATCCATGGAGGTAAAATCGCGTCCCACC glcUldisruption
glcUlext5' AATTACGGGAATAGGAATG

glcUlext3' CATATTTAACCACGTTTG

Imo0169or-BamHl

ATAAGGATCCGAATAAGGGGGAATAAAAAATGAACATAG

Imo0169ev-Pstl

TTAACTGCAGATTATATCAAACCGGAAGCTG

glcUl expression

glcU2 BamHI GGCGGATCBCAAGACAACAAACGATGG

glcU2 Ncol AAGCCATGAGTTTATTGAAGCGTTTTTC glcU2 disruption
glcU2ext5' TTGAAAACTAAATTAAAGG

glcU2ext3' GATAACAACTCCTAATTGCG

Imo0176or-BamHlI

TAAAGGATCCACTAGGAGGAAAACGATATGAACATTATG

Imo0176ev-Pstl

CACGCTGCAGAAATAATTAATTAAGCGCC

glcU2 expression

Imo0424or-BamHl

AAATGGATCCACTAACCTAGAAAGGAAGCTTATTTATG

Imo0424ev-Pstl

GACAAAATGATTGCTCTGCAGCTTTGATTTG

glcU3 expression

mpoABam5' AACGGATC@GATTATCGGCAAACAGG mpoAdisruption
mpoANCcol3' CCACCATGGCTGCTGTAAGAGCTGTTTC

mpoAL 5'-BamHl TTTGGATCOCCGCGAACCAAAAGATATGC

mpoAL 3'-Sall GACTTCGGTTTCGTCGARAGCTTCACCATGTGTGCC

mpoA 5'-Sall CATGGTGAAGCTGTCGAGAAACCGAAGTCGGGGAG mpoAdeletion
mpoA 3'Ncol CTTCCATGGBCAGATGCGACTTTACG

mpoAext5' AAAACTAGGATACAAACTC

mpoAext3' TAAACGTTTGCTTTTTCGG

mpoBL 5’-BamHI AGTGGATCOGGATGATTATATCCACGC

mpoBL 3-Sall TAATGGGATAAGGTCGAGSCGATCATCAATACGTGC

mpoR 5’-Sall ATTGATGATCGCGTCGACCTTATCCCATTACTAGAT mpoBdeletion
mpoR? 3’-Ncol TGACCATGGGCAGCTAGAGGAATCGCAAG

mpoBext5' AGTACACGCTTACAAAAGCC

mpoBext3' CAGATTACCTTCCTTACC
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PptsHBamHlI

GAGGGATCAAAGATATTGTGAAGATTGAAA

PptsHNdel

TAAGCGAATTTCCATATGTATCATTCTCCTTTTAACTTAAAG

mpoBcompl5' Ndel

AGGAGAATGATACATATGGAAATTCGCTTAGCACGTATTGA
TGATCGCTTAATTCATGGTCAAGTAGC

mpoBcompl3' Sall

AAAGTCGACGAGCCGCGGATGAATTA

mpoB
complementation

mpoBcompl5'H15A AGGAGAATGATACATATGGAAATTCGCTTAGCACGTATTGA

Ndel TGATCGCTTAATTGCTGGTCAAGTAGC

manRL 5’-BamHI AACGGATCCATATTTGTCTGCTGCTAAG

manRL 3’-Sall TTCGTTAAGACTGTCGAGGTCAATACGCTTCATTATAAAAC

manR 5'-Sall AGCGTATTGACCGTCGAAAGTCTTAACGAATTTCTAACC manRdeletion
manR2 3'-Ncol AAGCCATGGSCCTTAATACGCTAAATGC

manRext5' GAAAGATTTTCCAGCAATAAC

manRext3' CAAAAACTGTGCCAACATTTC

prfAl15’-Bglll TCCAGATCTCTTATCAAGCTTCCAAAGC

prfAl 3'-Sal AGCAGGACATGCGTCGAMRTATTTTTTGAATTCTTC

prfA2 5’-sall TTCAAAAAATATGTCGACGCATGTCCTGCTACTTGG prfA deletion
prfA2 3'-Ncol TGACCATGGIGGAGTTACTCGTGCC

prfA ext5’ GCGCACCTAACCAAGTAATTCAAG

prfA ext3’ CCAATTGATCACTTGAACGCAG

manl-F1 CTACATAAAGATAAGTGGGC gRT-PCR
manl-R1 GTTCTTCTGGTTTAACGC gRT-PCR
manMF1 CAGCATGTATCATCCTTGGC gRT-PCR
manMR1 TTGCGGACGGAATACCTG gRT-PCR
mpoAF1 TATTACCTTTGTCCCTGG gRT-PCR
mpoAR1 GGCGATTTGACTAGATG gRT-PCR
mpoBF1 GCTAGTGTTGTTGATGTGC gRT-PCR
mpoBR1 GGAATGCCATACCACCAAT gRT-PCR
rpoB-F2 CAGAAACTGGTGAAATTATCGC gRT-PCR
rpoB-R2 TAGATTGAACGAGTACGCTATCTT gRT-PCR
actAF AGCAGATGAGTCTTCACCACA gRT-PCR
actAR CCCTGCACTTTTATCAACAATC gRT-PCR
hly-F ATGCAATTTCGAGCCTAACCT gRT-PCR
hly-R TTATTGTCTTGATTAGTCATAC gRT-PCR
pMAD_5' GCGAGAAGAATCATAATGGG Sequencing of
pMAD_3' GTTACACATTAaCTAGACAG pMAD inserts

®Restriction sites are underlined and mutated codomin italics.

Pbrimers labeled “ext” were used for the verificatiaf the corresponding deletion.
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Figure legends

Fig. 1. gRT-PCR ofmanandmpooperon expression in wild-type strain AML73 and amis
derived from it. A.AmanLandAmanM B. AmpoA AmpoBand theAmpoAAmanRdouble
mutant; C.AmpoB and AmpoB complemented with wild-typenpoB or mpoB414A and D.
Aptsl mutant. Transcript levels in the mutant strains iatkcated relative to the wild-type
strain, which was always set to 1. The strains weog/n in MM containing either glucose or
glycerol. Primers specific fananL, manMor mpoAwere used. Presented are the mean values
and standard deviations calculated from 6 indepsn@xperiments. Asterisks indicate
significant differences from the wild-type straiis a@etermined by the Wilcoxon-Mann-

Whitney test (P values smaller or equal to 0.05).

Fig. 2. Growth studies with wild-type AML73 andmanl, AmanM, Aptsl, AmpoA and
AmpoBmutants in MM supplemented with A. 5 mM; B. 10 mfl; 15 mM and D. 25 mM
glucose. The symbols represent: filled squares, AWIL73; open squaresAmpoA open
triangles,AmanL; filled triangles,AmanM; open circlesAmpoB and filled circlesAptsl. In

all experiments, the OD was measured at 600 nm.

Fig. 3. The PT$®"is the main glucose transporter. Glucose consemp@tssays were carried
out with resting cells of AML73 and mutants deriviedm it. Cells were pre-grown in LB
medium containing 25 mM glucose and consumptiomyassvere carried out with 1 mM
glucose. A. Typical results of a single experiméltte symbols represent: black squares,
wild-type; grey circles,AmpoA black triangles,AmanL, open trianglesAmanM grey
squaresAmpoB grey trianglesAptsl. B. Mean values of glucose consumption and standar
deviations calculated for each mutant based on % todependent experiments. Glucose
consumption by the wild-type strain (WT) was setltoAsterisks in B indicate significant
differences from the wild-type strain as determifgdthe Wilcoxon-Mann-Whitney test (P

values smaller or equal to 0.05).

Fig. 4. Strongest derepression of virulence gene expmessiadhe AmanL mutant. PrfA-
dependent Rly-gus expression was measured in varibkusnonocytogenestrains grown to
exponential phase in MM containing 5, 10 or 25 mMcgse.3-D-Glucuronidase activity

was determined in AML73 (WT) and the isogefimanL, AmanM Aptsl, AmpoA AmpoB
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AprfA and Amanl/AprfA mutants. Presented are the mean values and sladdeations

calculated from 4 to 9 independent experiments. dttevity measured with the wild-type
strain was set to 1. Asterisks indicate significdifferences from the wild-type strain at all
glucose concentrations tested as determined byviteoxon-Mann-Whitney test (P values

smaller or equal to 0.05).

Fig. 5. Effect of mutations on PrfA-dependent expressibRidy-gusin solid MM containing
XGIcA and varying concentrations of glucose (2.5,18, 15, 20, 25 and 55 mMp-D-
Glucuronidase activity was determined in crudeaetsr of strain AML73 (WT) and isogenic
AmanL, AmanM AmpoA,AmpoB Aptsl, AprfA andAprfA/AmanL mutants. ul of stationary
phase cultures of these strains were spotted atih M and incubated at 37°C for 3 to 4

days. The intensity of blue colour is proportiotaathe activity of3-D-glucuronidase.

Fig. 6. Proposed model for the regulation mf&n operon expression and PrfA activity via
PTS'-mediated control of ManR activity. The uptake dfiapse via the constitutively
synthesized PT$° leads to dephosphorylation of ENE and EIIB'*® and thus prevents the
inhibitory phosphorylation at His871 of ManR, bullows the presumed stimulating
interaction of unphosphorylated EN® with its EIIAY2like domain. Activation of ManR,
the gene of which is located upstream fromrtigo operon, inducemanoperon expression.
ManR binds upstream from the RpoN-dependent -13#dMoter at an upstream activating
sequence (UAS) and thus stimulatean operon expression. The uptake of glucose via
PTS"" will cause dephosphorylation of EINAB", which directly or indirectly inhibits the
transcription activator PrfA, which binds to consst DNA sequences (PrfA boxes) located
in front of several virulence genes (Milohamital, 2003). Dashed arrows indicate proteins
encoded by the corresponding genes, hatched asigwsy protein/protein or protein/DNA
interactions; + and — stand for stimulatory or bitury effects, respectively. Filled gray
squares indicate PrfA boxes in front of virulenemes in the major pathogenicity island_of
monocytogenesThe two presumed phosphorylation sites in Man® \aritten in italics
(His506 and His871); other potential ManR phosplatign sites are also indicated.

Fig. S1. GlcUl ad GlcU2 transport glucose when expressec.incoli. Heterelogous

complementation of the glucose negative phenotyfe ooli L1140 byglcU1 andglcU2 was
demonstrated on MacConkey agar plates containiffigreint concentrations of glucose (2.5,
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5, 10, 15, 20, 25 and 55 mM). Pigmented red coormelicate fermentation of glucose,
whereas white colonies reflect a deficiency in ghe&e fermentationE. coli NM522
containing the pSU18c vector (strain 1) was used pssitive and. coli LJ140 containing
empty pSU18c as a negative control (strain 2).is®8as E. coli LJ140 containing pSU18c-
glcUl and strain 4 ig. coli LJ140 containing pSU18c-glcU2.
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II- RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Différents résultats obtenus au cours de ma theas mon mentionnés dans l'article

précédent sont décrits ci-dessous.

[I-1- Analyse phénotypique des mutants

Les mutants ont été construits dans les souch@sonocytogeneEGDe et AML73

(considérées dans ce travail comme des soucheagesuwild-type : WT)).

