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ADN:
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ARN:

ARNas ARN antisens

ARNm ARN messager

ARNnc ARN non codant

ARNr ARN ribosomique

ARNt ARN de transfert

ARNti ARNt initiateur

RBS site de fixation du ribosome

SD séquence Shine et Dalgarno

ARNnc small ARN

UTR untranslated region
Métabolites/ions :

AMPc adénine monophosphate cyclique

Ca calcium

Cl chlore

Fe fer

K potassium

Mg magnésium

Na sodium

NH4 ammonium

ROS dérivés d’oxygene réactifs
Espéces de bactéries :

B. cereus Bacillus cereus

B.subtilis Bacillus subtilis

E.coli Escherichia coli

S. aureus Staphylococcus aureus
Milieu et antibiotiques :

LB Luria-Bertani

Amp ampiciline

Cam chloramphenicol

Kan kanamycine

Ery Erythromycine
Protéines :

BSA « bovine serum albumin »

OB oligonucleotide/oligosaccharide binding

ORF cadre de lecture

RNase ribonucléase




SOD
Techniques :

MS
RNA-seq
RT
PAGE

Réactifs chimiques :

BET
DIG
DTT
EDTA
P32
SDS
Généralités :

°C
cpm
DO
g
KD
L

M
mol
nt
pb
\%
vol
w
WT

superoxide dismutase

spectrométrie de masse

séquencage de I’ARN a haut débit
transcription inverse

gel d’électrophoreése en polyacrylamide

bromure d’éthidium

digoxygenine

dithiothréitol

acide éthylene diamine tétraacétique
phosphore 32

sodium dodécyl sulfate

degrés Celsius

coups par minute
densité optique

gramme

constante de dissociation
litre

molaire
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nucléotide

paire de base

volt

volume

watt

Wild type (souche sauvage)




Sommaire




Remerciements 3

Abréviations 9
Sommaire 15
I- Introduction 1
1.1. Staphylococcus aureus 3
I.1.a- Une Bactérie pathogene opportuniste redoutable. 3
1.1.b - Les facteurs de virulence de S. aureus. 5
l.1.c- S. aureus chez les personnes diabétiques 8
1.2. Apergu du Métabolisme carboné de S. aureus 10
l.2.a- La glycolyse 12
1.2.b - Le cycle de 'acide citrique 13
l.2.c- La voie des pentoses phosphate 14
1.2.d - Maintient du pouvoir réducteur 15
1.2.e- Croissance de S. aureus en conditions aérobie et en présence de glucose 16
1.2.f- Mode fermentaire en conditions infectieuses 16
1.2.g - Entrée du glucose dans la cellule 18
1.3. Régulation du métabolisme et lien avec la virulence 19
1.3.a- Les facteurs de transcription liés au métabolisme 19
1.3.b - Les facteurs de transcription impliqués dans la virulence de S. aureus 24
1.3.c- Les systémes a deux composants 26
1.3.d- Exemples de régulation métabolique en conditions infectieuses 29
1.4. Réle clef des ARNnc dans la régulation de I’expression des génes. 37
l.4.a - Les régions régulatrices des ARNm 37
1.4.b - Les ARNNnc non codants agissant en trans 41

1.5. Le réseau de I’ARNIII : Lien entre densité cellulaire, stress environnementaux, métabolisme et
virulence. 43
II- Objectifs 63
I.1. Etude de la dynamique du réseau de I’ARNIII 66
1.2. Etude de la fonction des ARNnc, Rsal et RsaD 67
11.3. Caractéristiques de Rsal 68
1.4. Caractéristiques de RsaD 69
11.5. Stratégie expérimentale 70
III - Résultats 73
Ill.1.  Etude de la dynamique du double motif feedforward loop impliquant ’ARNIII 74
lll.1.a - Suivi du taux des ARNm au cours de la phase de croissance 74
ll.1.b -  Suivide la synthése des protéines au cours de la croissance 76

ll.1.c- Implications du double module de régulation 78




11.2. Rsal, un ARNnc au cceur du métabolisme carboné 79

Ill.3.  Etude de la fonction de RsaD 123
1.3.a - L'expression de RsaD dépend du TCS SrrAB 123
llI.3.b-  Activation de I'expression de RsaD lors d’un stress NO 124
1.3.c- Recherche des cibles directes de RsaD par I'approche MAPS 126
ll.3.d-  Analyse des fonctions biologiques régulées par RsaD. 131
lll.3.e- Interaction RsaD/Rsal. 134

IV - Discussion et Perspectives 137

IV.1.  Rsal, un ARNnc au cceur du métabolisme carboné 139
IV.1.a-  Régulation des génes du métabolisme carboné : 140
IV.1.b- Roéle de Rsal dans la régulation des biofilms 142

IV.2.  La bifonctionalité de Rsal : un nouveau mécanisme de régulation chez S. aureus 145
IV.2.a - Réle de Iinteraction Rsal/RsaG 146
IV.2.b-  ROle coopératif des deux ARNnc : 148
IV.2.c- Role possible de Rsal et RsaG dans le maintien de ’lhoméostasie 148
IV.2.d- Interaction Rsal/RsaD 150

IV.3.  Le nouveau réseau de régulation au cceur du métabolisme central impliquant plusieurs ARNnc. 151

IV.4.  Identification de potentiels partenaires protéiques de Rsal 153
IV.5.  Etude de I'expression des ARNnc en cellules uniques. 155
IV.6.  Conclusion générale. 156
V- Matériel et Méthodes 159
V.1. Souches de Staphylococcus aureus et plasmides utilisés 160
V.l.a- Liste des souches bactériennes utilisées 160
V.1l.b- Liste des oligonucléotides utilisés 161
V.l.c- Liste des plasmides utilisés 162
V.2 Tampons et solutions 163
V.3. Outils de clonage et construction des souches 164
V.3.a- Transformation et amplification de plasmides chez E. coli : 164
V.3.b- Préparation des cellules compétentes de S. aureus : 164
V.3.c- Transformation des cellules de S. aureus : 164
V.3.d- Construction des souches 165
V4. Analyse de I'expression des cibles de 'ARNIII 165
V.id.a- Culture bactérienne 165
V.4.b- Détection des ARN par Northern blot : 166
V.d.c- Détection des protéines par western blot : 167
V.5. Etude de la fonction de RsaD 169
V.5.a- Expériences de stress NO 169
V.5.b- Expériences de chromatographie d’affinité MAPS 169
V.5.c- Expériences de protéomique comparative 170
V.6. Etude de la fonction de Rsal 171
V.6.a- Transcription in vitro 171

V.6.b - Traduction in vitro 173




VI - Références Bibliographiques 175

VII- Annexes 191
Vil.1. Annexe 1 193

VIl.2.  Annexe 2 - inhibition de la traduction du messager icaR par des expériences de traduction in vitro.196

VII.3.  Annexe 3 - l’interaction Rsal/ RsaG n’affecte pas le taux des deux ARNnc 197
Vil.4.  Annexe 4 — S1 n’affecte pas la stabilité de Rsal 198
VII.5. Annexe 5 - Liste compléte des ARN retrouvés avec MS2-Rsal par les expériences de MAPS 199

VIl.6. Annexe 6 - Résultats de transciptomique comparative entre la souche HGOO1Arsal et la souche
HGOO1A4rsal Pcn51-rsal 207




I- Introduction

Introduction



Introduction



I.1. Staphylococcus aureus

L1.a - Une Bactérie pathogéne opportuniste redoutable.

Staphylococcus aureus est une bactérie pathogéne opportuniste de 'homme qui
se distingue par son extraordinaire pouvoir virulent. S. aureus provoque de nombreuses
maladies, allant des plus bégnines comme les impétigos ou les furoncles, a des maladies

plus graves tel que des pneumonies, des ostéomyélites, des endocardites

S. aureus est également responsable du syndrome du choc toxique, une infection
aigué et fatale dans 10% des cas, provoquée par la diffusion de la toxine TSST-1 dans

I'organisme et pour lequel il n’existe pas encore de traitement.

Orgelets

Impétigos

Infections de la peau

Endocardites

Pneumonies

Septicémie

Ostéomyélites

Syndrome du choc toxique

Figure 1: Maladies associées a S. aureus. S. aureus possede un large spectre d’infection. On
peut distinguer plusieurs types d’infections, les infections localisées, (furoncles, orgelets,
ostéomyélites, pneumonies, endocardites), les infections généralisées (septicémie, syndrome
du choc toxique), les infections communautaires : (sinusites, infections urinaires) et les
intoxications alimentaires plus rares et souvent asymptomatiques.
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S. aureus profite d’'une plaie pour pénétrer et infecter nos tissus. La bactérie
adopte soit un mode de vie de colonisation (plutot défensif) ou un mode de

dissémination (offensif)

5 aureus

Peau,cloisons nasales
Colonisation = v FFIII? PP 7777
Pénétration .
Adhésion Y ,.-r,’; ZZrr 22 Tissus
Multiplication Formation de biofilms

\ // FELE P FFFEFFE
Disséemination

Vaisseaux .|-E.I'I.EI.II]'!5

Figure 2 : Mode de vie de S. aureus. S. aureus colonise la peau et les muqueuses nasales,
adhére aux matrices cellulaires de I'hdte, se dissémine dans les tissus et organes, lorsqu’il
passe la barriere cutanée ou pénétre dans les vaisseaux sanguins, ou forme des biofilms
entrainant souvent des infections suppurées.

Le pouvoir virulent de S. aureus s’explique notamment par ses mécanismes de
résistance aux défenses immunitaires de I’hote. Au niveau cellulaire, S. aureus forme une
capsule de fibrine le protégeant des cellules de l'immunité et des molécules
antibactériennes. Lors de stress environnementaux, comme les traitements
antibiotiques ou les agents antimicrobiens, S. aureus, comme de nombreuses bactéries
pathogenes, a la capacité de former des biofilms sur des surfaces (biotique ou non). Ce
dernier point constitue un probléeme de santé publique, en particulier dans le milieu
hospitalier ou l'usage de cathéters et de protheses est fréquent (Lopez et al, 2010).
L’émergence de souches résistantes aux antibiotiques ainsi que la rapidité d’adaptation
de S. aureus a son environnement, accentue son pouvoir virulent et fait de cette bactérie

une menace permanente pour ’homme.
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L.1.b - Les facteurs de virulence de S. aureus.

Le vaste répertoire de facteurs de virulence de S. aureus lui permet
d’adhérer a de nombreuses matrices extracellulaires et de créer une infection dans tous
les tissus de notre organisme. Ces facteurs lui permettent également d’acquérir des

nutriments en détruisant les cellules et de contrecarrer notre systeme immunitaire

(Foster, 2005).
facteurs de virulence Geéne Fonctions Références
Entérotoxine A sea
Entémtux!ne e e Suractivation des lymphocytes T via ciblage des
Entérotoxine C sec 5
E 5 récepteurs CMH (Complexe Majeur Foster et al,, 2005
erotexine D #d d'histocompatibilité) de type II
Entérotoxine G seg el Pe
Entérotoxine H seh
@
; @ it
s 5 Toxic shock syndrome toxin-1 TS5T-1 tden; g lorgloe d svnd.r wme foudrayant du choc Lappin et al., 2009
B toxique
2 E Ea Rale dans la liaison aux protéines du plasma
Pro. d'adhérence extracellulaire /Mp Modulation du systéme immunitaire (via liaison au Harraghy et al., 2003
op récepteur ICAM-1)
Exfoliatine A A7 Suractivation des LT dans le cas de $555
Exfoliatine B éth ) l(StaphylococcaI :Scaled Skin Syndrom) Plan et al,, 2004
Exfoliatine D atd Activité protéase au niveau des desmosomes des
cellules épithéliales (perte d'adhésion)
L . Homo-heptamére, formation de pores chez les
Hémolysine a hia
leucocytes e sral
] = na etal,
g9 Hémolysine & hid . %
E C
E -1_; Hémolysiney hig Formation de pores chez les leucocytes /érythrocytes 2003
-] PR
Leucocidine AB lukAB
ES : Formation de pores chez les leucocytes Kaneko et al., 2004
3 Leucocidine ED [ukED - — — Loetal, 2011
. e ormation de pores chez les leucocytes,
Panton Valentine leucocidine pvl Ak G HNREA Sve cotia Yol s
= Inactivation du systéeme immunitaire (liaison 1gG/IgM) King et al., 1981
Azl il Induit sécrétion d'histamine par les basophiles Gomez et al., 2004
5 3 o ; : Kaneko et al., 2004
§ Collagéne Binding protein cna Formation de pores chez les leucocytes /érythrocytes Loet al, 2011
2 Clumping factor A clfA - S ¢
o
.z Chimping factor b cifB Liaison au fibrinogéne, inhibition des opsonines Foster et al., 2005
E Fibrinogen binding protein A/B ;:gf,; Adhésion, invasion de phages non professionnels Menzies et al,, 2003
£
Extracellular FnBP efb Bloque I'adhésion des neutrophiles, diapédése Koetal, 2011
Coagulase coa Adhésion Giraudo et al,, 1997
Bone swloprot.em binding dr Réle dans la liaison de S. qureus au niveau des Tung et al,, 2010
protein ostéoblastes
staphylokinase o Activation du plasminogéne, neutralisation des Bokarewa et al., 2006
défensines
Chemotaxis inhibitory protein of CHIPS In?mva‘!inn des récelivt?urs FP (formy"le peptide) et des Wright et al,, 2007
staphylococci r s C5a. du immunitaire
& Protéines capsulaires 5 et 8 cps Résistance a la phagocytose, persistance sanguine O'Riordan et al 2004
E- Protéase SSpA
o
& sspB Dégradation des Ig
v8 Inactivation des inhibiteurs de protéinase du plasma SR
y aur
Hpase i Métabolisme des lipides Rosenstein 2000
Glycerol ester hydrolase geh P

Tableau 1: Principaux facteurs de virulence caractérisés chez S. aureus. Le tableau ci
dessus représentent les principaux facteurs de virulence de S. aureus caractérisés a ce jour. Ils
peuvent étre classées en différentes catégories suivant leur mode d’action. Les facteurs
d’adhésion comprennent deux grandes familles: les protéines de surface (MSCRAMMs
(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) et les protéines excrétées
(SERAM (secretable expanded repertoire adhesive molecules)) (d’aprés la thése de C. Romilly,
2012).
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La colonisation de la muqueuse des cloisons nasales, qui reste le réservoir
principal de S. aureus, représente un facteur de risque élevé pour les infections (Honda
et al, 2010) Au cours de leur vie, 20% de personnes n’auront jamais été porteur de S.
aureus, parmi les 80 % restant, environ 20% sont des porteurs permanent, et 60% des

porteurs intermittents (Kluytmans et al, 1997)

Cette colonisation requiert l'expression de facteurs spécifiques d’adhésion
comme les clumping factors A et B. S. aureus est également capable de résister aux
peptides antimicrobiens sécrétés par I'hote et présents dans la muqueuse nasale, par la
production d’auréolysines et de la staphylokinase. Malgré la caractérisation de ces
facteurs facilitant cette colonisation, aucune condition environnementale n’explique la
prédisposition d'un individu a étre porteur de S. aureus. De nombreuses études cliniques
ont été menées afin de comprendre si ce microenvironnement présentait des conditions
optimales pour la croissance de S. aureus. La muqueuse des cloisons nasales est riche en
urée mais pauvre en acides aminés, glucose ou autres mono- et disaccharides. La
concentration et la nature des nutriments dans ces muqueuses varient d'un individu a
un autre et aucune différence significative n’a pu étre montrée dans la composition des
sécrétions entre porteurs et non porteurs de S. aureus (Krismer et al 2014).
L’explication de ce tropisme s’oriente dans I'étude des relations hotes-pathogene et
I'identification des facteurs bactériens favorisant la colonisation. Toutefois la diversité
des nutriments retrouvés dans les muqueuses nasales, indique que S. aureus est capable
de s’adapter a de nombreuses conditions métaboliques. En effet, des analyses du
métabolome montrent une augmentation de l'expression des genes dans les voies de
biosynthese des acides aminés lors de la colonisation du nez. L’inactivation de ces voies
augmente d’ailleurs I'activité protéolytique extracellulaire de S. aureus en conditions in
vitro (Shaw et al, 2006). La diversité des spécificités de clivage des exotoxines de S.
aureus , a pour conséquence une multiplicité des produits de dégradation et permet

I'acquisition de nombreux nutriments.
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Au cours de I'évolution, S. aureus a acquis de nombreux facteurs de virulence en
particulier par I'acquisition d’éléments mobiles (Qin et al, 2016). Ces genes sont souvent
conservés a travers les différentes souches recensées, méme si leur expression varie
d’une souche a l'autre. Afin de comprendre pourquoi certaines souches de S. aureus sont
plus virulentes que d’autres, de nombreuses études utilisent une analyse génomique a
grande échelle, en comparant le génome de différents isolats de S. aureus provenant de
diverses niches écologiques, incluant des souches multi résistantes aux antibiotiques. On
peut alors distinguer, dans ces analyses, les genes conservés entre toutes les souches,
que I'on appelle le coregenome, ainsi que le pangenome, qui décrit la gamme compléete de
genes dans une espece. . Une récente étude d’analyse génomique menée par
Bosi et al, 2016, a montré que le coregenome de S. aureus est composé de 1441 geénes et
le pangenome de 7411. Cette étude a été réalisée sur une totalité de 64 souches de S.
aureus. Ce qu’il ressort de ces analyses est que les génes du métabolisme sont tres
conservés au sein du coregenome et représentent également les genes les plus

diversifiés dans le pangenome.

PAN
2 4=
.% 9 ’
[><)
o ~-
Carbohydrates| | —
Lipides |  —
Acides aminés| =
Transport métabolites| | -
membrane il | core
Cofacteurs | | P
Nucléotides | B . an
Autres | = )

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figure 3 : Etude de la variabilité du génome de S. aureus. (A) représentation simplifiée du
coregenome et pangenome avec n=4, les différentes couleurs, associées a un numéro,
représentent un génome d'une souche donnée. Le coregenome est au centre en rouge, et
représente les génes conservés entre les différentes souches. Le pangenome comprends tous les
autres genes. (B) résultats de I'étude du génome sur les 64 souches de S. aureus. En jaune sont
représentés les genes du coregenome et en violet ceux appartenant au pangenome (Figure
modifiée d’apres Bosi et al, 2016).
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La variabilité du pangenome se retrouve essentiellement dans les voies
métaboliques en particulier dans le métabolisme carboné, des lipides et des acides
aminés . Ces études illustrent la diversité métabolique entre les différentes
souches de S. aureus, ce qui peut expliquer la capacité de S. aureus a coloniser de

nombreuses niches écologiques (Bosi et al, 2016).

L1.c- S. aureus chez les personnes diabétiques

Les personnes diabétiques représentent la communauté la plus touchée par les
infections de S. aureus. Le taux de colonisation dans les cloisons nasales est d’ailleurs
plus important chez ces personnes que dans le reste de la population (Tamer et al, 2006
; Muller et al, 2005) Le diabete de type II, est caractérisé par une hyperglycémie
chronique incontrélée. Le nombre de personnes diabétiques augmente de maniere
alarmante et constante chaque année (international diabetic federation). L’infection du
pied est la premiere cause d’hospitalisation des patients diabétiques. Ces infections sont
poly-microbienne, S. aureus étant I'espece dominante dans la plupart des cas (Bravo-
Molina A, 2016). La perte de sensibilité des membres inférieurs chez ces patients,
contribue largement a une négligence d’'une blessure ou d’'une petite infection qui
s’aggrave en absence de traitement. Lorsque S. aureus passe la barriére de la peau et
pénetre dans les tissus de I'hdte, les cellules sont confrontées a une forte diminution en
oxygene et une forte concentration de glucose (glucose sanguin 0,8-1,2 g/L). En
conditions infectieuses, les bactéries vont adapter leur métabolisme a cet

environnement plus riche.

Les recherches cliniques montrent que I'’hyperglycémie incontrolée des
personnes diabétiques favorise les infections de S. aureus d'une maniére tres
significative que ce soit dans I'expression des facteurs de virulence ou dans la formation

des biofilms, (Bravo-Molina et al, 2016) (Rich & Lee, 2005).
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Les réactions chimiques des voies métaboliques étant tres conservées parmi les
organismes vivants, l'intérét serait de comprendre quelles sont les stratégies de
régulation qui expliquent la versatilité de S. aureus. Au cours de I’évolution, cette
bactérie semble avoir optimisé toutes ses voies de régulation du métabolisme

carboné pour s’adapter rapidement a ses environnements multiples et survivre.

De part la singularité et la complexité des mécanismes de régulation mis en jeu,
C’est a travers divers exemples que j’ai fait le choix d’apporter la démonstration du lien
étroit entre le métabolisme et la virulence et plus particulierement I'importance de la

disponibilité du glucose en conditions infectieuses.

Les réactions du métabolisme sont universelles parmi les organismes vivants,
avec toutefois une logique de fonctionnement qui difféere entre organismes uni et
pluricellulaires. Chez les organismes unicellulaires, comme les bactéries, le métabolisme
est orienté vers la production de biomasse et non d’énergie. Cette notion est importante
pour saisir le fonctionnement général du métabolisme bactérien. Une description
générale du métabolisme carboné de S. aureus permettra également une meilleure

compréhension des mécanismes de régulation qui seront décrits par la suite.
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I.2. Apercu du Métabolisme carboné de S. aureus
Le métabolisme se décompose en quatre parties distinctes :

1. les réactions d’approvisionnement, qui permettent aux cellules de produire 13
métabolites précurseurs et 1'énergie nécessaire pour Il'ensemble du
métabolisme,

2. les réactions de biosynthese, qui permettent d’obtenir les briques élémentaires
(acides gras, sucres, acides aminés, nucléotides),

3. les voies de polymérisation qui a partir des briques élémentaires produisent les
macromolécules,

4. les réactions d’assemblage permettent la synthése des structures bactériennes
(ribosomes, parois etc.) a partir des macromolécules

Réactions Réactions de Voies de Réactions
d’approvisionnement biosynthése polymérisation d'assemblage

Lipides
Métabolites _—» Acides gras <
précursseurs Lipopoly
Encrgie saccharides Ribosomes
YT métaboliques / Sucres é: Glycogene Paroi
' >» ‘e .
nutriments . \ Muréine Facteurs
i Pouvoir \ . I - _
» Acides aminés de Virulence

réducteur
rotéines
Unité
monocarbonéds » ARN
MNucléntides —
ADN
Briques Structures

Provisions élémentaires Macromolécules bactériennes

Figure 4 : Schéma représentatif des quatre parties du métabolisme : Ce schéma montre que
les réactions du métabolisme peuvent étre divisées en 4 parties ; les voies d’approvisionnement
(vert), les réactions de biosyntheéses (bleu), les réactions de polymérisation (rose) et les
réactions d’assemblage (rouge). Les nutriments approvisionnant le métabolisme ainsi que les
produits des réactions d’assemblage varient d’'une espece bactérienne a une autre en fonction de
leur métabolisme et de leur niche écologique.

Au cceur des réactions d’approvisionnement se trouve le métabolisme central,
regroupant toutes les réactions chimiques permettant de fournir a la cellule les 13
métabolites précurseurs, du pouvoir réducteur (électrons sous une forme utilisable) et

de I’énergie (potentiel de proton et ATP) a partir de nutriments.
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A tout moment la survie des bactéries dépend du maintien de la concentration
intracellulaire de ces trois composants. Le métabolisme central regroupe la voie de la

glycolyse, la voie des pentoses phosphate, et le cycle du citrate

Métabolisme
central

13 métabolites
précursseurs
glucose 6P
/\ fructose 6P
3 phosphoglycérate

Pyruvate
PEP
— 3 AcétylCoA
Pentose phosphate oxaloacétate
succinyl coA Brigques

alfa cétoglutarate Al tair
pentose5P elementaires

. érythrose 4P
Cycle du citrate Sédohéptulose 7 phosphate

Energie(ATP,
potentiel de protons)

Eouvoir réducteuﬂ

Sucres
Acide aminés
Acides gras

Figure 5 : Schéma général du métabolisme central. Le métabolisme central regroupe la voie
de la glycolyse, la voie pentose phosphate et le cycle du citrate. Il permet de fournir a la cellule
les 13 métabolites précurseurs, du pouvoir réducteur et de I'énergie et conduit a la synthése des
briques élémentaires (modifié d’apres Richardson, 2015).

Les bactéries prototrophes (bactéries n’ayant pas besoin de facteurs de
croissance pour croitre) sont capables de synthétiser les macromolécules dont elles ont
besoin a partir de 12 métabolites précurseurs. Les bactéries a Gram négatif nécessitent
un 13¢me métabolite précurseur, le sedoheptulose-7-phosphate, essentiel a la
biosynthese du LPS (lipopolysaccharide) de la membrane externe (Taylor et al, 2008)
mais retrouvé également chez les bactéries a Gram positif et récemment considéré

comme le 13¢me métabolite précurseur.

Introduction 11



Les réactions chimiques du métabolisme central sont trés conservées parmi les
organismes vivants. Les principales différences se trouvent dans la diversité des voies
d’approvisionnement des nutriments. Au cours de I’évolution, en réponse aux
contraintes environnementales, certaines bactéries ont perdu une partie des voies de
leur métabolisme central. S. aureus et d’autres bactéries pathogenes comme Bacillus
anthracis ont conservé leurs voies métaboliques complétes ce qui leur procure un
avantage considérable pour s’adapter a de nouveaux environnements et pouvoir

survivre en dehors de I'organisme hote (Richardson et al, 2015).

L2.a - La glycolyse

La glycolyse est la premiere voie du métabolisme central, impliquée dans le
catabolisme des carbohydrates. Les réactions chimiques qui la composent sont
présentes, au moins en partie, dans tous les organismes vivants et les enzymes
glycolytiques sont les plus conservées dans I'histoire de I'évolution. Son fonctionnement
est indépendant de la présence ou non d'oxygene. Cette voie métabolique a
certainement existé avant que I'oxygene soit présent dans notre atmospheére terrestre et
donc au début de I'évolution des especes vivantes (Fothergill-Gilmore, 1993). La
glycolyse produit 7 des 13 métabolites précurseurs nécessaires a I'élaboration des
briques élémentaires (glucose-6-phosphate, fructose-6-phosphate, dihydroxyl-acetone-
phosphate, glycéraldhéyde-3-phosphate, phosphoenolpyruvate (PEP), pyruvate, et
acétyl coenzyme A). Cette voie est alimentée par les carbohydrates phosphorylés. S.
aureus est capable d’utiliser la plupart des sources carbonées pour se développer
(glucose, fructose, galactose, mannose, maltose, ribose, sucrose, tréhalose etc.) mais
également des alcools (mannitol), des acides organiques (acétate) et des acides aminés
(glutamine et arginine). Une fois importés dans le cytoplasme, les sucres entrent dans la
voie de la glycolyse apres conversion en fructose-6-phosphate. Les enzymes impliquées

dans ces premieéres réactions dépendent de la nature du sucre
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Glucose
Glucokinase Glucose

ou
Hexokinase

‘ Glucose-6-Phosphate ‘

6-phosphohexoisomerase

Y
‘Fructose-ﬁ-Phosphate ‘

G-phosphofructokinase

‘ Fructose-1,6 bisplmsphate.

Aldalase / \

Dihydroxyacétone Glycéraldéhyde-3
phosphate —_— phosphate

Triosephosphate isomérase Glyeéraldéhyde 3phosphate
desydrogeénase

1,3 Biphosphoglycémte‘

hos slvcérate kinase
¢ Phosphoglycérate kinase

‘ 2phosphoglycérate

l Phosphoglycéro mutase

‘3phosphoglycérate.

Enolase

Y
l Phosphoenolpyruvate

Pyruvate kinase

Pyruvate

Figure 6: Schéma de la glycolyse. Schéma simplifié de la glycolyse, montrant les principaux
métabolites intermédiaires (encadrés) et les enzymes des réactions principales (rouge). Le
glucose entre dans la cellule sous forme de glucose-6-phosphate (glucose phosphorylé par les
systemes de transport lors de son import) soit sous forme de glucose simple qui sera
phosphorylé a I'intérieur de la cellule.

La glycolyse produit deux molécules de pyruvate a partir d’'une molécule de glucose. Le

bilan de la glycolyse en condition aérobie ou anaérobie est le suivant :

Glucose + 2ADP +2Pi +2NAD+ ............ 2 pyruvates +2ATP+ 2H20 +2NADH

L2.b - Le cycle de I'acide citrique

L’essentiel de I'énergie, nécessaire aux cellules, est fourni par le cycle de 'acide
citrique, (encore appelé cycle de Krebs ou cycle TCA) sous forme d’ATP. Cette voie est
active en présence d’oxygene et utilise le pyruvate issu de la glycolyse comme

métabolite précurseur.
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Cette voie est également une source importante de précurseurs pour la synthése
de nombreuses molécules. Les acides a cétoniques peuvent former des acides aminés
apres transamination, le citrate est un précurseur de la synthese des acides gras, le
malate peut former du glucose par la voie de la néoglucogenese. Le cycle de l'acide
citrique est régulé suivant les besoins en énergie des cellules, par les métabolites

intermédiaires, en particulier le citrate, le taux de NADH, H* et par 'ATP.

L2.c - La voie des pentoses phosphate

Les roles principaux de la voie des pentoses phosphate sont de fournir aux
cellules du pouvoir réducteur, sous forme de NADPH, nécessaire pour la biosynthese des
macromolécules, ainsi que du ribose-5-phosphate, précurseur de la synthese des
nucléotides, et de coenzymes. a partir de substrats prélevés au niveau de la glycolyse
sous forme de fructose-6-phosphate et glycéraldéhyde-3-phosphate . Lorsque
les bactéries sont en phase de croissance, les besoins cellulaires en ribose-5-Phosphate,
sont élevés et lorsque la vitesse de croissance ralentit les enzymes catalysant les

réactions de cette voie sont inhibées. Cette voie est active en présence ou non d’oxygene.

Biosynthése des acides gras
2 NADPH —
T Réactions de détoxification

2 NADP+

|

‘ Glucose-6-Phosphate
J’ ‘Ribulose-S-phosphate

Irréversible

N

4
‘Fructose—6—Phosphate‘ ‘ Xylulose-5-phosphate ‘

: réversible
h 4

Glycéraldéhyde-3
phosphate ‘ Ribose-5-phosphate ‘

_ l
Pyruvate

Biosynthése
des acides nucléiques

Figure 7: Voie des pentose phosphate. Représentation schématique simplifiée
de la voie de la glycolyse (orange) et de la voie des pentoses phosphate (bleu). Les fleches en
pointillés représentent les intermédiaires, non mentionnés dans ce schéma. La voie oxydative
convertissant le glucose-6-Phosphate en ribulose-5-phosphate est irréversible. La voie non
oxydative convertissant le glycéraldhéyde-3-phosphate en xylulose-5-phosphate est réversible.
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L.2.d - Maintient du pouvoir réducteur

L’énergie et le pouvoir réducteur sont totalement inter-convertibles d’'un point de
vue métabolique. A fortes concentrations de NADH, celui-ci est transformé (NAD) en
expulsant un proton hors de la cellule. Les protons peuvent également étre importés

dans les cellules pour synthétiser de I’ATP

A
H+ H+

H+
Exterieur m"-
H+

Membrane
plasmique

Chaine de transport
d’électrons

“haine de transpo

d’électrons

Intérieur

K—ADP NADH

ATP NAD+ ADP NADH

Figure 8: schéma simplifié expliquant le potentiel de protons. La chaine de
transporteur d’électrons est représentée, de maniere simplifiée en jaune (voir texte pour
explications).

La chaine de transporteurs d’électrons, (représentée par ’hexagone jaune dans la

, plus couramment appelée chaine respiratoire, est une suite de composés
redox qui fait circuler les électrons. Cette chaine de transport est constituée de plusieurs
molécules (flavoprotéines, cytochromes, protéines a noyaux fer-souffre, protéines a
cuivre, quinone). Elle est située dans la membrane des bactéries et permet I'import ou
I'export de protons. L’entrée des protons dans les cellules s’accompagne d’'une synthese

d’ATP qui sera ensuite utilisée pour la majorité des réactions nécessitant de I'énergie.

S. aureus est une bactérie aérobie/anaérobie facultative. Lorsqu’elle péneétre dans
les tissus de I'hdte, la bactérie doit s’adapter a des changements environnementaux
importants. La pression en oxygene passe de 159 mmHg au niveau de la peau (pression
de l'oxygeéne atmosphérique) a 3-5 mmHg au niveau des tissus cellulaires (Ferreira et al,
2013). S. aureus va donc devoir adapter son métabolisme rapidement pour continuer a

se développer.
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L2.e - Croissance de S. aureus en conditions aérobie et en présence de glucose

Les analyses des réactions métaboliques en laboratoire permettent de diviser la
croissance en deux phases distinctes, la phase exponentielle de croissance et la phase
stationnaire. Pendant la phase exponentielle S. aureus va cataboliser le glucose présent
dans le milieu de culture et fournir a la cellule de grandes quantités d’ATP provenant de
la phosphorylation des substrats. La voie de la glycolyse est alors a son maximum. Les
enzymes glycolytiques représentent la majorité des protéines synthétisées, viennent
ensuite les protéines impliquées dans le métabolisme de I'’ADN, de la transcription et de
la traduction (Ziihlke et al, 2016). Le cycle du citrate est au contraire largement réprimé

dans ces conditions de cultures.

Les cellules entrent en phase stationnaire lorsque la concentration en nutriments
essentiels, comme le glucose, diminue a un niveau critique, qui ne permet plus d’assurer
une croissance rapide. Au cours de la phase stationnaire se produit une accumulation de
molécules « déchets » comme I'acide lactique ou l'acide acétique. Ces molécules sont
inhibitrices pour la croissance de la plupart des bactéries, mais S. aureus est capable de
les utiliser pour continuer a se diviser si les conditions de croissance sont toujours
favorables (température, pH). Dans ces conditions de cultures, les enzymes du TCA vont
étre activées, permettant de fournir aux cellules de I’ATP, des métaboliques

intermédiaires ainsi que du potentiel redox.

L2.f- Mode fermentaire en conditions infectieuses

Lorsque S. aureus pénetre dans les tissus de I'hdte, la concentration en oxygene
est trés limitée. L'adaptation aux conditions anaérobie passe par le maintien du
potentiel redox, NAD+ /NADH. En condition d’anaérobie, il y a une accumulation de
NADH dans les cellules ce qui a pour conséquences linhibition de Il’enzyme
glycéraldéhyde-3P-déshydrogénase de la glycolyse . Lors d'une phase
d’adaptation, S. aureus, réduit sa consommation de glucose pour limiter 'accumulation
de NADH, puis le métabolisme passe en conditions fermentatives (Feirreira et al, 2013).
Le facteur de transcription Rex répond a la concentration intracellulaire en
NADH/NAD+ et va étre indispensable pour le passage d'un mode aérobie a un mode

fermentatif (mécanismes d’action décrits dans chapitre III).

16 Introduction



En conditions de fermentation les enzymes de la glycolyse et les enzymes
fermentaires augmentent de fagon significative dans la cellule (Ziihlke et al, 2016). Le
lactate est le produit final excrété le plus abondant par rapport a 'acétate, I’éthanol et le
butyrate. En condition d’anaérobie, S. aureus va donc préférer une fermentation lactique
qui consiste a réduire le pyruvate en acide lactique, engendrant la réoxydation du NADH
en NAD+ et ainsi compenser le pouvoir rédox pour continuer a fournir de I'énergie aux
cellules. La production de lactate est accompagnée de la formation de mannitol qui
constitue une voie de recyclage du NAD+ supplémentaire. La fermentation consomme 4
fois plus de glucose que le métabolisme aérobie, pour un méme rendement énergétique.
Lorsque le milieu de culture est dépourvu de glucose ou d’autres sources carbonées,
pouvant rentrer dans le cycle de la glycolyse, les cellules ne peuvent plus procéder a la
fermentation et meurent. Si des acides aminés sont disponibles dans le milieu de culture,
S. aureus peut les utiliser comme source de carbone, mais a long terme ces voies
cataboliques ne compense pas la perte d’énergie occasionnée par l'arrét de la glycolyse

et ne suffisent pas au maintien de la croissance cellulaire.

Les bactéries favorisent la consommation des sources carbonées qu’elles peuvent
cataboliser rapidement et qui leur permet une croissance optimale. Le glucose est la
source carbonée dite « préférée » de nombreuses bactéries dont S. aureus. La présence
du glucose dans I'environnement engendre le phénomene de répression catabolique des
autres sources carbonées. Ce phénomene s’appelle “carbon catabolic repression” CCR et
consiste a réprimer toutes les voies métaboliques non requises pour la croissance
bactérienne. Ce systéme CCR régule 5 a 10 % des genes totaux des bactéries (Gorke et
Stiilke, 2008). Cette capacité a sélectionner une source de carbone plutét qu'une autre,
est un atout majeur dans la compétition inter espéce dans un écosysteme et ceci est
particulierement vrai pour les bactéries pathogenes. Ces mécanismes de répression
prennent place dés l'entrée des carbohydrates dans les cellules et constituent les

premieres voies de régulation des genes de S. aureus.
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L.2.g - Entrée du glucose dans la cellule

Pour importer les sucres dans la cellule, les bactéries utilisent principalement les
systemes PTS (phophoénolpyruvate-dependent phophotransferase system). Ces
transporteurs permettent I'import et la phosphorylation simultanée des carbohydrates.
Trois enzymes participent a ce mécanisme de transport: EI, EII et HPr. EI et HPr sont
des protéines solubles cytoplasmiques communes aux autres systemes PTS de
nombreux sucres, alors que I'enzyme EII est spécifique du sucre transloqué (Somerville
2015). Au cours de l'évolution, S. aureus a acquis de nombreux transporteurs de
carbohydrates spécifiques ce qui explique la diversité des sources carbonées que cette
bactérie peut utiliser (Gill et al, 2005). 15 protéines codant des enzymes EII ont été

identifiées au total jusqu'a présent.

L’entrée des sucres entraine une cascade de phosphorylation qui commence par
I'autophosphorylation de 'enzyme EI. Le phosphate est ensuite transféré a HPr sur son
résidu histidine en position 15. HPr transfere le phosphate sur EIl qui lui méme va le
transférer au sucre entrant . Le donneur de phosphate dans les systemes PTS
est en général le phosphoénolpyruvate (PEP).

Glucose
Concentration

extérieure en
glucose

G-6P

Y

Elevée

HPT El PEP

HPr Pyruvate Glycolyse

Faible

ATP

Ser46(P)
b
HPr

Figure 9 : Schéma simplifié des deux systémes de transport du glucose chez S. aureus. Le
systeme PTS est utilisé par S. aureus lorsque la concentration en glucose dans le milieu est faible.
Le glucose est phosphorylé dés sont entrée par I'enzyme EII. En concentration élevée de glucose,
les perméases importent le glucose qui sera phosphorylé par GIkA. L’augmentation de la voie de
la glycolyse active la kinase HPrK qui phosphoryle Hrp en Ser46 (d’apres Gorke & Stiilke, 2008).
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Les systemes PTS sont utilisés par la cellule lorsque la concentration extérieure
en glucose est faible. Lorsque cette concentration est forte, S. aureus utilise un systéme
de transport supplémentaire, les perméases, qui sont des systemes de transport actifs
secondaires utilisant la force proton motrice pour fonctionner . Des analyses
transcriptomiques ont récemment mis en évidence 10 transporteurs de carbohydrates
uniques a l'espece S. aureus dont 4 spécifiques du glucose. Parmi eux, il y a les
transporteurs PTS GlcA et GlcB et la perméase GlcU (Vitko et al, 2016). GlcU importe le
glucose qui sera phosphorylé a l'intérieur de la cellule par 'enzyme GIKkA. Lorsque le
flux entrant de glucose augmente, la concentration en Fructose 1,6 biphosphate et en
ATP augmentent également. Cela conduit a l'activation de la kinase HPrK qui

phosphoryle HPr mais sur un résidu Serine en position 46 (HPr-Ser46).

Les mécanismes de répression catabolique (CCR) différent suivant les bactéries.
Chez E. coli par exemple, I'import du glucose va augmenter la transcription des genes
impliqués dans le catabolisme du glucose, alors que chez Bacillus subtilis cela va
engendrer une répression des génes impliqués dans le métabolisme carboné des sources
secondaires. La phosphorylation de 'enzyme HPr va jouer un réle clé dans la régulation
du métabolisme carboné. En effet chez les firmicutes, Hpr possede deux sites de
phosphorylation, sur son résidu His15, comme décrit précédemment, et sur un autre
résidu, la serine en position 46. Hpr-Ser46 ne peut plus se lier avec la protéine EL
(Maurer et al, 2004) et lui permet de former un complexe avec le facteur de
transcription CcpA (catabolite control protein) dont les mécanismes de régulation sont

détaillés dans le chapitre suivant.

I.3. Régulation du métabolisme et lien avec la virulence

I.3.a - Les facteurs de transcription liés au métabolisme

a.l CcpA
CcpA (catabolite control protein) est le principal facteur de transcription du

catabolisme carboné des bactéries a Gram positif en faible pourcentage G/C. Il fait partie
de la famille des répresseurs Lacl / GalR et son expression est constitutive tout au long
de la croissance bactérienne. CcpA active ou réprime l'expression des genes du

métabolisme mais également des genes de virulence en fonction du flux d’entrée de
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glucose dans la cellule. L’état fonctionnel de CcpA dépend de plusieurs mécanismes de

régulation.

CcpA possede un domaine hélice-tour-hélice qui lui permet de se fixer a I’ADN.
Chez B. cereus, ce facteur se fixe sur une séquence consensus appelée cre (catabolite
responsive element) (Van Der Voort, 2008). On retrouve ces séquences
conserveées chez S. aureus. La position du motif cre dans la région promotrice peut
également déterminer I'action d’activateur ou de répresseur de CcpA sur la transcription

des genes cibles.

Lorsque le flux d’entrée du glucose dans la cellule est important, HrP,
phosphorylé en Ser46 forme un complexe avec CcpA ce qui augmente l'affinité de liaison
entre CcpA et les séquences cre . Les génes activés par ce mode d’action
sont principalement impliqués dans le catabolisme du glucose et les genes de virulence

(Halsey et al, 2017).
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Figure 10: Séquence consensus cre identifiée chez Bacillus cereus (Van der Voort et al,
2008). La séquence « cre » identifiée chez B. cereus est longue de 16 nucléotides.

Certains genes sont régulés par CcpA en absence de sucre et donc sans
I'intervention du complexe HPrS46 . D’autres genes encore sont régulés
par CcpA en absence de séquences cre dans leur région promotrice suggérant que CcpA

peut agir de maniere indirecte en régulant d’autres régulateurs (Seild et al, 2009).
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Figure 11: Différents états fonctionnels du facteur de transcription CcpA. Le
facteur CcpA peut réprimer ou activer la transcription de nombreux génes en s’appariant
sur des séquences promotrices « cre» (B). CcpA forme un complexe avec HprSer46 qui
augmente son affinité de liaison aux séquences « cre » (A). L'enzyme Stk1 phosphoryle CcpA
I'empéchant ainsi de se lier a 'ADN (C).

La serine thréonine kinase, Stkl, impliquée dans divers processus cellulaire
comme le métabolisme de la paroi, la sensibilité aux antibiotiques mais également dans
la régulation de la virulence, phosphoryle CcpA sur deux résidus thréonines (thr18 et
thr33) . Ces résidus sont situés sur le motif hélice-tour-hélice (HTH) de
CcpA et leur phosphorylation va inhiber la liaison entre la protéine et ’ADN empéchant
ainsi la régulation des genes cibles (Leiba et al, 2012). Les stimuli activant stk1 n’étant
pas a ce jour identifiés, I'inactivation de CcpA par phosphorylation intervient dans des
conditions encore inconnues. Les différents mécanismes d’activation et de répression du
facteur CcpA montrent la complexité des régulations impliquées dans le métabolisme
carboné dés l'entrée du glucose dans la cellule. CcpA est le principal facteur de
transcription du métabolisme carboné. Il régule 'expression de nombreux genes en
coordination avec de nombreux autres facteurs qui ont également un réle primordial

pour la réponse adaptative de S. aureus.
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a2 CodY

La réponse stringente est un phénomene physiologique tres conservé chez les
bactéries qui se produit lorsque la disponibilit¢ des nutriments diminue de
I'environnement et en particulier celle des acides aminés. Une série de réactions,
impliquant les enzymes RelP, RelQ et RSH, conduit a I'accumulation de molécules
appelées alarmones ((p)ppGpp) dans la cellule. La biosynthése des alarmones réduit le
taux intracellulaire de GTP modulant ainsi I'action du facteur de transcription CodY

(Dalebroux & Swanson, 2012).

CodY est un répresseur de transcription, conservé parmi les bactéries a Gram
positif, qui se fixe sur I’ADN sous forme de dimere pendant la phase exponentielle de
croissance, empéchant ainsi la transcription des génes impliqués dans I'adaptation aux
carences nutritives. En phase stationnaire, lorsque les concentrations en acides aminés
branchés et en GTP diminuent dans la cellule, I'affinité de CodY pour 'ADN diminue
également ce qui conduit a I'induction de son régulon (Geiger and Wolz 2014)

. La survie des bactéries, lors d’'une carence en acides aminés dans I’environnement,
nécessite donc l'action coordonnée entre la réponse stringente et le facteur de

transcription CodY (Majerczyk et al, 2008).

