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Au sein du laboratoire GPMA de l’ENSBANA jusqu’à fin 2011, puis au laboratoire PMB 

(Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques) de l’UMR A 02102 PAM (Procédés 

Alimentaires et Microbiologiques) d’AgroSup Dijon/Université de Bourgogne, plusieurs 

thématiques sont axées sur la caractérisation de la réponse adaptative des microorganismes 

aux stress environnementaux. Chez les microorganismes en contact direct avec leur milieu, la 

transcription des gènes et la synthèse des protéines sont régulées de manière efficace à chaque 

changement des paramètres environnementaux (modification de la température, du pH, de la 

disponibilité en nutriments, de la concentration en sels, de la présence de composés toxiques) 

afin de permettre la survie cellulaire. La mise en place de cette réponse entraîne une 

diminution du taux de croissance ou une diminution de la survie des cellules. La régulation au 

niveau transcriptionnel est l’un des mécanismes fondamentaux de la réponse adaptative. 

Plusieurs systèmes de régulation existent pour aboutir à l’action du régulateur transcriptionnel 

en tant qu’activateur ou répresseur de l’expression d’un gène donné en se fixant au niveau de 

sa région promotrice comme nous le verrons dans la partie « Synthèse bibliographique » et ce 

sont les signaux environnementaux qui conditionnent son activité au niveau du promoteur.  

 

Parmi les nombreux stress auxquels un microorganisme peut être soumis, le milieu 

intestinal semble être un milieu stressant. Afin de survivre dans cet environnement, le 

microorganisme va devoir résister à la présence d’un pH assez faible en sortie d’estomac, à la 

présence de sels biliaires, à la diminution en oxygène ainsi qu’aux défenses immunitaires de 

l’hôte. Si le microorganisme est un probiotique, il devra aussi être capable de s’établir et de 

persister dans l’intestin. Les mécanismes d’interactions symbiotiques sont encore peu connus 

et sont probablement liés aux interactions (liaisons, sécrétions…) à la surface des bactéries et 

des cellules hôtes. Lactobacillus casei, bactérie à Gram positif, commensale et probiotique, 

possède environ 330 gènes prédits d’après l’analyse du génome comme intervenant dans le 

processus cellulaire. Ces gènes pourraient potentiellement être impliqués dans cette symbiose. 

Dans ces 330 gènes, 207 sont impliqués dans la biogenèse de l’enveloppe cellulaire, 13 dans 

la motilité cellulaire et la sécrétion, 19 dans le trafic intracellulaire et la sécrétion, et 91 dans 

les mécanismes de transduction des signaux. Ces derniers vont, par conséquent, pouvoir 

moduler l’expression de gènes via des régulateurs de transcription afin d’adapter la bactérie à 

son environnement.  

 

Afin d’avoir une vue globale de la totalité des gènes qui interviennent dans l’établissement 

de L. casei dans l’intestin, une approche de génétique inverse globale incluant un système de 

criblage efficace doit être mis en œuvre. Les travaux du stage de Master Recherche et de cette 

thèse s’inscrivent dans le projet ERC « HOMEOEPITH » : "Homeostasis and rupture of the 

gut epithelium in the presence of commensals and pathogens". Ces travaux ont commencé sur 

la fin de la validation du système de mutagenèse par transposition chez L. casei. Ainsi les 

objectifs principaux du travail de thèse ont été d’identifier les gènes impliqués lors de 
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l’établissement L. casei dans l’intestin puis de caractériser fonctionnellement un opéron 

identifié. La thèse a bénéficié d’une allocation Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la 

Recherche.  

Ce travail est présenté en plusieurs parties. La partie « Synthèse bibliographique » porte 

sur les connaissances acquises dans cette thématique pendant la réalisation de cette thèse. 

Cette synthèse porte sur l’écologie intestinale, les mécanismes d’adaptation par la régulation 

transcriptionnelle et plus particulièrement sur les systèmes à deux composants puis sur 

l’architecture et le rôle de la paroi cellulaire dans les interactions hôte-microbe. La partie 

« Contexte, objectif et stratégies » permet de situer mon sujet de thèse dans la thématique et 

de présenter brièvement les objectifs et stratégies mises en œuvre au cours de mon travail de 

thèse. La partie « Matériels et Méthodes » rassemble les stratégies et techniques mises en 

œuvre dans ce travail. La partie « Résultats » reporte les résultats auxquels j’ai apporté ma 

contribution ainsi que ceux obtenus au cours de mon travail de thèse.  