[I-1-1- Inactivation du geneotsl

L’enzyme | codée par le gépesl, est la premiére protéine générale du PTS etlelsez
firmicutes, elle sert dans la cascade de phospdtoogl pour toutes les protéines du PTS
(Deutscheret al, 2006). L'inactivation ou la délétion du gépesl rompt les difféerentes
fonctions attribuées au PTS. Lorsque le mufgisl AML73 ou EGDe croit sur gélose BHI,
LB ou HTM additionnée de glucose, il se présentesgorme de petites colonies par rapport a
la souche sauvade monocytogene&ML73 ou EGDe.

En milieu minimum (MM) ne contenant pas de glucoke,mutant Aptsl montre une
croissance inexistante (Figure 26). A des conctatrs supérieures a 10 mM glucose, une
croissance du mutamtptsl avec une phase de latence de 15 h (10 mM gluaasd)0 h
(25 mM glucose) est observée (Figure 26). La caniss du mutartiptsl est alors meilleure a
des concentrations élevées en glucose (supérieurégales a 25 mM) mais avec une phase

de latence toujours plus longue par rapport alals® sauvage (Figure 27).
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Figure 26 : Croissance du mutaniAptsl en MM et MM additionné de 10, 25 et 50 mM glucose.
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Figure 27 : Croissance dé.. monocytogenes AML73 et des différents mutants sur MM additionné
de 25 mM glucose.
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II-1-2- Inactivation du PTS glucose/annose, PTE"°

Barabote et Saier ainsi que Stoll et Goebel on@sé qud.. monocytogeneggossede
4 transporteurs PTS de la classe mannose dontTi84*Pet PTE"® (Barabote and Saier,
2005; Stollet al, 2008; Stoll and Goebel, 2010). Les protéines esgé@r les opéromsanet
mpomontrent 59 a 75 % de similarité de séquence. ddimontrer I'implication de I'opéron
mpo dans le transport de glucose, un premier mutantinsertion dans le géenmpoA
(entrainant I'inactivation de tout 'opéranpg a d’abord été construit. Dans un second temps,
d’autres mutants par délétion de gemgmAet mpoBont été construits\mpoAetAmpoB.
Des tests de croissance ont été réalisés sur géldsd.B ou HTM additionnée de glucose.
Ces mutantsnpo présentent un phénotype similaire a la soucheasgusur ces géloses.
Cependant, une faible croissance du mutapbA (mutant par inactivation de gene) par
rapport a la souche sauvage en MM additionné dml#Z5glucose est observeée (Figure 27).
La vitesse de croissance du mutamtoA est comparable a celle du mutdmpitsl mais le
mutantmpoAmontre un temps de latence moins long que le mafasI (Figure 27).
Les résultats de croissance et de consommatiotudesg obtenus pour les muta®poA
et AmpoB mentionnés dans l'article précédent, montrent lguautantAmpoA présente une
utilisation de glucose comparable a la souche gpuvar contre, le mutaAmpoBest tres
affecté dans I'utilisation de glucose.
Par ailleurs, une tres faible croissance du domhl&antAmanL/mpoApar rapport a la souche
sauvage en MM additionné de 25 mM glucose est wbsefFigure 27). Ce double mutant
croit également moins vite que le mutAmanL Ce résultat montre que le P8transporte
egalement le glucose. On observe cependant, urssance du double mutafimanL/mpoA
comparable au mutadiptsl en MM additionné de 25 mM glucose (Figure 27). iGermet
de montrer l'effet de linactivation des principad®TS de transport de glucose chez
L. monocytogene&n outre, les mutantsmpoB mpoA(mutant par inactivation de géne) et le

double mutanfmanL/mpoAnontrent une utilisation de glucose similaire (Fey@s).
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Figure 28 : Test de consommation de glucose danssauchel. monocytogenes AML73 (WT) et
dans les différents mutants. Résultats normalisésap rapport a la souche sauvac.

[I-1-3- Identification d’un troisiemetransporteur non-PTS de glucose

La croissance du mutaAptsl a des concentrations en glucose supérieures ¢eséga
10 mM suggere que. monocytogenepossede des transporteurs non-PTS de glucose. Les
mutants delL. monocytogenepar inactivation de geneglcUl et glcU2 montrent une
croissance similaire a la souche sauvage en mifigumum (MM) additionné de 25 mM
glucose (Figure 27). Une utilisation de glucose parable a la souche sauvage est également
observée dans ces mutants (Figure 28). Des comptatioms hétérologues chg&z coli nous
ont permis de montrer que les protéines GlcUl etU@l étaient fonctionnelles et
permettraient le transport de glucose avec unait#ffaible (20 mM glucose, voir figure S1
mentionnée dans l'article et figure 29).
Des recherches de BLAST sur Listilist nous ont peratidentifier un troisieme géne
présentant des similarités avec le transporteurRI® de glucose GlcU, che&x xylosus
(Fiegleret al, 1999) et_. lactis (Castroet al, 2009). Ce troisieme géne potentiel codant pour

le transporteur non-PTS est le gém®0424(glcU3) qui code pour une protéine montrant
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35% d'identité de séquence avec les protéines Gtoldnues. Afin de déterminer
limplication de cette protéine dans le transpoet glucose chez. monocytogenesun
plasmide a été construit ou le gégieU3 a été cloné avec son RBS dans le plasmide pSU18,
ce qui permet une expression constitutive du ggie&)3. Le plasmide est utilisé pour
transformer la soucHe. coli LJ140 incapable d’utiliser le glucose.

L’'expression du génglcU3 dansE. coli LJ140 a permis de montrer que cette souche
transporte le glucose a partir de 55 mM sur gélMseConkey additionné de glucose a
différentes concentrations (Figure 29). Ces résutaggerent que, comrgieU1 etglcU2, le
géneglcU3 code pour un transporteur fonctionnel de glucasepgrmettrait la croissance du
mutant Aptsl en milieu minimum additionné de glucose. La pmtéiGlcU3 semble étre
fonctionnelle a des concentrations de glucose glagées (55 mM) que GlcUl et GlcU2
(20 mM) (Figure 29).

15 Mm_

1 =E. coli Dh5a + pSU18

2 = Ecoli LJ140 + pSU18

3 = E. coli LJ140 + pSU18-glcU1

4 = E. coli LJ140 + pSU18-glcU2

e 5 = E. coli LJ140 + pSU18-glcU3
20 Mm 25 Mm 55 Mm

Figure 29: Complémentation hétérologue sur gélose MacConkegdditionnée de glucose
différentes concentrations dans les différents mutes réalisés a cet effet.
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Il-2- Modulation de l'activit¢ de PrfA par les PTS"" et PTS' en présence de

mannose et de fructose

Des substrats carbonés PTS tels que le cellodmsgicose, le fructose, le mannose
entrainent une diminution de l'activité de PrfAdeinc une diminution du taux d’expression
des genes de virulence PrfA-dépendants (Milenbaths 1997; Park and Kroll, 1993; Stoll
et al, 2008). Nous avons montré l'implication des corapts PT8?" et PTS" dans la
régulation de PrfA en présence de glucose. Desgdsesde I'activité3-D-glucuronidase ont
été réalisés dans la souche AML73 et dans les msuf2RS Mpq man ptsl) et non-PTS
(glcU) construits dans cette souche, qui comporte dansgenome une fusionhB-gus
rapporteur de l'activité de PrfA. Nos résultats mmntré que les mutatiomsanL et manM
entrainent une activif@-D-glucuronidase élevée a de faibles concentragonglucose (2,5 a
20 mM sur HTM; 5 et 10 mM en MM) et moins élevéeda fortes concentrations
(supérieures ou égales a 25 mM). Le mutanpoBmontre une augmentation de I'activiieé
D-glucuronidase en MM, a toutes les concentratiemgglucose testées. Les mutagksU
(mutant par inactivation de géiggcU dansL. monocytogenggprésentent une activi{@D-
glucuronidase comparable a la souche sauvage &8§)r Les résultats obtenus pour les
cellules en phase stationnaire en MM contenant bgiicose sont similaires a ceux obtenus
pour les cellules en phase exponentielle (Figuje @G8s données suggerent que I'activité de
la B-D-glucuronidase ne varie pas de maniéere signifieaen phase exponentielle et
stationnaire.

L'effet de la présence de mannose ou de fruct@gmlement été étudié. Les tests de dosage
de I'activité 3-D-glucuronidase ont été réalisés sur milieu HTMiadnné de mannose ou de
fructose (Figure 31) a des concentrations de BZ5 emM. On observe dans le mutamtsl,

une activation de PrfA en présence de fructosati ga 15 mM. Dans ce mutant également,
une activation de PrfA est observée quelle quelaaibncentration de mannose testée. Dans
les mutantdAmpoBet AmanL, on observe une activation de PrfA a de faiblesentrations

en mannose (2,5 et 5 mM). A de fortes concentratemnmannose, ces mutants montrent un
phénotype similaire a la souche sauvage (FigureeBHonc une inactivation de PrfA. En
présence de fructose également, les mutAntanL et AmpoB présentent un phénotype
comparable a la souche sauvage quelque soit lactaton testée (Figure 31). Les résultats
obtenus en présence de mannose sont similairasx@beenus en présence de glucose (décrit

dans l'article précédent). Cependant, les résuttiatsnus en présence de fructose different de
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ceux obtenus en présence de glucose ou de maroeos@j suggere lI'implication d’autres

facteurs dans la modulation de I'activité de Priftres que les composants des St
PTS™,

18

16

O Phase exponentielle

14 . .
W Phase stationnaire

12

0-D-glucuronidase

10 A

Activité relative de la

Figure 30: Test de dosagB-D-glucuronidase en MM additionné de 25 mM glucosdans la souche
AML73 (WT) et dans les différents mutants. Résultagd normalisés par rapport a la souche sauvage.
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Figure 31 : Test de dosagB-D-glucuronidase sur HTM contenant du mannose ou diructose a différentes
concentrations, dans la souche AML73 (WT) et dang$ mutantsAmanL, AmpoB, Aptsl.

II-3- Effets des mutations PTS sur I'expression PéA-dépendante des génes de
virulence (actA ethly)

La protéine PrfA régule I'expression de nombreuxnege de virulence chez
L. monocytogenesommeactA hly, plcB situés sur I'flot de pathogenicité ou dans d'autre
régions du chromosomelA, inIB, hpt) (Freitaget al, 2009; Vazquez-Bolanet al, 2001b).
Nous avons montré l'effet des mutation PTS surpfession de deux génes controlés par
PrfA (actAethly). Les résultats obtenus pour les cellules en paagenentielle, mentionnés
dans l'article précédent montrent une augmentat@hexpression des genastAethly dans

les mutants\manL, AmanMet AmpoBcomparée a la souche sauvage. Par contre, lesunive
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d’expression des genextA et hly étaient comparable a la souche sauvage dans Enmut
AmpoA comme attendu, mais également de maniere plagatte dans le mutanptsl.