Abondance de nutriments

GTP
GTP GTP
RNAP N Répression transcriptionnelle
/L\*- CodY | > du régulon de CodY
-
Carrence en nutriments
~ CodY Dérépression de CodY

Activation de la réponse au stress
RNAP r)
1

Figure 12 : Mode d’action de CodY (modifiée d’apres Dalebroux & Swanson, 2012). Dans des
conditions environnementales favorables, CodY se fixe a 'ADN empéchant ainsi la polymérase
de se fixer et de transcrire les genes impliqués dans la réponse stringente. La diminution
intracellulaire de GTP di a la synthese d’alarmones en conditions de carence nutritive, ne
permet plus a CodY de se fixer a I’ADN et 'inhibition de la transcription des génes cibles est alors
levée.
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Chez S. aureus, CodY régule plus de 200 genes et opérons impliqués
principalement dans le métabolisme des acides aminés. Il va également réprimer
indirectement la synthese de facteurs de virulence comme les exotoxines (Majerczyk et

al, 2010).

a3 Rex

Rex est un répresseur transcriptionnel retrouvé dans la plupart des bactéries a
Gram positif a faible pourcentage G/C (Richardson et al, 2015). Rex répond au taux
intracellulaire de NAD+ /NADH, et se lie a1 ‘ADN sous forme de dimere, dans une région
consensus conservée chez S. aureus (Pagel et al, 2010). 11 possede deux domaines
distincts, un domaine HTH qui lui permet de se lier a 'ADN et un domaine de liaison
NADH (Stickmier et al, 2005). NAD+ favorise sa liaison a I’ADN alors que NADH l'inhibe.
Rex régule I'expression de plusieurs genes impliqués dans le métabolisme en condition
d’anaérobie, comme les enzymes de la fermentation (Lactate déshydrogénase). Rex est
particulierement important pour la transition métabolique des cellules d'un mode

aérobie a un mode anaérobie.

CcpA, CodY et Rex sont les trois principaux facteurs de transcription qui régulent
des genes impliqués dans les voies du métabolisme central et des génes de virulence.
Chez S. aureus, ces trois facteurs se retrouvent souvent connectés aux réseaux de
régulation engagés dans des mécanismes de virulence, décrits dans les chapitres

suivants.

Des études récentes ont mis en évidence un autre facteur appelé CcpE. Ce facteur
de transcription régule des genes impliqués dans le cycle TCA, dans les mécanismes
d’acquisition du fer ainsi que des geénes de virulence (Ding et al, 2014). CcpE réprime les
facteurs de virulence comme I'hémolysine alpha, et active les genes requis pour la
synthese de la capsule. Dans un modeéle murin, la délétion de CcpE augmente le pouvoir
infectieux de S. aureus (Hartmann et al, 2014). Ce dernier exemple montre le lien direct
entre le métabolisme et la virulence de S. aureus. Au vu de la diversité des nutriments
dans l'environnement de S. aureus, on peut supposer que les facteurs de transcription,
impliqués dans le métabolisme central, soient nombreux et encore non caractériser. Le
génome de nombreuses souches de S. aureus code des protéines ayant un domaine de

liaison a I’ADN dont le réle est encore hypothétique.
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L.3.b - Les facteurs de transcription impliqués dans la virulence de S. aureus

b.1 Le facteur sigma B

Les facteurs sigma (o) guident I’ARN polymérase sur des promoteurs spécifiques
pour permettre l'initiation de la transcription de genes cibles. Le facteur o impliqué dans
la transcription du « core-génome » est le facteur cA. Le génome de S. aureus code trois
autres facteurs o (o8B, of, 05) retrouvés dans toutes les souches séquencées a ce jour
(Ibarra et al, 2013). Chaque facteur o est spécifique de régions promotrices particuliéres
et leur action indépendante permet la transcription simultanée de génes impliqués dans
différentes fonctions cellulaires en évitant la compétition pour les séquences

promotrices.

Le facteur oB est sans doute le mieux caractérisé a l'’heure actuelle. Son
expression est régulée au niveau transcriptionnel par de nombreux facteurs de
transcription qui different suivant les souches de S. aureus. Le facteur CymR (cysteine
metabolism repressor) par exemple, impliqué dans la régulation des genes du
meétabolisme de la cystéine, réprime le facteur 0B dans la souche RN4220 (Burda et al,
2014). Lorsque oB est exprimé, il est gardé inactif par liaison avec le facteur anti oB,
RsbW. Dans des conditions de croissances normales in vitro, I'activité de oB est observée
en fin de phase exponentielle (Giachino et al, 2001). En conditions de stress
(augmentation de la température ou du pH, exposition a un antibiotique, etc.), RsbW
libere oB qui peut alors exercer ses fonctions régulatrices (Gertz et al, 2000). oB régule
des genes impliqués dans les systémes de réparation de I’ADN, dans le maintien de
I'intégrité de la paroi et dans les voies de syntheses des acides aminés (Somerville,
2015). Les études réalisées sur modeles murins en conditions infectieuses, suggerent
que oB est impliqué dans la survie de S. aureus dans les cellules de I'hote (Garzoni et al,

2007).

b.2 Les facteurs de transcription appartenant a la famille des Sar
Les facteurs de transcriptions appartenant a la famille des Sar sont des
régulateurs trés importants chez S. aureus. Il en a été dénombré 11 au total (SarA, SarR,
SarS, SarT, SarU, SarV, SarX, SarY, SarZ, MgrA et Rot). Cette famille de régulateurs est
spécifique au genre des Staphylococcaceae. Le premier facteur ayant été identifié est
SarA (staphylococcal accessory regulator A). L’expression de SarA est au maximum a la

fin de la phase exponentielle de croissance, qui correspond également a I'expression des
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genes de virulence. Ces facteurs peuvent étre classés en trois groupes distincts suivant
leur structure (Cheung et al, 2008). SarA agit soit directement en se liant a 'ADN dans
les régions promotrices des genes cibles, soit de maniere indirecte en activant un autre
facteur de transcription, AgrA, dont le mécanisme est décrit dans le chapitre suivant. Le
tableau ci-dessous résume la fonction des différents facteurs Sar et leur role dans la
physiologie et la virulence de S. aureus. La fonction, les mécanismes de régulation ainsi
que I'implication de SarA dans la virulence de S. aureus sera présenté a travers différents

exemples dans la suite du chapitre introduction.

Facteur de

transcription Fonctions références

SarA Activateur /répresseur de la transcription Manna et al, 1998
Réseaux de régulation dépendants et indépendants de 'expression d'agr

SarR Active agr et SarS ,inhibe SarA Cheung et al, 2004
Sars Active l'expression des génes de surface et de la protéine A Est réprimé par SarA/agr Tegmarketal, 2000
SarT Active SarS Répresseur de hla et d'autres exotoxines, réprimé par SarA et AgrA Cheung etal, 2004
SarU Active agr Estréprimé par SarT Cheung et al, 2004
SarV Régulateur de l'autolyse Est réprimé par SarA/MgrA Manna et al, 2004
SarX Active sa propre expression Inhibe agr Estactivé par MgrA Mana etal, 2006
SarY Fonction inconnue
SarZ Active hla, les génes du biofilm et réprime SarS Kaito et al, 2006

Tableau 2 : facteurs de transcription appartenant a la famille des Sar
b.3 Le facteur Rot

Rot (repressor of toxins) est un facteur de transcription activant 'expression des
protéines d’adhésion et réprimant celles des toxines et lipases. Rot agit essentiellement
en phase exponentielle de croissance et régule plus de 150 genes (Said et al, 2003). La
régulation de I'expression de Rot varie entre les différents isolats cliniques de S. aureus
rendant la caractérisation des mécanismes de régulation difficile (Jelsbak et al, 2010).
Cependant, Rot, est régulé par le facteur AgrA, répondant a la densité cellulaire, (voir
chapitre suivant) de fagon indirecte par L’ARNIII, dont les mécanismes sont décrits dans

la derniére partie de cette introduction. En réprimant I’expression des toxines et en
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activant celle des protéines d’adhésion, Rot est au cceur d'un réseau de régulation
important, qui permet le passage de S. aureus d'un mode d’adhésion a un mode de

dissémination.

L.3.c - Les systemes a deux composants

Les systémes a deux composants sont des régulateurs majeurs permettant aux
bactéries de sentir des changements dans leur microenvironnement (pH, température,
02 etc.) et d’apporter une réponse génétique rapide. La kinase transmembranaire (HK)
s’auto-phosphoryle suite a un stimulus extérieur et transfere son groupement
phosphate a la protéine régulatrice intracellulaire (RR) a laquelle elle est associée (Stock
et al, 2000). Le régulateur active ou réprime l'expression des genes cibles généralement
en se fixant directement a ’ADN. S. aureus possede 16 systemes a deux composants a ce
jour identifiés (Ibarra et al, 2013). Le tableau 3 représente les TCS (Two Component

System) les mieux caractérisés chez S. aureus.

TCS Senseur Kinase Fonction Références
AgrBCDA  AgrC AgrA Régulation des génes d'exotoxines et d’adhésion Novicketal 1993
SaePQRS SaeS SaeR Sensible aux variations de pH et i la concentration Jeong et al, 2011

en sels, régulation des génes d'exotoxines et d'adhésion
ArlRS ArlS ArlR Remodelage de la membrane, autolyse. Fournier et al, 2000

Induction de la sialoprotéine osseuse
SrrAB SrrB SrrA Homologue a resDE chez B. subtilis Yarwood etal, 2001

adaptation anaérobie Activation des adhésines
LytRS LytS LytR Régulation de I'autolyse Brunskill et al, 1996

VraSR VraS VraR Induit par des dommages au niveau de la paroi Kuroda etal. 2003
résistance aux antibiotiques

WalKR WalK WalR Métabolisme du peptidoglycane Delaune et al, 2011
BraSR Bras BraR Induit en réponse i la bacitracine et a la nisine Hiron et al, 2011
GraSR Gra$S GraR Impliqué dans la résistance aux antimicrobiens cationiques Farold etal, 2012
AirSR AirS AirR Role dans I'adaptation a I'anaérobie Sun et al, 2012
KdpDE KdpD KdpE Induit en réponse a des variations de concentration de K Xue etal, 2011

extracellulaire. Régulateur des génes de virulence
HssSR HssS HssR Role dans la modulation de I'expression Stauff et al, 2007

des facteurs de virulence chez la souris.
HptRS Hpts HptR Induit en réponse a de forte concentration de Park etal, 2015
Glucose-6-phosphate.

Tableau 3 : Principaux TCS caractérisé chez S. aureus (modifié d’apres la these de
C. Romilly 2012). Présentation des principaux systémes a deux composants, caractérisés chez S.
aureus. Le dernier systéme identifié est le systeme HptRS, répondant au glucose-6-phosphate
(Park et al, 2015).

26 Introduction



Parmi tous ces TCS, seul le systeme a deux composants WalKR, impliqué dans le
métabolisme du peptidoglycane, est essentiel a la croissance de S. aureus (Delaune et al,

2011)

c1 SrrAB premier senseur des stress oxydatifs

Le systéeme a deux composants SrrAB (staphylococcal respiratory response)
répond a I'absence d’oxygene et a I'oxyde nitrique (NO). Une perturbation dans la chaine
de transporteurs d’électrons par la réduction de la ménaquinone conduit a
I'autophosphorylation de SrrB et au transfert du groupement phosphate sur SrrA
(Kinkel et al, 2013). L’activation de ce TCS va permettre la régulation de nombreux
genes nécessaires pour la survie de la bactérie au sein de I'h6te en réponse a ’hypoxie et
aux radicaux monoxyde d’azote (NO) dont les détails seront donnés dans le chapitre

suivant.
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Figure 13 : Activation du systéme SrrAB par le stress NO et ’hypoxie. La perturbation de la
chaine de transporteur d’électrons, composée de cytochromes (cyt bd, Cyt aa3, représentées en
vert et violet) de quinones et flavoprotéines (non représentées) entraine la phosphorylation de
SrrB et l'activation de SrrA par transfert du phosphate. SrrA régule plusieurs génes impliqués
dans la réponse NO, dont la synthése des cytochromes et de ’heme pour le maintien du
fonctionnement de la chaine de transport d’électrons (Figure modifiée d’apres Kinkel, 2013)

c2 Le systéme de densité cellulaire agr
S. aureus utilise le systeme agr (accessory gene regulator) pour sentir la densité

cellulaire et coordonner I'expression des genes de virulence. A faible densité cellulaire, S.

aureus favorise I'adhésion des cellules aux tissus et lorsque la densité cellulaire atteint
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un seuil critique, les facteurs d’adhésion sont rapidement réprimés et apres un temps de
latence, les toxines sont activées, permettant a S. aureus de passer d’'un mode d’adhésion
a un mode de dissémination. Le locus agr est composé de deux unités
transcriptionnelles divergentes codant I'’ARNII et pour ’ARNIIIL. L’ARNII code le systéme
a deux composants AgrC/AgrA ou AgrC est la kinase membranaire et AgrA le régulateur
transcriptionnel, ainsi que pour AgrD et AgrB codant le peptide auto inducteur (AIP) et
la protéase membranaire, respectivement. L’AIP est sécrété hors de la cellule apres
maturation par la protéase membranaire AgrB. A une concentration seuil dans le milieu

extracellulaire, I’AIP active le systéme a deux composants AgrC/AgrA par une cascade de

phosphorylation
AIP
@ @
& @ @ °
embrane &~ P
c“‘w\”ﬂ'\e P2 P3 @

@ ip0 agrA agrC agrD agrB hid

ARNII ARNIII

Figure 14 : Systeme a deux composants AgrAB chez S. aureus. Représentation schématique
du systeme agr, permettant aux bactéries de sentir la densité cellulaire et de coordonner
I'expression des facteurs de virulence, dans le cas de S. aureus. Ce systéme, couramment appelé
systéme de quorum sensing, est utilisé par de nombreuses espéces bactériennes et forme une
communication moléculaire entre les bactéries d’'une méme espece. Les bactéries sécretent des
peptides auto-inducteur (AIP auto inducer peptide), dont la nature est spécifique a une espéce
bactérienne, détectés par les autres cellules. Chez S. aureus, ce mécanisme active le systeme a
deux composants ArgCA. (Figure modifiée d’apres Queck et al, 2008).

AgrA régule les genes de virulence de maniere indirecte en activant la
transcription de I'ARNIII (un ARN impliqué dans la virulence de S. aureus dont les
mécanismes seront détaillés dans le chapitre V de cette introduction) et de maniere
directe en activant la transcription des PSM et en réprimant celle de la staphyloxantine
(Queck et al, 2008). AgrA réprime également de nombreux genes impliqués dans le
métabolisme des acides aminés (arginine, histidine) et le métabolisme carboné
(transport des hexoses). Lorsque AgrA est activé, la densité cellule atteint un seuil

critique dans le microenvironnement dans lequel S. aureus se trouve. Le pathogene
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privilégie donc I'expression des facteurs de virulence a I'augmentation de la croissance

cellulaire.

L.3.d - Exemples de régulation métabolique en conditions infectieuses

Afin d'illustrer le lien étroit entre le métabolisme, la réponse aux stress et
I'expression des facteurs de virulence, jai choisi de présenter trois exemples
caractéristiques illustrant la complexité de la régulation génétique, ainsi que
'interaction entre les différents acteurs moléculaires décrit précédemment dans cette
introduction. La diversité des mécanismes mis en jeu par S. aureus lors d'une infection

lui permet de survivre dans des conditions hostiles et d’exercer son pouvoir virulent.

d.1 Exemple 1 : Régulation en conditions de stress NO produits par les macrophages.
Au cours d'une infection, S. aureus développe de multiples stratégies pour

contourner notre systeme immunitaire. Une de ces particularités est de pouvoir survivre
dans les macrophages lors de la phagocytose. Ce phénomene s’explique par la faculté de
la bactérie de résister a de fortes concentrations en oxyde nitrique (NO), radicaux
produits par les macrophages, lors de l'internalisation des bactéries pour les détruire.
En pénétrant dans la cellule, les radicaux NO inhibent la chaine de transporteur
d’électrons, créent des mutations sur I’ADN et perturbent les membranes lipidiques. La
résistance au NO nécessite la mise en place d'un systeme de détoxification ainsi qu'un
changement rapide des voies métaboliques afin de maintenir le potentiel redox dans les

cellules et de pouvoir survivre.

Le NO se fixe sur les cytochromes et perturbe la chaine respiratoire ce qui a
comme premier effet une augmentation intracellulaire de NADH. Le NADH en exces dans
la cellule se fixe sur Rex et leve ainsi I'inhibition de la transcription des genes impliqués
dans la fermentation, comme les lactates déshydrogénases (Ldh1, Ddh et Ldh2)

. En passant a un mode de fermentation, S. aureus va produire du lactate et du NAD+,
a partir du pyruvate et du NADH et maintenir ainsi le potentiel redox. Les lactates
déshydrogénases, Ldh2 et Ddh, sont conservés chez tous les staphylocoques alors que la
déshydrogénase Ldh1l est spécifique a S. aureus. Son expression au cours d'une
exposition au NO est d’ailleurs prédominante sur l'expression de Ldh2 et Ddh
(Richardson et al, 2008). Au niveau protéique, on compte plus de 11000 copies par
cellules, par rapport a 2000 ou 3000 copies pour Ldh2 et DhD, respectivement (Ziihlke
etal, 2016).
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Figure 15. Activation des lactates déshydrogénases en conditions NO. Le NADH
intracellulaire, en excés lors d’'une perturbation de la chaine de transporteur d’électrons, se fixe
sur le facteur de transcription Rex, empéchant ainsi la répression des lactates déshydrogénases
et permettant le métabolisme fermentatif (Crooke et al, 2013).

Pour procéder a une fermentation lactique optimale, le flux d’entrée du glucose
doit étre augmenté car la fermentation consomme plus de glucose pour la méme
production d’énergie. Ce phénomene est sans doute rendu possible par le fait que S.
aureus code un grand nombre de transporteurs membranaires du glucose. En conditions
d’aérobie, les deux types (PTS dépendants et indépendants) de transporteurs sont
utilisés et peuvent compenser la perte d'un des deux systémes, alors qu'en conditions de
stress NO, les systemes PTS dépendants sont indispensables pour la survie de S. aureus
(Vitko et al 2016). Des analyses transcriptomiques récentes ont montré que le taux de
transcrits des perméases (PTS-indépendant) variait trés peu lors d'un stress NO ce qui
suggere que leur régulation se situe probablement au niveau traductionnel (Vitko et al,
2016). Lorsque le flux de glucose augmente, CcpA interagit avec HrPser46 et active les
genes de la glycolyse. Il est possible que les métabolites secondaires inhibent également

le facteur Rex

La perturbation de la chaine de transporteur d’électrons a pour second effet
'activation du systeme a deux composants SrrAB. SrrA active 'expression des genes des
cytochromes afin de maintenir la chaine de transporteur d’électrons . La
respiration aérobie ne pourra reprendre que lorsque la cellule aura éliminé tous les
radicaux NO (Kinkel et al, 2013). La détoxification du NO intracellulaire est essentielle a
la survie de S. aureus. La flavohémoglobine Hmp, largement activée lors du stress NO par
SrrA, va permettre la conversion du NO en nitrate (Hockgraphe et al, 2008). Les facteurs

Rot, CodY et Fur jouent également un role important dans ce mécanisme de résistance.
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Figure 16 - Mécanismes de régulation mis en jeu lors de la résistance a un stress NO.
Schéma récapitulatif représentant les différentes voies physiologiques activées lors de la
perturbation de la chaine de transport d’électrons par le NO. Les voies activées par le facteur
SrrA sont représentées en vert, celles activées par le facteur Rex sont représentées en bleu.

d2 Exemple 2 : Expression de la toxine TSST-1
S. aureus provoque le syndrome du choc toxique par la sécrétion de la toxine

superantigénique TSST-1 dans l'organisme, capable de provoquer un choc fatal en
quelques heures. TSST-1 se lie a la partie constante des molécules de classe II du
complexe majeur d’histocompatibilité et a la région invariable des récepteurs des
lymphocytes T entrainant leur sur-activation, ce qui a pour conséquence, un relargage
massif de cytokines provoquant une forte hypotension qui peut conduire jusqu'a la mort
(Dinges et al, 2000). La toxine TSST-1 est codée par le géne tst, qui se trouve localisé sur
un ilot de pathogénicité (SaPIs) qui n’est pas présent dans toutes les souches de S.
aureus. La régulation de son expression est un exemple tres concret du lien étroit

unissant le métabolisme et la virulence.

La concentration en glucose extérieur est un des facteurs ayant le plus d’influence
sur I'expression de la toxine. En effet, le gene tst posseéde dans sa région promotrice la

séquence « cre » qui est reconnue par CcpA sous la forme d’'un complexe avec HRPser46
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en présence de glucose . L’activation de la transcription du géne tst par CcpA,
peut étre empéchée par I'enzyme stk1l qui phosphoryle CcpA, pour diminuer son affinité
a’ADN.

Dﬁ"-l*il_é Sécrétion
blrt,ss cellulaire de la Toxine

Agrmlwn 4

pre-TSST-1

A
\/‘L \1 35 | tst(H) |
SarT "
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Signaux provenant de glucose extérieur

de la paroi
Figure 17 : Mécanismes de régulation de I'expression de la toxine TSST-1 chez S. aureus.
La densité cellulaire et la forte concentration en glucose extérieur favorisent I'activation de
I'expression de la toxine TSST-1 (vert). Les stress d’ordre général, activant le facteur de
transcription sigma B, et les stress associés a la paroi bactérienne favorisentla répression de
I'expression de TSST-1 (rouge). Les points d’'interrogation représentent d’autres voies de
régulations potentielles et non caractérisées (figure modifiée d’aprés Andrey et al, 2015).

La région promotrice de I’ADN contient d’autres signaux reconnus par divers
régulateurs de la transcription dont SarA et le facteur Rot, lui méme régulé par le
systéeme de densité cellulaire agr. Il semblerait que le systeme SrrAB qui répond a
I'hypoxie et aux radicaux NO intervient aussi pour moduler I'expression de ce facteur de

virulence.

La régulation de la transcription du gene tst montre la complexité des réseaux
impliqués dans I'expression des facteurs de virulence. Il est cependant important de
signaler a ce stade qu’a c6té de la régulation transcriptionnelle, d’autres niveaux de
régulation interviennent (traduction, stabilité des ARNm, modifications et dégradation
des protéines). Cette multiplicité de mécanismes permet a S. aureus d'intégrer de

nombreux signaux provenant de 'environnement et de I'hote.
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d3 Exemple 3 : Régulation de la formation des biofilms dépendant des PIA

(a) Formation des biofilms

Les biofilms représentent la forme de vie la plus courante des micro-organismes
dans I'environnement et forment une population hétérogéne (Richards & Melander,
2009). Cette agrégation de cellules, entourées d’'une matrice de polysaccharides, protege
les bactéries contre les stress environnementaux. Sous cette forme, S. aureus résiste aux
traitements antibiotiques et aux attaques de notre systeme immunitaire. Les biofilms
sont directement associés a certaines maladies comme les ostéomyélites, les infections
cutanées en particulier I'infection du pied chez les personnes diabétiques, les sinusites

chroniques et les endocardites (Archer et al, 2011).

La formation des biofilms de S. aureus peut impliquer différentes voies de
biosynthese. En effet on distingue les biofilms dits « PIA dependent » (polysaccharide
intercellular adhesion) dont la synthese des polysaccharides dépend de I'expression de
I'opéron icaADBC, et les biofilms dits « PIA independent». Pour la suite de cette
introduction, j'ai choisi de décrire la formation et la régulation des biofilms PIA
dependent, étant les mieux caractérisés mais aussi parce qu’ils illustrent l'inter

connectivité entre les différents facteurs de transcription, précédemment décrit.

La formation d'un biofilm se fait en plusieurs étapes et est initiée par
I'attachement des cellules a une surface plane par des protéines de surface
L’étape de maturation est caractérisée par l'agrégation des cellules entre elles et
implique la sécrétion de polysaccharides, appelés PNAG (Poly-N-acétylglucosamine),
principal composé des polymeres du biofilm (Archer et al, 2011). Les PNAG sont
synthétisés par l'opéron icaADBC, ou icaA et icaD codent des N-glucosamine
transférases, icaB pour la protéine d’adhésion intercellulaire, et icaC pour le

transporteur (Otto, 2009).

Introduction 33



$ . Déssimination
e _"’
~ Détachement
P
o PSMs
T 1,93- e,
R &*.:-;3? il
Colonisation Bty Gl
ey A0 Yo
- b TS e iy
At ol = 23 oo :’
PP o e \ o <&
Adhésion Maturation

=
MSCRAMMs PIA S
protéines de surface acide téichoiques 'E'hn
Protéines =)
ADNe 2
)

n-‘ xt

Cytoplasme

Figure 18: formation des biofilms et de la biosynthése des PNAG. Schéma décrivant la
formation des biofilms, PIA dépendant, chez S.aureus. La partie haute du schéma représente les
différentes étapes de la formation d'un biofilm. La figure du bas représente le réle des
différentes protéines exprimées a partir de 'opéron icaADBC (figure modifiée d’apres Otto,
2009).

L’étape de détachement se fait soit de maniére contrdlée par la population
bactérienne en exprimant des enzymes spécifiques de dégradations (protéases,
nucléases) ou des peptides appelés PSM (phénol-soluble modulins) qui agissent comme
surfactants, soit de maniere mécanique ou chimique due a un stress de I’environnement.
Dans les deux cas un groupe de cellules se détache du biofilm pour se disséminer dans
les vaisseaux sanguins et/ou coloniser d’autres tissus. La formation de biofilm qui
implique des changements physiologiques importants pour les cellules est un

mécanisme soumis a de fines régulations.

(b) Régulation de la formation des biofilms dépendant des PIA

De nombreuses conditions de stress (carence en nutriments, augmentation de la
température, exposition aux antibiotiques, faible disponibilité en fer, stress oxydatif,
baisse du pH, conditions d’anaérobie) activent la formation de biofilms. Cette activation
peut étre directe (activation de l'opéron icaADBC) ou indirecte en réprimant des
facteurs de virulence qui inhibent la formation des biofilms, comme les protéases et

nucléases.
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Les facteurs de régulation de la transcription SarA et oB activent I'expression des
facteurs d’adhésion qui participent a linitiation du biofilm, comme FnbpA et la
coagulase, et répriment les genes impliqués dans la dispersion des cellules, comme
I’'hémolysine {3, ou encore I'entérotoxine B. Le facteur Rot est également impliqué dans la
formation des biofilms de maniere indirecte en réprimant I'expression des protéases.
Les souches dépourvues du facteur Rot comme la souche USA300, ne sont plus capables
de former des biofilms et 'expression des protéases dans ces souches est tres élevée
(Mootz et al, 2015). Au sein du biofilm, a cause de la proximité des cellules et de la
concentration locale du peptide AIP, AgrA est alors activé pour induire I'expression des
genes codant les PSM a et B qui contribuent au détachement du biofilm et a la
dissémination des cellules. Lorsque S. aureus se trouve dans un environnement
anaérobie ou micro-anaérobie, le TCS SrrAB est alors activé et est nécessaire pour la
survie cellulaire (Kinkel et al, 2013). Le facteur SrrA régule positivement 1'opéron
icaADBC en se fixant dans sa région promotrice (Ulrich et al, 2007). Dans la phase
d’attachement, SrrA active I'expression des PIA mais réprime également la synthese des

nucléases et des protéases.

(c) Répression de la formation des biofilms dépendant des PIA

Conditions

anaeérobie Synthése
i des protéines
associées a la paroi ’ . . A
SrrAB (SpAFnBP) L’opéron icaADBC est soumis a de
i nombreuses  répressions car sa
Y _ Synthése  \ Formation | synthese colite beaucoup d’énergie
Opéron icaADBC ———» 4o pIA de biofilms

pour les cellules. Deux facteurs
caractérisés a ce jour répriment la
tcaR  icaR transcription de l'opéron icaADBC,

f '\ TcaR et IcaR

Rbf Spx

Figure 19 : Régulation de I'opéron icaADBC chez S. aureus. Le schéma représente les facteurs
de transcription, caractérisés, régulant I'opéron icaADBC chez S. aureus. Les conditions anérobie
activent le systéme SrrAB qui active I'opéron icaADBC par fixation de SrrA dans la région
promotrice de 'opéron icaADBC. Deux répresseurs de 'opéron ont été caractérisés, TcaR et IcaR
dont 'expression est soumise a de nombreuses régulations. La formation de biofilms nécessite la
synthese de PIA mais également de protéines associées a la paroi dont I'expression dépend de
plusieurs conditions environnementales comme la densité cellulaire pour Spa (exprimée a faible
densité cellulaire ). Les barres représentent une répression, les fléches, une activation (Figure
modifiée Archer, 2011).
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IcaR est localisé en amont du géne icaA mais avec une transcription divergente.
L’expression de IcaR est également soumise a une régulation inhabituelle au niveau
post-transcriptionnel (Ruiz de los Mozos et al, 2013) dont le mécanisme est décrit dans

le chapitre suivant.

Le biofilm a pour fonction de protéger les cellules d’environnement hostile. Les
cellules agrégées ne subissent pas les stress environnementaux contrairement aux
cellules se trouvant a la périphérie du biofilm. Toutes les cellules constituant un biofilm
ne sont donc pas exposées a la méme concentration en oxygene et en nutriments. Il
existe donc une hétérogénéité métabolique au sein de la population selon la localisation
des cellules au sein du biofilm (Stoodley et al, 2009). Cette hétérogénéité est a I'origine
du phénomeéne de persistance, qui consiste a un ralentissement de la croissance d'une
sous-population de bactéries jusqu'au stade de dormance. Ces cellules persistantes,
peuvent alors résister a I'action des antibiotiques mais cet état est réversible lorsque les

conditions environnementales redeviennent propices a la croissance bactérienne.

La régulation de I'expression des genes de virulence implique des
interconnections complexes entre les facteurs de transcription, et les systémes a deux
composants. Cependant la découverte des ARN non codants (ARNnc) dans les
organismes appartenant aux trois domaines du vivant, et leurs implications dans la
régulation des genes ont fondamentalement changé notre compréhension des

mécanismes mis en jeu dans I'expression génétique.
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1.4. Role clef des ARNnc dans la régulation de I’expression

des genes.

Grace en particulier au développement des méthodes haut débit a I'échelle
génomique, de nombreux ARNnc ont été identifiés chez les bactéries (Storz et al, 2011).
On estime que 10 a 15 % du génome bactérien code des ARNnc impliqués dans la
régulation de différentes voies physiologiques. Les études fonctionnelles effectuées sur
certains d’entre eux et, principalement chez les bactéries a Gram négatif, ont montré
qu’ils jouent un rodle capital dans I'adaptation des cellules face a un stress
environnemental. Ils s'inscrivent dans des réseaux de régulation complexes qui
permettent d’'intégrer de nombreux stimuli et de permettre a la cellule de réagir
rapidement. Chez S. aureus, l'utilisation de diverses approches prédictives et
expérimentales ont révélé plus de 200 ARNnc dont la plupart reste de fonction inconnue
(revue de Felden et al, 2011). A I'heure actuelle, il est difficile de répertorier les ARN
régulant I'expression des geénes, en fonction de leur mécanisme d’action. En effet la
caractérisation de nouveaux ARN multifonctionnels, qui peuvent étre a la fois codant et
régulateur, activateur et répresseur, agir en cis et en trans, sur des cibles ARN mais
également protéiques, rend la classification difficile. Cependant on peut définir deux
grandes familles représentées par les régions non codantes des ARNm qui vont agir sur
I'expression de leur propre ARNm, et les ARN issus des régions intergéniques qui vont

exercer leurs fonctions en trans.

I.4.a - Les régions régulatrices des ARNm

Les ARNm peuvent réguler leur propre expression en formant des structures
particulieres. Les régions UTR sont généralement courtes mais les ARNm de S. aureus
codant des protéines impliquées dans la virulence, le métabolisme et la réponse
adaptative, possedent en général des régions UTR de grande taille (Lasa et al, 2011). Les
régions 5’UTR sont souvent impliquées dans la reconnaissance directe d’une petite

molécule (métabolite) ou d'un facteur physico-chimique (la température).

a.l Les thermosenseurs et « riboswitch »

Les « riboswitch » sont des structures complexes présentes sur des ARNm qui
permettent a la cellule de sentir la concentration intracellulaire de divers métabolites

(nucléotides, acides aminés, vitamines, messagers secondaires etc.). La liaison du
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métabolite, en un site spécifique appelé aptamere, entraine un changement de
conformation qui conduit a la formation d'un terminateur/antiterminateur de la
transcription ou d’une structure qui séquestre ou libére le site de liaison du ribosome
pour réguler la syntheése des genes en aval (Caldelari et al, 2013). Ces éléments sont des
cibles intéressantes pour la recherche de nouveaux antibiotiques puisqu’ils régulent en
géneéral des geénes essentiels du métabolisme (Deigan et al, 2011 ; Mulhbacher et al,

2010).

by

D’autres ARNm appelés thermosenseurs répondent a des changements de
température. Dans ce cas, la séquence SD est emprisonnée dans une structure en tige-
boucle qui s’ouvre progressivement avec l'augmentation de la température. Ces
éléments sont souvent retrouvés dans des ARNm codant des régulateurs de la virulence
ou pour des protéines chaperones répondant a la température. Un de ces motifs a été
prédit chez S. aureus pour le gene groES mais la fonctionnalité de ce thermometre prédit

n’a pas encore été caractérisée (Rhigetti and Narberhaus, 2014).

a2 Les éléments régulateurs appelés « T-box »

Les T-box sont des éléments régulateurs impliqués dans des mécanismes de
régulation transcriptionelle des enzymes impliquées dans la biosynthese des acides
aminés et des aminoacyl-ARNt synthétases que l'on retrouve en particulier chez les
bactéries a Gram positif et dont S. aureus (Caldelari et al, 2010). Les T-box font appel aux
ARN de transfert (ARNt) et répondent directement a la disponibilité ou non des acides
aminés dans le milieu de culture. Ils sont composés d'une structure tige boucle qui
contient la séquence complémentaire a I'anticodon de ’ARNt régulateur et d’'un anti-
terminateur de transcription qui contient la séquence complémentaire au CCA terminal

de 'ARNt.

Une carence d'un des acides aminés conduit a une accumulation de ’ARNt non
chargé, correspondant a l'acide aminé manquant. L’ARNt va alors se fixer sur la
séquence appelée T-box des ARNm. Ceci entraine la formation d’'une structure anti-

terminatrice qui favorise la transcription de I’ARNm (Zhang et Ferré-
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D’Amaré, 2015). En revanche, si I'acide aminé est présent dans le milieu de culture,
I’ARNt correspondant sera chargé pour étre engagé dans la traduction. L’ARNm restera
libre et la formation d'un terminateur de la transcription sera privilégiée pour arréter

prématurément la transcription.

ARNt
non chargé

Carence
de l'acide aminé

ON

ORF&_

ARNt chargé

« | O

-

Sl s s s sem o=

Présence
de I'acide aminé

Figure 20 : Représentation schématique du mécanisme d’action des T-box. En carence de
I'acide aminé auquel il est associé, I'’ARNt se fixe sur une région spécifique de 'ARNm. Cette
conformation bloque le terminateur de transcription, activant ainsi I'expression des génes. Au
contraire, en présence de l'acide aminé, I'’ARNt chargé sera requis pour la traduction et la
synthése de protéines. N'exercant plus de contraintes structurales sur 'ARNm, un terminateur
de transcription se forme, empéchant ainsi I'expression du gene. (Figure modifiée Zhang &
Ferré-D’Amaré, 2015).
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“Riboswitch” -Métabolite

Géne ou opéron régulé

Mécanisme

Flavine mono nucleotide (FMN) 841318 Initiation de la traduction
RibD Terminaison de la transcription

Thiamine Pyrophosphate (TPF)

SA1897-thiD-thiM-thiE

SA0929-5A0928-5A0927

Terminaison de la transcription

Idem

Queuosine (Pre-Q1) SA0667-SA0666-SA0665 Terminaison de la transcription
Glycine gevT-SA1366-5A1365 Terminaison de la transcription
Lysine lysC-asd-dapA-dapB-dapD Terminaison de la transcription
S-adénosyl-méthionine SA0011 Terminaison de la transcription
Idem
SAQ765-5A0770-5A0771 Idem
metK
Purine nrdl-nrdE-nrdf Terminaison de la transcription
Idem
xprT-pbuX-guaB-guad
Mn?*responsive element SA0878 Terminaison de la transcription
Glucosamine 6 Phosphate glms Ribozyme-mRNA autocleavage

(GIcN6P)

Tableau 4

Quelques exemples d’éléments régulateurs agissant en cis appelés
“Riboswitch” qui répondent a la concentration intracellulaire d’'un métabolite chez S.
aureus. En aval du premier géne, se trouve I'élément riboswitch constitué de I'’élément aptamer
qui reconnait le métabolite et de la plateforme génétique. Dans la plupart des cas, la fixation du
métabolite induit sur la région « aptamer » le formation d’'un terminateur de la transcription
localisé en aval du géne régulé ou du premier gene de 'opéron régulé. Un seul cas serait régulé
au niveau de la traduction (SA1316) ou au niveau de la stabilité de 'ARNm (gIimS) (d’apres
Caldelari et al, 2010).
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a3 Régulation par les régions 3’'UTR
Un exemple de région 3'UTR agissant en cis se trouve dans ’ARNm icaR de S.

aureus. IcaR est le répresseur de 'opéron icaADBC codant les genes impliqués dans la
synthese du biofilm. Cet ARNm a la particularité de réprimer sa propre traduction par
des appariements de bases entre ses régions 3'UTR et 5’'UTR empéchant la fixation du
ribosome et créant un nouveau site de coupure par 'endoribonucléase spécifique des
ARN en double brin, la RNase III L’appariement se fait sur une quarantaine
de nucléotides impliquant une région riche en C dans le 3’'UTR complémentaire a la
séquence Shine et Dalgarno (SD) (Ruiz de los Mozos et al, 2013). Ce mécanisme original
permet de moduler la synthese de ce facteur de transcription en réponse a un signal
encore méconnu. A I'heure actuelle aucun facteur, expliquant I'ouverture de cette
structure, n’a encore été caractérisée. Il est probable que la libération du SD nécessite

I'action d'un métabolite, d’'une protéine ou 'appariement d’'un ou plusieurs ARNnc.

nr
. 5-UTR_WT
j‘ (STUAGGGGGEY)

0 \  3.UTR_WT
(8%4UCCCCUGH0)

538

Figure 21 : Inhibition de la traduction de icaR par appariement de la région 3’'UTR et 5’UTR du
messager (Ruiz de los Mozos et al, 2013). La partie 3’'UTR de icaR comporte une région riche en
C (anti-SD) qui se fixe au SD de son propre ARNm.

L.4.b - Les ARNnc non codants agissant en trans

Une autre classe d’ARN non codants (ARNnc) regroupe ceux codés a un locus
génétique différent de leurs cibles. La plupart de ces ARNnc, encore appelés sRNA
« Small RNA » agissent au niveau post-transcriptionnel par complémentarité de base
avec les ARNm cibles. Ces complexes conduisent soit a 'inhibition de la traduction de
I’ARNm et/ou sa dégradation, ou au contraire, a l'activation de la traduction en
favorisant le recrutement du ribosome et/ou stabilisant '’ARNm. N’étant pas codé par le
méme locus que 'ARNm cible, I'appariement entre les deux ARN est imparfait. Un
ARNnc peut réguler plusieurs ARNm cibles, et un ARNm peut également étre régulé par

plusieurs ARNnc. Cette particularité explique la complexité des réseaux de régulation. Ce
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n’est pas seulement la présence ou I'absence des ARNnc qui détermine la régulation
d’'une cible mais également sa concentration dans la cellule ainsi que son affinité pour
ses cibles. Les ARNnc sont donc des régulateurs globaux au méme titre que les facteurs
de transcription, mais qui apportent un autre niveau de régulation permettant des
réponses rapides face aux divers stress environnementaux (e.g. Wright et al, 2013 ;
Wagner and Romby, 2015). Certains de ces ARNnc sont activés en réponse directe a un
stress et régulent des génes du métabolisme (Gorke and Vogel, 2008 ; Bobrovskyy and
Vanderpool, 2014). Récemment, la fonction de plusieurs ARNnc chez S. aureus a été
résolue en dehors de ’ARNIII, I'effecteur intracellulaire du systéeme de densité cellulaire
(voir § V). Ces ARNnc permettent en autre, un lien entre diverses voies du métabolisme
et I'expression des facteurs de virulence. Plusieurs de ces ARNnc ont fait 'objet de mon

projet de these.

b.1 RsaE et le métabolisme central

La plupart des ARNnc de S. aureus sont conservés uniquement dans les
staphylocoques. Cependant, I'un d’entre eux nommé RsaE s’aveére conservé dans les
Staphylococcaceae, et Bacillaceae comme B. subtilis. RsaE de 96 nucléotides possede
deux motifs riches en C dans ses régions simples brins, qui est une signature des ARNnc
reconnaissant la séquence SD des ARNm cibles (Geissmann et al, 2009). L’analyse de
I'expression de RsaE dans diverses souches de S. aureus montre que son expression est
maximale en milieu de la phase exponentielle de croissance et diminue progressivement
jusqu’en phase stationnaire. RsaE réprime au niveau traductionnel la synthese de
plusieurs enzymes impliquées dans le cycle TCA, le métabolisme folate-dépendant « one
carbon », et des transporteurs de peptides et acides aminés (Geissmann et al, 2009 ;
Bohn et al, 2010). Plus récemment il a été montré que l'expression de RsaE est
dépendante du systéme a deux composants SrrAB et que son taux augmente lors d'un
stress par les radicaux NO (Durand et al, 2015). En aval de rsaE, se trouvent non
seulement un site de reconnaissance du facteur de transcription SrrA mais aussi un site
de reconnaissance du facteur Rex. Chez B. subtilis, Rex réprime la transcription de RsaE
suggérant que le ARNnc contribuerait a réajuster le taux de NAD+/NADH en réponse a
divers signaux ou stress (Durand et al, 2017). Ainsi les fonctions de RsaE dans le
métabolisme central seraient conservées dans des bactéries aussi éloignées dans

’évolution que sont B. subtilis et S. aureus.
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b.2 RsaA, un atténuateur des infections aigues

Utilisant différentes approches expérimentales, plusieurs cibles de 'ARNnc RsaA
ont été identifiées. mgrA qui code un facteur de transcription qui inhibe I'action de
I’ARNIII est I’ARNm cible principal de RsaA (Romilly et al, 2014 ; Tomasini et al, 2017).
RsaA réprime la traduction de '’ARNm mgrA en se fixant au site de reconnaissance du
ribosome et induit ainsi une dégradation de I'ARNm. MgrA est un régulateur
pléiotropique qui active la formation de la capsule et le processus d’agglutination,
appelé « clumping », et réprime la formation des biofilms. En réprimant MgrA, RsaA
protege S. aureus contre la phagocytose, favorise les infections chroniques et atténue les
infections aigues. RsaA est activé par le facteur sigma B et participe indirectement a la
répression de AgrA par MgrA. Ainsi cet ARN relie deux régulateurs de la transcription

qui ont des effets opposés sur 'opéron agr.

I.5. Le réseau de I'’ARNIII : Lien entre densité cellulaire,

stress environnementaux, métabolisme et virulence.

Les lésions provoquées dans les tissus de I'hOte par S. aureus, nécessite que les
exotoxines soient sécrétées de maniere simultanée. Cela requiert une régulation
coordonnée des genes au sein de la population bactérienne. Le systeme agr permet a S.
aureus de ressentir la densité cellulaire et d’activer 'expression des exotoxines. AgrA
active la transcription de I’ARNIII, qui joue un réle central dans le passage de S. aureus

d’'un mode d’adhésion a un mode de dissémination.

L’ARNIII est composé de 514 nucléotides et de 14 structures en tige-boucle, c’est
un ARN multifonctionnel qui posséde une fonction régulatrice mais code également
I’hémolysine 6 (Hld). Par sa région 5’UTR, L’ARNIII active la synthese de 'hémolysine a
de fagon directe en s’appariant a la région 5’"UTR de '’ARNm (Morfeldt et al, 1995). Cette
action libére la séquence SD, favorisant le recrutement du ribosome et la traduction de
I’ARNm hla. La région 3’'UTR de I’ARNIII possede trois boucles apicales riches en
cytosines, qui s’apparient a la séquence SD des ARNm cibles pour empécher le
recrutement du ribosome et la traduction. De maniére concomitante, la RNase III
reconnait les duplexes ARNm-ARNIII pour les dégrader, rendant la répression

irréversible (Caldelari et al, 2013).
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Activation de hla Répression des facteurs d’adhésion
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Figure 22: Représentation schématique de la structure et des mécanismes de
régulation de 'ARNIII de S. aureus. L’ARNIII possede 14 structures en tige-boucle. Trois
boucles (H7, H13, H14) possédent des motifs riches en C. la région verte représente le cadre
ouvert de lecture codant pour 'hémolysine [ ] (modifiée(Felden et al, 2011)).