Cette partie est présentée sous forme de publications ou projets de publications précédés d’un 

résumé en français des principaux résultats. La partie «Conclusion générale» est une 

discussion des principaux résultats obtenus dans ce travail et par notre groupe de recherche. 

La partie « Références bibliographiques » correspond aux références des publications 

utilisées pour ce travail. Enfin, la partie « Annexes » présente deux articles, un publié et un en 

préparation, qui n’ont pas de lien direct avec mon travail de thèse mais dans lesquels j’ai pu 

m’impliquer. 
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I. Commensales –Ecologie intestinale 

I.1. Le tractus gastro-intestinal 

Le tractus gastro-intestinal (TGI) est un écosystème complexe basé sur un équilibre entre 

l’épithélium gastro-intestinal, le système immunitaire et la flore intestinale (McCracken and 

Lorenz 2001). Ces trois composants sont essentiels pour un fonctionnement complet et un 

développement mature de l’écosystème gastro-intestinal. Le TGI a une superficie de plus de 

300 m², il représente la plus grande surface en contact avec l’environnement. Il permet la 

digestion et l’assimilation des aliments mais protège aussi des organismes pathogènes ; en 

effet, il constitue le premier organe immunitaire de l’organisme. Le TGI est composé de trois 

régions principales qui sont l’estomac, l’intestin grêle et le côlon (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : Colonisation microbienne du tractus gastro-intestinal humain 

I.2. Composition de la flore du tractus gastro-intestinal  

La composition en microorganisme du TGI est complexe et semble rester relativement stable 

chez l’adulte sain. La flore du TGI est composée de plus de 1000 espèces microbiennes 

distinctes. Cette microflore représente 10 à 20 fois le nombre total de cellules du corps 

Estomac
Vésicule 
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humain, soit 10
13

-10
14

 cellules microbiennes (Hooper and Gordon 2001). La flore intestinale 

est constituée de bactéries résidentes dites bactéries commensales, endogènes et de bactéries 

exogènes issues de l’alimentation, de compléments alimentaires, ou probiotiques qui, elles, ne 

s’implanteront que de manière transitoire. Le microbiote intestinal est composé dans une très 

large majorité de bactéries anaérobies, la quantité d’Archaea et de Fungi est plus faible. Le 

microbiote est représenté en majorité par 5 phyla bactériens (Tremaroli and Backhed 2012) : 

 Les Firmicutes incluant Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus (certaines 

souches sont probiotiques), et les producteurs de butyrate Eubacterium, 

Faecalibacterium et Roseburia ;  

 Les Bacteroidetes incluant Bacteroides, Prevotella et Xylanibacter dégradant 

une variété de sucres complexes ;  

 Les Actinobacteria incluant Collinsella et Bifidobacterium (qui contient des 

souches probiotiques) ; 

 Les Proteobacteria incluant Escherichia et Desulfovibrio (qui contient des 

bactéries sulfito-réductrices) ; 

 Les Verrucomicrobia incluant Akkermansia (qui sont spécialisés dans la 

dégradation du mucus). 

La composition du microbiote est différente selon les régions du TGI (Fig. 1), ceci est en 

partie dû aux changements de conditions environnementales. 

L’estomac est caractérisé par la présence d’acide mais aussi d’oxygène apporté par la 

déglutition. Son pH est compris entre 1,5 et 5. De ce fait, les microorganismes présents dans 

ce compartiment sont acidotolérants et anaérobies facultatifs tels que les lactobacilles,  les 

streptocoques, les levures…  

Dans le second compartiment, l’intestin grêle (ou petit intestin), composé du duodénum, 

jéjunum et iléon, les bactéries présentes sont les bactéries anaérobies facultatives comme les 

lactobacilles, les streptocoques, les entérobactéries et les bactéries anaérobies strictes 

notamment les bifidobactéries, les bactéroides et les clostridies. 

Enfin dans le dernier compartiment, le côlon ou gros intestin, la flore microbienne est plus 

abondante. Elle est composée de bactéries anaérobies strictes telles que Bacteroides, 

Clostridium, Bifidobacterium… Les bactéries anaérobies facultatives comme les lactobacilles, 

les streptocoques, et les entérobactéries sont moins nombreuses. 

La concentration microbienne dans ces différents compartiments est <10
2 

UFC/g dans 

l’estomac, 10
2
-10

4
 UFC/g dans le duodénum 10

5
-10

7
 UFC/g dans le jéjunum, 10

7
-10

9
 UFC/g 

dans l’iléon et 10
11

-10
12

 UFC/g dans  le colon (Kleerebezem and Vaughan 2009). 