Les résultats obtenus pour les cellules en phaserstaire de croissance (Tableau 13) sont
similaires a ceux obtenus pour les cellules en @leaponentielle sauf que, I'expression des
genesactA ethly dans les mutantsmanl, AmanMet AmpoBen phase stationnaire est moins
élevée qu’en phase exponentielle. L'augmentatioplua forte était observée dans le mutant
AmpoB de 5 a 6 fois pour I'expression té&/ et de 4 a 42 fois pour I'expression detA
(Tableau 13). Une augmentation de 3 a 5 fois l'egpion du gendly et 3 a 20 fois
'expression du genactA est observée dans le mutamhanL aux concentrations en glucose
testées (Tableau 13). Le mut@dwhanM montre une augmentation de 2 a 4 fois I'expression
dehly et de 2 a 14 fois I'expression detA (Tableau 13).

Tableau 13 : Expression des génestA et hly mesurée en gRT-PCR dans la souche AML73 (WT) etde
différents mutants, en phase stationnaire de croiasce. Résultats normalisés par rapport a la souche
sauvage. Les éca-types sont entre parenthése

MM + 10 mM glucose MM + 25 mM glucose
Genes

Souches hly actA hly actA
WT 1(0) 1(0) 1(0) 1(0)
AmanL 3,64 (0,96) 3,09 (0,9) 5 (1,33) 20,84 (2,75)
AmanM 2,71 (0,67) 2,62 (0,42) 4,26 (1,46) 14,05 (11, 88)
AmpoB 5,71 (1,14) 4,69 (0,38) 6,2 (0,93) 42,98 (11,09)
Aptsl 0,17 (0,1) 0,16 (0,1) 0,2 (0,09) 0,52 (0,3)
AmpoA 0,49 (0,12) 0,26 (0,04) 0,34 (0,27) 0,44 (0,3)
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I1-4- Réle dans la virulence

Un mutant qui ne synthétise pas de protéine PrfAjaiupossede une protéine PrfA
inactive montre une absence d’expression des gi#mesrulence. Ce mutant est incapable
d’infecter la souris et de croitre dans une cellufde (Leimeister-Wachteet al, 1990;
Vazquez-Bolanckt al, 2001b).

Afin d’étudier I'effet de 'augmentation de I'actteé de PrfA dans les mutamsnanLetAptsl

sur la virulence, des tests d’invasion ont étéséalsur les cellules Jeg-3 (cellules épithéliales
de choriocarcinome placentaire humain) et CacaeRules épithéliales d’adénocarcinome de
colon humain). Des tests d’infectiomvivo dans la souris ont également été effectués.

Ce travail est réalisé en collaboration avec I'6rides Interactions Bactéries-Cellules dirigée
par le Pr Pascal Cossart de I'Institut Pasteur aléisPLes mutantamanL et Aptsl utilisés
pour ces tests ont été construits dans la souclieEG

2 10 cellules Jeg-3 sont déposées dans des puits geept puits et incubées 24 h & 37°C
en présence de 5% GQ.es cellules sont ensuite infectées avec uneiptiaité d’infection
d’environ 50 bactéries par cellules et incubéeslpenl h a 37°C. Aprés 1 h de contact, les
cellules sont lavées afin d’éliminer les bactédarsacellulaires. Apres 1h et 3 h d’'incubation,
les cellules sont lysées en présence de PBS contéro de triton et les bactéries sont
dénombreées.

A 1 h d’infection, le mutanfAmanL montre un phénotype similaire a la souche sauvage
(Figure 32). Par contre, une augmentation du nondierdbactéries est observée dans les
cellules infectées par le mutafipts| par rapport a la souche sauvage (Figure 32). Ce qu
suggere que le mutaAptsl serait plus invasif que la souche sauvage. Apresiifection,

on observe un phénotype des mutants testés congarkbsouche sauvage (Figure 32).
Comme précédemment, les cellules Caco-2 sont égateimfectées avec la souche sauvage
et les soucheAmanL et Aptsl avec une multiplicité d’'infection de 50 bactériexm pellules.
Les résultats obtenus sont similaires a ceux obtdans l'infection des cellules Jeg-3. Aprés
1 h d'infection, une augmentation du nombre de éatAptsl dans les cellules Caco-2 par
rapport a la souche sauvage est observée. Le mirariL par contre, montre un phénotype
similaire a la souche sauvage. Apres 3 h d’infectan observe un phénotype des 2 mutants
comparable a la souche sauvage (Figure 33).

Ces résultats suggerent que le mutspiisl pénetre mieux dans les cellules épithéliales en

culture. En effet, on retrouve environ 6 fois pliesmutantptsl a 1h d’infection comparé a la
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souche sauvage. En revanche, une fois que ce matg@énétré dans les cellules, il se

comporte comme la souche sauvage, ce qui est pesbaht d0 a sa croissance plus lente,
également observée en BHI, ou a une faible résistanx conditions intracellulaires.
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Figure 32 : Infection des cellules Jeg-3 par la seshe EGDe (WT) et par les mutantddmanL et Aptsl.
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Figure 33 : Infection des cellules Caco-2 par la soche EGDe (WT) et par les mutantd@dmanL etAptsl.

Les résultats obtenus vitro avec le mutanAptsl apres 1 h d’infection suggerent que le
mutantAptsl serait plus virulent que la souche sauvage au mbohes étapes précoces de
I'infection probablement lors de I'entrée dans deflules. Des expériences de gRT-PCR ont
été réalisées (sur des cultures bactériennes wéfexien BHI) afin d’estimer dans les mutants
Aptsl et AmanL, I'expression des gen@dA etinlB, codant respectivement pour les protéines
InlA et InIB responsables de I'entrée dans lesutedl hétes (Gaillareet al, 1991; Ireton,
2007).

Une augmentation (5 fois) de I'expression du gi@éh® dans le mutanAptsl par rapport a la
souche sauvage (Figure 34) est observée. L'expres& ce géene dans le mutambanL est
comparable a la souche sauvage (Figure 34). L'sgpe du genelB est moins élevée que

celle deinlA et est similaire dans les trois souches testégar@-34).
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Des tests d’infectionn vitro dans les macrophages j774 ont également été égalies
premiers résultats suggerent que les mutatioasL et ptsl ne jouent pas de rble dans
l'infection des macrophages. Des expériences sesffattuées a nouveau afin de mieux

élucider I'effet des mutations PT&@nL et ptsl) dans I'infection des macrophages.
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Figure 34 : Expression des geneslA etinlB dans la souche EGDe (WT) et dans les mutandsnanL et Aptsl en BHI.

Des infectionsin vivo chez la souris ont aussi été effectuées afin «fifier I'effet des
mutations PTS mhan mpqg ptsl). Ces tests sont réalisés dans des souris femadle8
semaines. Les souris sont infectées par voie igimause avec factéries par souris. Les
résultats sont interprétés aprés 72 h d’infectiangmalyse du taux de bactéries dans le sang,
la rate, le foie et le cerveau. Les résultats miékires obtenus ne montrent pas de différence
significative entre les souris infectées par ledamis et les souris infectées par la souche
sauvage. Des travaux seront a nouveau réalisésfpation par voie orale ou dans d'autres

modeles animaux afin d’identifier un potentiel rdie ces mutationis vivo.
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La croissance delL. monocytogenesn présence dhydrates de carbone rapidement
métabolisables (glucose, cellobiose, fructose, msenexerce un effet répressif sur des
opérons cataboliques et sur I'expression PrfA-déaste des génes de virulence (Bredim
al., 1999; Milenbachet al, 1997; Park and Kroll, 1993). Les composants d& B&mblent
jouer un rdle dans la régulation de PrfA et desegeéede virulence PrfA-dépendants.
Cependant, les détails du mécanisme d’action du P& pas encore été bien élucidés.
L'objectif de ce travail était d’étudier les syst@snprincipaux de transport de glucose chez
L. monocytogene®t leur impact dans la régulation de la virulerae vue de mieux
comprendre le mécanisme d’action du PTS.

Nous avons dans un premier temps étudié les trabesps PTS et non-PTS de glucose et leur
régulation. Les transporteurs PTS qui ont fait jeblde cette étude sont ceux de la classe
mannose. Deux de ces PTS de la classe mannosensgrancipalement impliqgués dans le
transport de glucose chezmonocytogeng®aletet al, 2001; Stoll and Goebel, 2010). Dans
un second temps, nous avons essayé de mettre @ggnéeil'implication des transporteurs
PTS et non-PTS dans la régulation de PrfA. L'effes mutations PTS et non-PTS a été

etudié sur I'activité de PrfA et I'expression Pri#&pendante des genes de viruleramA et
hly).

1-Transporteurs PTS"" et PTS'P

L’'un des transporteurs PTS de glucose de la classeose chek. monocytogenes
est codé par 'opéromanLMN; c’est le transporteur principal de glucose/maenokez
plusieurs firmicutes (Yebrat al, 2006). La délétion du gémeanL ou manM entraine une
croissance plus faible de la bactérie a de faibtexentrations en glucose (5, 10 mM) par
rapport a la souche sauvage (Figures 2A et 2B érandlans l'article). A partir de 15 mM
glucose, on observe une croissance des mutamenlL et AmanM qui dévient quasiment
comparable a la souche sauvage (Figures 2C et @dé@rées dans l'article ; Figure 27). Les
mutantsmanL, manM et manN par inactivation de genes montrent une croissaimeéaire
aux mutantsAmanL et AmanM (par délétion de genes). On observe alors unesance
similaire des mutantsan (mutants par inactivation et délétion de genegci @ermet de
montrer I'implication des composantsan dans le transport de glucose. Des tests de
consommation de glucose ont également permis detrenogue les mutantdmanL et

AmanM sont affectés dans l'utilisation de glucose (Fegui3A et 3B énumeérées dans
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I'article ; Figure 28). Ces données confirmentrémsport de glucose par le PPS Les tests
de croissance couplées aux tests de consommatiagiudese ont permis de mettre en
évidence une meilleure utilisation du glucose desamtsman par rapport au mutamtpts|
(ptsl code pour la protéine générale du PTS : El) (Bgw27 et 28). Cela nous permet de
déduire qu’il existe d’autres transporteurs PTSmettant le transport de glucose. Ces
transporteurs pourraient étre le PS5 le PTS"1 codé par le génkno0027et le PT84
codé par I'opérotmo1997Imo020002002 (Daletet al, 2001; Stoll and Goebel, 2010).

Le second transporteur de glucose de la classeasarmst codé par 'opérompoABCD(Xue

and Miller, 2007). L'inactivation de I'opérompo (mutantmpoA par inactivation de gene)
entraine une croissance plus faible de la bagp@tieapport a la souche sauvage (Figure 27).
On observe cependant, une croissance du maitapbAcomparable a la souche sauvage. Par
contre, a de faibles concentrations en glucose 1@5mM), le mutantAmpoB montre une
croissance significativement réduite par rapporiaasouche sauvage (Figures 2A et
2B énumérées dans l'article). Cette différence d@ssance disparait pratiguement a des
concentrations de glucose de 15 mM ou plus (Fige@st 2D énumérées dans l'article). Les
tests de consommation de glucose ont permis deremoqiie le mutanAmpoAn’est pas
affecté dans l'utilisation de glucose (Figure 2Bj).revanche, le mutalkmpoBprésente une
trées faible consommation de glucose comparée &olehe sauvage (Figures 3A et 3B
enumeérées dans l'article). Il montre aussi, unesepimation de glucose similaire au double
mutant Amanl/mpoA (Figure 3), ce qui laisse présager que dans canmnimpoB, le
PTS™" pourrait également étre inactif.