Parmi les ARNm cibles, réprimés au niveau de la traduction, on retrouve divers
facteurs d’adhésion (protéine A, une protéine fixant le fibrinogéne, coagulase), des
hydrolases et des amidases impliquées dans le métabolisme du peptidoglycane et le
facteur de transcription Rot appelé répresseur des exotoxines. Rot joue un rdle opposé a
celui de I’ARNIIL Ce facteur active la transcription du gene spa et réprime celle du gene
hla (Novick & Geisinger, 2008). La régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle de I’ARNIII et de Rot sur les cibles spa et hla forme un motif de
régulation aux propriétés particulieres et approprié pour effectuer une transition des
cellules entre deux états antagonistes, et modifier le comportement d’'une population

(Nitzan et al, 2015 ; voir partie 1, résultats).

Dans la revue suivante, nous avons présenté I'état actuel des connaissances sur
I'opéron agr et illustré comment les protéines régulatrices, (facteurs de transcription,
systémes a deux composants) et I'ARNIII sont intégrés dans des circuits de régulation
complexes, pour exprimer les facteurs de virulence de facon dynamique et rapide en
réponse au stress et aux changements de I'environnement et du métabolisme. Il est
intéressant qu'un grand nombre de réseaux de régulation convergent, de maniere
directe ou indirecte, vers le facteur AgrA et 'opéron agr ce qui permet aux cellules

d’'intégrer de multiples signaux environnementaux.
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Abstract

Staphylococcus aurens RINAIIL is one of the main intracellular effectors of the
quorum-sensing system. It is a multifunctional RNA that encodes a small
peptide, and its noncoding parts act as antsense RN As to regulate the trans-
ladon and/or the stability of mRNAs encoding transcriptional regulators,
major virulence factors, and cell wall metabolism enzymes. In this review,
we cxplain how regulatory proteins and RINAII are embedded in complex
regulatory circuits to express virulence factors in a dynamic and timely man-
ner in response to stress and environmental and metabolic changes.
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INTRODUCTION

Staphylococei are widespread commensals of the anterior nares and skin, but several species, such
as 8. gurens, arc pathogens causing a large varicty of community- and hospital-acquired infections
{65}, Remarkably, 8. anrensinfects a broad range of body sitcs—skin, bloodstream, respiratory trace,
heart, and skeletal system—as well as tissucs surrounding implanted medical devices. The ability
of 8. aurens to colonize a wide range of organs and to cause acute and chronic diseases is most likely
due to the large arsenal of virulence factors it produces (toxins, proteases, nucleases, adhesins, erc).
Numerous genome-wide approaches have revealed thar expression of virulence factors is often
regulated ar muldple levels, including cranscriprion, ransladon, and mRNA degradadon. These
multilayered regulations are governed by a variety of trams-acting factors, including sigma factors,
two-component systems (1'CSs), metabolite-responsive regulatory proteins, RNA-binding pro-
teins, and regulatory RINAs (46). Thus, complex and dynamic networks allow 8. aurens to rapidly
adapt its metabolism and to fine-tunc the synthesis of the virulence factor in response to internal
and cxternal signals and environmental changes (46). Morcover, some of the regulators vary among
strains as a result of genome rearrangements and acquisition of mobile genetic elements, which
coniributed to the evolution of bacterial genomes in response w changing condidons (46, 73, 81).

Among the ransacting regulators are the 16 TCSs of 8. gwrens, which sense and respond w
various environmental stimuli to regulare the transeription of numerous genes and operons (46,
117). These signal transduction systems consist of a #rens-membrane-spanning sensor histidine
kinasc and a cognate response regulator that is activated through phosphorylation to elicit the
regulatory response. In addition to targeting coding genes, some of the TCSs control expression
of regulatory RINAs, which act at the posttranscriptional level through base-pairing interactions
with mRNA wargers. In this manner, the regulatory RNAs cxpand the TCS regulon. In this short
review, we describe one of the wypical TCS systems, the so-called accessory gene regulator (agr)
system, which senses bacterial cell densicy (80, 82). This agr system includes the response regulacor
AgrA and a regulatory RINATII as main intracellular effectors; these have evolved complementary
functions in bacterial physiology and pathogenesis. Given the large number of interesting reviews
on this TCS system (e.g., 58, 80, 82, 119), we focus on the dynamic interplay of these two regulators
in coordinating and adjusting the timing of virulenee factor expression in response to stresses and
metabolic and environmental changes.

THE QUORUM-SENSING SYSTEM

The agr (accessory gene regulator) locus comprises two divergent mranscriptonal units called
RNAIT and RWNAIII thar are under the transeriptional control of promoters P2 and P3, respectively
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Figure 1

Mechanism of action of RINAII on its target mENAs. Genomic organization of the quorum-sensing agr system is given at top. The
schematic secondary structure of RNAII {red ) is from Bénito et al. {9). The b gene encoding 8-hemolysin is yellow. The various
C-rich sequence motifs of RMAIIL are the seed sequences that bind to the Shine and Dalgarno (SI)) sequence of mBNA targets { gray).
Various topologies of RNAII-mRNA are given. Binding of RENATII to several mBMNAs (gpa, cos, ror, s ) can prevent binding of the 305
small ribosomal subunit, and in several cases this step is followed by rapid degradation initiated by the double strand-specific
endoribonuclease 111 | gray cirde). Binding of RNAII to target mRNAs can also activate synthesis of exoroxins. For fa mBENA,
interaction with RNAII prevents the formation of an inhibitory structure sequestering the 5D, whereas for srgrd mRNA, binding of
RIMAII stabilizes the mRNA against an ENase attack. In these latter cases, the seed sequences initating base-pairing between ENAI
and mRINA targets (bla, mgrd) have not yet been demonstrated. Abbreviation: AIP, autoinducing thiolactone peptide.

{Figure 1). The RNAII transcript encodes a cell density—sensing cassetre (agrD) and agrB) and
a TCS system (agrd and agr). Agrl) is a 46-amino acid precursor peptide that is processed by
membrane protease AgrB, resulting in an aurcinducing thiolactone peptide (AIP) that is 7 o 9
amino acids long and is continuously released in the extracellular environment. Upon a threshold
concentration, the AIP is sensed by membrane kinase AgrC, causing autophosphorylatdon of
its intracellular histidine kinase domain. This phosphoryl group is then ransferred to cognate
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response regulator AgrA, which in turn activates transcription of its own RNAII transcript and
the regulatory RINAIIL (84). RWAIII carrics an open reading frame encoding 8-hemolysin, which
is 2 26—amino acid cytolytc peptide belonging to the phenol-soluble modulin (PSM) family (48;
see below),

The agr locus is present in all staphylococed, bue high genetic variabiliny has been observed
in the ATP, AgrB, and AgrC, leading to at least four agr groups among 8. awrens strains (26, 33,
49, 31). The quorum-sensing response is based on highly specific recognition of the AIP and
the sensor portion of AgrC within cach group. However, a heterologous AIP from one group
can bind to the AgrC of another group, but it cannot induce autophosphorylaton of AgrC. As a
consequence, the response regulator AgrA is not phosphorylated, and the transeription of RINATIL
cannot be activated (51). This agr interference has been postulated to isolate bacterial populations
through niche competition. However, these allelic variadons in the agr system correlate with
different pathotypes; this is most likely because various significant activities of P3 promoters
oceur in different groups, affecting cxpression of the key transeriptional regulator Rot and several
virulence facrors (339,

Although the agr system is activated at high cell density, it has also been reported that under
specific physical and chemical confinement conditions, the AIP can activate the agr system in a
single cell (14). In this study, the bacterium was isolated from the environment and put into a
nanosorucured matrix mimicking an early endosomal vesicle. This specific confinement-induced
agr system cnhances viability compared to agr-negative bacteria, suggesting that the two regulators
AgrA and RNATI modulate gene expression o facilitare adapration in a specific environment, This
implies that shortly after colonizaton, few individuals have the porendal to inidate virulence gene
expression. One implicadon of such phenomena for bacterial pathogenicity has recendy been
discussed (83). Indeed, 5. swrens producing high levels of ggr is able w block autophagic flux,
leading to accumulation of the bacteria in autophagosomes to protect them against phagocytic
killing. It is proposed that an intracellular survival niche of 8. aurens within phagocytes would
ultimarely facilitate further dissemination (85}, Recent work has shown that the agr system confers
to 5. anrens the ability to escape from human macrophages (77).

Comparative transcriptional analysis revealed the cxistence of two distinet subsets of agr tar-
get genes that are regulated cither by AgrA or by RNAIIL (100). These data, obtained using a
clinical MRSA strain, revealed that AgrA activates synthesis of several PSM cytolysin genes, one
of them encoded by RNAIIL and concomitantly downregulates genes involved in carbohydrate
and amino acid metabolism (100}, Furthermore, RNAIIL was shown to regulate primarily the
cxpression of major virulence factors and several transcriptional regulators (c.g., 80; sce below).
Interestingly, the PSM peptides, which are the only toxins regulaced by AgrA, were originally pro-
posed to be involved in the noninfectious life cycle of 5. aurens (100). Based on these data, Queck
et al. (1000 suggested thar the RNAIT-dependent regulatory circuits and the quorum-sensing-
dependent networks were connected during evolution so that cell density responds more quickly
o virulenee gene expression during infectdon, and t link the PSM pepddes wo other virulence
determinants.

Interestingly, a homolog of the agr system of 8. aurenswas also identfied in Listeria monocyrogenes
{104). It is required during the early stage of biofilm formation, modulates the expression of several
virulence factors, and provides a benefit to populations in soil (104, 126). In addidon, the am
system regulares expression of two chitinases known to modulate host immune responses. One
of the chitinases, ChiA, is mediated through a small noncoding RNA (sRNA), LhrA, which is
repressed by agr (93). Whether sRNAs other than LhrA arc activated by the agr system in Listeria
is still unknown.
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Table 1 Direct targets of quorum-sensing-induced RINATIT

Gene Protein Functions RNAI-dependent regulation
i Protein A Adhesion Translation repression
Immune evasion RMNase 11 degradation
o Coagulase Adhesion Translation repression
Fibrin clot formation RMNase 11 degradation
lry Shi Adhesion Translation repression

Immune evasion
Activates complement (3

Sal SA1000 Adhesion Translation repression
Fibrinogen-binding protein RMNase 11 degradation
lyeM LyeM Cell wall metabolism Translation repression

Protein A release

rot Fot Repressor of toxins Translation repression
RMNase 11 cleavage

mgrAd Mgra Repressor of cell surface proteins mBNA stabilization
Activator of capsule
Inhibitor of autalysts

bla ai-hemaolysin Pore-forming toxin mBENA structural changes
{Hla) Induces apoptosis Translation activation

bid S-hemaolysin P5M toxin Fncoded by RINAIT
{Hid}) Hemaolysis, cytolysis

RMATI regulaves ewio sees of target mENAs, which encode either virulence faceors (prowein A, coagulase, SA 1000, Shi, Hla) or maseer sranscriptional
regularory proeeins (Ros, MgrA) The functions of virulence faceors have been desailed in previous reviews (96, 131}

THE SURPRISINGLY MULTIFACETED REGULATORY RNAIII

RINAIIT is one of the largest regulatory RN As, It regulates virulence gene expression as the intra-
cellular effector of the quorum-sensing system (84). The bifunctional RNAII encodes the PSM
&-hemolysin (also called Hid) and acts as a regulator to promote the switch between expression
of many surface proteins and synthesis of exereted toxins (82, 120; Figure 1; Table 1). An open
reading frame within RIWATIT is not found in every staphylococcal strain (9), and its translation has
not been deseribed as a eritical event modulating the regulatory activities of RNAIIL Inriguingly,
translation of Ald was delayed by 1 hr after RNAII synthesis, but this delay was eliminated by
deleting the large 3" untranslated region (UTR) (6). These data suggest the involvement of an
unknown frams-acting intermediate factor that controls A translation during the growth phase.
Of note, the 5" and 3 ends of RNAIII are in close proximity (%), suggesting that b translation
requires a conformational change of the RNAL

The 3 UTR of bfd is rather long and is the most conserved region of RNAIIL (9). It contains
several C-rich sequence motifs present in apical loops and unpaired regions that were identified
as sced sequences to initiate binding with the ribosome-binding sites of several target mRNAs
{Figure 1; Table 1). Depending on the mRNA signatures, the topology of the repressed mRMNA-
RINAIII complexes vary slightly; in several cases, two or three distant regions of the two RNAs
are engaged in base-pairing interactions (13, 16, 22; Figure 1). Binding of RNAIIT occurs with a
fast association rate constant, suggesting that no helper protein is required to form the duplexes.
In all cases, binding of RNAIIT to the target mRNAs prevented initation of ransladon (13, 16,

wrw.arniireviens.erg = Staphylococcus aureus BNVANT Reguion 03

Introduction 49



304

22, 45), and this step can be followed by rapid degradadon of the repressed mRNAs inidared by
RNase IIT (13, 22, 45).

Through this direct mechanism, RMNAIII represses synthesis of major surface proteins, such
as protein A, coagulase, Shi, and a fibrinogen-binding protein (SA1000), which play key roles
in adhesion and in defense against the host immune system (Figure 1, Table 1). RNAII also
represses translation of LytM through an antisense mechanism (13, 23). LytM, a major cell wall
hydrolytic cnzvme, belongs to a family of key enzymes associated with muldple processes, such
as peptidoglyean turnover, cell division and separation, protein secretion, biofilm formation, and
programmed cell death (12 5), More recently, itwas also shown that LytM iggers protein A relcasce
from the bacterial cell wall to modify the host immune responses (7). Base-pairing intcractions have
been predicted berween the 3° domain of RNAIT and several mRNAs encoding enzymes involved
in ccll wall metabolism; namely, the protein SA2093 (a homolog of the staphylococeal secretory
antigen SsaA) and two wansglycosylases, SceD) and IsaA, Whether RNAIIT is able to corepress
the synthesis of these engymes at high cell density has not yer been experimentally demonstraced
{62). Transcription of all these enzymes is activated by the essendal TCS WalKR during the
cxponential growth phase, whereas these enzvmes are repressed during the stadonary growth
phase, when WalKR is inactivated (25). The RNAI-mediated postranscripional regulatdon of
fyeM is most probably required when Wal KR is inactivared to curtail synthesis of unwanred protein
in order to prevent accidental eell lysis at high cell density, and to facilitate the export of exotoxins.

Using the same mechanism, RNAIII inhibits initiation of translation of rot mRNA, encoding
the repressor of toxins Rot, a member of the staphylococeal aceessory regulator Sar family (13, 32,
107). Rot directly binds to the promoter region of many exoproteins and toxins, blocking their
mranscription {107y however, it could simulate transcription of spe (which encodes protein A)
(8B6). Therefore, by inhibidng Rot, RNAIII indirectly activates transcription of many cxotoxins
and indirectly inhibits synthesis of protein A at the transeriptional level (Figure 2, Table 1). As
mentioned above, RINAIIL also dircetdy represses spg mRNA translation.

Besides these indirecr effects it has on transcription, RNAIIL can also directly activate trans-
lation of a-hemaolysin. Interacdon of RNAII with the 3" UTR of Ala mENA liberates the Shine
and Dalgarno (5D) sequence o promote recruicment of the ribosome ar the inidacdion step (76,
Figure 1). It has also been suggested thar RINAITIT activates synthesis of the extracellular adherence
Map protein by a not yet defined mechanism (64). More recently, itwas shown that the 3" and §'
ends of RWAIIT both interact with the 5 UTE of mgrd mRNA and stabilize the mRNA against
degradation by an unknown ribonuclease (Figure 1; 41). Although MarA is ranseribed from owo
promoters, RNAIIL stabilizes only the largest transcript and modulates the expression of several
MgrA-dependent genes. MgrA is a pleiotropic regulator that has a negative effect on biofilm for-
mation and cell autolysis, has a positive effect on capsule formation and on the agr system, and
modulates clumping and virulence by repressing several major cell wall-associated proteins (24,
40,47, 66, 105, 122). Hence, MgrA is the sccond master global regulatory protein through which
RNAII might perform its regulatory functions (Figure 2; Table 1).

These data revealed that S. awrens RNAII and the transcription factor Rotare part of a double-
laycred switch involving both transcriptional and postranscriptional regulation, also called a feed-
forward loop motif (Figure 2; 8). The soructural characreristcs and dynamic propertics of this typ-
ical double-selecror switch (DS5) were recently studied using deterministic and stochastic compu-
rational methods (78). This network guarantees fine-tuned coordination of the inverse expression
of the two gene sets—i.e., upreguladon of hemolysins, leukocidins, and degradative exoenzymes,
and downreguladon of surface proteins and adhesins (Figure 2). In addition, these regulatory cir-
cuits ensure tight regulation and low noise only if RWAIIL production dominates for a long period
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Regulatory circuits involved in virulence gene expression. Only parts of the regulatory circuits, taken from
the literature, are represented. The feedforward loop motf involving BNAII and the transcriptional
regulator Rot is represented by bold lines. The transeriptional regulatory proteins are in blue, the regulatory
BMNAs are in red, the BNA helicase CshA s in green, and the target mBNAs are in gray. Transcriptional
regulation is represented by black lines and posttranscriptional regulation by red lines. Arrows correspond to
activation, whereas inhibition lines correspond to repression. Indirect regulation is represented by dashed
lines. Transeription of the agr system is controlled by several two-component systems and the SarA protein

family (18).

{78). High production of RNAIII is indeed cxpected to limit the cell-to-cell variability of gene
expression. Hence, this DSS contributes to an effective transition of the pathogen for spreading in
host tissues and establishing the infection follow ing a quorum-sensing signal (4, 78, 80); Figure 2).
Variants of this DSS circuit has been described in gram-negative bacteria, suggesting that it is a
very appropriate molecular switch to control key decision-making processcs—i.c., the transidon
between motile and sessile lifestyles, or anacrobic acrobic acrobic growth conditions (78).

DYNAMIC PROPERTIES OF THE agr REGULATORY NETWORK

The agr (accessory gene regulator) locus is one of the most regulated operons of 8. amrens. Ex-
pression of RNAII varies considerably in clinical isolates from acute infections (116), raising the
question of how variation of the concentraton of agr-cncoded protcins and RNAII affects the
regulatory circuits and, in turn, S. gwrens pathogenicity.
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The promoter regions of the #gr operon contain binding sites of numerous transcriptional
regulatory proteins, and some of them have opposite funcdons. In the family of staphylococcal
accessory regulators, for example, SarA actvares the ranscriprion of RNAIL by AgrA, whercas
SarR acts as a repressor by displacing SarA from the P2 promoter (18, 103). Furthermore, syn-
thesis of most of the virulence factors in staphylococei depends on environmental and nutritonal
signals, which also alter bacterial metabolic status (115). External signaling molecules such as NO
or hypoxia arc transduced into a regulatory response by the TCS SrrAB, which in turn represses
RNAII mranscription (97). SrrAB has been shown essendal to survival for cells exposed to both
N and hypoxia; it regulates various scts of genes required for cytochrome biosynthesis, anacr-
obic metabolism, iron-cluster repair, and NO detoxification (53). In addition, alteration of the
metabolic status (i.c., carbon udlization, pentose phosphate pathway regulation, redox) resulred
in transduction of the signals into inracellular metabolic signals that can be sensed by specific
regulatory proteins (e, CodY, Rex, CepA, CepE, RpiR), which in turn alter the quorum-sensing
response (42, 70, 90, 112, 132). One of the key factors regulating bacterial switching in response
to intracellular stress conditions is the transeriptional factor sigma B (SigB). The SigP regulon is
rather large and affects virulence factor production via control of several transcriptional regulators,
such as SarA, Sar5, and ArlRS, and by modulating RNAIIT and Rot (10, 11, 44, 72). By promoting
cxpression of adhesins and formation of biofilms, Sigh plays a crucial role in bacterial intracellular
persistence and chronic infecdons (123, 124). By antagonizing RNAIIL SigB modulates virulence
factor production in response o changing host environments. An addidonal essential TCS acting
downstream of the agr system is SaeRS, which sdmulates hemaolysin synthesis (1, 60, 69). The
major promoter of the e locus is activated by the agr system and repressed by Rotand SigB (31,
60). Furthermore, transcription of sreRS is affected by numerous environmental signals, such as
pH, low salt, glucose as well as subinhibitory concentrations of clindamycin, and oxidative stress
(31, 83). Addivon of glucosc and lowering of pH also strongly decreased agrdBCD and RINAIIL
levels (101), suggesting that these parameters act indircetly on seeRS. Recently, a semiquantitative
model of quorum sensing was analyzed and tested using a variety of mutant strains. A Boolean
node interaction network has been modeled wsing key regulavors such as agr, sae, ard, sar, vor, and
sigh (4). Although this model may be oversimplified regarding direct interactions of the different
nodes, the data confirm the important roles of see and agr in promoting 5. gwrens dissemination
from existing biofilms.

It would not be surprising if many of these transeriptional factors activate or repress small
noncoding RNAs (sRMNAs). During the last two decades, genome-wide approaches have revealed
complex and dynamic RNA-mediated reguladon in 8. swrens (c.g., 57, 63, 68). In addidon,
novel sSRNAs as well as RNA-binding proteins have been characterized and have been shown o
contribute to regulation of virulence-determinant expression at the posttranscriptional level (28).
This is, for instance, the case of the RINA DEAD-box helicase CshA, which induces destabilizaton
of the agrABCD polyeistronic operon in coordination with specific ribonucleases (89). This
regulation is thought to contribute to maineaining a balance of the steady-state levels of agr
required for the proper expression of the virulence determinants, and it might help to rapidly alter
the cell response after relcase from a dense population (89). As for sSRMAs, several of them inhibit
the action of RNAIIL, whercas others act synergistically to coordinate the regulatory switch of
the two scts of RNAIIl-regulated gencs (Figure 2). Interestingly cnough, several pathogenicity
islands cncode sRINAs, which participate in the evolution of 8. awrens genomes and have been
shown to regulate expression of genes of the core genome o modify quorum-sensing responscs.
The pathogenicity-island-encoded SprD) sRNA represses translation of s mRNA through
binding to the ribosome-binding site at low cell density. Conversely, at high cell density, when
steady-stare levels of SprD significandy decrease, RNAIL takes over using a very similar antisense
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mechanism (16, 17; Figure 1). These findings suggest that the synthesis of the immune-evasion
Shi protein and the dming of its expression must be precise—most likely carly during growth, but
whether strict regulation is required during infecton is not yet known. Another example concerns
a bifunctional sRNA called psm-mec RNA. It is encoded by the staphylococcal cassette chromo-
some mer {SCC-mer), which confers B-lactam resistance in hospital-acquired methicillin-resistant
5. aurens (HA-MESA). The psm-mec RNA encodes a cytolyde phenol-soluble modulin peprde;
in addition, it alters the stability of agrid mRNA by binding to its coding sequence (32). Deletion
of the psm-mee gene in HA-MRSA enhanced virulence in a murine infeetion model, most likely
in connection with the decreased activity of AgrA (52). However, in another study based on
transcriptomic profiling, the psm-mec RNA was shown to significantly cnhance the synthesis
of protein A in all strains tested, with no major cffect on AgrA expression (20). Furthermore,
the cytolytic PSM peptide had a limited cffect on both mecd mRNA cxpression and oxacillin
resistance. This analysis supports the previous hypothesis thar expression of virulence genes is
balanced according w expression of andbiotic resistance genes; this balance might be mediated
through the bifunctional psm-mec RMNA (20, 106). Whether all PSM loci have evolved regulatory
functions (like RNAIIL and psm-mee BINA) requires further analysis.

Other sSRNAs that are encoded in the core genome and whose functions have been identified
regulate mENAs encoding transcriptional regulators (Figure 2). By doing so, they potendally
mediate interactions between global regulators such as the agr system. A large sSRNA called Agra-
repressed toxin-regulating sSRNA (ArtR) interacts with the 5 UTR of sar T mRNA to destabilize
the mRNA (130). Sar'T, a SarA homolog, represses ranscription of SarU (71) and of A (110)
and actvates ranscription of SarS (109). On the other hand, Sar'T and the sRNA ArtR are both
repressed by AgrA (109, 130). Because Sar'T represses synthesis of ble mRNA (110), it was pro-
posed that ArtR would indireety actvare exotoxin production (130). Whereas the manslation of
blg requires RNAT (Figure 1), ArtR-dependent regulation might occur in a precise time window
when Agrd is not strongly activated. Another sSRNA, called RsaA, is activated by SigB and represses
translation of the global ranscriptional regulator MgrA through an antisense mechanism (105).
RsaA functionally links global regulators Sigh and MgrA, which regulate the agr system negatively
and positively, respectively (Figure 2). Through MgrA regulation, RsaA enhances biofilm forma-
tion, decreases synthesis of capsule formation, and favors opsonophagocytic killing of 8. auwrens
leukocyres. These phenotypes explain why RsaA anenuared the severity of systemic infectons and
enhanced chronic infecton (105). Finally, RsaFE regulates genes involved in the TCA cycle during
stress, NO induction, and decrease of carbon sources (12, 27, 34). Transcription of this sRNA is
regulated by the TCS SrrAB, which has a negative effect on the agr system (27).

Clearly, the quorum-sensing response in S. gwrens occurs within complex regulatory networks
involving intricatc interactions between transeriptional regulators, metabolite-sensing proteins,
and sRMAs. These networks continually shape the expression pattern of the virulence determinants
in response w various metabolic and environmental changes—either directy, by modifying the
viceld of RNAIIL, or indirectly, by modifying the downstream targets. This dynamic expression
enables the populaton of bacteria to mitgate metabolic burden in unfavorable conditdons. As
sRMNAs are discovered, we may find several novel key regulators thar substandally enhance the
complexity of agr networks.

THE IMPACT OF AgrA/BENAIII DURING INFECTION

The importance of the quorum-sensing ggr system in S, gurens pathogenesis has been a marter
of debate. The two main inracellular effectors, AgrA and RNAIIL, regulate expression of viro-
lence determinants, which are associated with many infectious discases (38, 83, 88, 91, 131). For
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instance, among the surface proteins, protein A wiggers inflammartory signaling pathways (36)
and contribures to evasion of the host's immune response (37, 94). RNAII induces synthesis of
a bartery of exoproteins, which contribute to the degradation of tissues and subversion of host
defenses (36). These include one- and two-component pore-forming toxins encoded in the core
genome (.0, alpha-toxin, gamma toxin AB and BC, LukAB/GH) or in mobile genetic elements
{e.z., Panton Valentine leukocidin, LukDE), all of which are presumably positvely regulated
by RWNAIII (2). The only toxins that AgrA activates directly are the PSM pepiides, which have
proinflammartory and lytic activites (19).

The RNAITN-dependent synthesis of exotoxins, and AgrA-dependent PSM synthesis suggest
that the #gr system is required during acute infections. Indeed, the vast majority of clinical isolates
from acute infectons express RNAIIL (121). However, agr-defective isolates with reduced sus-
cepribilicy to glycopeptides have been associated with persistent bacteremia, notably in patients
with intravascular devices (29, 30, 91, 108, 111, 121). While agr muratons result in adapration of
the pathogen within the infected host, this loss of function mighe be counterselective outside the
host {114). Agr defects are also detected in colonizing isolates of patents, and these strains have
in general lost their ability to disseminate in patient tssues (113, 114). This supports the model
of agr being important for full expression of virulence, notably during acute infection, whercas
agr mutants would be posidvely sclected in chronic infections and dormant states (i.c., often as-
sociated with biofilm formadon). The enhanced survival of ag- mutants might be duc in part w
the increased expression of immune-cvading factors such as protein A, Intriguingly, a mixture of
agr-positive and agr-defective 5. anrens strains within individuals has been reported (113, 121). It
might be postulated that the sgr-defective bacteria save resources and benefic from the exotoxins
produced by the agr-positive bacteria. [t was recently proposed that the balance between murant
and agr-positive populadons might affect the outcomes of the infections and chat this herero-
peneity of the bacrerial populadon would reflect a ransidon period in the course of infection
(91, 95).

The stcady-state levels of RNAII vary considerably among clinical isolates (50, 116). In par-
ticular, higher levels of the master regulators AgrA/RNAILL SarA, and SacRS have been observed
in the increased virulence of communitr-acquired MRSA strains such as USA300 as compared to
other 8. aurens lincages (54, 61, 74,75, 133). This was accompanicd by enhanced synthesis of toxin
synthesis and sceretion, providing a decent cxplanation to community-acquired MRSA virulence
(87). An additional layer of complexity is the acquisition of new gene loci through horizontal trans-
fer. Some of these mobile clements cross talk with the core genome where new proteins and/or
sRMAs could modulate the expression of key virulence determinants or of regulatory factors
(17,21, 52).

THE Agr/RNAIIL SYSTEM AS TARGET FOR DEVELOPING
THERAPEUTIC APPROACHES

Owing two the emergence of multdrug resistance to the classical antbiotics targeting essential
bacterial machineries, it is critical to uncover novel targets as well as alternate antibacterial ther-
apies. Inhibiting virulence factor synthesis appears to be one promising approach tw attenuate
infections (15). An advantage of such a strategy is that it would use human defense mechanisms o
clear the bacteria, withour serious effects on the human microbiota; it is thus expected o exert less
selective pressure on resistant populadons. Because cross -group AIPs competitvely inhibited the
noncognate AgrC receprors and expression of exotoxins (33, 67), and antibodics against AIP had
significant reducton of abscess formadon (5, 92), construtve inhibidon of cither AIP activity or
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the action of key components of the agr system is considered a promising therapeutic approach
for attenuating pathogenesis of S. anrens (reviewed in 3, 38, 39),

Several studics have used high-throughput screcning of small synthetic and natural molecules
with inhibitory propertics against #gr. One of the best compounds is the so-called savirin product,
which specifically disrupted agr-mediated quorum sensing in S, aurens but not in theimportant skin
commensal Stapbylococons epidermidic (118). This compound was shown o bind the sensor regulator
AgrA and to prevent exotoxin upregulaton. Interestingly, savirin did not provoke stress responscs
as did conventional antdbiotics, but the compound had a significant effect on bacterial infection
in two murine skin infection models (118). The development of high-throughput methods and
the enhanced knowledge of the soructres and functdons of master regulators of 8. amrens will
certainly facilitate either design or selection of novel small chemicals inhibiting pathogenesis
and/or essential metabolic pathways.

Another approach is to identify natural compounds displaying AgrABCD/RNAII-inhibitory
activity owing to mixed microbial infections. For instance, the Preudoronas aernginoss exoproduct
HOQNO had a significant effect on 8. aurens behavior (43) but unfortunately favored the formation
of small colony variants known as a persistent form of the bacteria causing chronic infections
{(98). The P. garuginoss quorum-sensing molecule N-(3-oxododecanoyl)-homoscrine lactone (3-
oxo-C);-HSL) also had an inhibitory effect on the agr system and at high concentration affected
growth (99), Another typical example is Lacebacilfus renrerd, a human vaginal isolace that produces
two cyclic dipeptides inhibiting the quorum-sensing response of 8. gurens and the production of the
major toxin associated with the menstruatdon-associated wxic shock syndrome (102). A deficiency
of L. renreri in the vaginal mucosa renders women more susceptible t 8. anrens infections (102).
Another study has recendy revealed that the oxvgen-reducing properties of Lacrococous lactis were
responsible for the downregulation of the agr system of 5. awrens (79).

Targeting the agr system for drug development is certainly one option to fight against acute
discascs. However, other strategics will need to be addressed to circumvent the appearance of small
colony variants in ggr mutant strains that are often associated with biofilm formation, antibiotic
resistance, and long-term persistence and recurrence (98).

CONCLUSION

The agr locus affects regulation of the cxpression of a large variety of virulence determinants, and
how BENAII is able to coordinate two sets of virulence factors. Some of the examples given here
highlight how ranscriptional regulators and regulatory sRIN As engage in intricate interactions to
modulate agr in response to changes in the environment and o stresses encountered during the
infection (Figures 1 and 2). Although the implicadon of the agr system in acure infections is widely
recognized, its mechanism of intervention during chronic infecrions is less clear. Furthermore,
it is still unknown why specific carriage isolates cause suddenly invasive infections, and whether
colonization should be considered evolutionarily advantageous or detrimental to the human host
(127).

Another major challenge will be to understand the contribution of regulatory proteins and
sRNAsin the context of colonization, acute infection, and/or persistence. Indeed, the host response
and the human microbiome are expected to influence the expression pattern of regulatory factors
and vice versa. Dual RNA-seq approaches performed on the host and 8. anrens might provide
a more comprehensive view of changes in gene expression during the course of infecdon (128,
129). A recent study revealed simultancous changes occurring in Safmonells rypbimurinm and
the host cell (128). This study demonsrared how a bacterial sRNA controls the expression of
virulenee genes required for intracellular survival and how it changes considerably the reguladon
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of many transcripts of the host cell. This important study offers for the first dme the possibilicy of
monitoring the intracellular bacteria and the host cell simultancously to discover new functions
of bacterial genes. The functons of 5. gwrens RNAs and the associated proteins (c.g., RNA-
binding proteins, ribonucleases) in gene regulation and their impact on virulenee can now be
betrer invesdgared.

Single-cell studies on 8. gurens have revealed competitive interactions berween bacterial cells
{35, 590, Surprisingly, isolates of MRSA have coevolved two subpopulations that react differencdy
to antbiotic reamment—the first clue w how bacteria can rapidly evolve antibiotic resistance in
the context of an infection (55). Measuring population behavior in single-cell analyses should
lead to betrer characterization of the mechanisms that enhance the survival capacity of the overall
population under stressful environmental conditions, to better analysis of their persistenee (35),
and to better characterization of cell-to-cell communication. Single-cell analysis is also a major
challenge in drug discovery.

Last but not least, several studies have shown that sSRMNAs and peptides can mediate cross rlk
between mobile genctc clements and the core genome. Thercfore, understanding the impact of
genetic variations of both 8. asrens lincages and the hosts is important to combating staphylococeal
discases (73). We have come to a moment when we need o collaborate across multiple disciplines
to better integrate big data scts on a varicty of 5. amrens strains from around the world and tw
develop therapeutic and other biotechnological applications.
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La plupart des ARNnc agisse au niveau post-transcriptionnel par
complémentarité de base avec leurs ARNm cibles. Ces complexes conduisent a
I'inhibition de la traduction de 'ARNm, et/ou a sa dégradation, ou au contraire, a
I'activation de la traduction en favorisant le recrutement du ribosome, et/ou a la
stabilisation de ces derniers. La particularité de ces ARNnc est que leur expression est
fortement régulée aussi bien au niveau de la transcription que de la stabilité. Ainsi ces

ARNnc peuvent étre a la fois des régulateurs et étre régulés par d’autres ARN. Il est donc

parfois difficile de discriminer une cible du régulateur.

Ces ARNnc s’inscrivent dans des motifs de régulation qui connectés entre eux
forment des réseaux complexes. Plusieurs ARNnc sont parfois impliqués dans un méme
motif, un ARNnc peut avoir plusieurs cibles, et une cible peut étre régulée par plusieurs
ARNnc. Chaque motif de régulation dans lequel ils s’inscrivent possede des propriétés
particulieres Certains motifs accélérent l'activation ou la répression d’un
géne, d’autres amplifient la réponse cellulaire ou/et réduisent la variabilité de
I'expression des genes d'une cellule a une autre. D’autres plus complexes, permettent
d’'intégrer plusieurs signaux, déterminant ainsi si les génes doivent étres activés ou
réprimés en fonction des conditions environnementales (Beisel & Storz, 2010). La
présence de ARNnc permet ainsi de modifier la dynamique des réseaux de régulation.
Connaitre les propriétés des motifs dans lesquels ils s’inscrivent permet de mesurer leur

impact sur la réponse d’'une cellule face a un stress.

Régulon Boucle Boucle Boucle de contre-
Motifs Motif simple chevauchant autorégulatrice autorégulatrice réaction
(+) {-)
A A
A— B | A—B / /

A A B C
Diagramme \ B l B J_
A B[S €

B C
Régulation de Intégration de Amplification du Accélération de Changementde la
Propriétés plusieurs cibles | signauxmultiples signal laréponse dynamique

Tableau 5 : Exemple de motifs de régulation identifiés chez les bactéries, impliquant des
ARNnc. Motif simple (Single Imput Module (SIM)). Régulon chevauchant (Dense Overlapping
Regulon (DOR)). Boucle autorégulatrice (+) (Positive Feedback (PF) loop). Boucle autorégulatrice
(-) (Négative Feedback (NF) loop). Boucle de contre-réaction (Feedfoward (FF) loop) (Modifié,
Beisel and Storz, 2010).

Pour reconstituer ces réseaux dans lesquels les ARNnc interviennent, il est
essentiel de pouvoir définir leurs mécanismes de signalisation, de distinguer leurs cibles

primaires des secondaires, et d’établir les nceuds de régulation. Ces étapes sont
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importantes afin de mieux appréhender le comportement d’'une population bactérienne

en réponse a 'environnement mais aussi au cours d’une infection.

Au cours de mon projet de these je me suis intéressée a étudier les propriétés
d’'un réseau particulier et bien établi, celui de 'ARNIII de S. aureus. Je me suis ensuite
consacrée a élucider la fonction de deux ARNnc, Rsal et RsaD. Rsal présentait des profils
d’expression inattendus suivant les milieux de culture utilisés, me laissant supposer a un
lien possible entre cet ARNnc et le métabolisme de la bactérie. Mon intérét s’est alors
porté sur les facteurs environnementaux auxquels Rsal et RsaD répondent mais aussi
sur les fonctions biologiques qu’ils régulent. J’ai ainsi caractérisé des liens évidents entre
plusieurs ARNnc dans le métabolisme de S. aureus et déterminé leur implication dans la
physiologie et la virulence de la bactérie. Je discuterai également des convergences

possibles entre ces deux ARNnc et le réseau de I’ARNIIL

I1.1. Etude de la dynamique du réseau de 'ARNIII

Les processus adaptatifs, tels que le changement d'un métabolisme aérobie a un
métabolisme anaérobie ou le passage d'un mode d’adhésion a un mode de
dissémination, nécessitent la présence de réseaux de régulation complexes, intégrant
plusieurs stimuli. La dynamique de ces réseaux doit permettre une réponse cellulaire
rapide et réversible pour assurer la survie des bactéries lors de stress
environnementaux. Parfois ces processus adaptatifs nécessitent un changement de

comportement de toute la population bactérienne de facon simultanée.

L’ARNIII qui répond a la densité cellulaire par le systeme agr et régule de
maniére temporelle les facteurs de virulence de S. aureus, forme avec le facteur de
transcription Rot un réseau particulier comportant deux motifs « feedforward loop »

. L’association de ces deux régulateurs, permet 'expression coordonnée des
genes et favorise le passage de S. aureus d’'un mode d’adhésion (infection initiale) a un
mode de dissémination (infection établie). Ce réseau garanti un controle strict mais
également un retour rapide a I'état initial, par exemple aprés une diminution de la
densité cellulaire. En collaboration avec le laboratoire d’Hanah Margalit (Université de
Jérusalem, Israél), des analyses expérimentales couplées a une simulation

mathématique ont permis de caractériser les propriétés dynamiques de ce module
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particulier de régulation, d’en montrer les avantages et les limites et de comprendre
pourquoi ce réseau est particulierement approprié pour aider la population

bactérienne a coloniser de nouveaux tissus de I'hote.

ARNIII

C/R()t\}

Adhésion Dissémination

Figure 23 : Motif double « feedfoward loop » de I'ARNIII chez S. aureus. L’ARNIII réprime la
synthése du facteur de transcription Rot, de la protéine A (codée par le gene spa) et active
I'expression de I'hémolysine [T ]codée par le génehla) au niveau post-transcriptionnel. Rot,
contrairement a I’ARNIII agit au niveau transcriptionnel. Ces deux régulateurs forment un
réseau de régulation contenant deux modules feedfoward loop. Un code de couleur est utilisé
pour les réseaux : les ARNnc sont en rouge, les facteurs de transcription en bleu, les cibles en
gris. Une fleche rouge représente une activation traductionnelle ; une fleche noire, une activation
transcriptionnelle ; une barre rouge, une répression traductionnelle; une barre noire, une
répression transcriptionnelle.

La partie expérimentale de ce projet a consisté a étudier I'expression de trois
cibles de I’ARNIII (les ARNm spa, rot, hla) dans la souche RN6390 et dans les souches
isogéniques mutées portant une délétion soit au niveau du gene codant ’ARNII], soit au
niveau du gene rot. J'ai suivi le taux des ARNm par des expériences de Northern blot au
cours de la croissance bactérienne et analysé la synthése des protéines par des
expériences de western blot. Ces expériences ont étées réalisées en collaboration avec

Pierre Fechter, au cours de mon master et de ma premiere année de these.

II.2. Etude de la fonction des ARNnc, Rsal et RsaD

Depuis la découverte de I’ARNIII par R. Novick et ses collaborateurs en 1993, S.
aureus s’est imposé comme organisme modele de l'étude des ARN régulateurs

bactériens. La régulation de I’'expression des geénes de virulence, chez ce pathogene, est
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complexe et nécessite des interconnections entre plusieurs réseaux impliquant de
nombreux autres ARNnc. Ces ARNnc contribuent a I'intégration de plusieurs signaux
environnementaux et apportent une régulation fine de l'expression des genes. Ces
dernieres années, les méthodes de séquencage a haut débit ont permis d’identifier plus
de 200 ARNnc mais aussi de mettre en évidence des particularités du génome, comme
par exemple des opérons chevauchant (Lasa et al.,, 2011 ; Lioliou et al, 2012) ou bien
encore des ARNm avec de longues régions non traduites (Lasa et al, 2011; Ruiz de los
Mozos et al, 2013), et plusieurs systemes de toxines-antitoxines de type I (Brielle et al,
2016; Bronsard et al., 2017). Le role des ARNnc chez S. aureus reste encore inconnu
pour la plupart, toutefois les nouvelles techniques d’identification des cibles directes
ainsi que le séquengage haut débit ont élucidé la fonction de plusieurs ARNnc dont
certains sont issus du génome ou des ilots de pathogénicité (revues Tomasini et al, 2014

; Felden and Bouloc, 2017).

L’équipe a contribué a la découverte de nombreux ARNnc chez S. aureus dont
plusieurs d’entre eux font partie d'une méme classe qui présentent une séquence riche
en cytosines. Cette séquence est une signature des ARN interagissant avec la séquence
SD des ARNm cibles (Geissmann et al, 2009). Ces ARNnc sont stables et la plupart
d’entre eux (nommés RsaA, C, D, E, F, G et [) sont fortement exprimés et s’accumulent en
particulier en phase stationnaire de croissance qui correspond a un changement
meétabolique important pour les bactéries et a I'expression des facteurs de virulence.
Mon projet a été d’établir les réseaux de régulation impliquant Rsal et RsaD ainsi
que leurs impacts sur la physiologie et la virulence de S. aureus. Ces deux ARN

présentent des caractéristiques particuliéres résumées ci-dessous.

I1.3. Caractéristiques de Rsal

Rsal est un ARNnc de 144 nucléotides qui possede deux régions riches en G ainsi
qu’'une région simple brin riches en U/C, toutes les trois sont conservées chez tous les
staphylocoques . Des prédictions de la structure secondaire de Rsal basé sur
la conservation ont suggéré la formation d’'un pseudonceud entre la boucle 2, riche en G
et la région en simple brin riche en U/C (Marchais et al, 2010). Cette structure pourrait
moduler l'activité régulatrice de Rsal en facilitant ou en empéchant son appariement

avec les cibles.
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Figure 24 : Structure secondaire de Rsal. Les encadrés représentent les régions conservées
chez les staphylocoques. Cette structure a été prédite en utilisant RNAfold (Geissmann et al,
2009). Les deux régions riches en G sont localisées dans les boucles 1 et 2.

L’analyse de l'expression de Rsal dans différentes souches montre qu’il est
exprimé dans un milieu riche en phase stationnaire alors que dans un milieu carencé en
nutriment (milieu NZM), son expression apparait constitutive (Geissmann et al, 2009).
Par ailleurs, des analyses transcriptomiques effectuées sur des souches de S. aureus
traitées par une concentration sous-optimale de vancomycine ont révélé une
surexpression de Rsal a 6h de croissance en présence de l'antibiotique (Howden et al,
2013). Ces résultats ont accentué l'intérét d’étudier le role de Rsal et de rechercher s’il

pouvait étre impliqué dans un mécanisme de résistance aux antibiotiques.

I1.4. Caractéristiques de RsaD

RsaD est un ARNnc non codant de 177 nucléotides également conservé chez tous
les staphylocoques. Il posséde une région riche en cytosines caractéristique des ARN

agissant comme antisens pour réguler la traduction d’ ARNm cibles
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Figure 25 : Structure secondaire de RsaD. Les encadrés représentent les régions conservées
chez les staphylocoques. Cette structure a été prédite par RNAfold (Geissmann et al, 2009). Les
nucléotides marqués en rouge, représentent le motif riche en cytosines.
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La structure secondaire de RsaD contient également une longue région simple
brin en 5’. Etant donné que la RNase J1/]J2 est une exoribonucléase 5’-3’ majeure de S.
aureus impliquée dans la dégradation et la maturation des ARN et que RsaD est
relativement stable, puisque le temps de demie vie est de 20 min (Geissmann et al,
2009), il est intéressant de comprendre quel est le mécanisme qui protege cet ARN
contre I'attaque par la RNase ]J1/]2. Se peut-il qu’'une protéine soit associée a RsaD pour

le protéger et faciliter son réle de régulateur ?