Une étude métagénomique récente du microbiote intestinal (séquençage et analyse de l’ADN 

des microorganismes présents dans un échantillon) a révélé qu’à l’instar des groupes 

sanguins, chaque individu possèderait l’un des trois entérotypes (ou signatures microbiennes) 
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suivants (Arumugam et al. 2011) : le premier dominé par les Bacteroides, le second par les 

Ruminococcus, le troisième par Prevotella. Ces entérotypes ne dépendraient pas de l’origine 

géographique, de l’âge ou de l’état de santé de l’individu.  

La notion d’entérotypes est récente et d’autres analyses ont distingué seulement 2 entérotypes, 

l’entérotype « Ruminococcus » étant inclus dans l’entérotype « Bacteroides » (Wu et al. 

2011). 

I.3. Fonctions/Rôle de la flore du tractus gastro-intestinal  

Les interactions entre l’hôte et les microorganismes peuvent être de trois types : symbiose, 

commensalisme ou pathogénicité. Le commensalisme est une association étroite entre 

différentes espèces qui vivent de façon telle que l’une d’entre elles en tire bénéfice mais sans 

nuire aux autres espèces, au contraire du parasitisme. La symbiose est l’association étroite 

(cohabitation) entre deux organismes, chacun tirant un bénéfice de l’autre. Dans la relation 

symbiotique, les bactéries profitent d'une température stable, de l’oxygène et d’un apport 

nutritif, les hôtes tirent profit d’une capacité métabolique et/ou digestive plus importante et de 

l'exclusion compétitive des pathogènes (Collier-Hyams and Neish 2005). En considérant le 

génome global, la microflore représente environ 2 à 4.10
6
 gènes. Les produits de ces gènes 

confèrent des capacités métaboliques que le génome de l’hôte ne possède pas (Hooper and 

Gordon 2001). Outre la fonction digestive, le microbiote intestinal a une fonction de 

protection, barrière, contre la colonisation du tube digestif par d’autres microorganismes qui 

seraient pathogènes. Ce microbiote permet aussi la stimulation du système immunitaire 

intestinal en le maintenant en état de veille.  

Les lactobacilles sont présents tout au long du TGI et cela, dès la naissance par voie basse. En 

effet, les lactobacilles, présents dans la flore vaginale, sont transmis lors de l’accouchement. 

Ils peuvent rapidement coloniser l’intestin du nouveau-né qui est un environnement 

particulièrement permissif car stérile. Lactobacillus casei est un bacille Gram-positif, 

anaérobie facultatif, non mobile, non sporulé, hétérofermentaire et faisant partie des bactéries 

lactiques (LAB). L. casei est une bactérie alimentaire, elle peut être utilisée pour la 

fermentation des produits laitiers (yaourts, fromages…) et peut être retrouvée dans les olives. 

Comme d’autres LAB, L. casei est acido-tolérant et peut alors survivre au passage de 

l’estomac. Certaines souches de L. casei sont reconnues comme probiotiques (L. casei DN-

114001 et Shirota) et sont alors beaucoup étudiées (Borruel et al. 2002; Borruel et al. 2003; 

Gionchetti et al. 2003). Les probiotiques sont définis par l’OMS comme étant des 

microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, ont un effet 

bénéfique sur la santé de l’hôte. La souche L. casei ATCC 334 a été définie comme étant le 

néotype de l’espèce L. casei (Dicks et al. 1996). De plus, le génome de cette souche a été 

complètement séquencé et annoté (Cai et al. 2009). L. casei ATCC 334 a alors été choisi 

comme modèle pour cette étude.  
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II. Mécanismes d’adaptation par la régulation transcriptionnelle 

Tous les types de cellules connues utilisent des systèmes de transduction du signal pour 

répondre à un événement intra ou extracellulaire. Le rôle de ces systèmes est de pouvoir 

s’adapter à un changement environnemental ou simplement maintenir l’homéostasie cellulaire 

(Cashin et al. 2006). Un régulateur transcriptionnel va modifier le taux de transcrit ce qui va 

changer le niveau d’expression d’un gène.  