Les effets antagonistes des trois différents matampo (mpoA AmpoA AmpoB sur
I'utilisation de glucose étaient difficiles a inpeéter. La délétion du premier gemapoA
(codant pour EIIXP) n'a pas d'effet ; en revanche son inactivation ipaertion avec des
effets polaires sur les génes an aval inhibe fateénutilisation du glucose. Le méme
résultat est obtenu quamdpoB le deuxiéme géne de I'opéron (codant pour B est
delété. Il a été montré que I'opérampo joue un réle dans la régulation de I'expression de
'opéron man (Arous et al, 2004b; Stoll and Goebel, 2010). Le régulateungipal de
'opéron manest ManR, un activateur de transcription de lailfarhevR (Xueet al, 2005;
Xue and Miller, 2007), dont le géne est situé emm@nde 'opérommpa L'inactivation des
géenes codant les Ell qui contrélent LevR Rlesubtilisou L. caseientraine une expression
constitutive des genes sous contrble de LevR. ldgass donc décidé de réaliser des travaux

permettant de mettre en évidence les détails deedalation de I'opéronman par les
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composants Ell du PT®° et d’étudier le role spécifique de I'EIYB° dans la régulation de
ManR qui semble différent de la régulation de LedRn de mieux comprendre la régulation

de I'opéronmanpar 'opérormpq des tests de gRT-PCR ont été réalisés a cet effet

2- Régulation de I'opéronman et mpo

Les protéines LevR-like sont soumises a une dowdgelation par les composants du
PTS. La phosphorylation par I'El et I'HPr est né&gaage pour I'activation de ManR. En effet,
le mutantAptsl montre une tres faible expression de I'opémanet une forte expression de
'opéron mpo (Figure 1D mentionnée dans l'article). Le sitepd®sphorylation par I'El et
I'HPr est probablement I'histidine-506 dans PRD1ManR (Figure 35 ci-dessous) car le
remplacement de cette histidine par l'alanine chlnR delL. innocuainhibe également
I'expression de lI'opéromman (Xue and Miller, 2007). La deuxieme phosphorylatides
protéines LevR-like nécessite la présence de I'HRr, I'EIIA et I'EIIB et entraine un effet
négatif sur I'activateur de transcription. Dang#s de ManR, le site de phosphorylation par
la P~EIIB est probablement I'histidine-871 (Figl8®) parce que le remplacement de cette
histidine par alanine chez ManR deinnocuapermet une expression constitutive de I'opéron
man(Xue and Miller, 2007). En accord avec ce mod&lajélétion danpoAqui empéche la
phosphorylation du résidu His-871, entraine égaftmene expression constitutive de
'opéronman (Figure 1B mentionnée dans l'article). Comme dagntionné, Stoll et Goebel
ont montré qu’une tres faible expression de I'opémwan était observée dans le mutant
portant une délétion de I'opéranpo entier (mutanAmpoABCD (Stoll and Goebel, 2010).
Ce qui est en accord avec nos résultats montrantras faible expression de I'opéroran
dans le mutant portant une insertion dans le gépeAavec des effets polaires empéchant
I'expression des genes en aval (confirmé par dpéreences de gRT-PCR). Par analogie avec
la régulation de LevR, la délétion ou l'inactivatiale I'opéronmpo aurait également di
permettre une expression constitutive de I'opéman Nos résultats suggerent que ManR
aurait besoin d’'un composant du P#%afin d'étre active, mais pas I'EIIR° car I'absence
permet une activation constitutive de ManR et Einaation ou la délétion de tout I'opéron
mpo entraine une inhibition de ManR (car trés faibkpression de I'opéromar). Nous
avons donc délété le gémepoB (codant pour I'EIIB'), ce qui entraine une trés faible
expression de I'opéromansimilaire a la délétion de I'opéron entier (Figui® mentionnée

dans l'article) et par conséquent une inhibitior’detivité de ManR. Ce résultat suggere que,
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Mpo

ManR pour étre active, nécessiterait la présenckEd® sous forme non phosphorylée

(Figure 1C mentionnée dans l'article) car dans lgamtAmpoAqui montre une expression

constitutive de 'opéroman I'EIIB MP°

n'est pas phosphorylée. Cette activation pouétaé
due a une interaction directe de ManR avec I'E¥BL’EIIB exercerait donc deux fonctions
dans la régulation de ManR :

a- sous forme phosphorylée (en absence de mannosglugcose), elle transfert son
groupement phosphate vers I'histidine-871 et paséquent empéche I'induction de I'opéron
man(Figure 35).

b- sous forme non phosphorylée (en présence deasarsu glucose), 'EIIB interagit

probablement avec ManR et stimule son activiteuiegs).

Un modéle de la régulation de I'activité de ManR meposé en figure 35. Dans ce modele,
induction de I'opéronman via I'activation de ManR requiert dans un prentemps, la
présence de la forme non phosphorylée de I'®ifBqui est probablement dominante en
présence de glucose. L’ENM® sous la forme non phosphorylée interagirait dorec aManR.

La forme non phosphorylée de 'ENf présente en majorité en présence de glucose assure
ainsi que, peu de molécules de ManR soient phogjgesr sur I'histidine-871 dans PRD2
entrainant une inactivation. Enfin, [linduction dEopéron man nécessiterait la
phosphorylation du domaine PRD1 de ManR par la B-Hfir. Cette phosphorylation
diminue en présence d’autres sucres PTS rapidem&abolisables dans le milieu et elle sert
de mécanisme de la répression catabolique CcpAsamdiante. L'induction de 'opéranan
est réalisée seulement, lorsque ces trois conditsamt réunies, permettant I'activation de
ManR:

a- interaction avec la protéine EWE

b- déphosphorylation de I'histidine-871

c- phosphorylation sur I'histidine-506

Afin de mieux mettre en évidence ce mécanisme,tests de complémentation du mutant
AmpoB avec différents alleles de ce géne (géne sauutdigédAla et His1l4Asp) ont été
réalisés. Les résultats obtenus ont permis de ewomjue 'EIIB" sous forme non
phosphorylée est nécéssaire pour I'expressionageionman et donc pour l'activation de
ManR (Figure 1C mentionnée dans l'article). Nousravégalement montré que I'effet du
PTS'° sur I'expression de I'opénmanest bien dépendant de manR (Figure 1B mentionnée
dans I'article). Des tests d'interaction entre MastFEIIBYP® seront par la suite réalisés.
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Ce modele de régulation de ManR ressemble a lalatdgu de MtIR deB. subtilis un

activateur de transcription LicR-like. Des testmdéf@ues ont permis de suggérer que

'EIIBM sous forme non phosphorylée interagirait et stmail MtIR pour &tre active.

L'inactivation du géne codant pour la protéine EftAentraine une expression constitutive de

'opéron mtl (code pour les transporteurs du mannitol et laniakl-P déshydrogénase)

(Joyetet al, 2010). Par contre, la délétion simultanée deggendant 'EIA™ et 'EIIBM!

entraine une forte diminution de I'expression dep&ronmtl et donc une inactivation de
MtIR. Des expériences de double hybride chez larkew yeast two hybrid » ont permis de

mettre en évidence une interaction directe enti& it EIIB"! (données non publiées).
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Figure 35 : Modele proposé pour la régulation de Expression de I'opérorman et I'activité de

PrfA via I'activation de ManR contrdlée par le PTEMP.

Les données de gRT-PCR ont également permis deengpie I'opéromanest induit par le

glucose et 'opérompo est exprimé de maniere constitutive. On obsene axpression de

'opéron man dans la souche sauvage en présence de glucosevanthe, en présence de
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glycérol, une tres faible ou inexistante expressierfopéronmanest observé dans la souche
sauvage (Figure 1A mentionnée dans l'article). Qeept en accord avec les travaux de
Hechard et ses collaborateurs montrant une fonpeeszion de I'opéromandans la souche
sauvage EGDe en présence de glucose et de mamnestgible expression en présence de
fructose et une trés faible expression en préseeceellobiose (Daleet al, 2001). On
observe par ailleurs, une induction de I'opéngmo dans la souche sauvage indépendamment
de la croissance des bactéries en présence desglocode glycérol (Figure 1A mentionnée
dans l'article).

Les différentes données sur la croissance et Iaotomation de glucose associées aux
données sur la régulation, permettent d'affirmee tpi PTE?" est le systéme principal de
transport de glucose et ce systéme est induit @&epce de glucose. Le P¥3est exprimé

de maniere constitutive et son role principal $edaifonctionner comme senseur de glucose
et de transmettre le signal en phosphorylant etiteragissant avec ManR afin de contrdler
I'expression de 'opéroman Toutefois, ce PT¥° permettrait aussi le transport de glucose
chez L. monocytogenemais avec une affinité plus faible que le P¥SDes études plus
approfondies sur la régulation de ManR par les amapts du PT¥° pourront par la suite
étre réalisées. Des études de phosphoryldtiomitro avec ManR sauvage et difféerentes

formes mutées sont également envisageables afiordiemer les sites de phosphorylation.

3- Inactivation du geneptsl et les transporteurs non-PTS de glucose

Chez la plupart des firmicutes, la délétion du gétséentraine une rupture compléte
des différentes fonctions attribuées au PTS (Deetst al, 2006). Le mutaniptsl est donc
incapable de transporter le glucose via le PTSnG&nt utilise trés faiblement le glucose par
rapport a la souche sauvage. Il consomme 8 a &0nfioins vite le glucose que la souche
sauvage et 2 fois moins vite que le mutAmpoB (Figures 3A et 3B mentionnées dans
l'article). Le mutantAptsl montre une tres faible croissance en MM additiod@@lucose a
de basses concentrations (Figure 26). A partirsden, on observe une croissance modérée
mais toujours faible par rapport a la souche saei&igures 2C et 2D mentionnées dans
l'article). La différence d’utilisation de glucosatre les mutantdAmanL, AmpoBet le mutant
Aptsl (Figures 3A et 3B mentionnées dans l'article) swggjuel.. monocytogenepossede
d’autres transporteurs PTS pour le glucose dorRT& 1 et un autre PTS de la classe

mannose, PT$"4 codée par les géndmo01997Imo2000-2002 Ces transporteurs sont
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surexprimés dans les mutatsnanLMN et AmpoABCDpermettant une croissance de ces
mutants a partir de 10 mM glucose (Stoll and Gged@10). Le glucose pourrait également
étre transporté via un ou plusieurs PTS cellobomseme montré chez. lactis (Castroet al,
2009). La croissance du mutamptsl a partir de 10 mM glucose (bien que trés faible pa
rapport a la souche sauvage) nous permet de dégluere. monocytogenepossederait des
transporteurs non-PTS de glucose.