L’expression de RsaD est augmentée lorsque les cellules subissent un choc
thermique froid, et semblerait dépendante du facteur oB. (Geissmann et al, 2009). Le
facteur oB étant impliqué dans la réponse général au stress, I'étude de la fonction de
RsaD montre un intérét particulier pour comprendre la régulation des genes dans des

conditions de stress environnementales.

I1.5. Stratégie expérimentale

L’enjeu de ce projet, a été de définir les cibles directes et indirectes de Rsal et
RsaD, les fonctions qu'ils régulent ainsi que les réseaux de régulation dans lesquels ils
interviennent. Pour cela, j'ai utilisé une combinaison d'approches expérimentales in
vitro et in vivo. Grace aux collaborations avec les laboratoires hospitaliers de P. Francois
(Hopital de Geneéve, Suisse) et F. Vandenesch (Hopital de Lyon, INSERM), j’ai disposé de

souches de S. aureus mutantes portant une délétion du gene codant rsal ou rsaD.

Dans un premier temps, j'ai étudié I'expression de ces ARNnc par des expériences
de Northern blot pour déterminer les facteurs environnementaux qui stimulent ou

inhibent leur expression, tel un choc thermique, 'anaérobiose, les antibiotiques, NO, etc.

L’étude de la fonction des ARNnc nécessitant la caractérisation de leurs cibles
directes, j’ai utilisé une technique de chromatographie d’affinité appelée MAPS (MS2-
affinity purification coupled with RNA sequencing) dérivée des travaux de Lalaouna & et
al, 2015 et mise au point au laboratoire pour S. aureus (Tomasini et al, 2017). Le
principe de cette technique est d’isoler les complexes formés in vivo entre le ARNnc
d’'intérét portant une étiquette MS2 en 5’ et ses cibles (i.e. de nature protéique ou acide
nucléique). Cette étiquette MS2 est reconnue par la protéine de capside du phage MS2

elle-méme fusionnée a la protéine fixant le maltose (MBP) pour fixer la protéine sur une
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résine d’amylose et retenir spécifiquement les complexes contenant le MS2-ARNnc
modifié. En couplant cette chromatographie d’affinité au séquencage a haut débit, les
ARN liés au MS2-ARNnc sont caractérisés. Les interactions entre les ARNm et les ARNnc
sont analysées par des expériences de gel retard et validées in vivo par 'utilisation d’'un

gene rapporteur fusionné a la région régulatrice de ’ARNm d’intérét.

Afin d’évaluer I'ensemble des fonctions régulées par ces ARNnc, une analyse des
transcriptomes de la souche S. aureus sauvage, des mutants délétés de rsal ou rsaD, et
des mémes souches mutantes complémentées avec un plasmide exprimant I'’ARN
d’'intérét, a permis d’identifier les ARNm dont le taux est affecté par I'expression du
ARNnc. De plus, une approche protéomique comparative et quantitative a été utilisée.
Cette technique globale a récemment prouvé son efficacité pour l'identification des

cibles majeures de RsaA (Tomasini et al, 2017).

En collaboration avec A. Toledo-Arana (Université de Pampelona, Espagne) et F.
Vandenesch (Université de Lyon, INSERM), nous avons analysé l'effet de Rsal sur la
formation des biofilms, sur la phagocytose et 'opsonophagocytose dans des modeles
cellulaires (macrophages, neutrophiles) et sur la virulence dans des modeles murins

(mimant une infection chronique et péritonéale).
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III.1. Etude de la dynamique du double motif feedforward
loop impliquant 'ARNIII

L’ARNIII et Rot forment un réseau de régulation composé de deux modules
« feedforward loop » qui constitue un motif que nous avons appelé DSS (« Double Selector
Switch »). Ce motif DSS, permet un réle coopératif de ces deux régulateurs, en agissant a
la fois sur la transcription et la traduction des genes cibles. Les analyses mathématiques
réalisées par Mor Nitzan dans le laboratoire d’'Hanah Margalit (Racah Institute of Physics
and Faculty of Medecine, The hebrew University, Jerusalem) ainsi que nos résultats
expérimentaux ont permis d’étudier les caractéristiques principales du motif DSS et de
montrer les avantages majeurs de ce motif pour le passage des cellules entre deux états
antagonistes. L’analyse de I’expression des cibles de I’ARNIII a apporté une illustration
de la coordination de l'expression des genes de virulence. Pour cela, j’ai suivi
I'expression temporelle de la protéine A, de 'hémolysine a, et de Rot en fonction de la
phase de croissance dans un milieu riche a partir d’extraits cellulaires (ARN ou
protéines) provenant de la souche RN6390, qui présente la particularité d’exprimer
fortement I’ARNIII, ainsi que des souches mutantes RN6390Arnalll et RN6390Arot. Je ne
présenterai ici que les résultats expérimentaux auxquels j’ai contribué en collaboration
avec Pierre Fechter. Ceux-ci ont été intégrés dans la publication ou je suis co-auteur

(Nitzan et al, 2015).

Il.1.a - Suivi du taux des ARNm au cours de la phase de croissance

Des expériences de Northern blot ont permis tout d’abord de suivre le taux des
ARNm (spa, hla et rot) du réseau au cours de la croissance cellulaire. Ce taux refléte a la
fois l'efficacité de la transcription mais aussi de la dégradation des ARNm. Les souches
mutantes RN6390Arnalll et RN6390Arot ne présentent pas de phénotype particulier de

croissance dans les conditions de culture utilisées

Le taux de ’ARNIII augmente de maniere progressive au cours de la croissance, et
s’accumule en début de phase stationnaire (a partir de 4h). Son profil d’expression est le
méme dans la souche RN6390Arot. Ceci confirme bien que le facteur de transcription

Rot n’exerce aucune régulation sur I'expression de ’ARNIII
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Figure 26 : Analyse de I’expression de I’ARNIII, et des ARNm rot et hla par Northern blot.Les
ARN totaux ont été préparés a partir d’échantillons de cultures prélevés toutes les heures sur la
souche sauvage RN6390, et les souches mutantes RN6390Arot et RN6390Arnalll (A).
L’électrophorese a été réalisée sur gel d’agarose 1%, contenant 20 mM de guanidium
thiocyanate en utilisant 15 ug d’ARN total. Aprés transfert sur membrane de nitrocellulose, les
ARN ont été détectés en utilisant des sondes DIG. La détection de 'ARNr 5S a servi de controle
de charge. Les courbes de croissance ont été réalisées en milieu TSB (B) (Nitzan et al, 2015).

L’expression de '’ARNm rot est faible mais constante tout au long de la croissance
cellulaire avec une légere baisse en phase stationnaire. Ce profil est identique dans la
souche sauvage et dans la souche RN6390Arnalll. La régulation de I'expression de rot

par 'ARNIII étant au niveau de la traduction, ces résultats étaient attendus.

Pour 'ARNm hla, celui-ci apparait dans la souche sauvage lorsque le taux de
I’ARNIII est suffisamment important, c’est-a-dire entre 4 et 5 h de culture. En revanche,
dans la souche RN6390Arot, le décalage n’est plus significatif et I'expression de hla
apparait simultanée avec celui de 'ARNIII Ceci reflete bien 'effet de la protéine Rot qui
agit comme répresseur transcriptionnel des exotoxines. En absence de Rot, I’ARNIII peut
exercer son role d’activateur de la traduction de maniere plus rapide. Par ailleurs, en
absence de ’ARNIII], le taux d’ARNm hla est fortement réduit a cause de la répression
constitutive de Rot. Ainsi, ces résultats illustrent bien I'impact des deux régulateurs sur

I'expression de ’ARNm hla.
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Je n’ai pas réussi a détecter 'ARNm spa au tout début de la phase de croissance
dans la souche sauvage par Northern blot. En fait, (Geisinger et al, 2012) ont
effectivement montré que le promoteur spa fusionné a lacZ était treés peu actif, et qu'il
était tres difficile de suivre le niveau d’expression de spa au cours de la croissance
cellulaire. De plus dans la souche RN6390Arnalll, 'ARNm spa est détectable et son
temps de demi-vie se monte a plus de 30 min (Huntzinger et al, 2005). Ainsi la stabilité

de cet ARNm doit compenser le faible taux de transcription.

HIL1.b - Suivi de la syntheése des protéines au cours de la croissance

La synthése de la protéine A, de I'hémolysine o et de Rot a été analysée par des
expériences de Western blot. Les résultats ont permis d’illustrer I'importance des deux
régulateurs (RNAIII et Rot) dans la régulation coordonnée des deux facteurs majeurs de

la virulence.
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Figure 27 : Expression de la protéine A et de I'hémolysine a. Western blot montrant la
synthése des protéines A et Hla dans les souches sauvage RN6390 (A), mutante Arot-RNA6390
(B) et mutante Arnalll-RN6390 (C). Les protéines totales ont été extraites a partir d’échantillons
de culture prélevés toutes les heures puis détectées par immunoblot. La quantité de protéine
totale a été vérifiée par coloration au bleu de Coomassie du gel effectué a partir des mémes
échantillons. Pour chaque expérience, les bandes correspondant a la protéine A et Hla ont été
quantifiées par le logiciel SAFA en utilisant plusieurs protéines du controle de charge qui ne
variaient pas pour normaliser les résultats. Les expériences ont été réalisées en triplicats
(Nitzan et al, 2015).
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Dans la souche sauvage, la synthése des protéines A et de Hla se produit de
maniere séquentielle. En effet, le taux de la protéine A diminue brutalement apres 4h de
culture alors que celui de 'hémolysine a est fortement activé apres 5h de culture

. Un état transitoire est visible a 4h, ou la quantité des deux protéines est faible. Ceci

peut se corréler avec le fait que le taux de protéine Rot diminue fortement apres 4h de

culture
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Figure 28 : expression de Rot au cours de la croissance. Western blot montrant la synthese
de la protéine Rot dans la souches sauvage RN6390 et mutante Arnalll-RN6390. Les protéines
totales ont été extraites a partir d’échantillons de culture prélevés toutes les heures puis
détectées par immunoblot. La quantité de protéine totale a été vérifiée par coloration au bleu de
Coomassie du gel effectué a partir des mémes échantillons. Pour chaque expérience, les bandes
correspondant a la protéine Rot ont été quantifiées par le logiciel SAFA en utilisant plusieurs
protéines du controle de charge qui ne variaient pas pour normaliser les résultats. Les
expériences ont été réalisées en triplicats (Nitzan et al, 2015).

Dans la souche Arot-RN6390, la protéine A n’est plus détectable alors que la
synthese est constitutive dans la souche RN6390Arnalll. Cette image est completement
inverse pour le taux de I'hémolysine a. Enfin, dans la souche RN6390Arnalll, 1a synthese
de Rot est visualisée jusqu'a 5h-6h de croissance et diminue ensuite a 7h. Cette
diminution résulte probablement de l'autorégulation de Rot (Geisinger et al, 2012).

Ainsi I'absence d’un des deux régulateurs conduit a la perte de la régulation temporelle

des deux facteurs de virulence.
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Il1.c- Implications du double module de régulation

Basé sur nos résultats expérimentaux, une modélisation du systeme DSS a été
entreprise par M. Nitzan dans I’équipe de H. Margalit. Cette étude a révélé des propriétés
dynamiques spécifiques a ce double motif « feedforward loop ». La caractéristique
principale du module DSS, est I'obtention d’'une expression séquentielle et coordonnée
des facteurs de virulence, résultant en partie du role coopératif et antagoniste de Rot et
de 'ARNIIL En effet, I'intégration dans le systéme DSS d’un régulateur traductionnel et
d’'un régulateur transcriptionnel garantit un changement coordonné précis de
I'expression différentielle des cibles. Ce systéme assure la répression de la premiere
cible avant l'activation de la seconde, ce qui explique le délai d’'une heure entre la
répression de la synthése de la protéine A et I'activation de Hla. En d’autre terme, en
début de phase de croissance, 'ARNIII sera totalement dédié au mécanisme de

répression de la traduction des messagers spa et de rot.

La modélisation du systeme DSS suggere également que ce changement
coordonné ne peut avoir lieu que si le signal extérieur est persistant. En effet, un circuit

de régulation n’est efficace que si celui-ci ne répond pas a un signal externe transitoire.

Enfin, la régulation simultanée de la transcription et de la traduction d’'un méme
geéne permet de limiter les fuites d’expression. Ainsi, dans le cas de la répression de
I’ARNm spa, '’ARNIII inhibe la traduction d'un ARNm peu transcrit mais tres stable. Cette
répression de la traduction est suivie d’'une dégradation de I'’ARNm réprimé par la
RNase III rendant la régulation irréversible (Huntzinger et al, 2005). Ainsi la nature
« stoichiométrique » de la régulation par les ARNnc est un des criteres importants du

systeme DSS.

Les propriétés du module DSS mises en évidence par cette étude permettent de
comprendre l'importance d'un tel systéme de régulation pour le changement de
comportement de S. aureus. Ce motif est d’ailleurs retrouvé chez d’autres bactéries, dans
des processus décisionnels clés, comme le passage d’'un état immobile a un état mobile
chez les enterobactéries par exemple. In vivo cependant, ce module DSS sera soumis a
d’autres contraintes et niveaux de régulations supplémentaires comme décrit dans la
revue présentée dans l'introduction. Toutes les souches de S. aureus n’expriment pas
I’ARNIII au méme taux et les facteurs de virulence sont également régulés par d’autres

réseaux (Bronesky et al, 2016).
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I11.2. Rsal, un ARNnc au cceur du métabolisme carboné

Avant propos

Suite a I'’étude de Howden et al, (2013) qui avait montré une induction de Rsal
dans les souches de S. aureus en présence de concentrations sous-optimales de
vancomycine, je me suis intéressée a déterminer les fonctions de cet ARNnc. Ce résultat
indiquait que I’ARN pouvait réagir a un stress de I'enveloppe bactérienne. Cependant les
expériences de Northern blot que j’ai réalisées pour suivre le taux de Rsal en présence
de vancomycine, ne m’ont pas permis de détecter l'induction de Rsal dans ces

conditions.

Parallelement a cette analyse, j'avais aussi remarqué, basée sur l'étude de
Geissmann et al. (2009), que Rsal était fortement exprimé en fin de phase exponentielle
de culture en milieu dit « riche » (production rapide et importante de biomasse) alors
que son expression était constitutive dans un milieu dit pauvre (vitesse de croissance et
production de biomasse faible). Je me suis donc intéressée a comprendre ce phénotype
particulier. En accord avec cette étude, j’ai tout d’abord montré que, dans le milieu BHI
(Brain heart infusion), Rsal est trés fortement exprimé et de facon soudaine des I'entrée
en phase stationnaire des cellules alors que dans le milieu MHB (Muller Hinton Broth)
Rsal est exprimé des le début de croissance. De maniere surprenante, la composition de
ces deux milieux est tres similaire. Je me suis alors focalisée sur la différence des
nutriments entre les milieux BHI et MHB. Ces deux milieux de culture sont complexes
contenant des extraits de viandes, de levures, peptones. J’ai toutefois noté que la source
de carbone dans le milieu BHI provenait de 2g/L de D-glucose, alors que celle du milieu
MHB provenait de I'amidon de mais, qui est constitué de deux polymeres du glucose,
I'amylose (polymere linéaire) et I'amylopectine (forme ramifiée). Ma réflexion a été que
le glucose contenu dans 'amidon était moins accessible pour S. aureus, puisqu’il doit
étre dégradé a l'extérieur des cellules avant de pouvoir importer et cataboliser le
glucose. Etant la seule différence notable dans la composition des deux milieux, j’ai
pensé qu’en ajoutant 2g/L de glucose dans le milieu MHB, le profil d’expression de Rsal
devait ressembler a celui obtenu dans le milieu BHI. Les résultats obtenus ont validé
cette hypothése de maniére incontestable, ouvrant sur de nouvelles pistes de recherche
quant aux roles de Rsal chez S. aureus. Les résultats de ce travail sont présentés sous la

forme d’'un manuscrit qui sera prochainement soumis a publication.
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Résumé de l'article

Pour leur survie, les bactéries pathogénes doivent s’adapter, aux
changements environnementaux et a la disponibilité des nutriments de I'hote.

Cette adaptation nécessite des changements métaboliques importants.

La répression catabolique représente le systéeme de régulation majeur
dans la réponse adaptative chez les bactéries. Ce systéme régule |'expression
des genes impliqués dans le métabolisme, en fonction de la disponibilité des
sources carbonées dans l'environnement. Chez Staphylococcus aureus, la
répression catabolique, s’effectue au niveau transcriptionnel par I'action de la

protéine CcpA.

Dans cette étude, nous avons identifié un ARNnc, appelé Rsal, réprimé

par CcpA lorsque la concentration de glucose extérieur est forte.

Nous avons montré que Rsal, réprime la traduction de plusieurs ARNm
par appariement de bases, incluant un transporteur majeur du glucose, et IcaR,
le répresseur de la production d'exopolyssaccarides nécessaire a la synthese de
biofilms. De plus Rsal joue le réle d'un ARNnc « éponge » afin de réguler I'action
d'un autre ARNnc, répondant quant a lui au glucose 6P. Enfin Rsal inhibe
I'expression d’enzymes impliquées dans la voie des pentoses phosphates et
active plusieurs genes nécessaires pour la production d’énergie, la fermentation

et la détoxification au NO, lorsque la concentration en glucose diminue.

Cet ARN multifonctionnel est un véritable senseur de la présence ou non
de glucose extérieur, engendrant ainsi un switch métabolique nécessaire a la

réponse adaptative de S. aureus en conditions infectieuses.
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ABSTRACT

Pathogenic bacteria must adapt to ever-changing environmental signals or nutrient
availability through fast responses resulting in metabolism remodeling. Among these
regulatory pathways, the carbon catabolite repression in bacteria represents a major and
global regulatory system, allowing the cells to express genes involved in carbon utilization

and metabolization, in the presence of a preferred carbon source.

In Staphylococcus aureus, regulation of catabolite repressing genes is mediated at
the transcriptional level through the action of the Carbon Catabolite protein A (CcpA). In this
study, we have identified a CcpA-dependent small non coding RNA, called Rsal, that is

repressed by the presence of high concentration of glucose.

We showed that this sRNA represses, through basepairing interactions, the
translation of several mMRNAs encoding the major permease of glucose uptake, the FN3K
enzyme that protects the cells against damages caused by high concentrations of glucose,
and IcaR, the transcriptional repressor of exopolysaccharide production.

Besides, Rsal acts as a sponge to regulate the activities of another sRNA that
respond to the uptake of glucose-6 phosphate.

Finally, Rsal inhibits the expression of several enzymes involved in the pentose
pathway, and activated many genes involved in energy production, fermentation and NO

detoxification when the glucose concentration decreases.

This multifunctional RNA provides a signature for the bacterial metabolic switch when
the preferred carbon source is metabolized.
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INTRODUCTION

All bacteria require a source of carbon, providing energy for their growth, division, and
for the synthesis of all macromolecules. Besides, pathogenic bacteria during the infectious
process of the host, must cope with hostile conditions such as nutrient deficiency,
temperature, oxidative and osmotic shocks, and must overcome innate immune responses.
To survive in these complex environments and to counteract the host defences, pathogenic
bacteria such as Staphylococcus aureus, produce a plethora of virulence factors. The
synthesis of these factors is fine tuned by a complex interplay between multiple regulators
involving both proteins and RNAs (Novick, 2003). Additionally biosynthetic intermediates,
generated from the central metabolism of S. aureus, have strong impacts on the synthesis of
virulence factors. Therefore it is no surprising that among the regulators several metabolite-
sensing regulatory proteins were found as key factors, which coordinated the synthesis of
genes involved in metabolic pathways, in adaptive responses, and in pathogenesis
(Somerville & Proctor, 2009; Richardson et al., 2015). Indeed, in S. aureus, the metabolite-
responsive proteins CcpA, CodY, Rex and RpiR have been largely documented to modify the
patterns of virulence factor expression, and in turn to modify the consequences of the host-

pathogen interactions (Richardson et al., 2015).

Among these proteins, CcpA (carbon catabolite protein A) acts as a catabolite
regulator, allowing the bacteria to use the preferred carbon source (i.e., glucose) in a
hierarchical manner (Seidl et al., 2008b; Seidl et al., 2009). CcpA belongs to the Lacl
repressor family and binds to a specific DNA sequence, called the cre (catabolite responsive
element) sequence, which is conserved in many Gram-positive bacteria. Transcription of
CcpA is constitutive in laboratory growth conditions and the protein is activated through the
binding of its co-regulator histidine-containing phosphocarrier protein HPr, in the presence of
glucose. Inactivation of ccpA gene affected the expression of a large number of metabolic
encoding genes in a glucose-dependent and -independent manner (Seidl et al., 2008b).
Additionally, CcpA has a strong impact on the expression of S. aureus virulon. It enhances
the yield of the quorum-sensing induced RNAIII, which represses at the post-transcriptional
level protein A and various adhesin factors, and conversely activates many exotoxins.
However, CcpA also modulates the transcription of mMRNAs encoding protein A, hemolysin-
alpha (hla) and TSST (Seidl et al., 2008a ; Seidl et al., 2006) represses capsule formation,
and activates biofilms in a glucose-rich environment (Seidl et al., 2008b). These
deregulations explained why a S. aureus ccpA deletion mutant strain is less pathogenic than
the wild-type strain in a murine abscess model (Li et al., 2010) and why ccpA inactivation

decreased the susceptibility of hyperglycemic individuals to acute pneumonia infections
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(Bischoff et al., 2017). Nevertheless, the mechanism by which CcpA affected S. aureus
pathogenesis cannot be simply resumed as a modulation of the RNAIII-dependent regulatory
networks. Therefore, it has been suggested that CcpA can also act indirectly on gene
expression through the action of other regulatory proteins or RNAs (Somerville & Proctor,
2009; Richardson et al., 2015).

In Enterobacteriaceae, several small non coding RNAs (sSRNA) have been shown as
key actors of the uptake, and the metabolism of carbohydrates (reviewed in Bobrovskyy &
Vanderpool, 2014). For instance they regulate the use of galactose operon and carbon
catabolite repression, metabolism of amino acids, and contribute to bacterial survival during
phospho-sugar stress. The contribution of sRNAs in regulatory networks is now well
recognized to rapidly adjust cell growth to various stresses and changes in the environment;
thus they are obvious candidates creating the links between virulence and metabolism. One
example is RsaE, a small non-coding RNA conserved in S. aureus and Bacillus subtilis, that
controls enzymes involved in the TCA cycle (Geissmann et al., 2009; Bohn et al., 2010).
Recent observations showed that B. subtilis Rex represses RoxS (homologous to S. aureus
RsaE) to readjust the pool of NAD+/NADH in responses to various stress and stimuli
(Durand et al., 2017). The Rex binding site is also highly conserved among
Staphylococceae. Additionally, responding to reactive oxygen species through SrrAB, S.
aureus RsaE may also intervene in the survival of the cells against host immune reactions
(Durand et al, 2015; Durand et al., 2017). Here, we have identified a signalling pathway
responding to glucose uptake, which involves a small non coding RNA, called Rsal. This 144
nucleotides-long sRNA is highly conserved among Staphylococcaea, and carries two
conserved regions including two G-track sequences and a long unpaired interhelical region
rich in pyrimidines (Geissmann et al., 2009; Marchais et al., 2009). Rsal is strongly
expressed at the stationary phase of growth in rich medium (Geissmann et al., 2009), and is
enhanced after vancomycin exposure (Howden et al., 2013). In this study, we revealed that
CcpA is the main repressor of Rsal expression in the presence of glucose, and that this
inhibition is alleviated after the utilization of glucose. The identification of the targetome of
Rsal using the MS2-affinity purification approach coupled to RNA sequencing (MAPS),
unexpectedly showed two sets of RNA targets, including mRNAs involved in glucose uptake,
sugar metabolism, and biofilm formation, as well as various sRNAs. Using site-directed
mutagenesis, we identified two functional regions of Rsal with distinct regulatory functions,
sequestering a sSRNA regulating sugar-phosphate uptake, and regulating many of its mMRNA

targets through base pairing interactions.
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Taken together, these data illustrate how a multifunctional RNA provides a signal for
a metabolic switch when the preferred carbon source is metabolized, and serves as an RNA
sponge to control the balance between two essential pathways responding to either glucose
or Glucose 6-phosphate uptake. We will discuss the importance of sRNA-mediated
regulation in S. aureus to fine tune the expression of genes according to nutrient availability,

and their consequences on metabolism adaptation and virulence.
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MATERIAL AND METHODS

Plasmids and Strain Constructions

All strains and plasmids constructed in this study are described in Table S1. The
oligonucleotides designed for cloning and for mutagenesis are given in Table S2. Escherichia
coli strain DC10B was used as a host strain for plasmid amplification before electroporation
in S. aureus. Plasmids were prepared from transformed E. coli pellets following the
Nucleospin Plasmid kit protocol (Macherey-Nagel). Transformation of both E. coli and S.

aureus strains was performed by electroporation (Bio-Rad Gene Pulser).

A rsal deletion mutant was constructed by homologous recombination using plasmid
pMad (Arnaud et al., 2004). The deletion comprises nucleotides 2367907 to 2368111
according to RefSeq NC_002745. We amplified 967 nucleotides and 1000 nucleotides
respectively upstream and downstream to the deleted region by using the following specific
primers: Teg24-5'F-Mlul and Teg24-5'R-Ncol (for the 5'-region PCR fragment), Teg24-3'F-
Ncol and Teg24-3'R-Bglll (for the 3'-region PCR fragment). The homologous region
amplification was performed in a total reactional volume of 100 pL containing dNTPs (0.2
mM final), KOD hot start DNA polymerase (1U/reaction, Novagen), MgSO, (1.5 mM final),
KOD buffer (1X final), and 5 ng of gDNA. PCR conditions were as follows: denaturation at
95°C for 2 min, 35 cycles of 95°C for 20 s, 55°C for 10 s, 70°C for 20 s followed by a final
extension at 74°C for 10 min. The 5- and 3'-region fragments were digested with Ncol,
ligated and re-amplified using primers Teg24-5'F-Mlul and Teg24-3'R-Bglll. The generated
1.96 kb fragment was digested using Bglll and Mlul restriction enzymes and cloned into the
plasmid pMad ChIR. The resulting plasmid was transformed into E. coli strain DH5a for
subsequent electroporation into S. aureus strain RN4220. Clones were selected on Mueller-
Hinton broth supplemented with 10 pg/mL chloramphenicol and plasmid was transduced in
S. aureus strain HGO01 as previously described. Plasmid integration into the chromosome
was selected after growth at a non-permissive temperature (42°C) while maintaining
antibiotic selective pressure. Second recombination event was screened after growth of the
co-integrates at the permissive temperature (30°C). Recombinant genomes were checked by
PCR and sequenced using appropriate primers (Table S2). The vectors pCN51::rsal and
pUC::rsal were constructed by ligating a PCR-amplified fragment (see primers in Table S2)
containing rsal with 166 pb of its promoter region and digested by Pstl and Sphl into
respectively pCN51 or pUC18 vectors digested with the same enzymes. Mutagenesis of
pUC:rsal was performed with Quickchange XL Site-directed mutagenesis (Stratagene)
leading to pUC::rsal mutants 1, 2, 3 and 4 (see primers in Table S2). To obtain the plasmid
pPCN51::P3::MS2-rsal, a PCR product containing the MS2 tag fused to the 5" end of rsal was
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cloned into pCN51::P3 by digestion of both PCR fragments and of the plasmid by Pstl/BamHI
(Table S2). Plasmids from positive clones were sequenced (GATC Biotech) before being

transformed in DC10B, extracted and electroporated into S. aureus strains.

Growth conditions

E. coli strains were cultivated in Luria-Bertani (LB) medium (1% peptone, 0.5% yeast
extract, 1% NacCl) supplemented with ampicillin (100 pg/mL) when necessary. S. aureus
strains were grown in Brain-Heart Infusion BHI or MHB media (Sigma-Aldrich) supplemented
with erythromycin (10 pg/mL) when needed. When needed, MHB was complemented with
0,15% of D-glucose or 0,10% of fructose and of xylose (Sigma-Aldrich). NO production was
induced by addition of 100 uM Na-diethylamine NONOate (Sigma-Aldrich) as described
(Durand et al, 2015).

Preparation of total RNA extracts

Total RNAs were prepared from S. aureus cultures taken at different times of growth.
After centrifugation, bacterial pellets were resuspended in 1 mL of RNA Pro Solution (MP
Biomedicals). Lysis was performed with FastPrep and RNA purification followed strictly the
procedure described for the FastRNA Pro Blue Kit (MP Biomedicals). Electrophoresis of
either total RNA (10 pg) or MS2-eluted RNA (500 ng) was performed on 1,5% agarose gel
containing 25 mM guanidium thiocyanate. After migration, RNAs were vacuum transferred on
nitrocellulose membrane. Hybridization with specific digoxygenin (DIG)-labeled probes
complementary to Rsal, 5S, ccpA sequences, followed by luminescent detection was carried

out as described previously (Tomasini et al., 2017).

MAPS experiments and RNA-seq analysis

Crude bacterial extract were prepared and purified by affinity chromatography as
described previously (Tomasini et al., 2017). The eluted RNA samples were either used for
Northern blot or treated with DNase | prior to RNA-seq analysis. Isolation of tagged sRNAs

and the co-purified RNAs was performed in duplicates.

For total RNA extracts and MS2-eluted RNAs, DNase | (0.1 U/ yL) treatment was
performed 1h at 37°C. The reactions mixtures were then purified by phenol::chloroform::
isoamylalcohol and subsequent ethanol precipitation. RNA pellets were re-suspended in
sterile milliQ water. RNA was quantified by a Qubit (Life Technologies) and RNA integrity
was assessed with the Bioanalyzer (Agilent Technologies). For transcriptomic, 1 ug of total
RNA was ribo-depleted with the bacterial RiboZero kit from Illlumina. The truseq total RNA
stranded kit from lllumina was used for the library preparation. Library quantity was
measured by Qubit and quality was assessed with a Tapestation on a DNA High sensitivity

chip (Agilent Technologies). Libraries were pooled at equimolarity and loaded at 7 pM for
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clustering. The 50 bases single-read sequencing was performed using TruSeq SBS HS v3

chemistry on an lllumina HiSeq 2500 sequencer.

The RNAs from MS2 affinity purification were then treated to deplete abundant
rRNAs, and the cDNA libraries were performed using the ScriptSeq complete kit (bacteria)
from Illumina. The libraries were sequenced using Illumina MiSeq using a V3 Reagent kit
(lumina), which preserves the information about the orientation of the transcripts and
produces reads of 150 nts, which map on the complementary strand. Each RNA-seq was
performed in duplicates. The reads were then processed to remove adapter sequences and
poor quality reads by Trimmomatic (Bolger et al., 2014), converted to the FASTQ format with
FASTQ Groomer (Blankberg et al., 2010), aligned on the HG0O01 genome (Caldelari et al.,
2017) using BOWTIE2 (Langmead et al., 2009). Finally, the number of reads mapping to
each annotated feature has been counted with HTSeq (Anders et al., 2015) using the
interception non-empty protocol. All processing steps were performed using the Galaxy
platform (Afgan et al., 2016). To estimate the enrichment values for the MAPS experiment or
the differential expression analysis for the transcriptomic experiment, we used DEseq2
(Varet et al., 2016). The statistical analysis process includes data normalization, graphical
exploration of raw and normalized data, test for differential expression for each feature
between the conditions, raw p-value adjustment, and export of lists of features having a
significant differential expression (threshold p-value=0.05; fold change threshold=2) between
the conditions.

Preparation of RNAs for in vitro experiments

Transcription of Rsal and Rsal mutants was performed using linearized pUC18
vectors. PCR fragments containing the 5’UTR of the coding region of selected mRNA targets
were directly used as templates for in vitro transcription using T7 RNA polymerase. The
RNAs were then purified using a 6% or 8% polyacrylamide-8 M urea gel electrophoresis.
After elution with 0.5 M ammonium acetate pH 6.5 containing 1 mM EDTA, the RNAs were
precipitated in cold absolute ethanol, washed with 85% ethanol and vacuum-dried. The
labelling of the 5 end of dephosphorylated RNAs (Rsal/Rsal mutants) and DNA
oligonucleotides were performed with T4 polynucleotide kinase (Fermentas) and [y32P] ATP.
Before use, cold or labeled RNAs were renaturated by incubation at 90°C for 1 min in 20 mM
Tris-HCI pH 7.5, cooled 1 min on ice, and incubated 10 min at 20°C in ToeP+ buffer (20 mM
Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCI2, 60 mM KCI, 1 mM DTT).
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Gel Retardation Assays

Radiolabeled purified Rsal or Rsal mutants (50000 cps/sample, concentration <
1 pM) and unlabelled mRNAs were renaturated separately as described above. For each
experiment, increasing concentrations of unlabelled mMRNAs were added to the 5 end
labeled Rsal or Rsal mutants in a total volume of 10 pl containing the ToeP+ buffer. Complex
formation was performed at 37°C during 15 min. After incubation, 10 uL of glycerol blue was
added and the samples were loaded on a 6% or 8 % polyacrylamide gel under non-
denaturing conditions (300 V, 4°C). Under these conditions where the concentration of the
labeled RNA is negligible, the KD dissociation constant can be estimated as the

concentration of the unlabelled RNA that showed 50% of binding.

Toe-printing assays

The preparation of E. coli 30S subunits, the formation of a simplified translational
initiation complex with mRNA, and the extension inhibition conditions were performed as
previously described (Fechter et al., 2009). Increasing concentrations of Rsal were used to

monitor their effects on the formation of the initiation complex with glcU and fruK mRNAs.

In vivo f3-galactosidase assays

Translation fusions were constructed with plasmid pLUG220, a derivative of pTCV-
lac, a low-copy-number promoter-less lacZ vector (Table S1), containing the constitutive
rpoB promoter. The whole leader region of glcU (-83/+87) (Table S2) were cloned
downstream the PrpoB in frame with lacZ. 3-galactosidase activity was measured four times

with the Enzyme Assay System (Promega).

Analysis of PIA-PNAG synthesis.

The PIA/PNAG exopolysaccharide expressed at the cell surface of various S.
aureus strains were monitored by western blot experiments according to de los Mozos et al.
(2013). Overnight cultures were diluted 1:40 in the growth medium and 2 ml of diluted cells
were loaded on sterile 24-well polystyrene microtiter plates. After 24 h of incubation at 37°C,
the cells were resuspended in 50 ul of 0.5 M EDTA (pH 8.0), incubated for 5 min at 100°C
and centrifuged 17,000 g for 5 min . The supernatants (40 ul) were treated with 10 ul of
proteinase K (20 mg ml™?) for 30 min at 37°C, and after the addition of 10 ul of buffer
containing 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, and 0.01% bromophenol blue, the
samples (5 ul) were spotted on a nitrocellulose membrane. The PIA/PNAG were then

visualized by western blot using specific anti-PNAG antibodies.
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RESULTS
The expression of Rsal is inhibited by glucose and by the carbon catabolite protein A.

We have previously shown that the synthesis of Rsal is high at the stationary phase
of growth in the rich-BHI medium while its expression was considerably enhanced at the
exponential phase of growth in MHB medium (Geissmann et al., 2009). These data
suggested that Rsal expression is regulated in a manner dependent on nutrient or
biosynthetic intermediate availability. In a first experiment, we analyzed whether the
expression of Rsal might be dependent on glucose metabolism. Northern blot experiments
were performed on total RNAs prepared from HGOO1 strain grown in the MHB medium at

various time points (Figure 1A, 1D).

In MHB where the glucose is not immediately available as the carbon source, Rsal
was constitutively expressed and at high level (Figure 1A). Conversely, when glucose was
added, either at the beginning of the culture or after 3 h of growth, transcription of Rsal was
immediately stopped (Figure 1A). As CcpA sensed the intracellular concentration of glucose,
we analyzed if the expression of Rsal was CcpA-dependent. Northern blot analysis was
performed on total RNA extracts prepared from HGOO1 (wild type) strain and a mutant
HGOO01 strain deleted of ccpA gene (AccpA).

The same experiment was performed with a mutant strain deleted of codY gene,
which was shown as a direct regulator of amino acid biosynthesis, transport of
macromolecules, and virulence (Majerczyk et al., 2010; Pohl et al., 2009). In the absence of
glucose, the yield of Rsal was similar in all strains. On the opposite, in the presence of
glucose in MHB medium, the expression of Rsal dropped dramatically in the WT and AcodY
strains, whereas the expression of Rsal was still high in AccpA strain (Figure 1B). In BHI
medium, Rsal was expressed after 4 h of growth, while its expression was constitutive in the
mutant AccpA strain (Figures 1C, S1A). The same pattern was observed for Rsal expression
in MHB medium in the presence of fructose, but not with xylose, suggesting that inhibition by
sugar is strictly dependent of hexoses (Figure 1E).

Overall, we showed that CcpA represses Rsal expression in the presence of glucose.
In accordance with this data, a conserved cre (GGAAAcCGCTTACAT) sequence was found at

position -30 upstream the transcriptional start site of Rsal (Figure S1B).
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Figure 1: Rsal responds to glucose through the transcriptional factor CcpA. (A) Northern blot
experiments showing the expression of Rsal during growth phase in the HG001 strain in MHB medium
with or without addition of 1,5 g/L of D-glucose at the beginning of the growth (middle panel) or after 3
h of growth (right panel). (B) Northern blot experiments showing the expression of Rsal during growth
phase in the HG001, AccpA mutant strain and AcodY mutant strain, in MHB medium with or without
the addition of 1,5 g/L of D-glucose. (C) Northern blot experiments showing the expression of Rsal in
the HGOO01 and ccpA mutant strains. Total RNA were prepared after 2, 3, 4, 5 and 6 h of culture in BHI
media at 37°C. Hybridization against 5S RNA was used as loading control (D) Growth curves of
HGO0O01 in MHB or BHI. (E) Northern blot analysis of Rsal in MHB medium with or without the addition
of 1,5 g/L of glucose, fructose or xylose.

The targetome of Rsal as revealed by the MAPS approach.
The MAPS approach (“MS2 affinity purification coupled to RNA sequencing”) was

used to purify in vivo regulatory complexes involving Rsal. MAPS has been successful to
identify the RNA targets of any sRNAs in E. coli (Lalaouna & Massé, 2015), and more
recently of RsaA sRNA in S. aureus (Tomasini et al., 2017). Briefly, the MS2 tagged version
of Rsal was expressed from a plasmid under the control of the agr-dependent P3 promoter,
allowing an accumulation of the RNA at the stationary phase of growth in the mutant Arsal
strain. Rsal was detected by Northern blot using total RNAs extracted at 2, 4 and 6 h of
growth in BHI medium. Using a DIG-labelled Rsal probe, we showed that the steady state
levels of MS2-Rsal are very similar to the wild type (WT) Rsal, and that MS2-Rsal is
specifically retained by the MS2-MBP fused protein after the affinity chromatography (Figure
S1C). The RNAs were then extracted from the eluted fraction to be sequenced. The data
were analyzed using Galaxy (Afgan et al., 2016), and the sequencing reads were aligned
with the reference HG001 genome (Caldelari et al., 2017; Herbert et al,. 2010) counted per
feature and normalized. The enrichment of putative targets was done by comparing the

number of reads obtained from the MS2-Rsal purification and the MS2 alone as control. The
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data were reproduced in two independent experiments. The cut-off was defined at around 2-

fold using the DeSeq2 method, giving the restricted list of candidates (Tables 1, S1).

Interestingly, two classes of enriched RNAs were identified, including several mRNAs
and sRNAs. The most enriched mMRNA encodes IcaR, the repressor of polysaccharide
intracellular adhesin (PIA) biofilm formation. Other mRNAs highly enriched code for proteins
linked to sugar utilization and transport, such as glcU_2 encoding a major transporter of
glucose, and fn3K encoding fructosamine 3-kinase. Three less enriched mRNAs (< 4 fold)
encode the trehalose-specific PTS transporter (TreB), a sugar phosphatase and a maltose
transport system permease (Table S2). Other mRNAs led to transcriptional regulators (Xre
type, the maltose regulatory protein GIVR, slyA, sigS). Moreover, CcpA regulates the
expression of several of these targets, glvR and HG001 2210 (Table 1). As for sRNAs, we
found RsaD, RsaE, RsaG, and the less enriched RsaH, which all contained at least one C-

rich motif (Geissmann et al., 2009).

We then searched for possible intermolecular basepairing interactions between Rsal
and its potential RNA targets using IntaRNA (Table 1). Stable interactions were identified for
most of the enriched RNAs. Interestingly enough, the CU-rich unpaired region of Rsal was
predicted to form basepairings with most of the mRNAs. They were located close, or at the
ribosome binding sites of most of the mMRNAs except for icaR and isaA, which involves their
3’ untranslated region (Table 1). A second domain of interaction corresponded to the G-track
sequences located in the first hairpin domain of Rsal and the C-rich sequences of the sSRNAs
RsaD, RsaE, RsaG and RsaH.

These data suggested that Rsal is a multifunctional RNA, which regulates the
expression of mMRNAs at the post-transcriptional level, while the regulatory activities of

sRNAs, or/and its activities might be regulated by other sRNAs.
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Table 1: In silico predictions basepairing interactions for selected RNAs found by MAPS with
MS2-Rsal

*p<0,000005

The red bases indicate base-pairing interactions. In green are shown the Shine and Dalgarno
sequence and the translation start codon AUG (UUG for glcU_2 mRNA). AG for RNA hybrids were
predicted with IntaRNA. n.i means no interaction, n.t not tested

Rsal forms stable complexes with most of the enriched RNAs.

Based on the MAPS data, we first analyzed whether Rsal directly binds to the mRNA
and sRNA candidates using gel retardation assays (Figures 2, 3, S2). In vitro 5’ end-labeled
Rsal was incubated with increasing concentrations of various mRNAs encoding hypothetical
proteins and proteins involved in biofilm (IcaR), sugar uptake and metabolism (GIvR, GlcU,
isaA, and Fn3K), and several sSRNAs (RsaG, RsaE, and RsaD). For these experiments, we
used the full-length mRNAs and sRNAs (Table S2).

Complex formation was performed with RNAs, which were renatured separately in a
buffer containing magnesium and salt. The data showed that Rsal formed complexes with
high affinity (between 20-100 nM, Table 1) with many RNAs such as icaR, glcU, and fn3K
MRNAs (Figure 2), and RsaG sRNA (Figure 3). The stability of other complexes (treB mRNA
and RsaD sRNA) was significantly lowered (> 250 nM) (Figure S2). Finally, no gel retardation
was observed with Rsal incubated with increasing concentrations of isaA, givR mRNAs and
RsaE (up to 200 nM, Figure S2).

Based on the basepairing prediction, mutations have been introduced in Rsal to map
its functional regulatory regions. The two G-track sequences were mutated separately (Rsal
mut1l: AG7-G10, Rsal mut2: AG26-G29) or simultaneously (Rsal mut3: AG7-G10/AG26-
G29), while a large region (Rsal mut4: AU81-U107) was deleted in the interhelical unpaired
sequence (Figure 2). We then analyzed the ability of mutated Rsal derivatives to form
complexes with glcU, fn3K, and icaR mRNAs, and RsaG sRNA (Figures 2 and 3). The data
showed that Rsal mut3 bind to all three mRNAs similarly to the WT Rsal, while complex
formation was completely abolished with Rsal mut4. Interestingly, only the mutations in the
second G-track sequences (Rsal mut 2) strongly altered the binding to RsaG, while mutated
Rsal (mutl and mut4) recognized RsaG with an equivalent binding affinity as the WT Rsal
(Figure 3).
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Taken together, our data revealed that Rsal has at least two distinct regulatory
domains that directly interact either with mRNAs or with SRNAs.
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Figure 2: Rsal binds to glcU_2, fn3K, icaR and other mRNA. (A) 2D structure prediction of
Rsal. In red are the nucleotides deleted in the mutants 1, 2, 3 and 4. Squared nucleotides
represent conserved sequences. (B) Gel retardation assays showing the formation of the
complex between Rsal and icaR, glcU_2 or fn3K. The 5’ end-labeled of Rsal wild-type (Rsal), Rsal
mutant 3 (Rsal mut3) and Rsal mutant 4 (Rsal mut4) were incubated with increasing
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increasing concentration of RsaG.

The effect of Rsal on global gene transcription in S. aureus.