II.1. Les mécanismes de la transcription 

Afin de comprendre les mécanismes de régulation transcriptionnelle, il faut connaitre la 

transcription, résultant de l’action d’un complexe enzymatique : l’ARN polymérase (RNAP) 

c’est-à-dire de la synthèse de l’acide ribonucléique (ARN) à partir d’ADN. Chez les bactéries, 

il n’existe qu’une seule ARN polymérase. Le core de cette enzyme est constitué de différentes 

sous-unités : α2,β,β’,ω (Figure 2). Les sous-unités α permettent de maintenir à l’écart le brin 

non transcrit de l’ADN et constituent une base permettant l’assemblage des autres sous-unités. 

Les sous-unités β et β’ assurent la liaison à l’ADN et contiennent le site catalytique. La sous-

unité ω participe, quant à elle, à la liaison de l’enzyme sur la matrice d’ADN. La transcription 

est réalisée en plusieurs étapes commençant par l’initiation puis l’élongation et enfin la 

terminaison.  

Au core de la RNAP va s’ajouter un facteur σ pour l’initiation de la transcription. Les facteurs 

σ sont des unités protéiques auxiliaires qui permettent d’augmenter l’affinité de la RNAP pour 

les régions promotrices : boîtes -35 (Site de connaissance) et -10 (Pribnow box). Chaque 

espèce bactérienne possède au moins un facteur σ de ménage, il fait typiquement partie de la 

famille des facteurs σ
70

. Les facteurs σ  ainsi que les facteurs de transcription plus spécifiques 

vont permettre de guider la RNAP pour contrôler l’expression de gènes cibles. A ce titre, ils 

constituent une première étape de régulation transcriptionnelle. Le complexe RNAP-facteur σ 

va former au départ un complexe fermé, ce qui signifie que l’ADN reste sous forme de double 

hélice. Les sous-unités 2 et 3 du facteur σ vont fixer les boites -10 et -35 respectivement. Puis 

la conformation de la RNAP est modifiée et forme alors un complexe ouvert, c’est-à-dire que 

la structure en double hélice se distord sur 10 à 15 paires de bases d’ADN dans la région 

d’initiation. Le primer d’initiation va alors être formé.  

Une fois que 6 à 10 nucléotides sont assemblés, le facteur sigma se dissocie et permet ainsi 

d’abaisser l’affinité de la RNAP pour la région promotrice. La protéine NusA va alors se lier à 

la RNAP et permettre l’élongation.  

La terminaison de la transcription peut se faire selon deux mécanismes : Rho-indépendante ou 

dépendante. Les terminateurs Rho-indépendants sont constitués d’une séquence inversée 

répétée suivie d’une série de TTTT (UUUU sur l’ARN transcrit). La tige boucle ainsi formée 
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va provoquer une pause de la RNAP. L’ARN transcrit ne sera alors apparié au brin d’ADN 

que par la séquence d’uridines. Les interactions A-U étant faibles, l’ARN transcrit se détache 

de la matrice. Les terminateurs Rho-dépendant sont, quant à eux, constitués d’une séquence 

consensus reconnue par la protéine Rho et va provoquer le détachement de l’ARN polymérase 

de l’ADN matrice.  

L’analyse in silico du génome de L. casei montre la présence des facteurs σ RpoD, ComX, σ
54 

et σ
24

. 

 

Figure 2 : Représentation schématique du complexe d’initiation de la transcription.  

La RNAP composée des sous-unités α2ββ’ωσ interagit avec les boîtes -35 et -10 de la région promotrice.  

 

Chez les bactéries, un même promoteur peut réguler l’expression de plusieurs gènes 

regroupés. Ce regroupement de gène est appelé opéron. Dans le cas d’un opéron, les gènes 

sont transcrits en un ARN messager unique. Chaque section de l’ARNm est ensuite traduite 

de façon différente. Ces ARNm sont dits polycistroniques car codent pour plus d’une chaine 

polypeptidique. Les gènes d’un opéron encodent souvent plusieurs enzymes dans une même 

voie métabolique, ils sont souvent contrôlés de concert ce qui en fait un système très 

économique pour la cellule. Ils sont souvent soit tous transcrits soit aucun ne l’est. 

II.2. La régulation transcriptionnelle 

Il existe trois grandes catégories de régulations transcriptionnelles :  

 

 Les régulateurs transcriptionnels ou système à un composant ; 

 Les systèmes à deux composants (TCS) ; 

 Les systèmes à multiples composants. 

 

Les systèmes à un composant permettent en majorité une réponse suite à la détection d’un 

signal cytoplasmique alors que les systèmes à deux ou plusieurs composants peuvent détecter 

des signaux extracellulaires. La particularité des systèmes à deux composants ou plus est que 

la régulation est plus fine. 