En effet, 3 protéines (GlcU1, GlcU2 et GlcU3) ot# @entifiées chek. monocytogenegsar
homologie de séquences aux transporteurs de gl@lotechez d’autres firmicutes comme
L. lactisetS. xyloxugCastroet al, 2009; Fiegleet al, 1999). L'inactivation des gengicU1

ou glcU2 dansL. monocytogenes’a aucun effet détectable sur I'utilisation deagise chez
cette souche. Cependant, la complémentation deodahs E. coli LJ140 (incapable de
transporter le glucose) avec les germgsUl ou glcU2 de L. monocytogenegpermet
l'utilisation de glucose a partir de 15 mM (Figugd mentionné dans larticle ; Figure
29). Ceci expliquerait la croissance du mutapmtsl a partir de 15 mM glucose. La
complémentation avec les gemgsU1 ouglcU2 permet une meilleure utilisation de glucose a
partir de 25 mM similaire aux souches utilisées wmrtémoins positifsg. coli NM522 ; E.
coli Dh5a) (Figure S1 mentionnée dans l'article ; Figure.29 complémentation avec le
geneglcU3 deL. monocytogengsermet une utilisation de glucose a partir de 85 (lRigure
29). Ces données nous permettent d’affirmer queret®ines GlcUl, GlcU2 et GlcU3 sont
des transporteurs non-PTS de glucose ¢hemonocytogenequi présentent cependant, une
faible affinité pour le glucose principalementtignsporteur GlcU3.

4- Effets des transporteurs PTS et non-PTS sur l'divité de PrfA

En présence de sources de carbone facilement nistdides (glucose, cellobiose,
fructose, mannose), I'expression PrfA-dépendantendmbreux genes de virulence est
diminuée (Milenbachst al, 1997; Park and Kroll, 1993). Nous avons dansaatl, mis en
évidence, en présence de glucose, mannose etde,dteffet des mutations touchant les
genes codant pour les transporteurs PTS et nond@T@ucose, sur I'activité de PrfA et

'expression PrfA-dépendante de certains genesrdiemce actAethly).
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- En présence de glucose

Afin de montrer une éventuelle implication des $faorteurs de glucose (PTS et non-
PTS) dans la régulation de lactivit¢ de PrfA, déssagesp-glucuronidase rapportant
'expression d'une fusion lty-gus et des tests de qRT-PCR ont été réalisés a pmiatir
cultures bactériennes effectuées en MM. L’'actiffitglucuronidase a aussi été montrée sur
milieu HTM additionné de glucose a différentes @rications. Plusieurs mutations touchant
des composants du PTS ont montré un effet de déssipn sur I'expression PrfA-
dépendante des génes de virulence. Cela n'estopkervé lorsque le gemefA est délété
dans ces différents mutants (Figures 4 et 5 memdies dans larticle). Ce qui permet
d’affirmer que l'effet de ces mutations est dépenditun PrfA fonctionnel. La délétion du
genemanLoumanMentraine une augmentation de I'expression desiariurhly-guset donc
une augmentation de l'activité de PrfA en MM adiitié de faibles concentrations en
glucose. L'effet de ces mutations est moins fodea concentrations élevées en glucose (a
partir de 25 mM glucose) (Figure 4 mentionnée damticle). Ces résultats sont également
observés sur HTM additionné de glucose a difféeeentencentrations. A de faibles
concentrations en glucose (2,5 a 20 mM), une aaivale PrfA dans le mutatmanL est
observée ; par contre, dans le mutAntanM on observe une activation de PrfA jusqu'a
seulement 5 mM glucose (Figure 5 mentionnée daticle). A de fortes concentrations,
dans ces deux mutants, l'activité de PrfA est simgl a la souche sauvage. En outre, une
augmentation de l'expression PrfA-dépendante deegdle virulenceactA et hly a été
observée dans les mutatmanL et AmanM (Tableau 1 mentionné dans l'article, Tableau
13).
En somme, la délétion du gém@anMentraine une Iégére augmentation de I'activit®da
tandis que dans le mutantmanL, on observe une plus forte augmentation de I'détige
PrfA. Aussi, la délétion du genmanL et manM entraine une diminution similaire de
I'utilisation de glucose dans ces mutants.
La différence de l'activité de PrfA dans les souchmanL et AmanMsuggere que la protéine
EIIABM2" joue un role spécifique dans la régulation deftession des génes de virulence. La
forme non phosphorylée de I'EIIAB" pourrait probablement permettre linhibition de
lactivité de PrfA en présence de glucose. Dansmietant AmanM un fort niveau
d’expression du genmanLest observeé lorsque la souche croit en présengkidese (Figure
1A mentionnée dans larticle). Dans ces conditiolas,protéine EIIAB™" serait donc
surproduite dans ce mutant et présente sous fonmspporylée et non phosphorylée. Le ratio
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EIIABM" phosphorylée/non phosphorylée dépend probablerdenta concentration de
glucose. A de faibles concentrations de glucose é2,5 mM), I'EIIABY®" est présente en
majorité sous la forme phosphorylée car dans cedittons, le transport du glucose par les
PTS™ PTS 1 et PTE*-4 est moins efficace (faible affinité) (Stoll aGobebel, 2010). La
P~EIIABY®" nentraine donc pas une inhibition de PrfA (Fig@®). A de plus fortes
concentrations, I'utilisation du glucose par le P¥devient similaire & celle du P'%, ce
qui entraine une déphosphorylation partielle deewiles protéines du PTS (Hogertaal,
1998). Par conséquent, la protéine EItRBest majoritairement présente sous la forme non
phosphorylée dans le mutafinanM entrainant ainsi une inhibition de PrfA a partir 2
mM glucose.

Par ailleurs, la délétion du gemgpoAet I'inactivation des génagcU n'ont pas d’effet, ni sur
I'utilisation du glucose, ni sur I'activité de PrfAa plus forte augmentation de I'activité de
PrfA et I'expression des genes de viruleac#A et hly est observée dans le mutamhpoB
(Figure 4 et Tableau 1 mentionnés dans l'artiftfegure 30). L’'augmentation de l'activité de
PrfA dans ce mutant résulterait de la trés faiplelgse de la protéine EIIAB" (Figure 1B
mentionnée dans l'article). Ce qui est le contraiems le mutanAmpoA qui montre une
expression constitutive du gemganL codant cette protéine. L'inhibition de PrfA dames |
mutantsAmanL et AmpoBa des concentrations élevées en glucose (a dar@2s et 15 mM
respectivement) (Figure 5 énumérée dans l'artisl&#) HTM est probablement due a la
présence du PT84 (PTS de la classe mannose codée par les g@md997Imo2000-
2002. Comme mentionné précédemment, a partir de 10ghidose, une augmentation de
I'expression du PT$"4 est observée dans les mutananetmpo(Stoll and Goebel, 2010).
La forme non phposphorylée des composants EllAueEtiB de ce PT$"4 pourrait
entrainer une inhibition de PrfA similaire & la t@ioe EIIAB"®". Les composants EIIA et
ElIB du PT$""-4 montrent 47 & 58% de similarité avec les compisseorrespondants des
PTS™" et PTS™,

La délétion du genptsl entraine une tres faible expression de 'opénamnet le mutaniptsl

est incapable de transporter les sucres via le PBEAs ce mutant, une augmentation de
l'activité B-D-glucuronidase est observée sur HTM a toutesctegentrations de glucose
testées (2,5 mM a 55 mM) (Figure 5 énumérée damtscle). Une augmentation de l'activité
-D-glucuronidase est également observée sur MMtiaddé de 25 mM glucose (Figure 4
mentionnée dans l'article ; Figure 30). L’activiiéD-glucuronidase dans ce mutant est plus

élevée a de fortes concentrations de glucose, plaiant due a la meilleure croissance du
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mutantAptsl a ces concentrations. Le mutamtsl montre une tres faible expression du gene
manL codant la protéine EIIAB" (Figure 1C mentionnée dans I'article) qui entreditaune
inhibition de PrfA. Nous déduisons de ces résulfais dans le mutamiptsl, les composants
du PTS supposés entrainer une inhibition de PrfA foblement synthétisés. La délétion du
geneptsl n’a cependant montré aucun effet sur I'expresdesigenehly etactA mesurée en
gRT-PCR réalisée a partir de cultures de celluesi®l additionné de glucose. Des résultats
préliminaires de qRT-PCR réaliséé a partir de cettude cellules en BHI ont montré une
augmentation de lI'expression ddy dans ce mutant. Mertins et ses collaborateurs ont
préalablement montré que la délétion du gets#l (codant pour la protéine HPr : protéine
générale du PTS) qui montre également une ruptot@et des fonctions du PTS et
probablement une tres faible expression de l'opémam entraine une augmentation de
l'activité de PrfA (Mertinset al, 2007). Ces données rejoignent nos résultats ltieresi de
cellules en BHI.

Les résultats de dosages de l'actifd#d-glucuronidase obtenus a partir de cultures de
cellules en phase exponentielle de croissance igentiques a ceux obtenus a partir de
cultures de cellules en phase stationnaire (FigQyeL’'activité de la protéine PrfA n’est donc
pas affectée par la phase de croissance des soGdEmndant, I'expression des géeaewh et

hly mesurée en qRT-PCR est plus faible en phase rataire (Tableau 13) qu’en phase
exponentielle (Tableau 1 énuméré dans l'articlela(ourrait s’expliquer par le fait que les
ARNmM seraient rapidement plus dégradés pendanhdaepstationnaire de croissance que
pendant la phase exponentielle.

- En présence de mannose et de fructose

L'effet des mutations PTS sur l'activité de PrfAégalement été étudié sur HTM
additionné de mannose et de fructose a différerdesentrations. Les résultats obtenus en
présence de mannose sont similaires a ceux ob&npeesence de glucose (Figure 31). Les
mutants contenant peu ou pas de EfABnontrent une augmentation de I'activité de PrfA
en présence de mannose. L'opéroan est induit en présence de glucose et également en
présence de mannose (Stoll and Goebel, 2010).dtirsion de PrfA observée en présence
de mannose dans la souche sauvage et dans le muotpoAserait due a la présence de la
protéine EIIAB""sous la forme non phosphorylée. Cette protéinatestnte dans le mutant
AmanL et trés faiblement produite dans les mutantapoB et Aptsl, d’ou l'activation de

PrfA dans ces mutants.
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En présence de fructose, on n'observe aucune augnoende I'activité de PrfA dans les
mutantsAmanL et AmpoBcomparé a la souche sauvage (Figure 31). Ce & esntraire
des résultats observés en présence de glucose atadrose. Ces résultats pourraient
s’expliquer par le fait que :

- d'une part, le PT$"-4 pourrait étre induit dans les mutamsn et mpo en présence de
fructose. Le fructose est un sucre transporté @a&TIS de la classe fructose et aussi par le
PTS de la classe mannose (Barabote and Saier, .2085) composants du PY%-4
pourraient alors inhiber PrfA en présence de freetdans ces mutants.

- d’autre part, en présence de fructose ou d’asivesces de carbone transportés par le PTS,
un intermédiaire de la glycolyse pourrait formeraamplexe avec la protéine Ell spécifique
du sucre, entrainant ainsi une inhibition de PrfAypothése qu’'un intermédiaire de la
glycolyse et des Ell spécifiques des sucres sdramgaliqués dans la régulation de PrfA, n’est
toutefois pas écartée. Ce qui permet d'affirmer beket des mutations PTS observé ne
dépendrait pas que de la protéine EIYRBmais serait plus général.

En outre, la délétion du gemesl entraine une activation de PrfA en présence dtidse a
partir de 15 mM. Une meilleure croissance du mubgtsl est observée a des concentrations
élevées de sucres. Dans le mutaptsl, on observe une inexistante ou une expression
résiduelle des transporteurs PTS ayant un effet Pt (comme EINAB"™"). Ce qui
entrainerait une activation de PrfA dans le mufgoisl pendant la croissance sur fructose.