In order to get a better global overview of Rsal impact on gene regulation, a
comparative transcriptomic analysis was performed on total RNAs extracted from the WT
HGO001 strain, the isogenic HGOO1Arsal mutant strain, and the same mutant strain
complemented with a plasmid expressing Rsal under the control of its own promoter (Table
S2). The cultures were done in triplicates with high reproducibility in BHI medium at 37°C
until 6 h, under the conditions allowing the expression of Rsal (Figure 1). While many
SRNAs, acting as antisense RNAs often altered the stability of the target RNAs, we first
focused our analysis on several mMRNAs and sRNAs identified by MAPS (Table 1).
Surprisingly, we did not observe any major Rsal-dependent effects on the steady state levels

of all RNAs tested. Considering the whole transcriptome, we have considered a gene to be
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regulated by Rsal if the ratio between two strains is at least twofold. Significant differences
were observed only between the mutant Arsal versus the same strain expressing Rsal from a
plasmid. Accordingly, the mRNA levels of 26 genes were significantly decreased in the
complemented mutant strain, while 50 genes had a level significantly enhanced (Table S3).
Most of the Rsal-dependent activation was observed for genes involved in fermentation
processes (i.e., IdhD_1 encoding lactate dehydrogenase, pflB encoding formate
acetyltransferase, and pflA encoding pyruvate-formate lyase activating enzyme), in energy-
generating processing (i.e., qoxABCD operon encoding terminal oxidases for aerobic
respiration, ctaA encoding heme synthase, hmp encoding flavoprotein), in amino acid
metabolism (i.e., arg encoding arginase, prop encoding proline/betaine transporter, tdcB
encoding L-threonine dehydratase catabolic TscB), in peptide transport system (oppB/D),
and in the biosynthesis of co-factors and prosynthetic groups (i.e., nasE-nasF operon). The
levels of two sRNAs (RsaG, RsaH) were also significantly enhanced. Besides, the
overexpression of Rsal caused a reduced expression of genes that are functionally related.
Several of them are involved in sugar metabolism and pentose pathway (i.e., fdA encoding
fructose bi-phosphate aldolase, gnd encoding 6-phosphogluconate dehydrogenase, tkt
encoding transkelotase, treR_2 encoding transcriptional repressor of the trehalose operon
containing treB), in thiamine co-factor synthesis (thiDME operon, tenA encoding a putative
thiaminase, thiw encoding a thiamine transporter), in carbohydrate uptake (ptsl encoding
phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase), and in arginine catabolism (arc operon).
Additionally, significant repression was also observed for miaB encoding tRNA specific
modification enzyme, tyrS encoding tryptophanyl-tRNA synthetase, and ebpS encoding the
cell surface elastin binding protein. Interestingly, the MAPS approach revealed that several of
these mRNAs (i.e., qoxABCD operon, tyrS, arcCl, treR_2, plfA-plfB) were slightly but
reproducibly enriched together with Rsal (Table S1).

These data showed that high concentrations of Rsal affected the synthesis of several
enzymes involved in sugar metabolism and primarily in the pentose phosphate pathway, and

various processes linked to energy production.

Rsal inhibits the translation of glcU and fn3K mRNAs.

We analyzed whether Rsal would preferentially regulate their translation, because
most of the levels of mMRNAs that were identified by MAPS were not altered in the Arsal
mutant strain. Using toe-printing assays, we first checked the effect of Rsal on the formation
of the ternary initiation complex constituting of mRNA, the initiator tRNA, and the 30S
subunit. Typical experiments were performed with glcU and fn3K mRNAs, which interacted
efficiently with the CU-rich unpaired region of Rsal (Figure 2). For both mRNAs, the

formation of the ternary initiation complex is illustrated by the presence of a toe-print signal at
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position +16 (+1 being the initiation codon). For fn3K mRNA, two toe-print signals were
observed at +16 and at +20, most probably corresponding to the presence of two AUG
codons distant of 5 nucleotides. However, only the first AUG is used in vivo (Gemayel et al.,
2007). The addition of increasing concentrations of Rsal together with the 30S, strongly
decreased the toe-print signals for both mRNAs showing that Rsal formed a stable complex

sufficient to prevent the binding of the 30S subunits (Figure 4A).

To further validate the in vivo relevance of Rsal-dependent repression of the mRNA
glcU, we analysed the expression of a reporter construct carrying the regulatory region of
glcU fused to lacZ in S. aureus HG001 and HG001Arsal strains. The R-galactosidase activity
was reproducibly found higher in the Arsal mutant strain (Figure 4B). Thus, the absence of

Rsal alleviated the repression of the reporter gene.

These data strongly suggested that Rsal primarily regulated translation initiation of

glcU and fn3K mRNAs by masking their ribosome binding sites.
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Figure 4: Rsal inhibits glcU and fn3K translation. (A) Toeprint assay showing the effect of
Rsal on the formation of the ribosomal initiation complex of gicU and fn3K respectively. Lane 1 :
incubation control of mRNA; lane 2 : incubation control of mRNA with 30S subunits; lane 3 :
formation of the ribosomal initiation complex containing mRNA, 30S and the initiator tRNAMet
(tRNAi); lane 4: incubation control of mRNA with Rsal; lane 5 to 9 : formation of the initiation
complex in the presence of increasing concentrations of Rsal : 100, 200, 400 nM. Lanes U, A, C, G:
sequencing ladders. The Shine and Dalgarno (SD) sequence, the start site of translation (A +1 of
the AUG initiation codon) and the toe-printing signals (N+16) are indicated. (B) -galactosidase
activity (Miller Units) measured from PrpoB-glcU (-83/+87)::lacZ expressed in HGOO1 and
HGO01-Arsal [-galactosidase activity was normalized for total density and the results
represented the mean of four independent experiments.
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Rsal interacts with icaR mRNA and affects PIA biofilms.

We have shown that Rsal is able to form stable basepairings with icaR mRNA that
encodes the repressor of the main exopolysaccharidic compound of S. aureus biofilm matrix.
This mRNA is of particular interest because it contains a large 3' UTR that is able to bind to
its own Shine and Dalgarno (SD) sequence. Consequently, the long-range interaction
provokes an inhibitory effect on translation and generates a new binding site for RNase Il
(Ruiz de los Mozos et al, 2013). In a first experiment, we monitored whether the long-range
interaction might be critical for Rsal binding. Previous work showed that the substitution of
UCCCCUG sequence by AGGGGAC, located in the 3'UTR of icaR, significantly destabilized
the long-range interaction to enhance icaR translation (Ruiz de los Mozos et al.,, 2013).
However, gel retardation assays showed that the WT and the mutant icaR mRNAs bind to
Rsal with an equivalent binding affinity (Figure 5A), suggesting that the circularization of the
MRNA is not required for Rsal binding. We then demonstrated that the 3'UTR of icaR
contained the high affinity binding site for Rsal, which correlated with the basepairings
prediction (Figure 5A, Table 1).

We then analyzed the capacity of the WT and mutant Arsal strains to synthesize
PIA/PNAG exopolysaccharides. Dot-blot assays were performed with anti PIA/PNAG specific
antibodies to monitor the levels of PIA/PNAG in the strain 132, which produced high levels of
biofilms. We tested the PIA/PNAG levels in WT strain, the isogenic Arsal mutant strain and
the A3’'UTRicaR mutant strain carrying a deletion of the 3'UTR of icaR grown for 6 h in rich
TSB medium containing NaCl (Figure 5B). The data suggested that Rsal and the 3'UTR of
icaR are required for efficient production of PIA/PNAG because only the WT strain produces
significant levels of exopolysaccharides. The three strains were also transformed with a
plasmid overexpressing Rsal or Rsal mut5 carrying a substitution of nucleotides 88 to 103
(TTATTACTTACTTTCC to AATAATGAATGAAAGG). This mutation is expected to decrease
the stability of Rsal-icaR duplex. In the WT background, which expresses the endogenous
Rsal, the additional overexpression of WT or mutated version of Rsal causes a similar
enhanced synthesis of PIA-PNAG. However, in the mutant Arsal strain background, the
expression of Rsal mut5 induces the accumulation of lower levels of PIA/PNAG than the
strain expressing the WT Rsal (Figure 5B). Finally, the synthesis of PIA/PNAG is completely
inhibited in the three A3’UTR mutant strains indicating that in this background, Rsal is not

able to exert its regulatory functions.

These data strongly suggest that Rsal controls PIA/PNAG synthesis by reducing the

IcaR repressor protein levels through a specific interaction with the 3'UTR of icaR mRNA.
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Figure 5: Interaction of Rsal to icaR mRNA induces biofilm production (A) Gel retardation
assays showing the formation of the complex between Rsal and icaR full length, icaR SUBST, and
icaR-5" UTR or and icaR-3’ UTR. The 5’ end-labeled of Rsal was incubated with increasing
concentration of mRNAs. (B) In vivo effects of Rsal on PIA-PNAG synthesis. Quantification of PIA-
PNAG exopolysaccharide biosynthesis by dot-blot. Serial dilutions (1/5) of the samples were
spotted onto nitrocellulose membranes and PIA-PNAG production was detected with specific
anti-PIA-PNAG antibodies. icaR mRNA was detected in the same samples by Northern blot using
a probe directed against the 3’ UTR of icaR. 16S rRNA was used as loading control.

Rsal connects sugar metabolism and NO stress responses through sRNA

binding.

Three sRNAs (RsaD, RsakE, and RsaG) were significantly enriched together with
Rsal. RsaG is the most enriched sRNA, and the formed Rsal-RsaG complex was found
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highly stable. We first addressed the consequences of such pairings on sRNA regulation.
Using gel retardation assays, we analyzed whether RsaG is able to form a ternary complex
with Rsal and one of its target mRNA, or if RsaG competes with the mRNA for Rsal binding.
In this experiment, we used a defined concentration of RsaG (50 nM) known to be sufficient
to bind most of Rsal molecules, which were 5’ end labeled. In the absence of RsaG, a
concentration dependence of the mRNA HG001_01242 showed that it binds efficiently to
Rsal. The addition of RsaG induces the formation of a high molecular weight complex formed
by RsaG, Rsal and the mRNA (Figure 6A). The formation of a ternary complex suggests that

RsaG binding does not interfere with the regulatory functions of Rsal.

We have previously shown that RsaG is expressed at the stationary phase of growth
in BHI medium (Geissmann et al, 2009). However, the localization of rsaG gene just
downstream the mRNA encoding the hexose phosphate transporter UhpT, raises the
gquestion that RsaG might belong to the class of 3' UTR derived sRNAs (Chao & Vogel,
2016). We therefore analyzed whether RsaG expression would respond to the cellular
concentration of glucose-6 phosphate (G-6P), another important carbon source, which is also
produced by host cells (Figure 6B). Northern blot experiments were performed on total RNA
extracts produced from the WT HGOO1 strain grown in MHB medium, which was
supplemented with G-6P. Under these conditions, the synthesis of RsaG appears to be
constitutive but is strongly enhanced in response to G-6P (Figure 6B). Interestingly enough,
the two component system HptRS, which is encoded upstream RsaG in the opposite
direction, activates the transcription of uhpT in response to extracellular sugar-phosphate
(Park et al, 2015). The deletion of hptRS considerably reduced the levels of RsaG. Therefore
these data strongly indicate that RsaG is activated by HptRS upon G-6P signalling (Figure
6C).
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Figure 6: Regulatory function of Rsal is not impaired by binding of RsaG. (A) Ternary
complex formation between Rsal, its mRNA target hp1242 and RsaG. Radio-labeled Rsal was
incubated either with increasing concentrations of hp1242 alone, or with 50 nM of RsaG and
increasing concentrations of hp1242. (B) Northern blot experiment showing RsaG expression in
the wild type strain HGOO1 and the deleted mutant HGO01AhptRS. Total RNA was extracted at 2,
4 and 6 h of growth in MHB with or without addition of glucose-6 phosphate. 5S rRNA was used
as loading control.

We also analyzed the signaling pathway of RsaD. This SRNA was previously shown
to accumulate at the stationary phase of growth and its expression was enhanced under heat
shock conditions (Geissmann et al., 2009). We then discovered that the expression of RsaD
is not dependent on the two component system SaeRS but is strongly enhanced by SrrAB.
Indeed, its expression drops considerably in a AsrrAB mutant strain (Figure 7A). Because
SrrAB is able to sense and respond to nitric oxide (NO) and hypoxia (Kinkel et al, 2013), we
tested the effect of NO on RsaD synthesis by adding diethylamine-NONOate as previously
described (Durand et al., 2015). We observed a significant and reproducible increase in
RsaD expression about 10 min after the addition of diethylamine-NONOate to the medium in
the WT strain (Figure 7B). RsaD expression decreased after 20 min due to the short half-life
of diethylamine-NONOate. Upstream rsaD, we identified a conserved motif AGTGACAA that
could be responsible for the SrrAB-dependent transcription. It is of interest that the synthesis

of RsaE was also shown to be under the control of SrrAB (Durand et al., 2015).
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These data suggested that through the binding of sRNAs, Rsal links sugar

metabolism pathways, carbon source utilization, energy production, and stress responses.
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Figure 7: RsaD expression depends on SrrAB and is activated upon NO stress. (A) Northern
blot experiments showing the expression of RsaD at 2, 4 and 6 h of growth, in the wild type
strain HGOO1 and in saeRS and srrAB mutant strains. 5S rRNA was used as loading control. (B)
Northern blot experiments showing the expression of RsaD increasing upon NO stress. 5S rRNA
was used as loading control.

DISCUSSION

In this work, we have investigated the cellular functions of one abundant sSRNA, called
Rsal (or RsaOG), which is a highly conserved sRNA among Staphylococcaea (Geissmann et
al., 2009; Marchais et al., 2010).

In contrast to many sRNAs that contained C-track motifs, this RNA has the
particularity to carry two conserved G-rich sequences and a large unpaired CU-rich region
(Figure 1).

This led to the thought that this RNA can fold into a pseudoknot structure involving
the two conserved regions and limit the access of regulatory regions (Marchais et al., 2010).
Combining several global approaches (MAPS, transcriptomic analysis), we show that Rsal
controls a large mMRNA regulon involved in sugar uptake and metabolism, biosynthetic and
co-factors synthesis, cytochrome biosynthesis, anaerobic metabolism, as well as iron-sulfur

cluster repair, and NO detoxification (Figure 8).
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Additionally, Rsal emerges in S. aureus as a new class of regulatory RNAs acting as
a sponge of several sRNAs carrying C-track sequences that are induced upon specific
metabolites (G-6P, NO). Hence, Rsal appears as a key regulator that links many adaptive

pathways in response to the preferred carbon source availability.
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Figure 8: Schematic drawing summarizing the regulatory networks involving the bi-functional
Rsal and its mRNA targets in Staphylococcus aureus. Arrows are for activation, bars for
repression. In blue, are the transcriptional protein regulators, and in red the regulatory sRNAs.
Red lines corresponded to post-transcriptional regulation and black lines to transcriptional
regulation. Dotted line represented the regulatory events for which direct regulation is not yet
demonstrated.

The expression of Rsal is a signature of a metabolic switch responding to
glucose.

The cellular level of Rsal is tightly controlled during growth in rich medium. In this

study, we showed that Rsal expression is strongly and rapidly repressed at the
transcriptional level through the activity of CcpA in response to glucose availability. Carbon
catabolite repression is a universal regulatory phenomenon that allows the cells to use the

preferred carbon source to produce energy, and provide the building blocks for
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macromolecules, and concomitantly to repress genes that are involved in the metabolism of
less-preferred carbon sources. To do so, CcpA has to be activated through a cascade of
events involving its co-regulator histidine-containing phosphocarrier protein (HPr), which has
been phosphorylated by its cognate kinase/phosphorylase HprK/P activated in the presence
of glycolytics intermediates. It is thought that binding of the phosphorylated HPr to CcpA
enhances its DNA binding affinity to the cre binding site to repress or activate the target
gene. Upstream Rsal, we identified a cre motif -45GGAAAACGCTTACAT-30 in support with
our data that CcpA can indirectly regulate genes through the transcriptional repression of
SRNA (Figure 1).

Interestingly, deletion of ccpA gene affected vancomycin resistance (Seidl et al.,
2009) and recent observations showed that sub-inhibitory treatment of cells with vancomycin
led to an enhanced expression of Rsal (Howden et al.,, 2013). We showed that the
repression of Rsal is alleviated as soon as the concentration of glucose is strongly reduced.
Therefore Rsal might be a signature of a metabolic switch of the bacterial population. Using
the MAPS approach, we could identify several mMRNAs that strongly bind to Rsal with its long
unpaired CU rich region. Among these mRNAs, we show that glcU_2, encoding a glucose
permease, and fn3K, encoding fructosamine 3 kinase, are both regulating at the translational
level by preventing the formation of the initiation complex.

We think that this mechanism is common to all mMRNAs that could form basepairings
between their ribosome binding sites and the CU-rich region of Rsal. This is the case for
MRNAs encoding a transcriptional regulator of the XRE family, the O-methyltransferase
RsmG, a peptidase, a cell wall binding lipoprotein, DegV containing protein, and treB
encoding the trehalose-specific PTS enzyme (Table 1). Among these proteins, two of them
are directly involved in sugar uptake and metabolism (GlcU_2, and TreB). In S. aureus, the
PTS (phosphotransferase system)-dependent and independent transport systems ensure
efficient glucose transport (reviewed in Gotz et al., 2006). If a rapidly metabolizable sugar
(such as glucose) is used during growth at a rather low concentration, the transport will occur
via the PTS system and concomitantly, the carbon catabolite repression system will be
activated through CcpA protein. At high concentration of glucose, it is assumed that the
sugar will be transported by the PTS system and in addition by the permease GlcU. The
glucose transported by the permease will be phosphorylated within the cell by the glucose
kinase GIKA. Hence, we think that Rsal represses the synthesis of GlcU if the glucose
concentration drops. Rsal inhibits also key enzymes of the trehalose metabolism (TreB), a
diholoside which is transported exclusively by PTS (Bassias & Brickner, 1998).
Transcriptomic analysis also revealed that Rsal strongly repressed various key enzymes

involved in pentose phosphate pathway such as fructose-biphosphate aldolase (fda), 6-
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phosphogluconate dehydrogenase 2C decarboxylase (gnd), and the thiamine-dependent
enzyme transketolase (tkt). Additionally, we showed that Rsal repressed the synthesis of
fructosamine 3-kinase, which deglycated products of glycation formed from ribose 5-

phosphate produced from the pentose pathway (Gemayel et al., 2007).

This enzyme is part of a repair machinery to protect the cells from damages caused
by glycation as the results of high glucose concentrations (Deppe et al., 2011). The pentose
phosphate pathway is also a central route for glucose metabolism, and provides the source
of pentose phosphates necessary for nucleotide synthesis. Although it is not known whether
Rsal regulated their expression in a direct and indirect manner, basepairings were predicted
between Rsal and the ribosome binding site of tkt mMRNA (Table S3). The transkelotase is a
key enzyme of the pentose phosphate pathway, which requires thiamine diphosphate as a
co-factor. Interestingly, the thiamine pathway is also repressed in strain expressing Rsal
(Tables 2, S2). Although, we have observed very similar pathways that are deregulated by
Rsal using the MAPS and RNA-seq approaches, not so many overlaps were identified. It is
possible that the conditions of the MAPS approach performed on the wild type strain
expressing all the ribonucleases has preferentially selected the mRNAs that are regulated at

the translational level.

Therefore, it is tempting to deduct that Rsal would inhibit the synthesis of the major
permease of glucose uptake, and of enzymes involved in the pentose pathway when glucose

concentration decreases.

Does Rsal serve as a sponge of SRNAs?

The MAPS approach revealed that several sRNAs (RsaG, Rsal, RsaE) were
significantly enriched together with Rsal. We demonstrated here that the second G-track
sequence located in the first hairpin domain of Rsal is responsible for the formation of a
highly stable complex with RsaG. Additionally, mRNA targets interacting with the CU-rich
domain of Rsal did not disturb the binding of RsaG suggesting that the two functional
domains of Rsal are independent. Conversely, preliminary data suggested that the apical
loop of the first hairpin of RsaG contain the C-rich motif that is recognized by Rsal, but which
is also used to regulate the expression of several mRNAs (Desgranges et al., data not
shown). Furthermore, the level of RsaG was slightly enhanced when Rsal was expressed
(Table S3). Therefore, we think that Rsal sequestered the singular 3'UTR derived RsaG
sRNA when glucose is consumed. Such sRNA sponge set up the concentration threshold
that RsaG must exceed to induce target regulation under specific conditions. In fact, RsaG is
part of the 3'UTR of uhpT mRNA, and its expression was strongly enhanced by the
extracellular concentration of G-6P. Under these conditions, the levels of Rsal are much
more lower than for RsaG (Figure 6). These two sRNAs are thus involved in pathways
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related to the use of the preferred carbon sources. Indeed, Rsal negatively controls glucose
uptake when glucose is consumed or absent from the medium while RsaG responded to the
extracellular concentration of G-6P. Although the functions of RsaG remained to be
addressed, we made the hypothesis that the sSRNA might regulate either the expression of
unnecessary genes, or of genes involved in sugar metabolism, or of genes required to
protect cells against damages linked to sugar-phosphate uptake and metabolism

(Bobrovskyy and Vanderpool, 2014).

It is remarkable that several sSRNAs regulating essential metabolic pathways have
also been shown to be under the control of RNA sponges using a large variety of
mechanisms (Vogel, 2009; Lalaouna et al., 2015). Some of them act as RNA decoys
(Figueroa-Bossi et al, 2009; Overgaard et al, 2009) or as RNA sponges (Miyakoshi et al.,
2015) to regulate the stability of the target sSRNA and consequently affect the expression of
their regulons. For instance, the metabolism of chitin-derived oligosaccharide in Salmonella
has been shown to be under the control of a network of RNA interactions. The sRNA ChiX
represses the synthesis of the chitoporin ChiP at the post-transcriptional level, and in the
presence of extracellular chitooligosaccharides, the inactivation of ChiP mRNA is alleviated
through the targeting of the sSRNA ChiX by an intercistronic region of chb operon. Another
key example is the regulation of a GecvB sRNA, which regulated amino acid uptake and
metabolism, by one of its target mMRNA encoding an amino acid ABC transporter. This mRNA
is processed in its 3'UTR giving rise to a sponge sRNA that interact with GcvB to induce its
degradation. This regulatory feedback loop was shown essential for bacterial growth when
the peptides are the only carbon and nitrogen sources (Miyakoshi et al., 2015). Additionally,
GcvB sRNA can also be sequestered into a complex formed with a SRNA encoded from
prophage (Tree et al., 2014). Therefore, the yields of these sRNAs are tightly and rapidly
regulated most probably because they need to adapt the cell metabolism in responses to
carbon source availability, stress responses and various environments encountered during

the infection processes.

Remarkably, the overproduction of Rsal induced numerous changes into the
transcriptome of S. aureus that resembled the regulon of the two-component system SrrAB,
which was demonstrated as the essential system responding to both nitric oxide (NO) and
hypoxia (Kinkel et al., 2013). The SrrAB regulon has also been shown to confer to the cells
the ability to maintain energy production, to promote repair damages, and NO detoxification
(Kinkel et al., 2013). We observed here that Rsal enhanced the expression of genes
encoding cytochrome biosynthesis (qoxABCD), as well as genes involved in anaerobic

metabolism (PflIAB, Idh), in iron sulfur cluster repair (ScdA), and most importantly in NO
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detoxification (Hmp). Moreover, we identified two other sRNAs (RsakE and RsaD) enriched

with Rsal.

These sRNAs present a C-rich sequence that can potentially form basepairings with
the G-track sequences of Rsal (Table 1), but in contrast to RsaG, formation of complexes
with Rsal is less efficient than with RsaG. It cannot be excluded that an RNA-binding protein
might be required in these cases to facilitate basepairings. We also do not exclude that the
two sRNAs were pooled down because they might share similar mRNA targets with Rsal.
Interestingly, the expression of RsaD and RsaE is under the control of the two component
system srrfAB and upstream both sSRNA genes, a typical srrAB site has been found. RsaD
and RsaE are both upregulated by the presence of NO in the cellular medium (Durand et al.,
2015; Figure 6).

Although the functions of RsaD requires additional studies, S. aureus RsaE was
previously shown to coordinate the downregulation of numerous metabolic enzymes involved
in the TCA cycle and the folate-dependent one-carbon metabolism (Bohn et al., 2010;
Geissmann et al., 2009). Additionally, in B. subtilis, the homologue of RsaE called RoxS is
under the control of the NADH-sensitive transcription factor Rex, and the Rex binding site
was also found conserved in S. aureus rsaE gene. Hence it was thought that RsaE
downregulated several enzymes of the central metabolism under non favorable conditions,
and in addition would contribute to readjust the cellular NAD+/NADH balance under stress
conditions (Bohn et al.,, 2010; Durand et al., 2015; 2017). Many of the Rsal-dependent
effects, which have been monitored by the transcriptomic analysis, are most probably
indirect, and we deduct that some of these effects resulted from the sponge function of Rsal

when the preferred carbon source became scarce.

Physiological consequences of Rsal regulation.

We showed here that several sSRNAs in S. aureus are part of intricate regulatory
networks to interconnect in a dynamic manner various metabolic pathways following sugar
metabolism and uptake. The concept that SRNAs are key actors to coordinate the regulation
of metabolic enzymes has been largely demonstrated for enterobacteriaceae (reviewed in
Goérke and Vogel, 2009). These sRNA-dependent regulations often induced significant
growth phenotypes in responses to the availability of carbon sources and nutrient. For
instance, E. coli and Salmonella SgrS contributed to stress resistance and growth during
glucose-phosphate stress (reviewed in Bobrovskyy and Vanderpool, 2014), Salmonella GecvB
regulon is required for growth if peptides represent the unique carbon source (Miyakoshi et
al., 2015), while E. coli Spot42 is important for optimal utilization of carbon sources and its

overproduction inhibited growth, when succinate was the sole carbon source (Mgller et al,
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2002). In S. aureus, the overproduction of RsaE induced a growth defect, which was partially
alleviated by acetate (Bohn et al., 2010). Therefore, the yields of these sRNAs should be
tightly controlled during growth in order to adjust the metabolic pathways, to optimize the use
of the preferred carbon sources, and to avoid cell damages or metabolites depletion caused

by the intracellular production of glucose-phosphate.

If Rsal interconnect various metabolic pathways by acting as a sponge sRNA and as
a post-transcriptional regulator, what could be its function during the infection process? S.
aureus has the ability to generate infections through the colonization of many different
metabolic host niches. Several studies have shown that both glycolysis and gluconeogenesis
systems are required for full infection, and moreover S. aureus appears to be resistant to NO
radicals that are heavily produced by the macrophages. Interestingly, glycolysis is an
important process that contributed to persist within the macrophages, and to protect the

intracellular bacteria against NO (Vitko et al., 2015).

However, if the bacteria escape the macrophages or lyse the host cells, S. aureus is
thought to form aggregates at the centre of highly inflamed and hypoxic abscesses. Under
these conditions, the host cells consumed a large amount of glucose to fight the
inflammation. Hence, glucose will become scarce for S. aureus suggesting that lactate and
amino acids derived from the host might be used as the major sources of carbon to enter

gluconeogenesis (Richardson et al., 2015).

These conditions favored the activation of the two-component system SrrAB, which in
turn activates genes required for anaerobic metabolism, cytochrome and heme biosynthesis,
and NO radicals detoxification should play an essential role in the survival of the bacteria
(Kinkel et al., 2013). Because the CcpA-dependent repression of Rsal is alleviated under
conditions where the glucose is strongly reduced, and because many SrrAB-dependent
genes are also induced when Rsal is expressed at high levels, it is thus expected that Rsal
might also contribute to metabolic adaptations of the cells to the dynamic nature of the host
immune environment. Interestingly enough, we also observed a Rsal-dependent activation of
the expression of the mRNA encoding EsxA, a virulence factor required for the release of the

intracellular S. aureus during infection (Korea et al., 2014).

We also showed here that Rsal regulated the synthesis of icaR, and enhances the
synthesis of the exopolysaccharides PIA, although the precise molecular mechanism is not
yet defined. The synthesis of the PIA is tightly controlled according to the metabolic states of
the bacterial population. For instance, inactivation of the TCA cycle resulted in a massive
derepression of the PIA biosynthetic enzymes to produce the exopolysaccharides (Sadykov
et al., 2008), and that glucose enhances PIA-dependent biofilm formation (You et al., 2014),
while SrrAB appears as an inducer of PIA-dependent biofilm (Ulrich et al., 2007).
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Although our study shed light on the regulatory activities of this fascinating dual
functional sSRNA, there is still much to be learned on how sRNAs can be integrated into the
networks regulating the metabolic pathways that are essential for S. aureus survival,

persistence and invasion within the host.
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Supplementary data
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Figure S1: Analysis of the Rsal expression. (A) Northern blot experiments showing the
expression of Rsal in HGOO1 strain during growth phase. Total RNA was prepared after different
hours of culture in BHI medium at 37°C. Hybridization against 5S rRNA was used as loading
control. (B) Visualization of the CRE-site consensus defined in Bacillus cereus (Van der Voort et
al, 2008). Below is the sequence found in the 5’ region of Rsal, in red are the conserved residues.
(C) MS2-Rsal is correctly retained by affinity chromatography. Northern blot targeting Rsal and
MS2-Rsal performed on RNAs purified after MS2 chromatography affinity; 1 pg of total RNA was
loaded on a 2% agarose gel. CE: crude extract; FT : Flow-Through; W : Washing; EL : Elution.
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Figure S2: Gel retardation assays showing the formation of complexes between Rsal and several
mRNAs and the sRNA RsaD. The 5’ end-labeled of Rsal was incubated with increasing
concentrations of target mRNAs or sRNAs.
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Supplementary table S1: List of strains and plasmids

Strains Relevant characteristics Reference
E. coli
DC10B dcm mutant ; used for cloning of plasmids which
can be directly transformed in S. aureus cells Q)
S. aureus
HGO001 Derivative of 8325-4, rsbU restored RN1, agr positive (2)
RN4220 Restriction-deficient S. aureus strain 3)
HGO001 pCN51::P3 HGO001 transformed with pCN51::P3 4)
HGOO1Arsal Done by M. Beaume and P. Francois This study
HGOO1Arsal pCN51::P-rsal HGOO1Arsal transformed with pCN51::Prsal-rsal This study
HGO001 pCN51::MS2 HGO001 transformed with pCN51::MS2 4)
HGO01pCN51::MS2-rsal HGO001 transformed with pCN51::MS2 This study
HGO001 AccpA HGO001 A ccpA::tet(M) (5)
HGO001 AcodY HGO001 AcodY::tet(M) (6)
HGO001AssrAB Gift from T. Msadek
HGO001 AsaeRS Gift from T. Msadek
HGO001 AhptRS Gift from T. Msadek
Plasmids
pCN51 Shuttle vector (7
pUC18::T7-rsal rsal under T7 promoter This study
pUC18::T7-rsal mutl,2,3,4| rsal mutated under T7 promoter This study
pMAD-rsal
pES-Rsal
pES-Rsal mut5
pUT7-icaR T7 promoter-icaR allowing the in vitro T7 transcription (8)
of the full-length icaR mRNA
pT7-icaRSUBST
pLUG220 pLUG ::PrpoB (9)
pLUG220::glcU This study
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Supplementary table S2: List of oligonucléotides

Hame Usage Sequences are 5'-end to 3'end
Rsai fow DIG TAACAGGGGGAGLCGATTAAA
To produce Rsal probe
Rsairev DIG TAATACGACTCACTATAGGGGCACGTGCTAGCCGACAAATA
fow CcpA DIG COTGTTGTTAATGGGAACCAAA
To produce CcpA probe
rev T7 CcpADIG TAATACGACTCACTATAGGGTACCACCAAGGAAAATAATACC
BT7 Isah TAATACGACTCACTATAGGGGTGATATAGTGAGTACCGETT
To produce Isas mRMA
Irevisah TAAMAMATGTA AATTAATAAAAAAMCTCTC
T7 5UTR IcaR TAATACGACTCACTATAGGGAAATATTTGTAATTGCCAACTTAATTT
To produce 5'UTR IcaR mRMNA
icaR SUTR rev ATCATCAAGTGTTGTACCGTCATACCCCTT
T7 3UTR TAATACGACTCACTATAGGGCTTTATATTTGTGAATGGTTAAGTTTGTCTTTGAAL
To produce 3'UTR lcaR mRMNA
IcaR:3term AMAMAGCGCCTATGTCATGATTTACCATCA
T7 Fow 00974 TAATACGACTCACTATAGGGATGAATACCGAAAGGA
To produce 00974 mRMNA
Rev 00974 AATGAATCTGTAGTCATAGC
T7 Fow 1537 TAATACGACTCACTATAGGGAAGACTTCCAGGGGAATTCAATA
To produce 1537 mRMNA
Rev 1537 AACTGGGTAATTA GTCTTTCT
T7 Fow 02520 TAATACGACTCACTATAGGGTAAGAAGTTAATAAATAGA
To produce 02520 mRMNA
Rev 02520 CAATCACACTTCAATTGC
T7 01242 fow TAATACGACTCACTATAGGGTATAATAAAATGTATAC
To produce 1242 mRMNA
01242 REV CTTTCGAAATAATTGTTAC
5 fruk A TAATACGACTCACTATAGGGAAGATTAAATCATCCTAATTAGGCAA
To produce Frukl mRMA
I fruk A CTAACTTGTTGTATCTTGTAARATCTT
5' 00687 To produce HGO01_00687 TAATACGACTCACTATAGGGTGAGTATA AGGAGGA
3 00BET mRNA AMMATTTTATAATTATGTTAATCTTATTT
5' 02545 To produce HG001_02545 TAATACGACTCACTATAGGGAAAGGTTACCCCGAA
3 02545 mRNA TGCTTAATTGATAGAGATGTTATACG
5 00316 To produce HE001_00316 TAATACGACTCACTATAGGGATATAAGC GTTATG
5' 00316 mRNA CACTCTTTAATACTTTACCGTT
5 treB TAATACGACTCACTATAGGGTAAGACATTAAGGGAGTGAA
To produce tre B mRMNA
ItreB TGGTATAAAAATATCCCCC
glcu 2 toeprint Perform toeprint on glu_2 AGCGTCGTACCACGA
3K toeprint Perform toeprint on fa3k AAATGTATCCGTATC

Hame Usage Sequences are 5'-end to 3'end
Sphi-Rsalrey | Clonage riiaéfﬂggga‘mm”te“r COCGCATGCGAATAACAATACAACTGAAGA
psti-rzal for Clonage rsal and its promoteur | - - o160 A GGACAGCCACCTOCTAMAG
in pLUG220
Mut4 rsai fowdeletion TTACATCACAACATCCTATTTGTCERCTAGCAC
To produce mutd quickchange
Muta rsai revdeletion GTGCTAGCCGACAANTAGGATGTTGTGATGTAA
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Transcriptomic data

FoldChange

Id gene product Arsal/compl palue
HE001_02423 - Acid shock protein 0,256 4 63E-39
HG001_01246 - Bacteriophage holin 0,322 4 00E-33
HE001_00184 Idhl L-lactate dehydrogenass 1 0,35 2,21E-24
HG001_01867 - hypothetical protein 0,352 3,27E-33
HGE001_01853 - hypothetical protein 0,363 972E-41
HGE001_ 01863 - hypothetical protein 0,363 6,26E-35
HG001_01854 - hypothetical protein 0,385 5,25E-33
HG001_01866 - Phage capsid family protein 0,366 4,75E-28
HG001_018449 atl_3 Bifunctional autolysin precursor 0,374 1,21E-26
HG001_01864 - Phage gpb-like head-@il connector protein 0,376 2,16E-30
HGO01_01855 - Prophage endopeptidase tail 0,383 6,43E-33
HE001_018559 - Phage protein 0,336 4 19E-29
HGE001_01856 - Phage tail protein 0,386 2,77E-20
HG001_00055 - Oleate hydratase 0,387 5,97E-23
HGO01_01852 - hypothetical protein 0,33 1,34E-15
HGO01_01861 - hypothetical protein 0,393 567E-24
HGE001_ (01865 - hypothetical protein 0,393 9.33E-19
HGE001_01857 - hypothetical protein 0,354 1,03E-35
HG001_01850 - hypothetical protein 0,396 5,72E-22
HGO01_02513 abgT p-aminobenzoyl-glutamate transport protain 0,406 2,7BE-29
HG001_01862 - hypothetical protein 0,407 3,40E-24
HGE001_00544 adh Alcohol dehydrogenase 0,413 5,34E-20
HGE001_01860 - Phage major tail protein 2 0,415 1,98E-23
HG001_01358 - hypothetical protein 0,419 3,06E-16
HGO01_01848 - hypothetical protein 0,422 4 15E-25
HG001_02054 - hypothetical protein 0,425 1,05E-14
HG001_01847 - hypothetical protein 0,429 8 42E-17
HE001_01903 - hypothetical protein 0,43 2,16E-16
HGO01_01871 - Phage terminase |large subunit 0,433 7,27E-16
HGO01_01885 - hypothetical protein 0,434 6,14E-09
HGE001_01870 - Phage portal protein®2C SPP1 Gp&-like 0,442 4 00E-21
HGE001_01851 - hypothetical protein 0,445 719E-11
HG001_00223 - hypothetical protein 0,452 1,04E-09
HGO01_01371 - Phage capsid family protein 0,464 0,45E-08
HGO01_01902 - Phage antirepressor protein Kil&Z domain protein 0,455 7,20E-10
HG001_00227 esxA Virulence factor EsxA 0472 3,64E-16
HGE001_(01892 - hypothetical protein 0,473 7.40E-09
HG001_01893 - hypothetical protein 0,479 9,29E-11
HGO01_02520 - hypothetical protein 0,479 241E-07
HGO01_ 01872 - Terminase small subunit 0,481 6,43E-10
HE001_02756 - RsalG 0,434 2.43E-14
HGE001_00249 focA putative formate transporter 1 0,485 5,46E-09
HG001_00550 - putative ABC transporter permease protein 0,487 4 55E-10
HGE001_00169 pfiB Formate acetyltransferase 0,491 2.91E-08
HGE001_01869 - Phage Mu protein F like protein 0,453 2,76E-10
HGO01_00170 pfla Pyruvate formate-lyase-activating enzyme 0,435 7,70E-07
HGO01_00911 qoh putative quinol oxidase subunit 2 precursor 0,435 1,43E-06
HGE001_01880 - hypothetical protein 0,496 1,82E-07
HGE001_(01899 - hypothetical protein 05 1,61E-08

)
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1D gene product FoldChange DRsal-Comp | pvalue
HGOO1 02644 fda |Fructose-bisphosphate aldolase class 1 4,276 2,70E-81
HGO01_01144 miaB [(Dimethylallyljadenosine tRMA methylthiotransferase MiaB 4,031 3,52E-56
HGOO01_01146 - Thiamine-precursor transporter protein (Thiw) 3,385 2,50E-58
HG001_01435 gnd |6-phosphogluconate dehydrogenase%:2C decarboxylating 3,194 1,49E-46
HGO01_01648 tyrS  [Tyrosine--tRNA ligase 3,149 4,95E-24
HG001_01145 - hypothetical protein 3,133 4,17E-27
HGO001_01340 ebpS  |Elastin-binding protein EbpS 2,937 3,56E-43
HGO001_01202 tht Transketolase 2,766 1,34E-21
HGO001_00482 hchA  |Molecular chaperone Hsp31 and glyoxalase 3 2,678 7,33E-18
HGOO01_01191 - Putative phosphatase 2,656 9,77E-56
HGOO01_00271 Ipl)_1 |Lipoate-protein ligase LplJ 2,591 2,26E-18
HGO01_01764 ydeN |Putative hydrolase YdeN 2,443 3,59E-12
HG001_01434 - Glyoxalase-like domain protein 2,385 2,02E-24
HGO01_01658 aroF [Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 2,335 8,34E-22
HGOO01_00270 - hypothetical protein 2,327 1,43E-12
HGO001_02674 arcA  |Arginine deiminase 2,238 4,22E-10
HGO01_02673 arcB  [Ornithine carbamoyltransferase%2C catabolic 2,233 6,80E-10
HG001_02672 arcD  |Arginine/ornithine antiporter 2,209 2,54E-09
HGO001_02638 | panE_2 |2-dehydropantoate 2-reductase 2,164 9,92E-08
HGOO1 02408 yhfP  |Putative quinone oxidoreductase Yhfp 2,153 1,53E-13
HGO001_02670 arcR  |HTH-type transcriptional regulator ArcR 2,114 5,82E-09
HGO01_02671 arcC2 |Carbamate kinase 2 2.1 1,02E-07
HGOO01_02684 - M-carbamoylsarcosine amidase 2,083 1,01E-15
HG001_02121 tenA |Putative thiaminase-2 2,074 8,30E-18
HG001_02172 yhfK  |putative sugar epimerase YhfK 2,035 3,37E-28
HG001_00269 ymdB |0-acetyl-ADP-ribose deacetylase 2,009 5,56E-11

Fold

Target Product Base-pairing prediction change
ArsaliCo
mplemen

ted
HG001_02644 fda,
Frudnse-@ﬁg&gﬁﬂ)@l@ -12 GGAGUGGARAGUAUG-AAUARAGAGCRAUUAGARARRAUGA +27 4,276

109 UCUUUCCUUUCAUUCAUUAUUUAUAACU-UCUACAACACU 71

HG001_01144

(Dimethylallyl) adenosine | 11  ARAUAGAARGGAUUUUGUARAGUGARCGAAGAACARAGAARAGCAAGUUCUGUAGAUGUT +70 4031
tRNA i 107 UUUAUCUUUCCUTU--CAUU-CAUURAUTUAURACT - ———————————————- UCUACAA 75 '
HG001 01202 tht
Transketolase ua AUAAA-AUUCAACE Ar
GUAUUUGAUAAA-AUUGARGARGGGAAGAY 2,766

99 CAUUCAUUAUUUAUARARCUUCUACAACACUA 70
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II1.3. Etude de la fonction de RsaD

RsaD est un ARNnc long de 177 nucléotides. Sa structure secondaire montre
quatre motifs en tige-boucle comprenant un terminateur Rho-indépendant. RsaD
présente une séquence riche en cytosines, susceptible de se lier a la séquence SD
d’ARNm cibles pour activer ou réprimer leur traduction . Les travaux de
Geissmann et al 2009, montrent que RsaD est exprimé en phase stationnaire de
croissance, en milieu riche. Bien que conservé dans toutes les souches de S. aureus, son

expression augmente de facon significative dans les souches exprimant le facteur oB.

R Gue
c c
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Figure 29 : Structure secondaire de RsaD. Les nucléotides encadrés sont conservés chez les
staphylocoques. Cette structure a été prédite par bioinformatique utilisant RNAfold (Geissmann
et al, 2009). Les nucléotides marqués en rouge, représentent le motif riche en C.

HL3.a - L’expression de RsaD dépend du TCS SrrAB

La recherche de séquences consensus, reconnues par des facteurs de
transcription dans la région promotrice de RsaD, a mis en évidence une région en -132,
similaire a la région retrouvée pour RsaE . Celle-ci a été montrée comme
étant le site de reconnaissance du facteur de régulation ResD chez B. subtilis et son
homologue SrrA chez S. aureus, pour induire I'expression, respectivement, de RoxS et de

RsaE, en réponse a un stress NO ou en anaérobie (Durand et al, 2015).

-65

TGTGACAA ] 1 RsaE

-132

‘ RsaD

Figure 30 : Région consensus de fixation de SrrA (en bleu), retrouvée dans la région promotrice
de rsaE et de rsaD chez S. aureus.
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Disposant de la souche délétée des genes srrA et srrB (HGOO1AsrrAB), j'ai
comparé I'expression de RsaD dans ces deux souches par des expériences de Northern
blot . La souche mutante, HGOO1AsaeRS m’a permis de controler que
I'expression de RsaD était similaire a la souche sauvage et que RsaD ne répondait pas au
systéme SaeRS. Les souches mutantes HGOO1AsrrAB et HGO01AsaeRS ne présentent pas
de phénotype ou de défaut de croissance particulier (résultats non montrés).

HG001 HGO001

ASaeRS ASrrAB
2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h

HGO001

RsaD —

58 —

Figure 31 : Expression de RsaD dépend du systéme a deux composants SrrAB. Les ARN
totaux ont été préparés a partir d’échantillons de cultures prélevés a 2h, 4h, et 6h de croissance.
L’électrophorese a été réalisée sur gel d’agarose 1%, contenant 20 mM de guanidium
thiocyanate en utilisant 10 pg d’ARN total. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, les
ARN ont été détectés en utilisant des sondes DIG. La détection de I’ARNr 5S a servi de controle
de charge.

Cette expérience montre que I'expression de RsaD est détectable a 6h de culture
dans la souche sauvage et mutante HGO01AsaeRS. En revanche, dans la souche mutante
HGOO1AsrrAB, I'expression de RsaD est totalement inhibée. Ces résultats suggerent que
'activation de RsaD est dépendante du systéeme SrrAB. Le systeme SrrAB répondant aux

stress NO et anaérobie, j’ai donc étudié I'expression de RsaD dans ces deux conditions.

I11.3.b - Activation de l'expression de RsaD lors d’un stress NO

L’ajout de Diéthylamine NONOate (DEA NONOate) dans les cultures de S. aureus,
libere de 'oxyde nitrique (NO) et produit un stress pour les cellules, ce qui mime un
stress NO lors de la phagocytose des bactéries par les macrophages. Le DEA NONOate
est un donneur de NO libérant sans délai toute sa charge en 1 a 3,5 min a pH 7,4 et a
30°C (Griveau et al, 2007), sa demie vie est donc tres courte. L’expérience consiste a
cultiver les cellules jusqu’'en début de phase exponentielle (DO600nm de 0,2) puis

d’ajouter 100 uM de DEA NONOate, de mesurer la croissance des bactéries ainsi que
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d’extraire les ARN totaux a différents temps pour étudier I'expression de RsaD dans ces
conditions. La croissance des bactéries ayant subit un stress NO est légérement ralentie

deés I'ajout du DEA NONOate

=#-BHI + DEA NONOQate BHI
0.9
0.8

0.7

DO 686nm

0.5
0.4
03

-
0.2 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Figure 32 : Croissance de S. aureus HG0O01 en milieu BHI avec et sans stress NO. Deux flasques
contenant du milieu BHI ont été ensemencées avec 1/100 d’'une pré-culture sur la nuit de la
souche sauvage HGOO1. A DOgoonm de 0,2, en début de phase exponentielle, 100 uM de DEA
NONOate ont été ajoutés a I'une des cultures.