En somme, les mutations permettant la synthése ede qu pas de protéine EIIA®
entrainent une activation de PrfA. Ce qui est etork avec les travaux de Larsen et ses
collaborateurs montrant que linactivation du géemeeD entraine une forte diminution de
I'expression demanL (codant la protéine EIIAB") et une augmentation de I'expression
PrfA-dépendante des génes de viruleridg €t plcB) en présence de sucres PTS (Larsen
al., 2006). La protéine EIIAB*" aurait un réle majeur dans la régulation de PrfAéponse
aux sucres PTS.

Nous avons par la suite proposé un modeéle résumadgulation de I'opéromanet de PrfA
(Figure 35) dans lequel le P jouerait le role de senseur de glucose et comgible
'expression de I'opéroman en réponse a la présence ou non de glucose. Banges de
glucose, I'EIIAB™" est majoritairement sous forme non phosphoryléeinatragirait

directement avec PrfA pour I'inhiber ou indirectarheia un co-facteur encore non identifié.
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5- Réle des mutations PTS dans la virulence

Nous avons par la suite, essayé d'identifier |ésteides mutations PT&énet ptsl)
in vitro (infection des cellules épithéliales Caco-2 et-3e@tin vivo dans la souris. La
mutationmanLn’entraine pas d’effet dans l'infection des catiépithéliales Caco-2 et Jeg-3
(Figures 32 et 33). Le mutaimanL montre une bonne croissance en BHI (milieu riche
utilisé pour la préculture). La croissance de cetamiudans le milieu BHI permettrait
linduction d’autres PTS comme le P84 (Stoll and Goebel, 2010) qui pourraient
entrainer I'inhibition de PrfA. En revanche, le mnttAptsl est plus invasif dans les cellules
épithéliales Jeg-3 et Caco-2 aprés 1 h d'infec(leigures 32 et 33). Par contre, aucune
différence entre le mutamiptsl et la souche sauvage n’est observée apres 3 teation
(Figures 32 et 33). Aprées 1 h d’infection, la nnlitation bactérienne s’effectue
probablement pendant I'entrée dans les cellulesnuantAptsl est incapable de transporter
un sucre via le PTS et montre également une aictivate PrfA. L’augmentation de la
virulence par rapport a la souche sauvage danselagdes testées pourrait s’expliquer par
'absence de composants PTS ou d’'un intermédiarta djlycolyse entrainant normalement
l'inactivation de PrfA en présence d’'un sucre rapiént métabolisable. L’activation de PrfA
entraine une induction de I'expression PrfA-dépeteldes genes de virulence commié et
inIB. Du fait de la multiplication du mutaniptsl dans les cellules aprés 1 h d’infection, nous
avons cherché a étudier par des tests de qRT-R&Rrdssion des genedA etinlB qui sont
responsables de I'entrée demonocytogenedans les cellules (Gaillaret al, 1991; Ireton,
2007). L’expression du genmlA est beaucoup plus élevée dans le mutgtsl que dans la
souche sauvage (Figure 34). Ce qui explique |z fortiltiplication du mutaniptsl dans les
cellules Jeg-3 et Caco-2 aprés 1 h d'infection.r&manche, I'expression du gemdB est
similaire a la souche sauvage. Le mutgpiisl ne montrant plus d’infection aprées 3 h, pourrait
s’expliqué par le fait que, ce mutant étant incépae croitre en présence de sucre PTS, se
présente sous forme de petites colonies trés éagit cependant moins résistant aux
conditions intracellulaires.
Par ailleurs, les résultats préliminaires des inf@s in vivo dans la souris ne permettent pas
pour le moment d’émettre des affirmations sur éetfes mutations PTS dans la régulation de

la virulencein vivo. Des études plus approfondies seront réaliséeteifet.
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CONCLUSION

De nombreuses études sur la régulation de Prf&xgtression des génes de virulence
PrfA-dépendants ont été réalisées cheanonocytogenesEn présence de certains sucres
rapidement métabolisables tels que le glucoserdetdse, le mannose et le cellobiose,
l'activité de PrfA et I'expression PrfA-dépendardes genes de virulence est diminuée.
Certaines données suggerent une régulation de panfAes composants du PTS (Freittg
al., 2009; Herrcet al, 2005; Stollet al, 2008). L'objectif de cette recherche était d'études
systemes de transport de glucose dhenonocytogenest leurs effets sur l'activité de PrfA

et 'expression PrfA-dépendante des genes de wicale

La premiere partie de mon travail a consisté aiétuds transporteurs PTS et non-
PTS de glucose et leur régulation. Nous avons feh mbntré que la délétion des geneasnL
et manM (opéronman) ou l'inactivation de cet opéron, également laétiéh du genenpoB
ou l'inactivation dempoA par insertion entraine une diminution de l'utilisa de glucose.
Ces données suggeérent que les protéines EIABEIICY™ et EIIB"P jouent un role
important dans I'utilisation de glucose cheamonocytogene€ependant, la délétion du gene
mpoAn’entraine pas d’effet dans l'utilisation de glseoCes résultats nous suggerent que le
PTS"" est le systéme principal de transport de glucosz thmonocytogenede PTSP
permet également le transport de glucose chezlzattérie mais avec une plus faible affinité.
En outre, la croissance du mutammtsl bien que faible en présence de glucose, nousnaigper
d’émettre I'hypothése quk. monocytogenepossede des transporteurs non-PTS. Alors, 3
genes codant des protéines GlcU putatives (GlcUdZet GlcU3) ont été identifies chez
L. monocytogenegpar similarités de séquences avec les transpert@icU d’autres
firmicutes. La complémentation hétérologue de lacke E. coli LJ140 (incapable de
transporter le glucose) avec chacun des trois ggleesde L. monocytogenea permis de
montrer que ces protéines GlcU1L, GlcU2 et GlcU3 sas protéines capables de transporter

le glucose chek. monocytogenamais avec une tres faible affinité.

Par ailleurs, I'étude de I'expression des opéraren et mpo codant respectivement les
PTS™ et PTS'™ a permis de montrer que I'opéroman est inductible par le glucose et
'opéronmpoest exprimé de facon constitutive. Cependantgéléton du genenpoAconduit
a une expression constitutive de 'opéroan contrairement a la délétion du gem@oBou

ptsl, qui entraine une forte diminution de I'expressida I'opéronman Ces résultats
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suggérent que la protéine EY® et I'EI sont impliquées dans I'induction de I'opérman
via I'activation de ManR qui est le régulateur dgéronman (Vu-Khac and Miller, 2009).
L’activation de ManR nécessiterait donc la préseteéa protéine EIIB™ sous la forme non
phosphorylée et également la phosphorylation deRvpar la protéine El phosphorylée
(P~EI). Enfin, la P~EIIBP phosphoryle ManR sur une histidine dans le domBRB2 mais
cette phosphorylation inhibe l'activité de ManR. ylla alors trois conditions qui sont
nécessaires pour I'activation de ManR et par camséigpour I'induction de I'opéroman Le
PTS"° fonctionnerait donc comme un senseur de glucosergprésence de glucose stimule

'expression de I'opéromanen régulant I'activité de ManR.

Des études ont préalablement montré l'effet desesuPTS (cellobiose, glucose,
fructose ...) sur la régulation de l'activité de Prfiilenbachset al, 1997; Park and Kroll,
1993; Stollet al, 2008). La seconde partie de mon travail a comeetiétude de I'effet des
systemes de transport de glucose dans la réguldgidtrfA et I'expression PrfA- dépendante
des génes de virulence.

Nous avons en effet montré que linactivation deegg codant pour les protéines GlcU de
transport de glucose et la délétion du génp®A (codant pour la protéine EIYR®) n'ont pas
d’effet sur l'activité de PrfA dans les différentesnditions testées. Cependant, les mutations
ptsl, manL et mpoBmontrent un effet sur I'activité de PrfA (activaii de PrfA) en présence
de glucose et de mannose et également sur I'expne$dfA-dépendante des genes de
virulence. Ce qui nous permet d’affirmer que, dessmutants synthétisant peu de EIIXB
(Aptsl et AmpoB ou n’en synthétisant pag&rtanl), I'activité de PrfA est augmentée en
présence de glucose et de mannose. Cependantitiadi PrfA reste inhibée en présence de
fructose dans les mutamisnanL et AmpoBalors que PrfA reste active dans le mutspisl.
Ces données suggeéerent que l'activité de PrfA rpastuniquement contrélée par la protéine
EIIABM® mais probablement par d’autres facteurs (par elempn intermédiaire de la
glycolyse).

Nous avons aussi, montré que l'effet des mutati®hS observé sur I'activité de PrfA et
I'expression PrfA-dépendante des genes de virulerdoessite la présence de PrfA car la
délétion du generfA dans la souche sauvage et dans les mutanenl, AmpoB et Aptsl
(qui montrent une activité de PrfA plus élevée)ane une disparition complete de I'effet
des mutations PTS observé.

En outre, les infections de cellules épithélialeselture avec les souchds,monocytogenes

EGDe, AmanL et Aptsl ont permis de montrer que la mutatioanL n’a apparemment pas
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d’effet dans linfection contrairement a la mutatiptsl qui montre un effet. Ces résultats
suggerent un réle potentiel de la mutatpisl dans l'infectionin vitro plus particulierement
dans I'entrée dans les cellules. La forte prodacte la protéine InlA dans le mutatptsl
pourrait étre responsable de cet effet. Par ad|das résultats d’infection vivo réalisée chez
la souris ne permettent pas pour l'instant d’idetiun potentiel role des mutations PTS
(AmanL, AmpoB Aptsl).
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PERSPECTIVES

Suite aux résultats obtenus au cours de ce tragailnombreux travaux pourraient étre
envisagés afin de mieux comprendre les différespeets de la régulation du P1Spar le
PTS et également de la régulation de I'activité de\Ryér le PTS.

+ Les mutations PTSr{anL, mpoB ptsl) seraient impliquées dans I'activation de PrfA
via le glucose. La question posée est de savaiets activation de PrfA est due a une
interaction directe ou indirecte des protéines Bdi¥ernées avec la protéine PrfA. Il
serait donc intéressant d’étudier les interactemse PrfA et les protéines du PTS tout
d’abord par la technique de cross-linking vivo (Herzberget al, 2007). Cette
technique permet d’identifier des protéines quitvea lier a PrfA dans la bactérie.
L'avantage de cette technique, c’est de pouvointiler des complexes si PrfA
intéragit avec des protéines. Ensuite, d’autresramhgs biochimiques qui
permettraient de mettre en évidence une interacpossible entre la protéine
EIIABM®" ou d’autres composants du PTS et la protéine RidArraient &tre réalisées.
Ce travail a déja débuté. L'étape de constructienmditants est terminée et des tests
biochimiques seront réalisés par la suite pour mmetin évidence des possibles

interactions entre les protéines du PTS et PrfA.

< La protéine EIIAB™ jouerait un role dans la régulation de PrfA. Lasjiom posée
est de savoir lequel des domaines EIIA ou EIIB lgsideux) est nécessaire dans la
modulation de l'activité de PrfA. Des tests de c@mgentation du mutamdmanL
avec les génes codant respectivement la protéimeaga EIIAB™", seulement le
domaine EIIA ou le domaine EIIB pourraient étrelisés.

Ce travail a également débuté.