Les ARN totaux ont été extraits a partir de prélévements réalisés toutes les
10 min apres induction du stress au NO sur une période d’'une heure. Dans les conditions
de culture sans NONOate, RsaD commence a étre exprimé a partir de 60 min apres le
début de I'expérience soit a une DOsoonm 0,8 et 2,5h de croissance. En présence de
NONOate, on observe une induction de RsaD 10 min apres le stress. Ensuite I'expression
de RsaD diminue rapidement pour réapparaitre dés 60 min comme cela est observé
pour les cultures n’ayant pas subi le stress. La détoxification du NO par les bactéries

ainsi que la durée de vie courte du produit utilisé, peut expliquer ce phénomeéne
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Figure 33 : Activation de I'expression de RsaD en conditions NO. Les ARN totaux ont été
préparés a partir d’échantillons de cultures prélevés toutes les 10 min. L’électrophorese a été
réalisée sur gel d’agarose 1%, contenant 20 mM de guanidium thiocyanate en utilisant 10 pg
d’ARN total. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, les ARN ont été détectés en
utilisant des sondes DIG. La détection de I’ARNr 5S a servi de contréle de charge.

Les résultats des expériences en conditions d’anaérobie n’ont pas montré de

changement de I'expression de RsaD (résultat non montré).

IIL.3.c - Recherche des cibles directes de RsaD par l'approche MAPS

Afin de rechercher les cibles directes de RsaD, j'ai réalisé des expériences de
MAPS dont le principe est décrit dans le chapitre II Objectif. RsaD a été fusionné a
I'étiquette MS2 a son extrémité 5’ et est exprimé dans la souche mutante ArsaD sous le
promoteur P3. Les ARN ont été extraits des éluats obtenus apres passage sur la
chromatographie d’affinité puis séquencés. Les résultats obtenus sont préliminaires et
devront étre reproduits. Parmi les ARNm identifiés, une liste de 23 candidats, présentant
les taux d’enrichissement les plus élevés a été établie. Les prédictions d’appariements

entre RsaD et les 23 cibles sont présentées dans le tableau 6.
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De maniere surprenante, la plupart des appariements prédits entre RsaD et les
ARNm cibles se trouve dans la région codante des genes. Il est intéressant de noter
également que quelques ARNm sont aussi retrouvés dans la liste de MAPS de Rsal
comme treAB, norB, ald1, aldC1 et thrS. La partie de RsaD s’apparie quant a elle avec les
ARNm ptsG, tdcB et nanE. Les régions en simple brin au début de I'extrémité 5’ des
ARNnc sont souvent requises pour la régulation de genes cibles (Guillier & Gottesman,
2008 ; Wagner & Romby, 2015). Plusieurs ARNm ont particulierement attiré mon
attention car ils sont localisés dans une méme région du génome de la souche HG0OO1,
dont certains sont exprimés sous forme d’opéron

norb4 stet tdcB ald1

sglT nanA bglk ybH2 nankE

4N ) ) )

Figure 34 : représentation schématique de deux régions du génome de S. aureus (souche
HGO001). Les genes ald1, tdcB et steT (en bleu) formeraient un opéron d’aprés ten Broeke-Smits
etal, (2010) dans la souche de S. aureus MSSA476. Les genes sglIT, nanA, bglK, et nanE (vert) sont
localisés ensemble dans le genome de la souche HGOO01.

Parmi les ARNm de la liste MAPS on retrouve :

nanA code la N-acétyle neuraminate lyase impliquée dans le catabolisme de 'acide sialique.

steT, tdcB, et mccA/B codent des protéines impliquées dans le catabolisme et I'entrée d’acides
aminés. Plus particuliéerement, la protéine TdcB est une enzyme (L-thréonine dehydratase)
intervenant dans I'anaérobiose pour cataboliser la thréonine.

ptsG, sglT, et treAB codent des transporteurs du systéme PTS spécifique de I'entrée du glucose
(ptsG, sglT) et de I'entrée du tréhalose (treAB).

ald1/ald2, et murE codent des enzymes impliquées dans la synthése du peptidoglycane dont
deux alanines déshydrogénases.

norB code une protéine impliquée dans les pompes a efflux des quinolones.

Ces résultats préliminaires montrent d’ores et déja que RsaD est impliqué dans la

régulation du métabolisme carboné, mais aussi le remodelage de la paroi bactérienne.
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L’approche MAPS ne nous permet pas néanmoins de définir si RsaD active ou réprime

I'expression de ces ARNm enrichis.

I11.3.d - Analyse des fonctions biologiques régulées par RsaD.

Des analyses de protéomiques comparatives ont alors été réalisées sur la souche
sauvage et la souche mutante ArsaD (délétée du gene rsaD). L’analyse de I'expression
différentielle des protéines dans les deux conditions apporte une indication sur les voies
régulées par RsaD, le mécanisme de régulation (activation ou répression), et/ou les
cibles potentielles de cet ARNnc méme si I'effet peut étre indirect. Ce travail a été réalisé
en collaboration avec P. Hammann de la plateforme protéomique (IBMC). Les
expériences ont été réalisées en triplicats sur les protéines totales extraites a 6h de
culture en milieu riche. Les protéines montrant une différence d’expression significative

entre les souches sauvage et mutante sont représentées dans le tableau 7.

Spectral Count M$§1 Label-Free (auto) 81 Label-Free (manuel)
WTssaD DelrsaD | RATIO | WT-rsaD | Del-rsaD RATIO WT-rsaD |Del-rsaD | RATIO
Accession Number| Name Moy #Spc Moy #8pec| DelWWT | Moy Area| Moy Area| p-value |Del/WT| Moy Area [Moy Area| DellNT
HG001 00607 |SarX franscriptional requlator 0 10,00 5,14E+05 | 2 61E+06 | 000178 310E+05 |119E+06] 405 =5 l
HG001_00099  |Alcohol dehydrogenase 067 5,00 144E+05 | 243E+05] 025899 | 169 | 684E+04 |125E+05 1384 2-5
HG001 02351  |Putative uncharacterized protein 1,00 567 4 32E+05| 651E+05 | 018482 | 151 | 408E+04 |7 15E+04| 175 152
HG001 00180 |Putative uncharacterized protein 233 1233 608E+05 | 6,91E+05 | 062692 | 114 | 136E+05 |283E+05] 207
HG001_00898 |Staphopain B 1,33 6,67 4 52E+05 | 4 82E+05 | 089962 | 107 | 116E+05 |300E+05] 275
HG001_02062 |AgrA accessory gene regulator 433 9.00 208 | 659E+05) 1 0ME+06| 001705 | 153 | 316E+05 |468E+05| 150
HGO01 00870 |Serine protease 300 6,00 200 | 841E+05|B0BE+05| 053376 | 006 | B69E+04 |134E+05| 153
Spectral Count MS1 Label-Free (auto) 81 Label-Free (manuel)
WTssaD DelrsaD | RATIO | WT-rsaD | Del-rsaD RATIO WT-rsaD |Del-rsaD | RATIO
Accession Number Name Moy #Spc Moy #Spc| DellWT | Moy Area | Moy Area| p-value |Del/lWT| Moy Area |Moy Area| Del/NT
HG001 00259 |NanA N-acetylneuraminate lyase 14,00 0 9,39E+05 | 7,60E+04 | 1,07E-05 442E+05 |110E+05] 022 <02 l
HG001_00060 |Spa Immunoglobulin G-binding protein | 1767 233 207E+06 | 7 48E+05)| 005018 | 036 | 1,52E+05 [463E+04] 030 |[02-05
HG001_01684 |Rot transcriptional regulator 567 0,33 4 95E+05 | 597TE+05| 066309 | 121 | 192E+05 |897E+04| 043 ||0.5-067
HG001 01298  |Ald1 Alanine dehydrogenase 2533 567 022 | 235E+06 | 7 96E+05| 005145 | 034 | 301E+05 |148E+05| 0,38
HG001_01297 | TdeB Lthreonine dehydratase cataboliq 23 33 6,33 027 | 226E+06 | 582E+05| 001959 | 026 | 376E+05 |102E+05| 0,29
HGO01 01015  |ArgF Omithine carbamoyltransferase 1200 500 042 | 121E+06| 7 99E+05 | 003595 | 066 | 165E+05 |800E+04| 049

Tableau 7 : Représentation des principales protéines montrant une variation significative
entre la souche sauvage HGO01 et mutante ArsaD. Les protéines représentées dans ce
tableau ont été validées par deux méthodes ; le « spectral count » (calcul du nombre de peptides)
et le « MS1 label free » (calcul des aires des pics correspondants aux peptides). Les aires des pics
d’élution des peptides ont aussi été mesurés et validés manuellement pour chacun des
échantillons. Les triplicats de chaque condition ont montrés une grande reproductibilité. La liste
complete des protéines montrant un différentiel d’expression significatif, mais qui n’a été
validée que par une seule des deux méthodes d’analyse, est présentée en annexe 1.

D’apres les résultats obtenus, RsaD réprimerait fortement la synthése du facteur
de transcription SarX, d’'une alcool déshydrogénase, de la protéase appelée la staphopain

B, et de manieére plus faible la synthese du facteur de transcription AgrA et d’'une sérine
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protéase. La seconde partie du tableau montre les protéines dont la synthese serait
activée par RsaD. Parmi celles-ci, on trouve les protéines NanA, Ald1 et TcdB dont les
ARNm ont également été enrichis dans les expériences MAPS, ainsi que la protéine A et
le facteur de transcription Rot. La liste complémentaire, présentée en annexe 1, montre
que RsaD activerait également deux lactates déshydrogénases ainsi que la protéine
d’adhésion Emp. Ces résultats suggerent que RsaD exercerait une action dans la
virulence en réprimant les protéases et en activant les facteurs d’adhésion. La
combinaison de I'approche MAPS et protéomique sont en faveur d’'une activation directe
par RsaD de la synthese de NanA, Ald1 et TcdB au niveau post-transcriptionnel. Bien que
les sites d’'interaction n’ont pas encore été déterminés avec précision, des appariements
ont été prédits dans les régions codantes des ARNm suggérant que la fixation de RsaD
pourrait stabiliser les ARNm en masquant un site de coupure par une endoribonucléase
(Papenfort et al, 2013). Bien qu'hypothétique, je propose un modele qui donne une idée
du réle régulateur de RsaD et de son impact sur la virulence de S. aureus Ainsi, si on
regarde la dynamique de régulation sur le schéma, on suppose que I'activation de spa et

de rot est probablement indirecte a travers la répression de AgrA

stres? NO
v
SrrB AgrC
réponse anaéobie ] Entrée du glucose i 1
et au stress NO ptsG
sglT
XABCD =
Ll -
adhE SarX

norB

pompes a efflux 4 \ARNIII

des quinolones
steT, *~ Ald1 nanA
tdcB,mccA/B ald2 nanE /
— murE iAmdc sialique \

catabolisme et entree
d’acides aminés Synthése
peptidoglycane

Adhésion Dissémination

Figure 35: Modéle préliminaire des voies régulées par RsaD. Les cercles rouges
représentent les ARNnc, les cercles bleus, les facteurs de transcription. Les fleches pleines
rouges indiquent une régulation traductionnelle, les fleches noires, une régulation
transcriptionnelle. Les fleches en pointillés montrent des interactions potentielles avec RsaD,
d’apreés les résultats du MAPS. Les cibles Ald1 et NanA sont représentées en rouge car elles ont
été retrouvées dans les expériences de MAPS et de protéomique.
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Ceci se correle avec le fait que des appariements ont été prédits entre 'ARNm
agrA et RsaD mais pas avec les ARNm spa et rot. Si le taux de AgrA diminue, on devrait

s’attendre a ce que le taux de I’ARNIII soit également diminué.

Cependant, les expériences de Northern blot que j’ai réalisées dans les souches
sauvage, mutante ArsaD et complémentée avec un plasmide exprimant RsaD ne

montrent pas de variation significative

HGO001ARsaD
HGO01 HGO001ARsaD Pcn51-RsaD

2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h

-

ARNI—

55— |

Figure 36 : Expression de ’ARNIII en fonction de RsaD. Les ARN totaux ont été préparés a partir
d’échantillons de cultures prélevés a 2h, 4h, et 6h de croissance sur les souches sauvage,
mutante ArsaD et complémentée HGOO01 ArsaD::pcn51-rsaD. L’électrophorese a été réalisée sur
gel d’agarose 1%, contenant 20 mM de guanidium thiocyanate en utilisant 10 pg d’ARN total.
Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, les ARN ont été détectés en utilisant des sondes
DIG. La détection de 'ARNTr 5S a servi de contréle de charge.

Je n’ai également pas réussi a visualiser les ARNm agrA et sarX ni par Northern
blot, ni par 'approche MAPS. Il sera important de valider ces résultats par une analyse
plus sensible, soit par RT-qPCR, soit par séquencage haut débit et de montrer une
interaction directe des ARN par gel retard. SarX régule la formation des biofilms et
réprime 'opéron agr qui répond a la densité cellulaire (Manna & Cheung, 2006). Si RsaD
réprime a la fois SarX et AgrA, cela peut signifier que RsaD tend a réprimer le facteur de
transcription AgrA sans pour autant affecter tout I'opéron agr. De plus, la variation du
taux de protéines est beaucoup plus élevée pour SarX que pour AgrA. Le fait que 'ARNIII
ne varie pas dans la souche complémentée, ou RsaD est fortement exprimé, montre que
la répression de RsaD sur AgrA a un impact minime sur I’ARNIIIL Bien qu'il soit difficile
d’apporter une explication rationnelle au fait que la répression de SarX, n’active pas
AgrA, donc I'expression des facteurs de virulence, et que les résultats soient quelque peu
contradictoires, ils montrent néanmoins que RsaD est au centre de réseaux complexes

qui relient le métabolisme carboné, la réponse aux stress, et la virulence.
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De plus, les fonctions de SarX ne sont pas toutes connues, et RsaD peut avoir une
action plus large sur la dynamique des réseaux, dépendamment de son taux et celui des

ARNm cibles.

III.3.e - Interaction RsaD/Rsal.

Les résultats de RNA-Seq sur les expériences de MAPS de Rsal, montrent un
enrichissement de RsaD dans les échantillons MS2-Rsal. Le taux d’enrichissement de
RsaD est moins important que celui de RsaG. Les expériences de gel retard montrent que
Rsal et RsaD interagissent aussi avec une affinité moindre (cf. chapitre III Résultats,
partie II). Des appariements potentiels ont été prédits entre la séquence riche en G
(motif 2) de Rsal et la séquence conservée UCUCC incluant une partie de I'hélice II de
RsaD, expliquant pourquoi I'interaction in vitro entre les deux ARNnc ne se ferait pas de
maniere optimale. Rsal n’a pas été retrouvé dans I'analyse du MAPS utilisant 'ARN MS2-
RsaD. Cependant, les ARNm (treAB, norB, ald1, aldC1 et thrS) se retrouvent aussi bien
avec MS2-Rsal et MS2-RsaD pouvant suggérer que les deux ARNnc partagent des cibles
communes. Les conséquences de cette interaction Rsal/RsaD sur leurs fonctions de
régulation respectives restent a étre démontrées.

Conclusion et perspectives.

Bien que RsaD est activé par le systéme SrrAB lors d'un stress NO, il peut
également répondre a d’autres facteurs environnementaux comme le choc thermique
froid mis en évidence par Geissmann et al. (2009). Le modeéle du réseau de régulation,
articulé autour de RsaD, et présenté dans la figure 35, permet d’envisager d’autres axes
de recherche a suivre et les expériences nécessaires pour confirmer ou infirmer ces
voies de régulation. Outre les expériences de MAPS qui devront étre renouvelées, il
serait intéressant d’utiliser une autre approche pour conserver I'extrémité 5’ de RsaD
accessible et non modifiée. Chez les entérobactéries, les ARNnc ayant une extrémité 5’
en simple brin utilise souvent cette région pour s’apparier aux ARNm cibles (Wagner &
Romby, 2015). Nous ne pouvons pas exclure que l'étiquette MS2 interfererait avec
certaines des fonctions régulatrices de RsaD. Des expériences de gel retard vérifieront

l'interaction de RsaD avec ses cibles potentielles.

Cependant, les résultats suggerent fortement que cet ARNnc régule des voies

meétaboliques reliées aux acides aminés, a I'entrée des sucres et au catabolisme de 'acide
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sialique. Par ailleurs, RsaD régulerait I'expression de génes de virulence en réprimant le
facteur de transcription SarX, un répresseur de agr. Le régulon de SarX n’est pas encore
entierement bien défini. Les analyses de protéomique montrent que la protéine SarX n’a
pas été détectée dans la souche exprimant RsaD, 'ARNm sarX n’a pas non plus été
détecté dans les expériences de MAPS, suggérant que celui-ci est sans doute rapidement
dégradé. Au vu de I'appariement entre RsaD et sarX, il serait intéressant de réaliser des
expériences de gel retard pour confirmer I'interaction in vitro ainsi que des expériences
de rifampicine pour mesurer la stabilité de '’ARNm in vivo. Par ailleurs, il sera essentiel
de définir cartographier avec plus de précision les sites d’interaction de RsaD a ces
ARNm cibles dont sarX, nanA, aldl et tcdB en utilisant la cartographie en solution, et

pour identifier les mécanismes de régulation qui en découlent.

La survie de S. aureus face a un stress d’oxyde nitrique (NO) est un atout pour sa
virulence, lors de la phagocytose de la bactérie par les macrophages. L’identification des
facteurs de transcription et des ARNnc impliqués dans la régulation des genes face a ce
stress, est essentielle pour comprendre ce mécanisme de résistance. Les résultats
obtenus sur RsaD montrent que cet ARNnc pourrait étre relié a ce phénomene en

régulant des genes impliqués dans le métabolisme et la virulence.
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IV - Discussion et Perspectives
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Face aux stress environnementaux, S. aureus régule l'expression des geénes
impliqués dans les processus adaptatifs et apporte ainsi une réponse cellulaire
cohérente lui permettant de survivre dans diverses niches écologiques. En conditions
infectieuses, ce pathogene opportuniste passe d'un mode de colonisation (mode
défensif), a un mode de dissémination (mode offensif). L’ARN régulateur ARNII]I,
contribue a ce changement de comportement en régulant I'expression des genes de
virulence en fonction de la densité cellulaire. Le réseau de régulation dans lequel il
s’'inscrit, est interconnecté avec de nombreux TCS et facteurs de transcription.
L’'implication de ARNnc dans ces réseaux complexes permet une régulation fine et

rapide des geénes impliqués dans divers phénomenes biologiques dont les voies

métaboliques.

La régulation du métabolisme est étroitement liée avec I’expression des genes de
virulence (Somerville & Proctor, 2009). Dans des cultures de Ilaboratoire, la
concentration des nutriments dans le milieu, en particulier celle du glucose, détermine
la vitesse de croissance des bactéries. En conditions infectieuses, la présence de glucose
dans les tissus et vaisseaux sanguins accentue le pouvoir virulent de S. aureus (la
formation des biofilms et 1'expression des facteurs de virulence), principalement par le
facteur de transcription CcpA (Seidl et al, 2009). L’hyperglycémie des patients
diabétiques augmente d’ailleurs dangereusement les infections a S. aureus (Bravo-
Molina et al, 2016). Le contrdle des genes du métabolisme par les ARNnc, est essentiel
pour apporter aux cellules une réponse adaptative rapide face a des changements
environnementaux brutaux. Pour S. aureus cette adaptation contribue au passage des

cellules d’'un mode de vie de colonisation a un mode de vie infectieux.

IV.1. Rsal, un ARNnc au cceur du métabolisme carboné

La présence de glucose (sous forme libre D-glucose) dans le milieu de culture,
inhibe I'expression de Rsal. Lorsque la concentration en glucose extérieur est élevée, la
protéine Hpr est phosphorylée a son résidu Ser46 et forme un complexe avec CcpA, ce
qui augmente l'affinité de liaison de ce facteur de transcription avec la séquence cre
présente dans la région promotrice de Rsal. Lorsque le glucose est absent du milieu de
culture le complexe CcpA-HpRSer46 n’est plus formé, et I'inhibition de la transcription

de Rsal est levée.
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IV.1.a - Réqgulation des génes du métabolisme carboné :

En s’appariant au SD de I'ARNm glcU, Rsal va réprimer la traduction de ce
transporteur du glucose. La synthése des perméases, comme GlcU, est activée lorsque la
concentration en glucose extérieure est élevée, afin d’augmenter le flux d’'import du
glucose dans les cellules. Dans ces conditions, le role régulateur de Rsal est cohérant. En
présence de glucose, Rsal est réprimé et permet la synthése de '’ARNm gicU. A I'inverse,

lorsque le glucose a été consommé, Rsal est exprimé, et réprime gicU.

Rsal inhibe également la traduction de la fructosamine Kinase FN3K. Cette
enzyme est impliquée dans le phénomene de déglycation des protéines. La glycation des
protéines est une réaction non enzymatique qui consiste a l'attachement d’'un sucre
glucose ou fructose, par liaisons covalentes, a une protéine ou a un lipide. Ces réactions
ne sont pas des modifications post-traductionnelle, contrairement au phénomene de
glycosylation, mais se produisent lorsque le glucose est en excés dans la cellule. La
liaison d'un carbohydrate de maniére aléatoire sur les protéines, dénature leurs
fonctions biologiques. Des enzymes comme la FN3K ont un réle de déglycation, c’est a
dire qu’elles phosphorylent les groupements carbohydrates pour les décrocher des
protéines (Deppe et al, 2011). Les protéines sont alors a nouveau fonctionnelles. En
absence de glucose dans I'environnement, les fructosamines kinases ne sont pas utiles
pour la cellule, et leur expression est réprimée, par exemple par Rsal chez S. aureus

comme j’ai pu le montrer dans au cours de ce projet.

Les données de transcriptomique comparatives ont montrés que Rsal réprime
également de nombreux genes impliqués dans la biosynthese, de la thiamine, (thiW, thiE,
thiN), un cofacteur de nombreuses enzymes intervenant dans le métabolisme des

carbohydrates.

Un autre ARNm montrant un fort enrichissement dans les résultats de MAPS, est
celui codant la protéine HGO001-02520 de fonction inconnue. Cette protéine
hypothétique fait partie de la famille des facteurs de transcription XRE. La
caractérisation de cette protéine et des genes qu’elle régule, permettrait sans aucun
doute une meilleure compréhension du réle de Rsal dans la cellule. Il est cependant
intéressant de signaler que les facteurs de transcription de la famille XRE sont souvent

associés a la régulation de l'expression des genes provenant des éléments mobiles
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comme les phages, les ilots de pathogénicité, mais aussi les sytémes toxines-antitoxines

(Ibarra et al, 2013).

Dans mes expériences de transcriptomique comparatives, j'ai montré qu’une
surexpression de Rsal dans les cellules inhibe la transketolase (Tkt), et la 6-
phosphogluconate déhydrogénase (Gnd), deux enzymes directement impliquées dans la
voie des pentoses phosphates. Rsal réprime également l'expression de la fructose bi-
phosphate aldolase (Fda) qui intervient dans la glycolyse pour former du
glyceraldhéhyde-3-phosphate (G3P), substrat de Tkt. Lorsque Fda est inhibée, la
glycolyse peut se poursuivre en utilisant la voie du dihydroxyacétone phosphate (DHAP)

pour la conversion du Fructose-1,6-bi-phosphate (F-1,6BP) en G3P

La voie des pentoses phosphate permet a la cellule d’obtenir du pourvoir
réducteur sous forme de NADH mais également de convertir les hexoses phosphates en
pentose phosphate comme le ribose 5-phosphate, précurseur de la synthése des
nucléotides constituant des acides nucléiques et de coenzymes dont la cellule a besoin
en division active. En milieu de culture riche, la consommation du glucose engendre le
ralentissement de la vitesse de croissance cellulaire jusqu'a la phase stationnaire ou les
cellules arrétent de se diviser. Dans ces conditions, comme l’expression de Rsal est
activée lorsque la concentration en sucres diminue, il apparait cohérant que celui-ci
inhibe la voie des pentoses phosphate. En inhibant cette voie, Rsal participerait au
ralentissement de la vitesse de croissance, en limitant la biosynthese des acides

nucléiques.
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Figure 37 : Schéma simplifié de la voie de la glycolyse et des pentoses phosphates. Les
fleches en pointillés indiquent que les intermédiaires ne sont pas mentionnés.

IV.1.b - Réle de Rsal dans la régulation des biofilms

La formation des biofilms est un changement physiologique important pour les
cellules qui requiert la synthése de nombreuses protéines d’adhésion ainsi qu’une
production d’énergie. Ce mécanisme nécessite une régulation fine des génes impliquant
plusieurs réseaux de régulation interconnectés. Chez S. aureus, 'opéron icaADBC permet
la biosynthese des exopolysaccharides PIA. Cet opéron est régulé par le facteur SarA
ainsi que sigma B. IcaR quant a lui, est le répresseur de l'opéron icaADBC. Son
expression est finement régulée au niveau transcriptionnel et traductionnel. Sa région
3’'UTR contient une région riche en C qui s’apparie au SD empéchant ainsi le recrutement
du ribosome et la traduction de 'ARNm icaR (Ruiz de los Mozos et al, 2013). La
libération de la séquence SD requiert un changement structural, probablement
occasionné par la fixation d’'une molécule, comme une protéine, un métabolite ou un
ARNnc. Les données obtenues dans ce projet mettent en évidence une forte interaction
entre Rsal et IcaR et plus particulierement avec sa région 3’'UTR, mais qui n'implique pas
le motif riche en C. Des appariements potentiels ont été prédits entre les deux ARN qui
se trouvent localisés en aval de la séquence riche en C impliquée dans la répression de

icaR
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Figure 38 : Site de fixation de Rsal dans la région 3’'UTR de I’ARNm icaR. Le motif riche en C
s’appariant au SD de 'ARNm est encadré en rouge. Les nucléotides s’appariant a Rsal sont
surlignés en vert (prédictions IntaRNA) (Figure modifiée, Ruiz de los Mozos et al, 2013).

Les expériences in vivo, menées par notre collaborateur, Alejandro Toledo-Arana
et son équipe, indiquent qu'une forte expression de Rsal est responsable de 'activation
de la formation de biofilms. Cela peut s’expliquer par une inhibition de I'expression de
icaR médiée par Rsal. Des résultats préliminaires de traduction in vitro sont en faveur
d’une inhibition de la traduction de 'ARNm icaR par Rsal (Annexe 2). Comment Rsal
peut-il réprimer la traduction en se fixant a la région 3’'UTR? Il peut renforcer la
stabilisation de la conformation fermée de '’ARNm, dans laquelle la région SD est
inaccessible au ribosome, et empécher ainsi sa traduction. Rsal peut également
empécher la fixation d’'une molécule (i.e. protéine, ARNnc, métabolite) qui, au contraire
de Rsal, ouvrirait la structure de icaR pour libérer le SD . Des expériences de
MAPS seront envisagées avec 'ARNm icaR comme proie pour identifier si d’autres
ARNnc interagissent avec icaR et éventuellement identifier le facteur clef nécessaire a

I'activation de la traduction de cet ARNm.
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Figure 39 : Modéle hypothétique montrant I'inhibition traductionnelle de icaR par Rsal.
La partie 3’"UTR de icaR, posséde une région riche en C qui se lie a la séquence SD, empéchant
ainsi le recrutement du ribosome et la traduction de 'ARNm. En se fixant au 3’'UTR, Rsal peut
soit consolider cette conformation fermée, soit empécher la fixation d’'une molécule qui au
contraire ouvrirait la structure pour activer la traduction.

Rsal interagit également avec le début de la séquence codante de icaR (chapitre
[II Résultats, partie 2). Cet appariement peut également réprimer la traduction de
I’ARNm en favorisant le recrutement des enzymes de dégradation. Il serait intéressant
de savoir si Rsal favorise un site d'interaction plutét qu’'un autre ou si ces interactions se

font de facon concomitante par la fixation de plusieurs molécules de Rsal sur icaR.

La régulation des biofilms est complexe et dépend de facteurs multiples liés a
I'environnement, et a la disponibilit¢ de nutriment. Cependant, il existe peu de
consensus sur les métabolites nécessaires a la formation d'un biofilm (Zhu et al, 2007). 11
a été montré que la présence de glucose peut induire la formation de biofilm par le biais
de CcpA (Seidl et al, 2008). Cependant, dans des conditions optimales de croissance
(température, pH, etc.) et en milieu liquide, la présence de glucose devrait favoriser la
croissance cellulaire plutét que la formation de biofilms. L’inhibition de Rsal, en

présence de glucose, permettrait la synthese de IcaR et donc la répression de I'opéron

icaADBC.
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L’expression de la protéine IcaR est dépendante de nombreux facteurs et
I'intervention d’autres ARNnc ou de protéines chaperonnes dans la régulation de sa

traduction est tout a fait probable.

IV.2. La bifonctionalité de Rsal : un nouveau mécanisme de

régulation chez S. aureus

La découverte de deux domaines fonctionnels de Rsal ouvre de nouvelles
hypothéses sur les mécanismes de régulation des ARNnc chez S. aureus. Par sa région
simple brin, Rsal régule des ARNm cibles et par ses régions riches en G, il interagit avec
d’autres ARNnc également impliqués dans le métabolisme central, comme RsaG qui
répond au glucose-6-phosphate (G6P). Les expériences de gel retard, montrent que
I'affinité de l'interaction entre Rsal et RsaG est forte et que la seconde boucle de Rsal est
essentielle. RsaG est un ARNnc de 194 nucléotides qui présente dans sa séquence deux
motifs riches en cytosines, susceptibles de se lier a la séquence SD d’ARNm cibles. Les
prédictions d’appariements montrent que seul le motif A de RsaG est requis

pour une fixation forte a Rsal.
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Figure 40: Structure secondaire de RsaG démontrée par cartographie en solution de
I’ARN (Geissmann et al, 2009). Les oligonucléotides marqués en rouge représentent les deux
motifs riches en C interagissant avec la séquence SD des ARNm cibles. Le motif A est impliqué
dans I'appariement avec la boucle 2 de Rsal.
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RsaG est conservé uniquement chez S. aureus. Comme Rsal, il s’exprime en phase
stationnaire de croissance en milieu riche. Son expression ne dépend pas de CcpA, ni du
glucose. En revanche RsaG est tres fortement activé en présence de G6P. Le systéeme a
deux composants HptRS répond a la présence de G6P. L'expression de RsaG est
d’ailleurs inhibée dans une souche délétée de ce TCS (résultats non montrés, Emma
Desgranges). RsaG se trouve dans la partie 3’'UTR du gene uhpT qui code un
transporteur du G6P. Des données préliminaires suggerent que RsaG et uhpT pourraient
étre transcrits sous le méme promoteur avec malgré tout, une forte accumulation de
RsaG comparé au transcrit de uhpT (A. Toledo-Arana, communication personnelle). Des
expériences de Northern blot sur les souches mutantes HGOO1ArsaG et HGOO1Arsal
ainsi que sur les souches complémentées HGOO1ArsaG::pCN51::rsaG et HGO01Arsal
pCN51::rsal montrent que in vivo, 'absence ou la surexpression d’'un des deux ARNnc,
n’affecte pas la transcription de 'autre et sa stabilité (Annexe 3). L’enjeu est maintenant
de comprendre le role fonctionnel de l'interaction Rsal /RsaG pour la physiologie de S.

aureus.

IV.2.a - Réle de l'interaction Rsal/RsaG

Des expériences de gel retard montrent que RsaG n’affecte pas l'interaction de
Rsal avec ces cibles mais n’augmente pas non plus son affinité de liaison. Cela confirme
le role bifonctionnel de Rsal et son interaction avec RsaG qui n’affecte pas sa fonction
régulatrice. Les résultats du MAPS MS2-RsaG, obtenus par Emma Desgranges, mettent
en évidence des cibles directes de RsaG. Ces ARNm cibles codent les facteurs de
transcription SarA, Rex, et TcaR. La protéine TcaR est un régulateur transcriptionnel qui

réprime l'opéron des biofilms icaADBC de maniere indépendante de IcaR.

Contrairement a RsaG, Rsal empéche la fixation de RsaG sur ces ARNm cibles
lorsque son motif A est impliqué dans les interactions. En effet, d’apres les prédictions
d’appariements, soit I'un soit 'autre des motifs riches en C de RsaG peuvent interagir
avec les ARNm. Par exemple, le motif A de RsaG est requis pour former le complexe
RsaG-ARNm rex. En présence de concentrations croissantes de Rsal, on observe par des
expériences de gel retard, une compétition entre Rsal et 'ARNm rex, pour favoriser le

duplex Rsal/RsaG
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Figure 41 : Inhibition de l'interaction de RsaG/Rex par Rsal. Expérience de gel retard
montrant l'interaction RsaG/Rex. RsaG est radiomarqué au 32P a I'extrémité 5’. L’ajout d’'une
concentration croissance de Rsal inhibe I'interaction RsaG/Rex et forme un complexe avec RsaG.
(Expérience réalisée par Emma Desgranges).

Le motif A de RsaG étant pris dans l'interaction avec Rsal, ces résultats sont
cohérants et montrent que Rsal empéche l'interaction de RsaG avec 'ARNm rex. En
revanche, lorsque le motif B de RsaG est impliqué dans les interactions avec ses cibles,
comme pour les ARNm sarA et tcaR, Rsal ne change pas l'affinité de liaison des deux
ARN (Résultats Emma Desgranges, non montrés). Il pourrait donc exister une hiérarchie
dans la régulation des cibles de RsaG. Dans des conditions de croissance normale,
lorsque RsaG est exprimé a un taux proche ou plus faible que celui de Rsal, Rsal
exercerait son role « d’éponge » et piégerait RsaG sur I'un de ses domaines fonctionnels
(motif A). En présence de G6P, la quantité de transcrit de RsaG est beaucoup plus élevée
que celle de Rsal qui ne peut plus alors jouer son role « d'éponge ». Ces hypotheses

devront étre vérifiées in vivo, dans des conditions de culture avec et sans G6P.
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IV.2.b - Réle coopératif des deux ARNnc :

Les deux souches mutantes, HGO01ArsaG et HGOO1Arsal ne présentent pas de
phénotype de croissance en milieu riche. Les résultats obtenus pour les expériences de
MAPS des deux ARNnc, montrent que Rsal et RsaG ont des cibles communes, comme la
fructosamine Kinase Fn3K. Rsal se fixe dans la partie SD de ’ARNm fn3K, avec une forte
affinité et les expériences de toeprint montrent que Rsal inhibe la formation du
complexe d’initiation de la traduction. RsaG se fixe quant a lui dans la région codante de
fn3K avec une affinité moindre. Le complexe Rsal/fn3K empéche la fixation du ribosome
alors que celui de RsaG/ fn3K favoriserait le recrutement d’enzymes de dégradation.
Ainsi, Rsal et RsaG agiraient de concert sur fn3K pour réprimer sa traduction. In vivo, la
perte d'un des deux ARNnc peut possiblement étre compensé par l'autre pour la
régulation de fh3K. Ceci est un exemple de role coopératif de deux ARNnc sur une cible
commune. Rsal et RsaG sont également tous deux impliqués dans la régulation des
biofilms par I'inhibition de 'expression de deux répresseurs de I'opéron icaADBC, IcaR

pour Rsal, et TcaR pour RsaG.

IV.2.c - Réle possible de Rsal et RsaG dans le maintien de ’homéostasie

Comme de nombreux carbohydrates phosphorylés, le G6P entre dans la glycolyse
pour produire de I'énergie. Faisant partie des 13 métabolites précurseurs, il participe
également a la biosynthese de molécules, comme les lipopolysaccharides, en entrant
directement dans les voies d’assemblage. Le G6P est disponible dans le cytoplasme des
cellules hotes comme les macrophages (Richardson et al, 2015), ou S. aureus est
retrouvé ainsi que dans les monocytes ou cellules épithéliales alvéolaires. Toutefois, un
exces cytoplasmique de G6P dans les cellules peut étre toxique pour la croissance
bactérienne. En effet, chez certaines bactéries comme Salmonella et E. coli, cette
accumulation engendre une réponse cellulaire particuliere de stress. L’accumulation de
G6P active le facteur de transcription SgrR, qui induit lui-méme la transcription d’un
ARNnc appelé SgrS. Par des appariements de base, cet ARN réprime la traduction des
ARNm ptsG et manXYZ codant deux transporteurs de sucre (glucose et mannose), de
plusieurs enzymes requises pour la réponse au stress provoqué par le G6P, et active la
traduction de 'ARNm yidL qui code une phosphatase et permet la déphosphorylation du
G6P et son export hors de la cellule (Bobrovskyy & Vanderpool, 2014)
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Ainsi SgrS contribue a 'homéostasie cellulaire en maintenant une concentration

suffisante de glucose nécessaire a la cellule et en méme temps éviter les dommages

cellulaires.
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Figure 42: Role de SgrS, un ARNnc impliqué dans la détoxification du glucose 6-
phosphate chez les y-protéobactéries (figure modifiée Bobrovskyy & Vanderpool, 2016).
Autour de 'ARN SgrS, les barres rouges représentent une inhibition traductionnelle, la fleche
rouge, une activation traductionnelle, la fleche verte représente la traduction du peptide SgrT a
partir de la région codante de SgrS.

SgrS est un ARNnc particulier car il code également une petite protéine, SgrT, qui
inhibe I'activité du transporteur principal du glucose. La bifonctionnalité de SgrS permet
d’empécher rapidement I'accumulation des sucres phosphorylés dans le cytoplasme et

ainsi de restaurer la croissance cellulaire.

Un ARNm codant la phosphatase YidA (homologue de YigL chez E. coli) est
retrouvé parmi les cibles de Rsal. Les mécanismes d’action different sans doute entre
bactéries a Gram positif et a Gram négatif, toutefois l'interaction entre Rsal et yidA

pourrait avoir une implication dans la régulation de '’homéostasie. En effet, si Rsal
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inhibe I'expression de yidA, en absence de glucose, lorsqu’il est fortement exprimé, la
synthese de la protéine sera au contraire activée, en forte concentration de glucose, par
I'absence de Rsal. RsaG quant a lui, pourrait exercer un réle similaire a celui de Sgrs,
chez S. aureus. Exprimé tres fortement en présence de G6P, RsaG pourrait activer
I'expression de geénes impliqués dans le systeme d’homéostasie. Pour cela il faudra
analyser les ARNm enrichis dans les expériences de MAPS ayant un role possible dans ce
mécanisme et confirmer les interactions par des expériences in vitro. Les expériences in
vivo, conduites actuellement par Emma Desgranges dans I'étude du role de Rsag,
permettront prochainement de comprendre la dynamique de l'interaction Rsal/RsaG

ainsi que son role plus précis dans la régulation du métabolisme.

.2.d - Interaction Rsal/RsaD

Comme décrit dans l'introduction, le métabolisme du glucose, et la réponse au
stress NO, sont étroitement liés. Pour survivre les bactéries doivent temporairement
passer a un mode fermentatif lors d'un stress NO mais également lorsque pénetre dans
les tissus de I'hote et que la concentration en oxygene est faible. RsaD interagissant avec
Rsal, il existe alors une communication moléculaire entre les différentes voies de
régulation. L’affinité entre ces deux ARNnc est moins forte que celle de Rsal et Rsag, il
serait toutefois intéressant de comprendre le role de cette interaction dans la
physiologie de S. aureus. Pour cela l'identification des cibles directes de RsaD, par des
expériences de MAPS doit étre renouvelée et validée. La méme stratégie expérimentale
par gel retard utilisée pour RsaG pourrait étre employée pour I'étude de I'action de RsaD
sur les interactions de Rsal avec ses cibles, et inversement. Du fait que RsaD répond a la
production de NO, il serait intéressant d’étudier son role dans la survie des bactéries
apres internalisation dans les macrophages lors de la phagocytose. Ces expériences
seront conduites par notre collaborateur, Frangois Vandenesch et son équipe

(laboratoire INSERM, Lyon).
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IV.3. Le nouveau réseau de régulation au cceur du

métabolisme central impliquant plusieurs ARNnc.

Plusieurs ARNnc répondant aux stress environnementaux ont été caractérisés
chez de nombreuses bactéries. Pour S. aureus, 'ARNIII était jusqu'a présent le principal
ARN impliqué dans la virulence de ce pathogene, mais 'accumulation des données sur
les autres ARNnc, montre leur role clé dans la régulation des genes de virulence et du
métabolisme et leur lien avec le réseau de I’ARNIII. Les interactions entre Rsal/RsaG et
Rsal/RsaD permettent d’établir un nouveau réseau de régulation reliant ces trois ARNnc
impliqués dans la régulation du métabolisme mais également de les relier a I’ARNIII
ainsi qu’a d’autres ARNnc comme RsaE, impliqué dans le métabolisme central, ou RsaC

qui est requis pour la réponse au stress oxydatif
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Figure 43: Réseaux de régulation du métabolisme et de la virulence, impliquant les
ARNnc chez S. aureus. Les ARNnc sont représentés en rouge, les facteurs de transcription en
bleu et les cibles en gris. Les barres rouges pleines, représentent une répression traductionnelle,
les fléches rouges, une activation traductionnelle, les barres pleines noires, une inhibition
transcriptionnelle. Les fleches et barres représentées en pointillés montrent une activation ou
répression non caractérisée.

Le schéma du réseau chez S. aureus ci-dessus montre l'interconnexion des
différents réseaux de régulation, impliquant les ARNnc qui ont été découverts dans
I’équipe. Certains réseaux sont connectés par l'interaction directe entre deux ARNnc,

comme Rsal et RsaG ou encore Rsal et RsaD. D’autres parties du réseau sont connectées
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par les facteurs de transcription, comme SrrA qui régule I'expression de RsaD mais
également de RsaE, ou encore du facteur sigma B qui active I'expression de RsaA et
RsaG. D’autres ARNnc non décrits dans ce projet mais caractérisés au sein du laboratoire

comme RsaC, interagissent également avec ce réseau.

RsaC est un ARNnc de plus de 1000 nucléotides dont I'expression est fortement
induite dans les ostéomyélites (Szafranska et al, 2014). Cet ARN a une structure
secondaire particuliere comprenant deux domaines indépendants: la région 5’ est
composée de plusieurs motifs répétés en tige-boucle, dont le nombre varie d'une souche
a l'autre, la partie 3’ contient 7 séquences conservées riches en cytosines susceptibles de
s’apparier avec la séquence SD des ARNm cibles. Utilisant I'approche (MAPS), le
laboratoire a identifié 'ARNm sodA comme cible principale. Cet ARNm code la
superoxide dismutase SodA, une enzyme impliquée dans les stress oxydatifs rencontrés
également au cours d’'une infection. Cette protéine était par ailleurs significativement
augmentée dans une souche délétée de RsaC. Des expériences de Northern blot ont
montré que la transcription de sodA par RsaC n’est pas affectée. Actuellement, le
laboratoire étudie si RsaC affecterait la traduction de 'ARNm et/ou sa stabilité. Le
mutant délété de rsaC s’avere plus résistant au stress oxydatif in vivo, ce qui correlerait
avec la surexpression de SodA observée en protéomique. L’approche MAPS a également
révélé 'ARNm cymR qui est impliqué indirectement dans la détoxification des ROS mais
également dans le métabolisme de la cystéine et la formation des biofilms (Soutourina et

al, 2010), mais aussi '’ARNm rex (données non publiées).

D’autres ARNng, faisant parti des 11 identifiés par Geissmann et al, 2009, comme
RsaH sont sans doute également reliés a ce réseau de régulation. Leur caractérisation
permettra d'accumuler d’avantage de connaissances sur le role, le mode d'action et les
circuits de régulation des ARNnc qui influent sur la physiologie, la réponse au stress et la

virulence de S. aureus.
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IV.4. Identification de potentiels partenaires protéiques de

Rsal

La régulation des genes au niveau traductionnel, permet une réponse cellulaire
rapide dans les processus adaptatifs. L'initiation de la traduction des ARNm est I'étape
limitante de la synthése des protéines, au cours de laquelle 'ARNm se lie a 'ARNt
initiateur sur la petite sous-unité du ribosome (30S). Pour étre activement traduit, le site
de liaison du ribosome sur 'ARNm doit étre accessible. Beaucoup d’ARNm présentent
des structures particulieres dans leurs régions 5’'UTR qui peuvent soit directement
influer sur la reconnaissance du ribosome, soit étre reconnues par des protéines
régulatrices ou des ARNnc. Chez E. coli, I'initiation de la traduction des ARNm structurés
est facilitée par l'action de la protéine ribosomique S1, capable de déstabiliser les
structures des ARNm et de favoriser 1'adaptation du codon d'initiation sur le canal de
décodage du ribosome. Cette protéine joue également un rdle chaperon pour la
régulation de certains ARNm par les ARNnc (Duval et al, 2013). Impliquée dans la
traduction de nombreux ARNm, S1 est une protéine essentielle pour E. coli. Elle est
constituée de six domaines OB-fold et est ancrée a la sous-unité 30S grace aux deux
premiers domaines. Chez S. aureus, S1 présente une forme plus courte (quatre
domaines OB-fold) et ne contient pas le premier domaine d’ancrage sur le ribosome. Son
réle chez S. aureus, est en cours de caractérisation au sein de notre laboratoire (par

Alessandra Marenna).

Des expériences d'immunoprécipitation, suivies par des analyses protéomiques
et de séquencage a haut débit des ARN ont permis de caractériser les protéines et les
ARN enrichis avec la protéine étiquetée. Parmi les ARN, plusieurs ARNnc ont été co-
immunoprécipités dont Rsal, RsaH, RsaG, RsaE et RsaD. Des expériences de gel retard
ont confirmé que S1 forme un complexe stable avec Rsal et RsaH. Une interaction plus
faible entre S1 et RsaE a été mise en évidence alors qu'aucune interaction n'a été
observée avec les autres ARN (RsaG, RsaD) (Alessandra Marenna). A l'analyse des ces
résultats, j’ai dans un premier temps vérifié, par des expériences de rifampicine, que S1
n’affectait pas la stabilité de Rsal (annexe 4). ]’ai ensuite analysé le profil d’expression de
S1 dans diverses conditions de culture. L’ARNm rpsA (codant S1) présente deux

isoformes résultant de deux sites d’initiation de la transcription (TSS). Le transcrit court
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est constitutivement exprimé alors que le transcrit long est induit a partir de 3 h de

croissance et s'accumule en phase stationnaire (résultats non montrés).

Contrairement a Rsal, l'expression de S1 ne dépend pas du facteur de
transcription CcpA, ni de la présence de glucose dans le milieu de culture et le profil
d’expression de la protéine analysée par Western, montre que sa synthese est en phase

avec I'expression du transcrit long (Alessandra Marena).

Pour comprendre le role de l'interaction S1/Rsal et vérifier si S1 stimule la
cinétique de l'interaction ARN-ARN en fonctionnant comme une protéine chaperonne,
des expériences de gel retard, ont été réalisées entre Rsal et RsaG en présence ou non de

S1 (Alessandra Marenna )
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Figure 44 : Interaction in vitro entre S1-Rsal et RsaG. Expérience de gel retard montrant
I'interaction Rsal/RsaG (gauche) et S1/Rsal/RsaG (a droite), Rsal est radiomarqué au 32P et des
concentrations croissances de RsaG sont ajoutées. C1: controle Rsal, C2: controle Rsal/S1
(expérience réalisée par Alessandra Marenna).

Les résultats obtenus montrent la formation d'un complexe ternaire
Rsal/RsaG/S1 avec un Kd inférieur a celui de I'interaction Rsal/RsaG. La présence de S1
augmente 1'affinité entre Rsal et RsaG et semble donc favoriser cette interaction. Il serait
intéressant de savoir si cela est également le cas pour 'interaction Rsal/ RsaD ou méme
entre Rsal et RsaE qui ne montre aucune interaction in vitro alors que RsaE a été
retrouvé avec un fort enrichissement dans les expériences de MAPS MS2-Rsal. Il est
possible que S1 perturbe la structure en pseudoknot de Rsal afin de lui permettre

d’interagir avec les ARNnc.
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Des expériences de toeprint ont montré que méme non associé directement au
ribosome, S1 favorise l'initiation de la traduction d'ARNm spécifiques comme par
exemple, ceux codant les peptides PSM (Alessandra Marenna). S1 a-t-elle un effet sur la
régulation des cibles des ARNnc ? Cette protéine pourrait favoriser I'appariement de
Rsal a ces cibles ou au contraire empécher leur régulation. Aucune protéine chaperonne
des ARNnc n’ayant été encore identifiée chez S. aureus jusqu'a présent, de nombreuses

hypothéses peuvent étre formulées.

La protéine Hfq n’est pas essentielle pour la croissance de S. aureus et n'intervient
pas dans les mécanismes de régulation des ARNnc, contrairement a E. coli. Il est donc
possible que Rsal et S1 aient un rdéle coopératif dans la régulation des genes, en

particulier ceux impliqués dans les mécanismes de la réponse adaptative.

IV.5. Etude de I’expression des ARNnc en cellules uniques.

L’émergence et la dissémination rapide des souches multi-résistantes aux
antibiotiques, pose un réel probleme dans la lutte contre S. aureus (Dumitrescu et al,
2010). Les principaux mécanismes de résistance comprennent: la diffusion restreinte
et/ou l'efflux de lantibiotique, son inactivation par des enzymes bactériennes,
I'apparition de mutations et le phénomene de persistance. La persistance se référe a un
état d'activité métabolique réduit d'une sous-population de bactéries, ralentissant leur
croissance résultant au phénotype des small colony variant (SCV). Les cibles des
antibiotiques étant impliquées dans les processus de division cellulaire (transcription,
traduction, réplication, synthese de la paroi), leur action est inefficace sur des cellules
persistantes. Les mécanismes mis en jeu dans cet état de dormance sont complexes et
plusieurs voies peuvent étre impliquées. Les cellules persistantes ne sont pas des
mutants mais des variants phénotypiques qui peuvent réverter des la fin du stress.
L’expression génétique des cellules persistantes est hétérogene en particulier dans les

voies métaboliques (Harms et al, 2016).

Jusqu’a présent, toutes les études concernant la régulation par les ARNnc ont été
faites sur des populations globales. C’est le cas pour ’ARNII], et les ARNnc étudiés dans
ce projet, (Rsal, RsaD, et RsaG) dont I'expression a été suivie au sein d’'une population ou

I'on suppose que leur concentration augmente graduellement et de maniére homogeéne
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dans toutes les cellules. Il serait intéressant d’étudier I'expression des ARNnc décrits
dans le réseau ci-dessus au sein de cellules uniques au cours du temps et en conditions
de stress. En répondant aux stress présents lors d’'infections par S. aureus, ils pourraient
contribuer au phénomeéne de la persistance bactérienne. Cela sera particulierement

intéressant dans I’étude de Rsal en présence et en absence de glucose.

La plateforme microfluidique, dirigée par M. Ryckelinck permet de suivre le
comportement de S. aureus a 'échelle de la cellule unique. De nombreuses techniques
sont en cours de développement afin d’exprimer les ARNnc d'intérét avec un marqueur
fluorescent. Les bactéries peuvent étre séparées suivant plusieurs criteres dont la
fluorescence des cellules et leur transcriptome étudié. Cette plateforme présente
également 'avantage d’étudier le comportement de S. aureus et de suivre I'expression
d’ARN ou de protéines d’intérét, lorsque les cellules sont soumises a un stress. Dans le
cas de Rsal, il serait intéressant de visualiser si I'inhibition de son expression est totale

dans toutes les cellules ou hétérogene au sein de la population.

En répondant au glucose extérieur et en régulant l'expression de plusieurs
enzymes du métabolisme carboné, Rsal est un acteur important dans la réponse
adaptative de S. aureus. 1l est également directement impliqué dans la virulence de S.
aureus en réprimant I'expression de icaR, impliqué dans la formation des biofims, mais
également en activant I'expression de EsxA, un facteur de virulence nécessaire pour la
libération intracellulaire de S. aureus, dans les cellules épithéliales, en conditions
infectieuses (Korea et al, 2014). Cet ARNnc relie indéniablement le métabolisme a la

virulence de S. aureus.

IV.6. Conclusion générale.

Les réactions du métabolisme central sont quasi universelles dans tous les
domaines du vivant et les enzymes qui participent aux réactions sont tres conservées.
L’évolution des voies métaboliques se situe essentiellement dans la duplication des
geénes codant pour les enzymes qui catalysent les réactions. Par exemple S. aureus
posséde dans son génome plusieurs copies du gene codant la Glyceralhéhyde 3
phosphate déshydrogénase (GAPD), enzyme de la glycolyse qui convertit le
glycéraldéhyde-3 phosphate (G3P) en 1,3 biphospohoglycérate (1,3BPG). Une des copies
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code une GAPD particuliere capable de s’associer aux sidérophores transmembranaires

est impliquée dans 'acquisition du fer (Modun & Williams, 1999).

Cet exemple illustre le fait que le génome de S. aureus est tres plastique et qu’au
cours de I’évolution, ce pathogene a acquis de nombreux génes de virulence mais a su
également optimiser ses voies métaboliques pour s’adapter rapidement et apporter une
réponse cellulaire rapide face a des changements environnementaux. Les mécanismes
activant ou inhibant 'activité du facteur CcpA en sont un parfait exemple. Les données
accumulées au cours de ce projet de these confirment le role clef des ARNnc dans la
régulation du métabolisme et des genes de virulence de S. aureus. Les ARNnc permettent
d’établir un lien entre les différents réseaux de régulation. Ils sont particulierement
sollicités lors de changements physiologiques importants comme la formation de biofilm
en permettant aux cellules d’intégrer différents signaux environnementaux.
L’interaction de Rsal avec d’autres ARNnc montre que les mécanismes de régulation
chez S. aureus sont loin d’étre tous élucidés et que leur diversité est grande. Comprendre
les mécanismes des réseaux de régulation devrait conduire a identifier de nouvelles
cibles a visée thérapeutique et a plus long terme au développement d’'une nouvelle

génération de drogues pour éradiquer les infections dues a S. aureus.
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V - Matériel et Méthodes
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V.1.Souches de Staphylococcus aureus et plasmides utilisés

V.1.a -Liste des souches bactériennes utilisées

p3-M52RsaD

R=zaD

fusionné a rsal

Souches Description Phénotype Origine
RN&390 Dérivée de la souche NCTC 8325-4 agr | agr+ rsbl- (Peng =t al, 1988)
positive, posséde une déléton du géne
de 11pb au niveau du géne rsblU
RNB320AARNII EN6390 délétée du géne armnill ARNIII- LUGA505.Boisset
(INSERMUD230,
Lyon).
ENG6390Arot RN6390 délétée du géne rot rot- Réalisée par P.Fechter
HGOO1 Dérivée de la souche NCTC 8325-4- rsbll restoré (Herbert et al, 2010)
rsbll restoré
HGOO1ASAE HGOOL délétée du géne srrd et s SrrAB- T, Msadek
HGO01ASaeRS HGOO1 delétée du géne soeR etsoes SweRS- T. Msadek
HGO01ArsaD HGOO1 délétée du géne rsal rsal- LUG2085(INSERMUD2
30, Lyon).
HGO01-Pen31-M52 HGOO01 transformeée avec pCN31:M52 Exprime M52 (Tomasini et al, 2017)
HGOO1ARsaD-Pen31- | HGOO1 transformée avec pCN31:MS2 Exprime M52 Réalizée dans cette

Etude

HGO01ArsaD-Penal

HGO01ArsaD transformée avec pCN31-
p3

rsal)-

Réalizée dans cette
etude

dans le géne rpsa

HGO01ArsaD-Pendl- HGO01Arsal transformée avec pCN31- | rsal+ Réalisée dans cette
prsaD-Rsal prsaD-Rsal étude
HGO01ArsalG HGOO1 delétée du géne rsal rsal- (INSERMUQ230, Lyon).
HGO01-PenS1-p3 HGO01 transformée avec pCN531:P3 (Tomasini et af, 2017)
DC10B Souche d'E. coli utilisée pour le clonage | dom- (Monk et al, 2012)

de plasmides dans 5, aureus (systéme

de méthylation muté)
HGOO1AST :85 HGOO1 délétée comportant un intron 51- Réalizée par L caldelari
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V.1.b - Liste des oligonucléotides utilisés

GATCCCGCAAATTAATACGACTCACTATAGGGTTTGAGCTACTTGATTATCA

Sonde DIG hila T7-Hla for GGTAGTTGCA
Hla rev CATATTAATGAATGAATCCGTCGCTAATGCCGC
T7-Spafor GATCCCGCAAATTAATACGACTCACTATAGGGCGTTACGTTGCGCTTCGTTA
AGTTAGGCA
Sonde DIG spa
Sparev TTAGGTACATTACTTATATCTGGTGGCGTA
T7-rotfor GATCCCGCAAATTAATACGACTCACTATAGGGCTTGATTCATCCTGATTTTT
TTGGTGCAAAGTC
Sonde DIG rot
Botrev GATCCCGCAAATTAATACGACTCACTATAGGGCACTGAGTCCAAGGAAACTA

ACTCTACTAGC

SondeDIG ARNIII

T7-RNAIII for

GATCCCGCAAATTAATACGACTCACTATAGGGCACTGAGTCCAAGGAAACTA
ACTCTACTAGC

CACAGAGATGTGATGGAAAATAGTTGATGAGTTG

Sonde DIG RsaD

ENAIIl rev
58- GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCA
NBanti_ T7_2
Sonde DIG §' 58- CCACCTGACCCCATGCCGAAC
NBanti_ REV_
2
rsaD fow ACTTCTTCAATAGAGAAGTT
rsaD T7 DIG TAATACGACTCACTATAGGGACATGGTAATACACTTGGCT
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V.1.c - Liste des plasmides utilisés

Pcn51 Vecteur de clonage [Charpentier et al, 2004)
pUT7-icaR Pour transcription de_icaR (Ruiz de los Mozos et al, 2013)
pT7-icaRSUBST Pour transcription de icqRSUBST (Ruiz de los Mozos et al, 2013)
pCN51:MS2 Pour construction MS2-RsaD [Tomasiniet al, 2017)
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V.2.Tampons et solutions

— Bleu glycérol : 0,025% Bleu de bromophénol; 0,025% xyléne cyanol ; 40% glycérol.

— Bleuurée: 0,025% Bleu de Bromophénol; 0,025% xyléne cyanol ; 20% sucrose ; urée 8 M.
— Bleu formamide : 0,025% Bleu de Bromophénol ; 0,025% xyléne cyanol ; 95% formamide.
— Milieu BHI : infusion coeur-cerveau (SIGMA Aldrich)

— Milieu LB : 10 g/L bactotryptone; 10 g/L NaCl; 5 g/L extraits de levure.

— Milieu LB-agar: 10 g/L bactotryptone; 10 g/L NaCl; 5 g/L extraits de levure; 15 g/L agar.
— Milieu TSB: tryptic soy broth (Fluka)

— Tampon acide maléique 10 X : 100 mM acide maléique pH 7,5; 150 mM NacCl.

— Tampon de détection (Northern) : 100 mM Tris-HCI pH 9,5 ; 100 mM NaCl

— Tampon de lavage (Northern) : Tampon acide maléique 1X; 0,3% Tween 20.

— Tampon de lyse: 10 mM Tris HCl pH 7,5; 300 mM NaCl; 50 pg/ml lysostaphine, triton
0,025%.

— Tampon TGS (Tris-Glycine-SDS) 10X : 250 mM Tris base; 2 M glycine ; 1% SDS.

— Tampon de transfert (Western): Tris-base 0,025 M, glycine 0,2 M, méthanol 20%

— Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 1X: 89 mM Tris-Borate pH 8,3; 2 mM EDTA.

— Tampon SSC (sodium, sodium-citrate) 2X: 300 mM NaCl; 15 mM citrate-NaOH; pH 7.

— Solution de blocage 10X (Northern): Tampon acide maléique 1X; 10% agent bloquant
(Roche).

— Solution de blocage (Western): lait en poudre 5%; TBS.

— Solution TBS : 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5.

— Solution TBST : TSB; 0,1% tween 20.
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V.3.0utils de clonage et construction des souches

V.3.a - Transformation et amplification de plasmides chez E. coli :

Les systemes de restriction de S. aureus empéchent la transformation directe de
plasmides issus des souches classiques d’E. coli. C’est pourquoi les clonages et/ou
I'amplification de plasmides ont été réalisés grace a la souche d’E. coli DC10B, déficiente
dans le systeme de méthylation dcm, permettant ainsi la transformation directe de S.
aureus avec ces plasmides. 100 pL de bactéries compétentes DC10B (cellules disponibles
au laboratoire) sont incubées dans la glace avec 100 ng du plasmide a amplifier pendant
30 min. Les tubes sont ensuite plongés dans un bain marie a 42°C pendant 45 secondes
puis immédiatement mis dans la glace pendant 5 min. Les bactéries sont cultivées a 37°C
dans 1 mL de milieu LB pendant 45 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés et le
culot bactérien est repris dans 100 pL de milieu LB qui sont ensuite étalés sur boite LB +
ampicilline. Les plasmides d’'intéréts ont été purifiés soit en petite quantité, selon les
indications du kit Nucleospin plasmid Quickpure (Macherey-Nagel) en partant d’'un culot
de cellules transformées issues de 2 ml de culture incubée pendant une nuit a 37°C ou en
grande quantité a partir de culture de 150 mL incubée pendant une nuit a 37°C, grace

au kit Purelink (Invitrogen).

V.3.b - Préparation des cellules compétentes de S. aureus :

200 ml de milieu BHI sont inoculés au 1/100 a partir d'une préculture overnight
de S. aureus, et laissés sous agitation a 37°C jusqu’a DO 0,3 a 600nm. Les cultures sont
centrifugées (3000 g, 15 min, 4°C) dans des tubes Falcon de 50 mL. Les culots bactériens
sont lavés une fois avec 10 mL de sucrose 0,5 M, une fois avec 20 mL de glycérol 10% et
ensuite resuspendus dans 2 mL de glycérol 10%. Les cellules peuvent étre utilisées

immédiatement pour les transformations ou conservées a -80°C par aliquotes de 200 pL.

V.3.c - Transformation des cellules de S. aureus :

100 pl de cellules électro-compétentes sont incubées a 4°C en présence de 1-5 ug
du plasmide d’intérét pendant 30 min puis transférées dans une cuve a électroporation
Biorad de largeur 0,2 cm. L’électroporation est effectuée avec I'appareil MicroPulser

(Biorad) utilisant les parametres suivants : 1,8 kV, 2,5 ms. Apres ajout de 900 pl de
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milieu TSB, les cellules sont cultivées 2h a 37°C avec agitation puis sont centrifugées
(3000 g, 5 min, 4°C). L’étalement des culots resuspendus se fait sur milieu gélosé BHI-
plus antibiotique suivant le plasmide utilisé pour la transformation. La présence de
colonies isolées sur boites est vérifiée aprées incubation dans une étuve a 37°C pendant

1-2 jours.

V.3.d - Construction des souches

Les plasmids pCN51::rsaD ont été construit par ligation d’'un produit amplifié par PCR
contenant RsaD et sa région promotrice, digéré par Pstl ET Sphl dans le vecteur pCN51
digéré par les mémes enzymes de restrictions. Pour obtenir le plasmide
pCN51::P3::MS2-rsaD, un produit PCR contenant le tag MS2 fusionné au 5’ de RsaD a été
cloné dans le plasmide pCN51::P3 par digestion du produit PCR et du plasmide par les
enzymes Pstl/BamHI. Les plasmides provenant des clones positifs ont été séquencés
(GATC Biotech) avant d’étre transformés dans la souche E. coli DC10B, puis extrait et
electroporés dans la souche HGOO1ArsaD. L’expression de RsaD dans la souche
HGOO1ArsaD pCN51::rsaD et HGOO1ArsaD pCN51::P3::MS2-rsaD, a été vérifiée par des

expériences de Northern blot.

V.4. Analyse de I’expression des cibles de ’ARNIII

V.4.a - Culture bactérienne

Une préculture est réalisée a 37°C pendant la nuit sous agitation (175rpm), a
partir d’'une colonie prélevée sur gélose au sang. Le lendemain les cultures sont
ensemencées au 1/100 dans du milieu TSB. La DO des cultures est mesurée au
spectrophotometre a 600nm toutes les heures. Des échantillons de cultures sont
prélevés toutes les heures, a partir de 2h de culture jusqu'a 7h lorsque les cellules

atteignent la phase stationnaire. Les échantillons sont centrifugés 10 min a 3750 g a 4°C.
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V.4.b - Détection des ARN par Northern blot :

b.1 Extraction des ARN totaux:

Les ARN totaux sont extraits grace au kit commercial FastRNA Pro Blue Kit (MP
116025050, en suivant les indications du protocole commercial, resuspendus dans de
I'eau ultrapure, puis vérifiés sur gel agarose 1% TBE 1X en présence de guanidium
thiocyanate (Sigma G9277-100G) a 20mM. 400 ng d’ARN total sont dilués dans du
tampon bleu urée, chauffés 3 min a 90°C, migrés a 135V pendant 35 minutes dans du

TBE 0,5X, et visualisés grace au Geldoc EZ Imager (Biorad).

Bleu urée : urée 8 M, xylene cyanol 0,025 %; bromophénol 0,025 %, sucrose 15%

b.2 Construction des sondes ARN hla et spa modifiés par la digoxigénine :

Les amorces utilisées pour générer la sonde sont congues pour s’hybrider a I’ARN
ciblé : ainsi, elles correspondent au reverse complément, derriére un promoteur T7. Une
étape de PCR permet d’amplifier le gene cible, la taille du fragment amplifié étant
compris entre 100 et 500 pb environ. La transcription se fait grace au kit DIG-RNA
labelling mix (Roche 11277073910), en utilisant 100 a 500 ng d’ADN, des NTP contenant
le DIG11-UTP fournis dans le kit (cf 1x), du tampon T7 RNA polymerase (cf 1x), du DTT
5 mM, BSA 0,1 mg/mL, 40 U de RNAsin, spermidine 1 mM, et 1/10 du volume total de T7
RNA polymerase (préparée au laboratoire), le mix ayant un volume total de 20 pL. Le
mélange est incubé 2h a 37°C, suivi d'un traitement a la DNAse I (04716728001 10
U/uL) en ajoutant du tampon (commercial, cf 1x) pendant 15 min a 37°C. La réaction est
arrétée par 17 mM d’EDTA et du AcNa 0,3M. Les ARN-DIG sont ensuite traités au
phenol/chloroforme et chloroforme/alcool isoamylique, précipités, lavés, séchés, et
resuspendus dans 20 pL d’eau ultrapure. Leur taille, leur absorbance et leur intégrité
sont ensuite vérifiées sur gel d’agarose 1% en présence de guanidium thiocyanate 20

mM et de BET (5% vol/vol), et migré 30min a 135V.

b.3 Visualisation des ARN par Northern Blot :

Les échantillons d’ARN totaux sont préparés dans du bleu urée gqsp 10 pg par
piste dans un volume total de 20 pL, chauffés 5 min a 70°C puis déposés sur un gel

d’agarose 1,5% contenant 20mM de guanidium thiocyanate. La migration est réalisée
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dans une cuve d’électrophorese placée a 4°C avec un voltage constant de 140 V pendant
4 h environ. Apres la migration, le gel est lavé 10 min dans du tampon SSC 2X. Les ARN
sont ensuite transférés sur une membrane de nitrocellulose Hybond N+ (GE healthcare)
pré-incubée dans du tampon SSC 2X. Le transfert est réalisé par aspiration sous vide
pendant 1 h. la membrane est ensuite cross-linkée et préhybridée dans du tampon
d’hybridation pendant 30 min minimum a 68°C. La sonde ARN (1 pL) marquée a la
digoxigénine est préalablement chauffée 5min a 70°C dans 500 uL de tampon
d'hybridation. L’hybridation est réalisée une nuit a 68°C. La membrane est ensuite lavée
deux fois 5 min avec le tampon de lavage 1 a température ambiante, puis deux fois 15
min avec le tampon de lavage 2 a 68°C. Toutes les étapes suivantes se déroulent a
température ambiante. La membrane est saturée avec du tampon de blocage pendant 30
min, puis la solution est renouvelée avec une concentration au 1/1000 d’anticorps
spécifique des groupements DIG couplés a la phosphatase alcaline (Roche Applied
Science). L'incubation avec les anticorps s’effectue 30 min. La membrane est lavée deux
fois 15 min avec le tampon de lavage 3 puis incubée 5 min dans le tampon de
détection. Aprés ajout du substrat (CDP Star, Roche Applied Science), la membrane est
scellée dans un film plastique, puis placée dans une cassette. Les résultats sont ensuite
révélés par autoradiographie.

Tampon d’hybridation : Formamide 50%, SSC 5x, NaPO4 pH 7 50 mM, blocking solution 2%

(Roche 11 096 176 001 dilué dans de I'acide maléimique pH 7,5 VWR 8.00380.1000), N-Lauroyl
sarcosine 0,1% (Sigma L7414), SDS 7%

Tampon de lavage 1 : 2x SSC, 0,1% SDS
Tampon de lavage 2 : 0,2x SSC, 0,1% SDS

SSC 20x : 3M NacCl, 300 mM Sodium Nitrate
Tampon de lavage 3 : acide maléique 1x (VWR 8.00380.1000), tween 20 0,3%
Tampon de détection : Tris pH 9,5 0,1 M, NaCl 0,1M

V.4.c - Détection des protéines par western blot :

c.l Extraction des protéines totales et cytoplasmiques :

Apres centrifugation des échantillons de cultures bactériennes, les culots
bactériens sont repris dans 1 mL de tampon Tris-HCl 10 mM pH 7, puis la suspension est

divisée en deux fois 500 pl permettant d'une part l'extraction des protéines totales
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(protéines cytoplasmiques et membranaires) et d'autre part l'extraction des protéines
cytoplasmiques. Les tubes sont centrifugés 15 min a 3000 g a 4°C. L'extraction des
protéines cytoplasmiques nécessite une lyse douce des cellules. Un volume de tampon
de lyse défini par rapport a la DOsoonm totale selon la relation ci-dessus, est ajouté a
chaque culot bactérien. Les tubes sont agités et mis a incuber a 37°C pendant 30 min
puis centrifugés (15 min, 10000 g, 4°C) afin d'éliminer les membranes et les débris
cellulaires. La quantité en protéines des échantillons est mesurée a l'aide d'une gamme
d'étalonnage par la réaction de Bradford. La courbe d'étalonnage est réalisée a partir

d'une solution mere de BSA a 1,4 mg/mL etla DO est mesurée a 595 nm.

Pour l'extraction des protéines totales, les culots bactériens sont repris
dans un volume de bleu de dépét toujours calculé par rapport a la DOeoonm, puis les tubes
sont chauffés 5 min a 90°C et centrifugés 15 min a 13000 g a 4°C afin d'éliminer les
débris cellulaires. Les surnageants sont transférés dans de nouveaux tubes et les

échantillons sont conservés a -20°C.

c.2 Séparation des protéines par gel SDS-PAGE et Western blot:

Les protéines sont séparées dans un gel de polyacrylamide 12% en présence de
SDS a 140 V pendant 40 min dans du Tampon TGS, puis transférées sur une membrane
de nitrocellulose. Le transfert s'effectue 1 h a 400 mA a 150 V. La membrane est ensuite
incubée une nuit a 4°C avec la solution de blocage. Le lendemain, la membrane est

incubée 1 h a 20°C avec I'anticorps primaire (Anticorps anti-Rot : Laboratoire Dr Frees,

University of Copenhagen, Anticorps anti-Hla: Anticorps de lapin anti-hémolysine a

(Abcam) Anticorps anti-protéine A : utilisation de I'anticorps secondaire seul, la protéine

A se fixant a la partie constante (Fc) des IgG ), dans la solution de blocage. Trois lavages
successifs de 10 min sont réalisés avec la solution de lavage. La membrane est ensuite
incubée 1 h a 20°C avec I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase (Mouse anti rabbit
ECL Lot 4837492). Trois lavages de 10 min sont réalisés. La membrane ajout de 1 mL de
substrat (Thermo Scientific Pierce, ECL Western Blotting Substrate). La membrane est
scellée dans un film plastique et les résultats sont révélés par autoradiographie.

Gel de concentration: Tris HCl pH 6,8 80 mM, SDS 0,1%, 5% acrylamide, APS 0,1%, Temed
1/1000

Gel de migration: Tris HCl pH 8,8 500 mM, SDS 0,1%, 12% acrylamide, APS 0,1%, Temed
1/1000

168 Matériel et Méthodes



Bleu de dépot de protéine : Tris-HCl pH 6,8 60 mM, Glycérol 25 %, SDS 2 %,  mercaptoéthanol 5
% (0,7 M), Bleu de bromophénol 0,1 %

Tampon TGS 1x : Tris 25 mM, glycine 200 mM, SDS 0,1%

V.5.Etude de la fonction de RsaD

V.5.a - Expériences de stress NO

Deux flasques contenant du milieu BHI ont été ensemencées avec 1/100 d’une
pré-culture sur la nuit de la souche sauvage HG0O01. A DOsoonm de 0,2, en début de phase
exponentielle, 100 uM de DEA NONOate ont été ajoutés a 'une des cultures. Les ARN
totaux ont été préparés a partir d’échantillons de cultures prélevés toutes les 10 min
apres le stress NO. Les ARN ont été préparé comme décrit dans le chapitre « Extraction
des ARN totaux ». L’électrophorese a été réalisée sur gel d’agarose 1%, contenant 20 mM
de guanidium thiocyanate en utilisant 10 pg d’ARN total. Apres transfert sur membrane
de nitrocellulose, les ARN ont été détectés en utilisant des sondes DIG. La détection de

I’ARNr 5S a servi de controle de charge.

V.5.b - Expériences de chromatographie d’affinité MAPS

b.1 Préparation des lysats
Le culot de cellules provenant de cultures de 100 ml en BHI des souches

contenant un plasmide codant RsaD avec I'étiquette MS2 en 5’, est repris dans 8 ml de
tampon A, puis transféré dans un tube Falcon de 50 ml contenant 5,6 g de billes de verre.
Les tubes sont placés dans l'appareil Fastprep (MP Biomedicals) et sont agités pendant

40 secondes a froid, pour lyser les bactéries.

b.2 Préparation des colonnes
Une colonne de polypropyléne (Biorad) (une par échantillon) est lavée avec de

I'eau MilliQ. La matrice de billes d’amylose (600 pul) couplées au maltose (New England
BioLabs) est déposée dans la colonne qui est ensuite lavée trois fois avec 10 ml de
tampon A. Une quantité totale de 7,1 nanomoles de protéine de fusion CP-MBP y est

ajoutée.
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b.3 Purification des complexes contenant I’ARN chimere

La purification se déroule a 4°C. La totalité du lysat appelé « crude extract » (CE)
provenant d'une culture de 100 ml est déposé sur la colonne. Les fractions sont récoltées
par gravité. L’ensemble des molécules non retenues par la matrice est récupéré et
constitue la fraction appelée « flow through » (FT). La colonne est ensuite lavée cinq fois
avec 10 ml de tampon A et les fractions de lavage correspondantes sont récupérées
(Washing, W). Les complexes ribonucléoprotéiques retenus par la protéine CP-MBP
fixée a la matrice sont ensuite élués avec 2 ml de tampon E contenant du maltose
(12 mM). La fraction récupérée est appelée élution (EL). La totalité de EL est utilisée
pour la purification des ARN par un traitement au phénol/chloroforme, puis
chloroforme :alcool isoamylique, et précipitation a I’éthanol. Sur les fractions FT et W, 1
ml est utilisé pour les expériences de controle. Les ARN sont visualisés par Northern

blot.

V.5.c - Expériences de protéomique comparative

c.l Conditions de culture et croissance et extraction des protéines

Une préculture dans du BHI a 37°C sous agitation (175rpm) pendant toute la nuit
a été réalisé pour chaque souche et chaque triplicat a partir d’'une colonie isolée
différente (réplica biologique). 50mL de BHI a été ensemencé au 1/100 a partir des
précultures. Les cellules ont poussé pendant 6H puis centrifugées 15 minutes a 3750
rpm. Les culots cellulaires ont été lavés avec du tris HCI 10 mM pH 7,5, par
centrifugation (3750 rpm pendant 15 min) puis repris dans 5mL de tampon de lyse

contenant 10mM tris HCI pH 7,5 a 20°C, 20mM NacCl, 1mM EDTA, 5mM.

c.2 Analyse de la masse des peptides
L’analyse des échantillons a été réalisée par P. Hammann, L. Kuhn et J. Chicher

(plateforme protéomique, IBMC, Strasbourg). Le mode d’ionisation ESI (Electrospray
lonisation) a l'entrée de Ilinstrumentation génere des peptides multichargés,
principalement des 2 a 3 fois chargés, (M+2H)2+ et (M+3H)3+. Ces ions sont analysés
par cycle d’acquisition de 1 spectre MS (masse des peptides) suivi de 20 spectres MSMS
(fragmentation des 20 peptides les plus intenses du spectre MS). Chaque cycle « Top 20
» dure 1.5 secondes. Une regle d’acquisition limitant I'observation consécutive d’un

peptide de méme masse augmente la dynamique de détection de peptides faiblement
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abondants dans les extraits (problématique de la co-élution peptidique proportionnelle
a la taille du protéome). L’appareillage est de type Q TOF, modeéle triple TOF 5600
(Eksigent-Sciex). Le fichier final d’acquisition comporte la somme des spectres de

fragmentation de peptides, détectés a la sortie de colonne HPLC.

c.3 Identification des peptides par bioinformatique

L’ensemble de ces données expérimentales de fragmentation MSMS est comparé
a une banque de spectres MSMS théoriques de I'organisme bactérien de référence (S.
aureus MG1655, Swissprot). Le logiciel Mascot (Matrix Science) compile ces données et
attribue un score d’identification par peptide et somme les scores des peptides
discriminants par protéine. Afin d’estimer la fiabilité de I'identification et de déterminer
un seuil de score a partir duquel l'identification est validée, une banque réverse des
séquences protéiques de S. aureus est fusionnée a celle de I'organisme de référence.
Dans le listing final d’identification, classé par score Mascot décroissant, les hits réverses
apparaissent en bas de tableau. Ils sont comptés pour déterminer un taux de faux
positifs. Le critére actuel de publication est un FDR (False Discovery Rate) inférieur a 1

%, valeur acceptable d’erreur.

V.6.Etude de la fonction de Rsal

Le matériel et méthode, les souches et amorces utilisées pour I’étude de Rsal son
répertoriés dans la section matériel et méthode du manuscrit (Chapitre III résultats

partie 2). Cette partie ne concerne que les expériences répertoriées en annexe.

V.6.a - Transcription in vitro

Un volume de 1 mL de mix de transcription in vitro contenant 100 pg de plasmide
linéarisé ou 5 pg de produit PCR est incubé pendant 2h30 a 37°C. La digestion de 'ADN
matrice se fait par ajout de 75 U de DNase [ (RNase free, Roche, 10 U/uL, 4716728001)
et de 100 pL de tampon DNase dilué (tampon commercial cf 1x) pendant 1h a 37°C. Pour
dissoudre le pyrophosphate généré, 45 mM d’EDTA est ajouté au mélange réactionnel.
L’ARN est ensuite traité par deux extractions au phénol/chloroforme (24:1 vol/vol).
Chaque extraction se déroule de la maniere suivante: 1 volume (vol) de

phénol/chloroforme est ajouté et I’échantillon est fortement mélangé au vortex pendant
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2 min, et apres centrifugation (2 min, 12000 g, 4°C), la phase aqueuse est récupérée dans
un nouveau tube eppendorf. Un traitement par une extraction au chloroforme/alcool
isoamylique (19:1 vol/vol) en suivant le méme protocole permet d’éliminer les traces de
phénol. L’ARN contenu dans la phase aqueuse est ensuite précipité par ajout d’acétate de
sodium (300 mM final) et 2,5 vol d’éthanol absolu. Apres mélange de la solution, la
précipitation est réalisée dans un bain d’éthanol-carboglace pendant 30 min. L’ARN
précipité est centrifugé (20 min, 4°C, 19000 g), le surnageant est retiré et le culot est
lavé par 400 uL d’éthanol 80 %. Apres centrifugation (10 min, 4°C, 13000 g), 'étape de
lavage est renouvelée. Le culot est ensuite séché par évaporation sous vide et le culot
d’ARN est repris dans 40 pL de bleu urée. Apres incubation de 3 min a 90°C, 'ARN est
purifié par électrophorése sur un gel de polyacrylamide 8 % (1:19 bis-
acrylamide:acrylamide)-urée 8 M-TBE 1x qui a subi une pré-migration de 30 min a
22 mA. Le pourcentage du gel dépend de la taille de 'ARN a visualiser. La migration
s’effectue a 22 mA selon une durée adaptée a la taille du fragment (3h pour 100nt par
exemple). L’ARN est visualisé par UV, le gel est alors découpé et 'ARN est élué dans 400
uL de tampon d’élution + 100 pL de phénol a 4°C pendant la nuit sous agitation. L’éluat
est récupéré, et la bande de gel est retraitée avec du tampon d’élution (135 pul) en
présence de phénol (15 pl) pendant environ 1h30 a 4°C. Les deux éluats sont combinés
puis I'’ARN est extrait par un traitement au phénol/chloroforme puis au
chloroforme/alcool isoamylique comme décrit ci-dessus. Aprées précipitation de I’ARN et
lavage, le culot est dissous dans 40 pL d’eau milliQ et stocké a -20°C. La concentration de
I’ARN est déterminée par la mesure de la densité optique a 260 nm sachant que 1 unité
DO26onm = 40 pg/mL d’ARN. La pureté de ’ARN est ensuite vérifiée sur un mini-gel de
polyacrylamide 8 %-urée 8 M-TBE 1x.

Mix transcription in vitro : tampon T7 1x, DTT 5mM, BSA 0,1mg/mL, RNasin (promega
N251B) 100 U, spermidine 1 mM, ATP UTP CTP GTP GMP 4mM chacun, ADN, 5 uL de T7

ARN polymérase (préparée dans I'équipe, 18 ng/uL, environ 1x10® U/mg), dans un
volume final de 250 pL.

Tampon d’élution des ARN : NH4Ac 500 mM, EDTA 1 mM

172 Matériel et Méthodes



a.l Vérification de l'intégrité de I’ARN sur gel

La pureté de I'ARN est vérifiée par électrophorese sur un mini-gel de
polyacrylamide X %-urée 8 M-TBE 1x. Le pourcentage du gel dépend de la taille de 'ARN
a visualiser, souvent entre 6 et 12%. L’ARN (0,2 pg), mélangé a 1 vol de bleu urée, est
chauffé 3 min a 90°C, puis déposé sur le gel qui a subi une pré-migration de 30 min a 200
V. La migration se fait a 200 V dans du tampon TBE 1x pendant un temps adapté a la
taille de '’ARN. Dans le cas d'un ARNm non marqué, la coloration se fait pendant 30 min
dans un bain de stains all et 1a décoloration dans I'’eau milliQ est réalisée a la lumiére du

jour du gel, 'ARN apparait alors coloré en violet.

Stains all : dissoudre 15 mg de stains all (Sigma-Aldrich E9379) dans 1 L d’eau

contenant 10 % diméthylformamide. Garder la solution de couleur parme a I'obscurité.

V.6.b - Traduction in vitro

Le kit PURExpress (New england BioLabs ref: E6800S) a été utilisé selon le
protocole commercial en présence de Met-S35. Le mélange réactionnel est réduit a 10 pL,
I’ARNm utilisé est icaR, transcrit a partir du plasmide pUT7-icaR, a 10pmol en présence
d’'une quantité croissante de Rsal (0 a 30 pmol). Le mélange réactionnel est incubé 2h a
37°C, puis chargé sur un gel SDS-PAGE 15%, coloré au bleu de coomassie. Le gel est
séché et mis au contact d'un film autoradiographique. La présence de bandes
aspécifiques présente dans tous les échantillons, permet de normaliser le signal. Un
control positif a été utilisé en utilisant I’ARNm icaRSUBST, transcrit a partir du plasmide

pT7-icaRSUBST, pour visualiser une augmentation de la traduction de IcaR.
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VIL.2. Annexe 2 - inhibition de la traduction du messager

icaR par des expériences de traduction in vitro.

Rsal
A
C1 C2

0 0 7,5 15 30  pmol

Expérience de traduction in vitro de 'ARNm icaR en présence d’'une quantité croissante
de Rsal. Le kit PURExpress (New england BioLabs ref: E6800S) été utilisé selon le protocole
commercial en présence de Met-S35. Le mélange réactionnel est réduit a 10 pL, 'ARNm utilisé est
icaR a 10pmol en présence d'une quantité croissante de Rsal (7,5 a 30 pmol). Le mélange
réactionnel est incubé 2h a 37°C, puis chargé sur un gel SDS-PAGE 15%, coloré au bleu de
coomassie. Le gel est séché et mis au contact d'un film autoradiographique. La présence de
bandes aspécifiques présente dans tous les échantillons, permet de normaliser le signal. C1: 10
pmol icaR C2: 10 pmol icaR SUBST (icaR muté au niveau de la séquence en 3’'UTR s’appariant a
la séquence SD).
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VIL.3. Annexe 3 - L'interaction Rsal/ RsaG n’affecte pas le

taux des deux ARNnc

HG001 HGO001ArsaG HGO001 HGO001Arsal
2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h

Taux de Rsal et RsaG dans la souche WT et dans les souches mutantes HGOO1Arsal et
HGO0O01ArsaG. Expériences de Northern blot sur les ARN totaux, préparés a partir d’échantillons
de cultures prélevés a 2, 4, et 6h de croissance, de la souche sauvage HG001, et des souches
mutantes HGO01Arsal et HGO01ArsaG. Electrophorese réalisée sur gel d’agarose 1,5%, contenant
20 mM de guanidium thiocyanate. 10 pg d’ARN total ont été chargé. Apres transfert sur
membrane de nitrocellulose, les ARN ont été détectés en utilisant des sondes DIG. La détection
de 'ARNr 5S a servi de controle de charge. (Expériences réalisées par Emma Desgranges).
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VII.4. Annexe 4 - S1 n’affecte pas la stabilité de Rsal

HGOO01 HGO01AS1:86

o0 22 4 8 15 30" 45 60 o0 20 4 8 15 30" 45" 60

Expériences de Rifampicine montrant la demi vie de Rsal dans la souche sauvage HG001
et la souche mutante HGO01AS1:86. Expériences de Northern blot sur les ARN totaux,
préparés a partir d’échantillons de cultures prélevés a 0, 2, 4, 8, 15, 30, 45 et 60 minutes apres
I'ajout de la rifampicine. Comparaison de la demi vie de Rsal entre la souche sauvage HG001, et
la souche mutante HGO01AS1:86, contenant un intron, ne permettan plus la protéine S1 d’étre
exprimée. Electrophorese réalisée sur gel d’agarose 1,5%, contenant 20 mM de guanidium
thiocyanate. 10 pg d’ARN total ont été chargé. Aprés transfert sur membrane de nitrocellulose,
les ARN ont été détectés en utilisant des sondes DIG. La détection de 'ARNr 5S a servi de
controle de charge.

NB: les expériences de Northern blot ne permettent pas d’affirmer que S1 a un
effet sur la stabilité de Rsal. Le signal du 5S étant saturé une quantification informatique

du signal n’est pas optimale. Cette expérience préliminaire devra étre reproduite.
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VIL.5. Annexe 5 - Liste compléte des ARN retrouvés avec MS2-Rsal par les expériences

de MAPS
Id EEne product FoldChange LT pwalue padj
Ee
HGOD1_02708 | icap | DlOTIM OpEron icaADBC HTH-type negative | - oo o 5,086 | 833E-104 | 518E-101
transcriptional regulator lcaR

HGO01_02347 - Rsal 27,531 4,783 241E-168 | 450E-165
HG001_02520 - XRE family transcriptional regulator 22,978 4,522 2,50E-162 2,34E-159

hypothetical protein; type VI secretion

protein lomF; Cytoplasmic Membrane;
HE001_01242 " |predicted transmembrane helices (TMHMM): 17,369 4,118 +46E-24 8,338-22

3
HGO01_02756 - RzaG 13,621 3,768 1 02E-41 4 75E-39
HTH-type transcriptional regulator GIVR; hex

regulon repressor; Regulated by CcpA;

HG001_02360 | glvR bifunctional 9,961 3,316 7,73E-31 2 40E-28
phosphoglucose/phosphomannose
isomerase

Putative O-methyltransferase/MSMEI_4947;

tein-{glutamine-N5 thyltransf: ,
Weoo1_oisaz | - | Proteinlelutamine-NS) methyltransferase 7.137 2835 314621 | 595618
ribosomal protein L3-specific; 165 rRMA

[guanine(5327)-N{7}}-methyltransferase RsmG

HGO01_02609 | jsal putative transglycosylase lsaA precursor 6,76 2,757 7, 79E-33 2,91E-30
HGO01_00347 - RsaE 5476 2,453 4 29E-11 2 00E-09
hypothetical protein; Glyoxalase_2;
HGO01_02545 - ) ) 5,262 2,396 1,56E-17 195E-15
Glyoxalase-like domain
Peptid id d YPEB d i
HGOO1 00316 | - eptidase propeptide an omain 5,234 2,388 4,98E-24 | 846E-22
protein
HG001_02210 - hypothetical protein; regulated by CcpA 4978 2,316 563E-14 4 20E-12
HG001_02293 (gicl_2 putative glucose uptake protein GlcU 4,769 2,254 1,20E-08 MNA
HG001_00374 - hypothetical protein 4532 2,18 2,57E-12 1,37E-10

Fructosamine kinase; FN3K; Fructosamine-3-
kimase is part of an ATP-dependent system
HGOD1_02628 | - par P Y 437 2,128 2,326-26 | 4,80E-24
for removing carbohydrates from non-

enzymically glycated proteins.