+« Un intermédiaire de la glycolyse pourrait étre igpé dans la régulation de I'activité
de PrfA. Différentes études pourraient étre envsaga cet effet. Il serait donc
intéressant de construire des mutants dans lesdeglenzymes de certaines étapes de
la voie glycolytique seraient inactives. Le métak de sources de carbone va se
faire dans ces mutants via le cycle pentose phospBkasuite, il faudra tester 'effet

de ces mutations sur I'activité de PrfA. Les mwagi seront dans l'incapacité de
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produire l'intermédiaire glycolytique réprimant Xjgression des genes de virulence

montreront une plus forte activité de la protéin&P

L'interaction entre la protéine ENB° avec ManR semble nécessaire pour permettre
son activation. Nos expériences géneétiques ont néamie, c'est la forme non
phosphorylée de I'EIIBP qui pourrait se lier & ManR. Des expériences deblo
hybride pourraient étre réalisées afin de mettré\étence I'interaction entre EI¥8°

et ManR.

Le mutant Aptsl montre des effets pendant linfectian vitro (Jeg-3, Caco-2)

probablement au niveau de l'entrée dans les csllhfites. Des expériences plus
approfondies pourraient étre réalisées afin de rapigjue I'effet observé est di a la
délétion de la protéine El et non a la faible cépadu mutant a utiliser des sources de

carbone présents dans le milieu.

Les résultats préliminaires des infections/ivo n'ont pas permis de montrer un effet
des mutations PTSm@anL, mpoB ptsl) dans l'infection parl.. monocytogenedDes
études approfondies pourraient étre envisagéetseifee Des expériences pourraient
étre réalisées soit:

- en changeant de modele animal car le role pefeda I'El observéin vitro se
situerait au niveau de I'entrée dans les cellulestécepteur cellulaire de la protéine
InlA est la E-cadhérine humaine, de la gerbilleeicobaye. Il serait donc intéressant
soit d'utiliser ces animaux, soit une souris tra&msgue qui synthétise la forme
humanisée de la E-cadhérine.

- réaliser des infectionig vivo par voie orale car la voie intraveineuse ne peipast

de montrer I'étape d’infection intestinale.

% Des travaux plus approfondis pourraient aussi &adisés afin d’identifier le réle

exact des mutations PT8i&nL, mpoA mpoB ptsl) dans la formation de biofilm par
L. monocytogenesD’autres conditions de cultures des souches pmunt étre

envisagées. Ce travail a également débuté et est elé annexes.
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ANNEXES 1

Contribution au sujet : Role du PTS dans la formaton de biofilm chezL. monocytogenes

Cette étude est réalisée dans le cadre d’'une oodlibn avec le Dr Romain Briandet de
'UMR 1319, Micalis-B2HM Bioadhésion Biofilm et Hygne des Matériaux de Massy.

Un biofilm naturel par définition, est une commutgaplus ou moins complexe et
symbiotique de microorganismes (bactéries, chanopiginalgues ou protozoaires), adhérant
entre eux et a une surface, marquée par la formdtime matrice extracellulaire adhésive et
protectrice. La matrice extracellulaire est souxamposée de polymeéres biologiques qui
permettent I'attachement entre les bactéries @tsarface. Cette matrice est de natures
diverses selon le biofilm et peut étre composéprdiines, de polysaccharides et/ou de
I’ADN. Elle contribue de maniére significative @tganisation de la communauté du biofilm
(Brandaet al, 2005). Les biofilms sont hautement organisésoemncunautés et leur
formation est composé de trois étapes : I'attaci¢indial, la formation de micro-colonies et
I'expansion des colonies (Costertenal, 1999). Différents composants seraient impliqués
dans la formation et la maturation de biofilm tgle des molécules de signalisation
extracellulaires (auto-inducer du quorum sensidgs3, systemes putatives des ABC
transporteurs (Sakuragi and Kolter, 2007; 2hal, 2008) et probablement des composants
du systéme PTS (Houot and Watnick, 2008; Haiatl, 2010).

L. monocytogenesst capable de persister pendant de longues péridahs les aliments
gu’elle colonise et cela s’explique par sa capaciigrmer des biofilms. Les biofilms de

L. monocytogenesont difficiles a étre complétement éradiquésisaont tres résistants aux
détergents, bactériocides et antibiotiques. Ceqgse un probleme majeur aux industries
agroalimentaires (Zhat al, 2008). La structure du biofilm de monocytogenesst

influencée par les conditions environnementalesrdissance (Rieet al, 2008). En

condition statiquel,.. monocytogenese présente sous forme de courtes tiges ; urle faib
épaisseur et un volume élevé du biofilm sont oleserkzn condition dynamique cependant, la
bactérie se présente sous forme de réseaux destteainune épaisseur élevée et un volume

de biofilm également élevé sont observés (Rieal, 2008).
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Par ailleurs.. monocytogenesst une bactérie dont la motilité est médiéeeasdlagelles
gu’elle posséde. La motilité de la bactérie paffligelles est un élément critique a
I'attachement de la bactérie a une surface et ldaiosmation de biofilm. Des mutants ne
synthétisant pas de protéines flagellaires soettdt dans la formation de biofilm (Lemein
al., 2007; Renieet al, 2010; Todhanakasem and Young, 20Q@8)nonocytogengseut

exister sous différentes formes selon I'environneindans lequel elle se trouve (Lemetral,
2010). Elle peut exister soit :

- sous forme de pathogene intracellulaire

- sous forme de bactérie flagellaire extracellelair

- sous forme de bactérie extracellulaire dansilefiirns

Le régulateur des génes de virulence, PrfA, sessientiel pour le changement de forme de la
bactérie (c'est-a-dire passer soit de la formeagdtébie extracellulaire a pathogene
intracellulaire). PrfA serait donc un regulatewlggl des différentes formes d’existence de la
bactérie permettant ainsi une interconnexion ergsgedifférentes formes (Lemem al,

2010). Des études ont montré que PrfA serait immgkgdans la formation de biofilm car les
mutants ne synthétisant pas de protéine PrfA dtettas dans la formation de biofilm
(Lemonet al, 2010). La régulation de PrfA et des genes ddene PrfA-dépendants serait
contrblée par le PTS. En présence de sucres Pidenagnt métabolisables tels que le
cellobiose, le glucose, le fructose, le mannosalserve une diminution de l'activité de
PrfA.

En outre, des études ont montré I'implication disRIEns la formation de biofilm chez des
bactéries. Des protéines générales et specifiqu€d & seraient impliquées dans la formation
de biofilm cheVibrio choleraeen milieu minimum (MM) additionné de glucose oulLéh

Les mutants ne synthétisant pas de protéine Eéptésin volume de biofilm élevé tandis que
les mutants ne synthétisant pas de protéing°Bint trés affectés dans la formation de
biofilm (Houot and Watnick, 2008; Houet al, 2010). Les protéines PScependant,
entrainerait une diminution de la formation de inof{Houotet al, 2010).

Burne et ses collaborateurs ont montré I'implicatie la protéine EIIAB*" dans la

formation de biofilm cheStreptococcus mutansin mutant ne synthétisant pas de EIYRB

est fortement affecté dans la formation de biofikbranche<t al, 2006).

ChezStreptococcus gordoniun des PTS de transport de fructose serait im@ldans la
formation de biofilm. En effet des mutants ne sgtifant pas de fructose-1-phosphate kinase

(codée par le gérfeuK) et/ou de EIIABC spécifique du fructose (codéelpagéndrul) sont
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affectés dans la formation de biofilm (Lebal, 2003). Chez cette bactérie également, des
protéines du métabolisme flgylucosides (codés par les lo@scetbfb) seraient impliquées

dans la régulation de la formation de biofilm (Kiit al, 2004).

Le but de cette collaboration est d’essayer d’ifientun role potentiel du PTS
principalement des mutations PTi8an mpaq ptsl) dans la formation de biofilm chez
L. monocytogene&a partie construction de mutants a été réalisémats de mes travaux de
thése. Les mutants ont été construits dans la salelh monocytogene&GDe (souche
sauvage, WT).
La partie biofilm est entierement réalisée pardige de Mr Briandet. Les expériences ont été
réalisées en condition statique (labteks) et dygam{flow cells) en BHI a 37°C. Les
résultats sont interprétés apres 24 h de cultunerebalisés par rapport au WT.
Les résultats préliminaires obtenus permettent detrar que les mutanfsmanL et Aptsl
présentent un biovolume moins élevé que le WT ({ei@6) et une structure non homogéne
(Figure 37). Les mutanfsmpoBetAmpoAprésentent par contre, un phénotype similaire au
WT (Figures 36 et 37). Ces données suggerent wimbple implication de la protéine
EIIABM® et de I'El dans la formation de biofilm. Le mut@rhanLne synthétise pas la
protéine EIIAB™". Les mutantéptsl etAmpoBsynthétisent trés peu de protéine EINRB
Cependant, le mutadimpoBprésente un biovolume similaire au WT. Ces donséaggerent
gue la diminution du biovolume et de I'épaisseubdhfilm dans le mutamdmanLn’est pas
due au transport de glucose (a noter que le nilleLutilisé contient du glucose : 5 mM) car
le mutantAmpoBqui consomme le glucose moins vite que le mukamanlL, montre un
biovolume et une épaisseur de biofilm similaire3\al. La diminution du biovolume
observée dans le mutahinanL serait probablement due & I'absence de la protidas V"
qui entrainerait une augmentation de la formatiebidfilm dans le WT.
Des études plus approfondies seront réaliséeslafinieux déterminer I'implication du PTS
dans la formation de biofilm. La formation de biofisera aussi étudiée avec le mutant
AmanLcomplémenté avec difféerents allelesnd@nlL (manLsauvage, géne codant seulement

le domaine EIIA®" ou le domaine EIlB™").
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Figure 36: Biovolume en fonction des souches et duode de croissance des biofilms.
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Figure 37 : Développement des souches (WAmMpoA, AmanL, Aptsl) en biofilm.
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ANNEXES 2

Initiation au sujet : Implication du systeme Dha (dhydroxyacétone) dans I'immunité de

L. monocytogenes EGDe etL. innocua BUG 499a la pédiocine.

La dihydroxyacétone peut étre utilisée parcolicomme seule source de carbone
exogene. Elle serait transportée dans la cella@davperméase GIpF par diffusion facilitée. Le
systeme permettant la phosphorylation de ce sulzstraoné cheE. coliest le systéme Dha
(Figure 38) qui est également retrouvé chez de nemsles bactéries telles quennocuaet
L. monocytogeng®Barabote and Saier, 2005; Deutsabieal, 2006). Il fait intervenir les
enzymes générales du PTS (El, HPr) et I'Elfet peut étre considéré comme un PTS qui
participe seulement a la phosphorylation de sostsaitet non au transport (Figure 38). Ce
systeme est composé de différents génes qui secagamisés en opéron (Figure 39) chez
Listeria. A la fin de cet opéron, se trouve le g@eelBqui permettrait 'immunité de
L. monocytogenestL. innocuaa la pédiocine qui est une bactériocine produite
principalement par les espécesRialiococcusUn schéma illustrant I'opérathachez
L. monocytogenesst représenté dans la figure 39 et cet opéradesgique a celui présent
chezL. innocua
Un autre aspect de la virulenceldeanonocytogenesst la sensibilité de certaines souches de
Listeriaa la pédiocine. Des études ont préalablement séppesla protéine EIAE" était
impliquée dans la sensibilité de la bactérie awtédyacines de la classe lla tel que la
pédiocine (Graveseet al, 2000). Des études plus récentes ont cependaritérmre la
délétion du génemanMqui code pour 'EII™", entraine une résistance a la pédiocine (Kjos
et al, 2010). Un lien potentiel pourrait alors existatre le PT8"™ qui contient une EIIA de

la classe mannose et la résistance a la pédiocine.
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Figure 38 : Cascade de phosphorylation du PTS perrttant la phosphorylation de
la dihydroxyacétone (Dha) che&. coli (D’aprés Deutscher efl., 2006).
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Figure 39 : Représentation schématique de I'opérodha chezL. monocytogenes
(http://genolist.pasteur.fr/ListiList/)

ChezE. coli, la cascade de phosphorylation du PTS a partiE, qui catalyse la
phosphorylation de la dihydroxyacétone est médakeprotéines distinctes (El, HPr, DhaM,
Dhal, et DhaK) (Figure 38). DhaM est composée derBaines PTS : une EI tronquée, une
HPr et une ENIIA™®" (Figure 38) (Deutschest al, 2006; Gutknechet al, 2001). La

P~EIIAM?" de DhaM va transférer son phosphate & une moléoARP fixée & DhaL qui va
ensuite phosphoryler une molécule de Dha fixée @Dh’expression de I'opérodhaest
régulée par un activateur transcriptionnel DeoR;lkommé DhaR qui réprime sa propre
expression. L’activité de DhaR est contrélée parideeractions avec DhaK et DhalL. En
absence de dihydroxyacétone, la DhaK se fixe saRDémtrainant une inhibition de DhaR

(Figure 38). En présence de Dha, deux cas de Bquaavent se présenter (Figure 38) :
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- Dha est rapidement phosphorylée par DhalL quié@audne molécule d’ADP. Le complexe
DhaL/ADP se fixe sur DhaR et stimule ses fonctidtastivateur transcriptionnel.

- DhaK fixe la dihydroxyacétone et ce complexe t@ragit plus avec DhaR, qui reste donc
actif.

L’'opérondhadelL. monocytogenagnferme également le géimeo0352codant pour un
régulateur appelé DhaR (Figure 39). Nous aviong doiggéré que DhaR de

L. monocytogena®gulerait I'immunité de cette bactérie a la pefie et I'expression de
DhaR serait contrblée par la disponibilité en diioyxgacétone (comme mentionné
précédemment). Ainsi en absence de dihydroxyacgtona une inhibition de DhaR et par
conséquent, pas d’expression du gee@B ce qui se traduit par une sensibilité de

L. monocytogenes la pédiocine. En présence de dihydroxyacétona,ore activation de
DhaR et donc une expressionmIBqui se traduit par une résistance de la bactdde a

pédiocine.

Dans le but de montrer I'implication de DahR damsrhunité delL.. monocytogenest

L. innocuaa la pédiocine, un travail a été initié au délmitth these dont I'objectif était de
mieux comprendre le métabolisme de la dihydroxyawet de savoir le lien qui existe entre
le métabolisme de la dihydroxyacétone et la résista la pédiocine.

Différents travaux ont été entamés, constructiomdeantdhaRdans la souchke. innocua
BUG 499, tests de croissance, tests de résistaiagaéaliocine. Des travaux ont par la suite
été réalisés par Céline Monniot dans le cadre stage en Master 2 Professionnel et par
Eliane Milohanic (Chargé de recherche).

Un article résumant les différents travaux réalsstsen cours.

“Phosphoenolpyruvate-requiring dihydroxyacétone phephorylation in Listeria innocua

and bactériocin immunity.

Céline Monniot, Francine Aké, Josef Deutscher ali@mhE Milohanic

« Soumission prévue a Microbiology »
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ABSTRACT

L. monocytogeness a ubiquitous foodborne pathogenic Gram-posithaeterium,
which can multiply in host cells and infect humaasising septicemia, spontaneous abortion
and méningoencephalitis. This bacterium transpglisose via phosphoenolpyruvate:sugar
phosphotransferase systems (PTS) and non-PTS pameéBvo major glucose-transporting
PTSs belong to the mannose class. One is encodédelmyanLMN (mar) operon and the
second by thenpoABCD(mp9 operon. One goal was to study the transportwiage by the
proteins encoded by these operons and to identofyRTS glucose transporters. Growth
studies in MM supplemented with glucose and glucosesumption assays with several
mutants revealed that deletion wfanL (encodes EIIAE?") or manM (encodes E1I&
significantly slowed glucose utilization (3- to difl) compared to the WT AML73 or EGDe
strain. Deletion ofmpoA (encodes EIIXP®) had no significant effect on glucose utilization
(same phenotype as the WT) whereas deletiomp®B (encodes EIIB) significantly
slowed glucose utilization (4- to -5 fold). By ugiqRT-PCR, we show that expression of the
man operon is induced by glucose, whereas i@ operon is expressed constitutively.
Nevertheless, deletion ofipoAcauses constitutivenan operon expression whereas deletion
of mpoBinhibits it. The PT° therefore functions as a constantly synthesizedogle sensor
regulatingmanoperon expression. Deletion pts| (encodes the general PTS component El)
also inhibitsman expression and thaptsl mutant was most strongly impeded in glucose
utilization. The residual glucose uptake probabhlywes to three GlcU-like non-PTS
transporters. The successful heterelogous complkaieam of theE. coli LJ140 strain, wich is
unable to transport glucose, suggests thak timonocytogeneSicU proteins, GlcU1, GlcU2
and GlcU3 (identified by sequences homology to Glmdteins in other firmicutes) are
indeed capable of transporting glucose.

A potential role of PTS and non-PTS componentsrii Pegulation was studied in
theL. monocytogeneAML73 strain (contains atlity-gusfusion) and in thsmanL, AmanM
AmpoB AmpoA Aptsl, glcU mutants derived from it. For that purpose, | carraut -D-
glucuronidase activity tests with bacteria growthesi in liquid or on solid medium and gRT-
PCR experiments (expression adftA and hly genes). Interestingly, deletion pfsl, manL,
manM and mpoB caused elevated PrfA activity (2- to -14 fold) agldvated expression of
virulence gene expressioactA and hly) in the AmanL, AmanM and AmpoB mutants was
observed. NeverthelesgicU inactivation andnpoAdeletion had no effect on PrfA activity.
The elevated PrfA activity disappeared when phi& gene was also deleted in thenanL,
AmanMand AmpoBmutants, confirming that the stimulatory effecttioé various mutations
on virulence gene expression is PrfA-dependent.nmltants exhibiting elevated virulence
gene expression contain no or only litle unphosylated EINABY®", which we therefore
suspect to play a major role in glucose-mediatdd Rrhibition. The effect of the PTS
mutations was also testedimvitro host cells infection assays (Caco-2, Jeg-3 catid)in an
in vivo mouse model. Deletion gftsl led toelevated infection of the host cells which
probably owes to the elevated synthesis of the prigtein.
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RESUME

Listeria monocytogenesst une bactérie a Gram+, ubiquiste, pathogénaceltulaire
d’origine alimentaire, responsable chez 'homme,ndenbreuses infections telles que les
infections foeto-maternelles, des méningo-encéfgsabt des septicémies. La bactérie utilise
préférentiellement le glucose qui est transporg lgi systeme phosphoenolpyruvate:sucre
phsosphotransferase (PTS) et des perméases norl-€3 8eux principaux transporteurs de
glucose chex. monocytogeneseraient des PTS de la classe mannose. Le prestieodé
par I'opéronmanLMN (man et le deuxieme, par 'opérompoABCD (mp9g. Nous avons,
dans un premier temps, mis en évidence le transgertglucose par ces PTS chez
L. monocytogenest aussi identifier d'autres transporteurs non-E€jlucose. Des tests de
croissance en milieu minimum (MM) additionné decgise et des tests de consommation de
glucose ont permis de montrer que les mutamtgnL (manL code pour 'EIAB™") et
AmanM (manM code pour I'EII™) utilisent moins vite le glucose que la souchevage
AML73 ou EGDe (3 a 4 fois moins vite). Le mutaimpoA (mpoA code pour 'EIIA')
montre un phénotype similaire a la souche sauvaggig que le mutartmpoB(mpoBcode
pour I'EIIBMP) utilise 4 & 5 fois moins vite le glucose que dache sauvage. Des tests de
gRT-PCR ont par ailleurs permis de montrer que dgétibn du génempoA permet une
expression constitutive de I'opéranan tandis que la délétion du géngoB entraine une
inhibition de I'expression de cet opéron. Nous &vaussi montré que I'opéromanest induit
par le glucose et 'opérompo est exprimé constitutivement. Le P¥& est le principal
systéme de transport de glucose chemonocytogenest le PT8"° pourrait fonctionner
comme un senseur de glucose qui en présence deciee sgimule I'expression de I'opéron
manen régulant I'activité de ManR.

Le mutantAptsl (ptsl code pour la protéine générale El du PTS) utBisel0 fois moins vite
le glucose que la souche sauvage et présente émdaible expression de I'opéronan
L'utilisation du glucose (bien que faible) par leit@ntAptsl permet d’affirmer qu’il existerait
des transporteurs non-PTS qui permettraient a dannhd'utiliser le glucose. Des tests de
complémentation hétérologue dans la souEhecoli LJ140 (incapable de transporter le
glucose) ont permis de montrer que les trois mmeiGlcU (GlcUl, GlcU2 et GlcU3,
identifiées par homologie de séquences aux Glcuta firmicutes) permettent le transport
de glucose chelz. monocytogenasais avec une tres faible affinité.

Un réle potentiel du PTS et des transporteurs nb@-8ans la régulation de PrfA a
egalement été mis en évidence par des tests dgefd$aglucuronidase a partir de cultures
bactériennes réalisées en milieux liquides ou &losgs et aussi par des tests de gqRT-PCR
(pour I'expression des genestA et hly). Ces tests ont été réalisés a partir de la souche
L. monocytogene®AML73 (portant la fusion Rly-gug et des mutants\manlL, AmanM
AmpoB AmpoA Aptsl et glcU (construits dans cette souche). Les mutatroasl, manM
mpoB ptsl entrainent une augmentation de l'activité¢ de Pré® @ a 14 fois) et une
augmentation de I'expression des genes de viruléh€&-dépendantshiy et acth) est
également observée dans les mutAmanlL, AmanMet AmpoB Les mutationglcU et mpoA
ne montrent aucun effet sur l'activité de PrfA. Lmsitants montrant une forte activité de
PrfA contiennent peu ou pas de protéine EN&ABqui est supposée jouer un réle dans la
régulation de l'activité de PrfA par le glucose.

L’effet des mutations PTS observé sur I'expressies genes de virulence dépend de PrfA car
cet effet disparait quand le gépgA est délété dans les mutanimanl, AmanMet AmpoB

Les mutations montrant un effet sur 'activité déAPont également été étudiémsvitro par
des infections des cellules épithéliales (Caco-2Jeg-3) avec les différents mutants et
€galemenin vivodans la souris. La délétion du ggusl montre un effet dans I'infection plus
particulierement dans I'entrée des bactéries dzssdllules.
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