Putative cell-wall binding lipoprotein; Cell

HG001_00942 - divisionchromosome segregation protein 4,091 2,032 7.33E-17 8,55E-15
SMC; Lipid anchored

HGO01_00584 - RsaD 4,078 2,028 3,15E-06 MNA

HG001_02336 | odh Opine dehydrogenase 3,826 1,938 6,51E-29 1,74E-26
HG001_01701 - hypothetical protein 3,796 1,925 5,91E-07 1,11E-05
HGO01_00733 - spA 3,701 1,588 2,6BE-15 2,28E-13
HG001_00975 - hypothetical protein 3,44 1,783 2,51E-28 5,B5E-26
HG001_00709 - Epimerase family protein 3,391 1,762 5,83E-20 7 7BE-18

DegV domain-containing protein fatty-acid
binding, it may play a role in the cellular
HG001_00&6E7 - functions of fatty acid transport or 3,269 1,709 1,49E-07 3,26E-06
metabolism; EDD domain common to
mannose transporter EIIA

HG001_01700 | sigs RMA polymerase sigma factor Sigs 3,238 1,695 3,36E-09 1,08E-07
5aAl Staphyl Is tory anti safd
HGOD1 o233 ||  “APnYiOCOCCal secretory antigen ssa 3,225 1,689 5,43E-06 | 7,98E-05
2 precursor
HGOD1_ 00646 - DoxX 3,204 168 4 O5E-06 6,19E-05
HG001_01904 - hypothetical protein 3,156 1,658 0,00013907 MNA
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HGE001_01064 - hypothetical protein 3,096 1,63 6, 92E-06 9 BBE-05
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol
HG0O01 00412 | ispE phosphocy “k, yiroEny 3,058 1,612 121623 | 1,88E-21
inase
HG001_01548 - hypothetical protein 3,035 1,602 2,63E-16 2 B9E-14
HE001_00614 - hypothetical protein 3,015 1,592 00002426 MNA
HG001_01150 | glpF Glycerol uptake facilitator protein 2,967 1,569 5, 17E-06 | 0,00012401
HGOD1_01041 - 54 domain protein 2,908 1,54 112E-12 6, 32E-11
speC
HE001_00347 e X - Exotoxin type C precursor 2,908 1,54 1,14E-06 2,05E-05
HGOO1_01523 | mtnM 5-methylthioadenosine/s- 2,894 1,533 7.26E-16 | 7,44E-14
adenosylhomocysteine nucleosidase
HGOD1_02744 - spA 2,861 1,516 1 51E-06 2 S9E-05
HGOD1 02259 | ecfal | CnCYBY-CouPling factor transporter ATP- 2,858 1,515 419607 | 831E-06
binding protein EcfAl
HGOD1_00303 - T-box 2,822 1,497 0,00058486 MN&
HG001_013841 - hypothetical protein 2,821 1,496 4,15E-10 1,61E-08
HG001_02753 | rnpA Ribonuclease P protein component 2,804 1,488 4 32E-09 1,34E-07
HGO01_01601 | thrs Threonine—tRNA ligase 2,798 1,484 5,23E-14 4 O7E-12
HGO01_01712 | metk S-adenosylmethionine synthase 2,682 1,424 7,22E-08 1,71E-06
HGOD1_01351 - hypothetical protein 2,674 1,415 2 83E-06 |0,00012115
PTS system trehalose-specific EINIBC
HGO01_00386 | treB component Phosphotransferase system; 2,653 1,408 8,6BE-16 8,10E-14
Regulated by Ccpa
HGO01_01596 | rpmil 505 ribosomal protein L35 2,644 1,403 2 11E-13 139E-11
HGO01_02584 - hypothetical protein 2,64 1.4 0,00134204 NA
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase Dach
HG001_ 00581 | dach 2,633 1,397 2 11E-06 3, 52E-05
precursor
HGO01_00054 - Ma+/Pi-cotransporter 2,628 1,394 1,B1E-05 |0,00023113
HGOD1_01236 | cof HMP-PP phosphatase 2,621 1,39 3 10E-07 6,42E-06
HG001_02667 (slyA_3 Transcriptional regulator ShyA 2,619 1,389 7,57E-16 7.44E-14
Adenosine monophosphate-protein
HGOD1_01526 - ] 2,619 1,389 1,36E-05 |(0,00018013
transferase SoFic
HGO01_00165 | uhpT Hexose phosphate transport protein 2,601 1,379 6,27E-05 | 0,00066452
HE001_00818 | yidA Sugar phosphatase YidA 2,599 1,378 9, 79E-09 2, 73E-07
HGO01_00838 oppD_| Oligopeptide transport ATP-binding protein 2507 1377 0,00032632 | 0,0026022
2 OppD
Ribosome-associated protein L7Ae-like
HGO01_00475 | rplGE ) 2,587 1,371 2,15E-13 1,39E-11
protein
HGO01_02103 | kdpC Potassium-transporting ATPase C chain 2,56 1,356 7,49E-10 2, 79E-08
Putative TrmH family tRNA/TRNA
HGOD1_00985 - 2,553 1,352 1 48E-12 214E-11
methyhtransferase
Staphyl Is t ti Szal
HGOO1_02606 |ssaA_2 aphylococeal secretory antigen =2 2,545 1,348 | 0,00181452 NA
precursor
bpX
HG001_00807 F f - Putative penicillin-binding protein PbpX 2,535 1,342 3,94E-10 1,56E-08
HGE001_01005 | fib_2 Fibrinogen-binding protein precursor 2,535 1,342 7,69E-09 2, 24E-07
HGE001_00425 |yugl_1 General stress protein 13 2,529 1,339 2 04E-12 4 0BE-10
HG001_01779 - hypothetical protein 2,515 1,331 1,49E-10 6,33E-08
HE001_02639 |aldC_2 Alpha-acetolactate decarboxylase 2,506 1,325 1,50E-08 4 OTE-D7
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nupC_ )
HE001_00450 2 Nucleoside permease NupC 2,45 1,293 0,31E-05 | 0,00090936
HG001_00502 | gph_1 Phosphoglycolate phosphatase 241 1,269 0,00012701 | 0,00117908
HGO001_00317 - hypothetical protein 2,403 1,265 4,43E-12 2,25E-10
HG001_00766 - hypothetical protein 2,401 1,263 0,00371959 NA
HG001_01295 nD;B_ Quinclone resistance protein NorB 2,397 1,261 000036798 | 0,00286101
HG001_00411 - hypothetical protein 2,379 1,25 7,06E-14 5,07E-12
HG001_02055 - Nitroreductase family protein 2,371 1,245 5,39E-13 3,25E-11
HGO01_02485 "':';B- Quinolone resistance protein NorB 2,371 1,245 | 0,00139709 NA
HG001_01680 - T-box 2,359 1,238 0,00053%26 | 0,00298547
HG001_01423 fur Ferric uptake regulation protein 2,358 1,238 0,0018917 NA
HG001_00710 - RsaH 2,357 1,237 0,00044092 | 0,00329822
HG001_02076 | ilvD Dihydroxy-acid dehydratase 2,348 1,231 0,00419069 MNA
HE001_00170 | pflA Pyruvate formate-lyase-activating enzyme 2,323 1,216 2,05E-14 1,67E-12
HG001_01010 - hypothetical protein 2,321 1,215 5,06E-07 3, 74E-06
HE001_01843 - hypothetical protein 2,32 1,214 0, 14E-13 5,33E-11
Protease synthase and sporulation negative
HG0O01_02407 | paiA v pe & 2312 1,209 | 0,00026297 | 0,00628288
regulatory protein PAl 1
HG001_ 00961 - hypothetical protein 2,304 1,204 3,04E-05 | 0,00036786
HG001_00862 - 2'%2C5" RNA ligase family 2,297 1,2 1,53E-09 5,08E-08
HG001_02566 - Sortase family protein 2,287 1,194 0,00250298 N&
HG001_009359 | typA GTP-binding protein TypA/BipA 2,283 1,191 2 9BE-09 2 SBE-O7
HG001_02555 - hypothetical protein 2,28 1,189 0,00061123 | 0,0043203
HE001_02171 - hypothetical protein 2,268 1,182 3, 8BE-O7 1,62E-05
HG001_02719 - Polysaccharide deacetylase 2,265 1,179 3,95E-05 | 0,00045741
HG001_02697 - hypothetical protein 2,258 1,175 0,00024064 | 0,0019957
HG001_01602 - T-box 2,256 1,174 9,66E-10 3,53E-08
rhdG
HG0O01_02641 L 2 - putative amino acid permease YhdG 2,247 1,168 0,00720471 NA
HG001_01022 - Antibacterial protein 3 2,244 1,166 2,03E-13 1,39E-11
HE001_02748 - hypothetical protein 2,243 1,165 2,26E-06 0,0001141
HE001_01107 | rpsB 305 ribosomal protein 52 2,226 1,154 2,69E-10 1,12E-08
HG001_02666 - hypothetical protein 2,213 1,146 0,00176268 | 0,01047503
HG001_01366 - Phage major tail protein 2,205 1,141 0,00932705 NA
HG001_00664 - Putative lipid kinase 2,202 1,139 3,63E-13 2,26E-11
HG001_00618 - Acetyltransferase (GNAT) family protein 2,201 1,138 0,0071477 MA
HE001_01186 - hypothetical protein 2,197 1,136 6,57E-06 9,50E-05
HGO01_01655 | acul Acetoin utilization protein Acud 2,18 1,125 2,66E-08 B, B1E-07
HG001_00487 dck Deoxyadenosine/deoxycytidine kinase 2,179 1,124 0,00730825 NA
HG001_01549 - CsbD-like protein 2177 1,122 2,25E-08 6, 00E-07
HG001_00376 |slel 1 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase slel 2171 1118 218E-05 | 0,00027508
precursor
HG001_01785 - hypothetical protein 2,166 1,115 0,01013967 NA
HG001_01301 - PepSY-associated TM helix 2,163 1,113 0,00355572 | 0,01824345
HG001_00725 - hypothetical protein 2,159 1,11 2, 46E-08 6, 37E-07
E
HGOO1_02638 pa; - 2-dehydropantoate 2-reductase 2,155 1,108 7,33E-06 | 0,00010278
HGO01_00842 | trpS Tryptophan—tRMNA ligase 2,153 1,106 0,00076856 | 0,00523406
epFl
HE001_00846 P pl Oligoendopeptidase F¥2C plasmid 2,145 1,104 1,10E-09 3,BBE-08
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HG001_00264 | lip2 Lipase 2 precursor 2,138 1,097 5,85E-07 1,11E-05
HiG001_D2678 - hypothetical protein 2,135 1,094 0,00099249 | 0,00646936
HGO01_01482 | cshB | DEAD-box ATP-dependent RMA helicase CshB 2,127 1,089 3,66E-06 5,74E-05
HGO001_00332 - hypothetical protein 2,121 1,085 1,01E-08 2, 7TE-D7
HG001_ 01713 - SAM 2121 1,085 0,01207416 MNA
HG001_00306 - hypothetical protein 2,115 1,081 0,012464 MNA
HiG001_00220 - rli2g 2,113 1,079 0,01179518 MA
HGOD1_02320 fhuD_ | Iron{3+)-hydroxamate-binding protein FhuD 2112 1079 178E-07 3,82E-06
2 precursor
HG001_00929 - hypothetical protein 2112 1,079 0,00089118 | 0,00589694
HG001_00344 - superantigen-like protein 2,106 1,075 0,00840804 NA
HGO001_02629 | pyrD Dihydroorotate dehydrogenase (quinone) 2,068 1,048 7.05E-10 2,6BE-08
HGOD1_00159 | mal | " 2/0SE transport 5;.;::'"' permease protein |, oes 1,046 | 0,00207665 | 0,01203426
HG001_ 00616 - hypothetical protein 2,064 1,048 0,00399559 | 0,01972425
HE001_00761 | yury Vegetative protein 296 2,058 1,042 0,00922451 | 0,03851067
HG001_00400 - hypothetical protein 2,057 1,04 0,00023881 | 0,0019957
HG001_02754 | rpmH 505 ribosomal protein L34 2,056 1,04 2,43E-08 B,37E-07
HGOD1_00972 | rsmD Ribosomal RNA small subunit 2,053 1,038 | 0,00033782 | 0,00614025
methyltransferase D
HG001_01201 - hypothetical protein 2,046 1,033 23705 |0,00083235
HE001_01600 - Lysine 2,046 1,033 0,01847057 MA
HG001_00398 | sped Arginine decarboxylase 2,045 1,032 3,77E-D6 5,B1E-05
HG001_02376 - hypothetical protein 2,043 1,031 0,00157769 | 0,00952738
HGO01_00576 | rpmF 505 ribosomal protein L32 2,041 1,029 4 37E-05 | 0,00048805
HG001_02030 - hypothetical protein 2,032 1,023 0,00754197 | 0,03257712
HG001_00125 - hypothetical protein 2,031 1,022 0,00019066 | 0,00167819
HG001_01337 - hypothetical protein 2,027 1,02 0,00215029 | 0,01234596
DMA-directed RMNA pol bunit
HGOO1 01061 | rpoZ frecte sz::mmse subunt 2,026 1,019 | 0,00391626 | 0,0194355
HG001_02547 | saull putative sulfoacetate transporter Saul) 2,017 1,012 2, B4E-06 4 53E-05
HGO001_00310 | ssb_1 Single-stranded DNA-binding protein ssb 2,008 1,006 5,65E-09 1,67TE-07
HE001_01665 | yipF Thicredoxin-like protein YipP 2,007 1,005 9,26E-09 2,62E-07
HG001_00291 - hypothetical protein 1,994 0,956 0,017485913 MNA
HG001 02057 - RMAII 1,993 0,995 1,29E-10 5,60E-0%
HGO001_02050 - Terminase small subunit 1,99 0,993 0,01713416 NA
HGO01_00098 - Transposase 5200 like protein 1,983 0,988 0,02375555 MA
HGO001_00680 |gark_1 Glycerate 2-kinase 1,977 0,983 2,92E-08 7.35E-07
HGO001_02546 - Fusaric acid resistance protein family protein 1,977 0,983 000251692 | 0,0140616
HGO01_00694 | yfbR 5'-deoxynuclectidase YfbR 1,965 0,974 3 60E-05 | 0,00043083
HG001_02104 | kdpB Potassium-transporting ATPase B chain 1,963 0,973 1,04E-09 3,73E-08
HE001_01002 | fib_1 Fibrinogen-binding protein precursor 1,962 0,972 0,01542702 MNA
xeP
HGOO1_00480 "”; - putative hydrolase YxeP 1,9 0,971 2,63E06 | 4,27E-05
HGO01_01039 | sepF Cell division protein SepF 1,955 0,967 2,33E-05 |(0,00028996
i R

HGOO1_02746 'mr;' —|  HTH-type transcriptional regulator ImmR 1,048 0,962 | 0,00068901 | 0,0047795
HE001_02723 - hypothetical protein 1,942 0,958 0,01986829 MNA
HG001_018732 - hypothetical protein 1,938 0,954 0,01921146 MNA
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532 Staphyl |5 tory anti sahl
HGOO1 o226 |- CrePnYIoroccal secretory antigen s 1,936 0,953 |0,00025791| 0,0021108
1 precursor
HG001_01553 - 65 1,934 0,952 0,00270983 | 0,01478523
HGO01_01764 | ydeM Putative hydrolase YdeN 1,926 0,946 0,01150681 | 0,04607662
HG001_01343 - Ferredoxin 1,922 0,943 0,000828569 | 0,00558247
HGO01_00311 | rpsR 305 ribosomal protein 518 1,92 0,941 0,00219516 | 0,01256495
HG001_02069 rex Redox-sensing transcriptional repressor Rex 1,915 0,937 1,1BE-06 2, 10E-05
HE001_00074 - hypothetical protein 1,905 0,93 0,034045952 MNA
HG001_01786 - hypothetical protein 1,904 0,929 1,70E-07 3,68E-06
HGE001_00822 | ampR HTH-type transcriptional activator AmpR 1,904 0,929 0,01586274 MNA
HGO01_02255 - L15_leader 1,901 0,927 0,000161583 | 0,00145877
Is fleystei boxyl methylt feras
HGOO1 00164 | - | PrEMVICYSIEIN® carboxyl MEIrAnsIerase) y gqq 0,925 |0,03481651 NA
(ICMT) family protein
HG001_01914 - hypothetical protein 1,894 0,921 0,02284754 MA
HG001_01455 - hypothetical protein 1,887 0,916 0,00688025 | 0,03027959
€]
HGOO1_00238 Yezl - putative antitoxin YezG 1,886 0,915 373606 | 5,B0E-05
HG001_00549 | btuF Vitamin B12-binding protein precursor 1,883 0,913 0,0333748 MNA
HGE001_01060 | gmk Guanylate kinase 1,876 0,908 0,0001135 | 0,00107506
HG001_00154 - putative lipoprotein precursor 1,873 0,906 0,00024028 | 0,0019957
HG001_02457 | highA | Gamma-hemolysin component & precursor 1,87 0,903 0,03518013 MNA
HE001_00744 - hypothetical protein 1,87 0,903 0,03915751 MNA
HGO01_00379 - CAAX amino terminal protease self- immunity 1,868 0,902 0,03874633 MA
HGO01_01007 - hypothetical protein 1,865 0,899 0,03991976 NA
HGO01_00042 | yofA HTH-type transcriptional regulator YofA 1,862 0,896 0,03833791 NA
HGO01_02043 - putative leukocidin-like protein 1 precursor 1,857 0,893 0,00090165 | 0,00594517
HG001_00994 |trxd_2 Thioredoxin 1,85 0,587 0,00203255 ( 0,01181538
HG001_00621 - hypothetical protein 1,54 0,58 1,73E-05 | 0,00022425
HGO01_01042 |diviVA| Septum site-determining protein DivIVA 1,827 0,57 1,07E-06 1,94E-05
HG001_01017 - hypothetical protein 1,821 0,865 4 57E-05 | 0,00049625
HGO01_01296 | steT Serine/threonine exchanger 5teT 1,821 0,865 0,00088755 | 0,00589382
putative mannose-6-phosphate isomerase
HGO01_02170 | gmuF GmuF 1,82 0,864 4, 25E-07 8, 34E-06
HE001_00326 | toyP L-cystine uptake protein TcyP 1,519 0,863 0,00024273 | 0,00200416
nagh
HGO01_01787 i - Glucosamine-6-phosphate deaminase 1,816 0,861 4 75E-08 1,15E-06
HGO01_00%73 | coaD Phosphopantetheine adenylyltransferase 1,814 0,859 0,00632263 | 0,028209263
hypothetical protein; Cytoplasmic
HGE001_00353 - Membrane; predicted transmembrane 1,803 0,851 1,39E-06 2,39E-05
helices (TMHMM): 3
HG001_01538 - hypothetical protein 1,801 0,549 0,00038038 | 0,00293298
HG001_02730 - lineage-specific thermal regulator protein 1,501 0,849 0,048841 MNA
Haoo1_oosge | YUSV- | putative siderophore transport system ATP- |, oo 0,845 | 0,00226695 | 0,01289676
binding protein YusV
HGO01_00778 - D-Ala-teichoic acid biosynthesis protein 1,781 0,833 2,29E-05 | 0,000286853
HGO01_02105 | kdpA Potassium-transporting ATPase A chain 1,78 0,831 4, 44E-07 B,64E-06
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HG001_00387 | tred Trehalose-6-phosphate hydrolase 1,78 0,832 4 15E-05 [ 0,00047743
HGO001_02556 | mhgD Putative hydrolase MhgD 1,777 0,83 0,0001258 | 0,0011737
Gly hosphoryl diest
HGoo1_oo171 | UEPO- YEErOpROspROry! CIEStEr 1,775 0,828 |0,00678524 | 0,02993204
1 phosphodiesterase
HGO01_01650 | mrch Penicillin-binding protein 1A 1,769 0,823 4, 51E-05 |(0,000459471
HG001_02596 - hypothetical protein 1,769 0,823 0,02698425 MNA
HG001_01180 - ABC-2 family transporter protein 1,766 0,821 0,045567586 MNA
HG001_00388 |treR_2| Trehalose operon transcriptional repressor 1,765 0,82 0,00447645 | 0,02141309
HG001_00419 | pth Peptidyl-tRNA hydrolase 1,765 0,52 0,02955072 | 0,091644
HG001_02634 | cocE Cocaine esterase 1,765 0,52 0,0292335 MNA
HG001_00343 - superantigen-like protein 1,759 0,515 0,03956317 MNA
HE0D1_00250 | tatdy SEE""dEpE"dmpr?:;:trmmcase protein |y 756 0,813 | 0,00017527 | 0,00156484
HGO001_01344 - hypothetical protein 1,751 0,809 0,00958893 | 0,03965733
HG001_02330 | sarR HTH-type transcriptional regulator SarR 1,744 0,803 746E-06 | 0,00010383
HGO001_00908 | qoxD Quinol oxidase subunit 4 1,742 0,501 000037114 | 0,00287361
HG001_01016 | arcCl Carbamate kinase 1 1,735 0,795 0,00022264 | 0,00189704
HG001_01023 - Antibacterial protein 3 1,734 0,794 2852E-07 1,58E-05
HGO01_01648 | tyrs Tyrosine—-tRMNA ligase 1,734 0,754 0,00023657 | 0,0019885
HGO01_00045 - hypothetical protein 1,73 0,7% 0,0259122 | 0,08438423
HG001_01627 |gloB_1 Hydroxyacylglutathione hydrolase 1,729 0,79 0,00052534 | 0,00377032
HG001_02518 - putative oxidoreductase 1,718 0,781 0,0004207 | 0,00316822
HG001_00711 - hypothetical protein 1,71 0,774 4 90E-05 | 0,00052843
anaerobic ribonucleotide reductase-
HGO01_02654 - L ) 1,709 0,773 0,00044248 | 0,00329822
activating protein
HGO001_01183 - hypothetical protein 1,708 0,772 0,00100779 | 0,0064845
HG001_00169 | pflB Formate acetyltransferase 1,707 0,772 0,00020597 | 0,00178759
HGO01_01791 | art Arginine transport Elittilm Permease protein 1,704 0,769 0,00047262 | 0,00345068
HGO01_01322 - hypothetical protein 1,696 0,762 0,00044895 | 0,00329822
HG001_00%33 | ptsH Phosphocarrier protein HPr 1,693 0,76 0,00015267 | 0,00138969
Ribos | RMA bunit
HG001_ 00931 | riml foesoma aree subunt 1,681 0,745 | 0,00068358 | 0,00475959
methyltransferase |
HG001_01298 | aldl Alanine dehydrogenase 1 1,669 0,739 9, 65E-05 |[0,00093752
HGO01_01038 - hypothetical protein 1,669 0,739 0,00011243 | 0,00107033
HGO01_01597 | infC Translation initiation factor IF-3 1,667 0,737 0,00427705 | 0,02069042
HGO01_00241 - hypothetical protein 1,665 0,735 0,0012014 | 0,00757367
HE001_02669 | cIfB Clumping factor B precursor 1,663 0,734 7,95E-05 | 0,00080629
HGO01_01510 | rpsT 305 ribosomal protein 520 1,661 0,732 0,000645956 | 0,0045395
HG001_00413 | purk Pur operon repressor 1,657 0,729 5,02E-05 | 0,00053827
HE001_00%09 | goxC Quinol oxidase subunit 3 1,655 0,726 2,07E-06 3,48E-05
HG001_00911 ( goxA | putative quinol oxidase subunit 2 precursor 1,654 0,726 4 29E-05 | 0,0004B626
HGO01_00947 - hypothetical protein 1,652 0,725 0,01822598 | 0,065496094
HG001_01715 - Transposase [5200 like protein 1,648 0,721 0,03854488 | 0,11274555
HG001_01615 |cycA_1 D-serine/D-alanine/glycine transporter 1,647 0,72 0,03579592 | 0,10643547
HG001_02410 - Ferredoxin--NADP reductase 1,642 0,715 0,02601516 | 0,08457194
HG001_02156 (bitD_2 Spermine/spermidine acetyltransferase 1,641 0,714 0,03986139 | 0,11489987
HG001_00782 | nful Fe/S biogenesis protein Nfus 1,64 0,714 0,01795648 | 0,06493563
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HG001_02440 | nirC Mitrite transporter NirC 1,625 0,7 0,01166858 | 0,04659827
HGO01_01297 | tdcB L-threonine dehydratase catabolic TdcB 1,623 0,695 0,00072553 | 0,00500553
HG001_00786 - hypothetical protein 1,619 0,695 0,02966397 | 0,091644
HGO01_02254 | rplM 505 ribosomal protein L13 1,618 0,554 3,30E-05 [ 0,00039713
HGO01_00415 |spoViG Putative septation protein SpoVG 1,618 0,694 0,00042107 | 0,00316822
HGO01_01503 | prmA Ribosomal protein L11 methyltransferase 1,617 0,693 0,00018356 | 0,00163109
HG001_01178 | cls_1 Cardiolipin synthase 1,615 0,592 0,00257472( 0,01434156
HGO01_02394 (tcak_2 HTH-type transcriptional regulator TcaR 1,606 0,683 0,00526633 | 0,02444522
HGO01_ 02420 | glT Proton/sodium-glutamate symport protein 1,601 0,679 0,00721059 | 0,03143683
HG001_02164 | deoC2 Deoxyribose-phosphate aldolase 2 1,59 0,669 2,34E-05 | 0,00083235
HGOD1_02542 | yafH | PUTETVE HTH't"'pH;Z?I:':"m":'”E' reguiator | ) ggy 0,666 |0,02671887 | 0,08606845
HGE001_00309 | rpsF 305 ribosomal protein 56 1,586 0,666 7,03E-05 | 0,00072883
Hept /| diphosphate synth HEFFPFP
HGOD1_01332 | - eptapreny! diphosphate synthase { 1,585 0,665 |0,00320458 | 0,01679705
synthase) subunit 1
HGE001_00372 | mccB Cystathionine gamma-lyase 1,585 0,665 0,0332766 | 0,10078965
HG001_00310 | goxB putative guinol oxidase subunit 1 1,583 0,663 0,00012363 | 0,00115928
HG001_02734 - hypothetical protein 1,581 0,561 0,01358134 | 0,05225314
HG001_00759 - CsbD-like protein 1,579 0,559 0,00014155( 0,0012948
HGO001_02458 | higC | Gamma-hemolysin component C precursor 1,578 0,658 0,01443216| 0,05496
putative DNA-directed RNA polymerase
HGO01_02155 | rpoE ) 1577 0,657 0,01735137 | 0,06299157
subunit delta
yhdG_ . : .
HGE001_00513 1 putative amino acid permease YhdG 1,57 0,651 0,00072477 | 0,00500553
HGO01_00%46 | pdhD Dihydrolipoyl dehydrogenase 1,569 0,649 2, 12E-05 | 0,00026955
HG001_01342 - hypothetical protein 1,569 0,55 0,006055582 | 0,02716384
HG001_02605 - hypothetical protein 1,567 0,548 0,00072954 | 0,00500553
HG001_00679 - hypothetical protein 1,563 0,545 0,03617959 | 0,10720794
HG001_02632 - hypothetical protein 1,562 0,543 0,02892427 | 0,0907104
HG001_01203 - hypothetical protein 1,554 0,636 0,02476247 | 0,08207241
HG001_00554 - hypothetical protein 1,545 0,628 0,00322252 | 0,0168453
HGO01_01599 (lysP_2 Lysine-specific permease 1,54 0,623 0,00031161 | 0,00251714
HGO01_00022 | walR Transcriptional regulatory protein WalR 1,539 0,622 0,00013054 | 0,00120591
COP-Gly I:Paly{gly hosphat
HGOO1 02405 | - yeerolPoly(glycerophosphate) 1,538 0,621 |0,00269011 | 0,01472068
glycerophosphotransferase

HG001_02211 - Mucleoside recognition 1,537 0,52 0,0020255 | 0,0118112
HG001_01404 - hypothetical protein 1,535 0,618 0,0017147 | 0,01022246
HG001_00307 | ychF Ribosome-binding ATPase YchF 1,529 0,612 0,00312555 | 0,01656898
HGO01_00523 - hypothetical protein 1,529 0,513 0,00331833 | 0,0172%961
HG001_01173 - hypothetical protein 1,529 0,613 0,02726729 | 0,08727788
HGO01_02676 aur | Zinc metalloproteinase aureolysin precursor 1527 0,611 0,03520592 | 0,1049428%
HG001_00476 | rpsL 305 ribosomal protein 512 1,523 0,507 0,00573297 | 0,02596536
HGO01_01343 nos Nitric oxide synthase oxygenase 1521 0,605 0,00044836 | 0,003295822
HG001_01744 - hypothetical protein 1,52 0,504 0,00265688 | 0,0146246
HGO01_02513 | abgT | p-aminobenzoyl-glutamate transport protein 1,52 0,604 0,00431026 | 0,02078278
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log2FoldChan

Id gene product FoldChange pwalue padj
ge
HG001_00414 | yahl Enamine/imine deaminase 1,518 0,602 9 8B7E-05 | 0,00095405
HGOD1 00492 | sdrc | C| e @sPartate repeat-containingproteinC| -, oo 0,602 | 0,00010744 | 0,00102813
precursor
HG001_01416 | srrB Sensor protein SrrB 1,518 0,602 0,01180374 | 0,04676356
HE001_02684 - N-carbamoylsarcosine amidase 1,516 0.6 0,00016755 | 0,00150315
HG001_02747 - hypothetical protein 1,514 0,598 0,01023432 [ 0,04160619
HG001_02601 | crtN Dehydrosgualene desaturase 151 0,585 0,00133991 | 0,00827207
HiG001_01847 - hypothetical protein 1,508 0,592 0,03208945 | 0,09752266
HG001_ 02158 - hypothetical protein 1,505 0,59 0,0022454 | 0,01281888
Acyl- yme AG-ami icillanic acid
HGOO1 01959 | - CYFCORNZYME A-braminopeniciianic ac 1,502 0,586 | 0,04039703 | 0,11545747
acyl-transferase
HE001_01140 - Calcineurin-like phosphoesterase 1,502 0,587 0,04732498 [ 0,13102139
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VIL.6. Annexe 6 - Résultats de transciptomique comparative entre la souche

HGOO1Arsal et la souche HGOO1Arsal Pcn51-rsal

Id

HGO01_02644
HGO001_01144
HGO01_01146
HGO01_01435
HGOO01_01648
HGOO01_01145
HGO01_01340
HGO01_01202
HGO01_00482
HGO01_01191
HGOO1_00271
HGO01_01764
HGO01_01434
HGO01_01658
HGO01_00270
HGOO1_02674
HGO01_02673
HGO01_02672
HGO01_02638
HGO01_02408
HGO01_02670
HGO01_02671
HGO01_02684
HGO01_02121
HGO01_02172
HGO01_0026%9
HGOO1_02452
HGO01_00676
HGO01_02120
HGO01_00260
HGO01_02709
HGOO1_01222
HGOO1_00456
HGO01_02375
HGO01_00455
HGO01_00675
HGO01_0211%
HGOO1_02297
HGO01_00934
HGO01_02118
HGO01_00268
HGO01_01211
HGOO1_00432
HGO01_00464
HGO01_00718
HGO01_00303
HGO01_01176
HGO01_01440
HGO01_01487
HGO01_02056

gene

fda
miab

gnd
tyrs

ebps
tkt
hchA

Ipll_1
ydeN

aroF

arch
arcB
arch
panE_2
yhiP
arck
arcC2

fenA
yhfk
ymdB
emrB_2
murg
thiD
bglk
lipa_2
dinB_1

mro

thim
swrC
pitsl
thiE
govH_1

folB

ltaE
pdhC_2
vafL

product

Fructose-bisphosphate aldolase class 1
(Dimethylallyl)adenosine tRNA methylthiotransferase Mia
Thiamine-precursor transporter protein (Thiw)
&-phosphogluconate dehydrogenase®:2C decarboxylating
Tyrosine--tRMA ligase

hypothetical protein

Elastin-binding protein Ebps

Transketolase

Molecular chaperone Hsp31 and glyoxalase 3

Putative phosphatase

Lipoate-protein ligase Lpl)

Putative hydrolase YdeN

Glyoxalase-like domain protein
Phospho-2-dehydro-3-decxyheptonate aldolase
hypothetical protein

Arginine deiminase

Ornithine carbamoyltransferase®2C catabolic
Arginine/ornithine antiporter

2-dehydropantoate 2-reductase

Putative quinone oxidoreductase YhfP

HTH-type transcriptional regulator ArcR

Carbamate kinase 2

M-carbamoylsarcosine amidase

Putative thiaminase-2

putative sugar epimerase Yhfk

Oacetyl-ADP-ribose deacetylase

Multidrug export protein EmrB
UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase
Hydroxymethylpyrimidine/phosphomethylpyrimidine kinz
Beta-glucoside kinase

Lipase 1 precursor

DNA polymerase IV

putative PIN and TRAM-domain containing protein precur
Aldose 1-epimerase precursor

hypothetical protein

CHY zinc finger

Hydroxyethylthiazole kinase

Swarming motility protein SwrC
Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
Thiamine-phosphate synthase

Glycine cleavage system H protein

Iron-sulphur cluster biosynthesis

Dihydroneopterin aldolase

RMNA polymerase factor sigma-70

hypothetical protein

NADH oxidase

Low specificity L-threonine aldolase
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component
Putative pyruvate®:2C phosphate dikinase regulatory prot
2-oxoglutaramate amidase

FoldChange DRsal-

pvalue

Comp
4,276 2,70E-81
4,031 3,52E-56
3,385 2,50E-58
3,194 1,49E-46
3,149 4 95E-24
3,133 4 17E-27
2,937 3,56E-43
2,766 1,34E-21
2,678 7,33E-18
2,656 8 77E-56
2,501 2,26E-18
2,443 3,59E-12
2,385 2,02E-24
2,335 8,34E-22
2,327 1,43E-12
2,238 422E-10
2,233 6,80E-10
2,209 2,54E-09
2,164 9,92E-08
2,153 1,53E-13
2,114 5,82E-09

2,1 1,02E-07
2,083 1,01E-15
2,074 B, 30E-18
2,035 3,37E-28
2,009 5,56E-11
1,936 3,58E-16
1,935 4 00E-07
1,926 8 ,48E-14

1,92 7,22E-08
1,918 1,40E-10
1,915 3,71E-07
1,843 1,85E-12
1,833 1,53E-07
1,826 1,22E-18
1,813 2,13E-08
1,804 1,57E-16
1,795 1,70E-16
1,785 4 10E-22
1,774 9 31E-18
1,745 6,17E-06
1,718 2,97E-11
1,709 6,11E-06
1,699 4 79E-09
1,696 2,30E-05

1,69 4 95E-06
1,686 1,71E-09
1,673 1 49E-14
1,673 5,06E-09
1,671 2,63E-09
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product

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase LytC precursor
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta
HTH-type transcriptional regulator CynR

Acetyltransferase (GNAT) family protein
Extracellular matrix protein-binding protein emp precursc

GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]

3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
Membrane protein insertase YidC precursor

2-oxoglutarate oxidoreductase subunit KorB
6%2C7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
DNA polymerase Il subunit delta
Exodeoxyribonuclease 7 small subunit
2-oxoglutarate oxidoreductase subunit KorA

Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA carboxylase

2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha

4'-phosphopantetheinyl transferase psf-1
Ribosomal protein L11 methyltransferase
Putative phosphoserine phosphatase 2
Gamma-hemolysin component A precursor

Id gene

HGO01 00573 ideR Iron-dependent repressor IdeR

HGO001_01643 serA

HGO01_ 01956 pgl 6-phosphogluconolactonase

HGO01_01557 IytC

HG001_01441 bfmBAB

HG001 02581 cynR 2

HGO01_01558 dtd D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase

HGO01_ 02049 -

HG001_00730 ssp

HG001_00933 ptsH Phosphocarrier protein HPr

HGO01 00817 cdr Coenzyme A disulfide reductase

HGO01_02685 - hypothetical protein

HG001 00334 guah

HGO01_00877 Ipl)_2 Lipoate-protein ligase Lpl)J

HGO001_01325 aroA

HG001 02117 vyidC

HGO01_01174 - hypothetical protein

HGO01 01142 korB

HGO01_01689 ribH

HGO01_01511 -

HG001 01447 xseB

HGO01_01141 korA

HGO01 01099 femA 1 Aminoacyltransferase Fem#A

HGO01_01919 wraS Sensor protein VraS

HGO01 02376 - hypothetical protein

HGO01_01094 rbgh Ribosome biogenesis GTPase A

HGO01_01119 rplGA putative ribosomal protein YlxQ

HGOO1 01452 accB 1

HGO01_00088 decB Phosphopentomutase

HGO01 01442 bfmBAA

HGO01 01117 - hypothetical protein

HG001_02388 emrB_1 Multidrug export protein EmrB

HGO01_01488 ccpN Transcriptional repressor CcpM

HG001_00130 psf-1

HGOO01 01503 prmA

HG001_00742 pspB

HG001_02457 higA

HGO01 01235 femB Aminoacyltransferase FemB
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FoldChange DRsal-
Comp
1,664
1,651
1,631
1,63
1,612
1,612
1,611
1,607
1,605
1,602
1,601
1,599
1,597
1,595
1,587
1,585
1,577
1,57
1,567
1,567
1,562
1,557
1,546
1,544
1,543
1,541
1,54
1,54
1,53
1,525
1,523
1,519
1,518
1,517
1,517
1,515
1,512
1,507

pvalue

2,49E-10
1,73E-06
1,56E-09
1,47E-12
1,40E-14
8,83E-06
5,12E-09
9,14E-06
0,000668341
5,52E-15
0,000149928
1,86E-09
5,51E-07
0,000776191
3,83E-10
7,11E-16
0,010250685
7,40E-06
3,46E-05
0,004691861
3,45E-06
1,14E-05
0,000947749
7,67E-06
0,001067057
4,11E-05
2,86E-10
5,58E-06
2,90E-05
3,91E-11
1,37E-08
3,20E-07
1,10E-05
6,42E-09
7,77E-06
1,04E-05
0,002339341
3,67E-11



Id

HGOO1_02423
HGOO1_ 01846
HGO01_00184
HGOO1_01867
HGOO1_01853
HGOO1_01863
HGOO1 01854
HGDO1_01866
HGDO1_01849
HGOO1_ 01864
HGOO1_01855
HGDO1_01859
HGOO1_01856
HGOO1_000S5
HGOO1_01852
HGO01_01861
HGDO1_01865
HGOO1_01857
HGOO1_01850
HGOO1 02513
HGDO1_01862
HGOO1_00544
HGOO1_01860
HGOO1_01858
HGDO1_01848
HGOO1_02054
HGOD1_01847
HGOO1_ 01903
HGOO1_01871
HGOD1_01885
HGOD1_01870
HGOO1_ 01851
HGOO1 00223
HGOD1 01371
HGOD1_01902
HGOD1_00227
HGOO1_01892
HGOO1_01893
HGOD1_02520
HGOD1_01872
HGOO1_02756
HGOO1 00243
HGOD1_00550
HGOD1_00169
HGOO1_ 01863
HGOO1 00170
HGOD1 00911
HGOD1_01880
HGOD1_01899

product

Acid shock protein

Bacteriophage holin

L-lactate dehydrogenase 1

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Phage capsid family protein

Bifunctional autolysin precursor

Fhage gpo-like head-tail connactor protein
Prophage endopeptidase tail

Phage protein

Phage tail protein

Oleate hydratase

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
p-aminobenzoyl-glutamate transport protein
hypothetical protein

Alcohol dehydrogenase

Fhage major tail protein 2

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Phage terminase large subunit
hypothetical protein

Fhage portal protein2C SPP1 Gpo-like
hypothetical protein

hypothetical protein

Phage capsid family protein

Phage antirepressor protein KIlAC domain prof
Virulence factor Esxa

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Terminase small subunit

RsaG

putative formate transporter 1

putative ABC transporter permease protein
Formate acetyltransferase

Fhage Mu protein F like protein

Pyruvate formate-lyase-activating enzyme
putative quinal oxidase subunit 2 precursor
hypothetical protein

hypothetical protein

FoldChange Arsalfcompl  pvalue
0,256 4,63E-33
0,322 4,00E-33

0,35 2,21E-24
0,352 3,27E-33
0,363 9, 72E41
0,363 6,26E-35
0,365 5,25E-33
0,366 4,75E-28
0,374 1,21E-26
0,376 2, 16E-30
0,383 5, 43E-33
0,386 4,15E-29
0,386 2,77E-20
0,387 597E-23

0,39 1,34E-15
0,393 8,67E-24
0,393 9,33E-19
0,354 1,03E-35
0,336 5 72E-22
0,406 2, 78E-29
0,407 3,40E-24
0,413 5,34E-20
0,415 1,98E-23
0,419 3,06E-16
0,422 4,15E-25
0,425 1,05E-14
0,425 842E-17

0,43 2,16E-16
0,433 1,27E-16
0,434 6, 14E-09
0,442 4,00E-21
0,445 f,19E-11
0,452 1,04E-09
0,464 6,45E-08
0,469 7, 20E-10
0,472 3,64E-16
0,473 7, 40E-09
0,479 9,89E-11
0,479 2,41E-07
0,481 0,43E-10
0,484 2,43E-14
0,485 5,46E-09
0,487 4,55E-10
0,451 2,91E-08
0,433 2,76E-10
0,495 7, 70E-07
0,495 1,43E-06
0,456 1,82E-07

0,5 1,61E-08
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Des ARN non-codants au cceur du métabolisme des sucres :
Nouveaux mécanismes et impact sur I'adaptation et la virulence.
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Staphylococcus aureus est une bactérie pathogene opportuniste de 'homme qui se distingue par son
extraordinaire facilité a coloniser différents tissus et organes de I'héte. S. aureus provoque de nombreuses
maladies, allant des plus bégnines comme les impétigos, a des maladies plus graves tel que des
pneumonies, ou encore des endocardites. Le pouvoir pathogéne de S. aureus est di a I'expression de
nombreux facteurs de virulence, mais aussi a sa capacité de s’adapter a son environnement. En pénétrant
dans nos tissus S. aureus doit, pour survire, faire face aux changements environnementaux et a la
disponibilité des nutriments. L’expression des génes impliqués dans ces réponses adaptatives, est soumise
a une régulation fine, apportée par les systemes a deux composants, les facteurs de transcription et les
ARNnc (small ARN). Les ARNnc sont des régulateurs souvent impliqués dans les processus adaptatifs qui
requiérent une réponse cellulaire rapide. Dans cette étude, j’ai identifié les fonctions d'un ARNnc, appelé
Rsal, qui est réprimé lorsque la concentration de glucose extérieur est forte. Rsal, réprime la traduction,
de plusieurs ARNm impliqués dans le métabolisme carboné, incluant un transporteur majeur du glucose,
et également IcaR, le répresseur de la production de exopolysaccharides requis pour la synthese de
biofilms. Il participe a I'inhibition de plusieurs enzymes de la voie de synthése des pentoses phosphates.
De plus, Rsal joue le réle d’'un ARNnc « éponge » afin de réguler 'action d’autre ARNnc, répondant quant a
lui au glucose 6P et interagit avec un autre ARNnc, activé lors d'un stress NO (I'oxyde nitrique) qui est
produit lors de l'internalisation de S. aureus par les macrophages. Cet ARN multifonctionnel est un
véritable senseur du taux de glucose extérieur engendrant ainsi un switch métabolique, nécessaire a la
réponse adaptative de S. aureus en conditions infectieuses. Cet ARNnc illustre bien le lien étroit entre le
métabolisme et la virulence de S. aureus.

Staphylococcus aureus is a human opportunist pathogenic bacterium that differentiates itself by its
extraordinary capability to colonize different host tissues and organs. S. aureus generates multiple
infectious conditions, from benign, as an impetigo, to more serious conditions, such as pneumonias or
endocarditis. S. aureus’s pathogenic power is due to the expression of multiple virulence factors, and by
it’s ability to adapt to the environment. Once entered in human tissues, S. aureus must face environmental
changes and the availability of nutriments to survive. Gene expressions implicated in these adaptive
responses are submitted to a fine regulation, carried by two component systems, transcriptional factors,
and sRNA (small RNA). sRNA are regulators that are often involved in the adapting processes that require
a quick cellular response. In this study, I have identified the functions of a sRNA, called Rsal, which is
repressed when the external concentration of glucose is at high levels. Rsal represses the translation of
multiple mRNA implicated in the carbon metabolism, including a major glucose transporter, and IcaR, the
repressor of production of PIA (polysaccharide intercellular adhesion), element required for the biofilms
synthesis. Rsal participates in the inhibition of multiple enzymes involved in the pentose phosphate
pathway. Furthermore, Rsal has the role of a ARNnc « sponge» regulating the actions of other sRNA. Rsal
reacts to glucose 6P and interacts with another sRNA, activated with a NO (nitric oxide) stress, which is
produced during the internalization of S. aureus by the macrophages. This multifunctional RNA is a real
sensor of the external glucose levels, generating a metabolic switch that is necessary to ensure S. aureus
adaptive response in infectious conditions. This sRNA illustrates the strong link between S. aureus's
metabolism and virulence.
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