+1
-35 -10

α α

β‘ β

σ1

ω

σ2σ3σ4
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II.2.1. Les systèmes à un composant 

Le système a un composant est le plus simple ; en effet, le signal va interagir directement avec 

le régulateur de transcription. Cette liaison du ligand va permettre un changement 

conformationnel du régulateur qui va pouvoir interagir directement à son tour avec la cible du 

promoteur et activer ou réprimer la transcription du gène. L’analyse sur 145 génomes 

procaryotes a montré qu’il y a plus de systèmes à un composant que de systèmes à deux 

composants environ 17 000 contre 4 000 respectivement (Ulrich et al. 2005). Dans le système 

à un composant, d’un point de vue structural, le régulateur transcriptionnel est composé d’un 

domaine de reconnaissance ou de liaison au signal dit « receveur » et d’un domaine de liaison 

à l’ADN dit « effecteur ». Différentes familles de régulateurs transcriptionnels existent ; ils 

sont en général classés par rapport au domaine de liaison à l’ADN. Le domaine majeur 

conservé pour 84% des régulateurs à un composant est constitué d’un motif HTH pour hélice-

tour-hélice. Les autres motifs existants étant : HLH (hélice-boucle-hélice), doigt de zinc, 

feuillets β anti-parallèles… 

Les régulateurs de transcription à un composant contenant le domaine HTH n’ont pas à 97% 

de domaine transmembranaire et sont alors prédits comme étant cytosoliques. La différence 

fondamentale entre le système à un composant et celui à deux est la détection du stimulus qui 

se ferait pour le premier intracellulaire et extracellulaire pour le deuxième (Ulrich et al. 2005). 

La famille des régulateurs de transcription de type LysR (LTTR) est très bien caractérisée car 

très conservée et ubiquitaire chez les bactéries. Les LTTR sont impliqués dans la régulation 

de nombreux gènes qui codent pour des protéines intervenant dans différentes fonctions telles 

que le métabolisme, la division cellulaire, le quorum sensing, la virulence, la réponse au stress 

oxydatif…(Kovacikova and Skorupski 1999; Maddocks and Oyston 2008; Sperandio et al. 

2007).  

124 régulateurs de transcription ont été trouvés chez L. casei ATCC 334 ce qui correspond à 

environ 4,5% de son génome (Cai et al. 2009) 

Dans les systèmes à deux composants ou plus, le domaine de liaison au ligand et le domaine 

de liaison à l’ADN se trouvent sur deux protéines séparées.  

II.2.2. Les systèmes à deux composants  

Les systèmes à deux composants sont constitués d’une kinase membranaire qui agit comme 

senseur, c’est-à-dire qu’elle va répondre à un stimulus extracellulaire spécifique grâce au 

domaine de liaison au ligand. Le domaine de liaison à l’ADN sera, quant à lui, présent sur le 

second composant du système qui est le régulateur RR (Response Regulator) (West and Stock 

2001) (Figure 3). Le senseur ou protéine histidine kinase (HK) s’auto-phosphoryle en réponse 

à un stimulus au niveau d’un résidu histidine spécifique. Ce phosphate est ensuite transféré 
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sur un résidu aspartate du régulateur cytosolique. La phosphorylation du régulateur entraîne 

une réponse adaptée dépendante du domaine effecteur. Ce domaine pouvant correspondre à 

un domaine de liaison à l’ADN (majeure partie), de liaison à l’ARN, enzymatique ou de 

liaison à des protéines (Galperin 2006). La constitution de chaque composant de ce système 

ainsi que leur mode d’action et leur implication sera d’avantage détaillé dans la partie II.3. 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique d’un système à deux composants. 

(1) Détection d’un stimulus externe ; (2) Autophosphorylation du senseur en utilisant de l’ATP ; (3) Transfert du phosphate 

du senseur vers le régulateur ; (4) Fixation du régulateur sur le promoteur du gène cible. 

II.2.3. Les systèmes à multiples composants 

A la place d’un seul transfert de groupement phosphate, certains systèmes sont caractérisés 

par un transfert multiple connu sous le nom de phosphorelais. Ce transfert de groupement 

phosphate a lieu entre des résidus histidine et aspartate (His→Asp→His→Asp) (Hoch 2000). 

Les systèmes de phosphorelais sont utilisés pour des voies complexes telles que la sporulation 

et le contrôle du cycle cellulaire chez les bactéries et comme voie de signalisation chez les 

eucaryotes. Un exemple de système de phosphorelais le plus étudié chez les bactéries est la 

régulation de la sporulation de Bacillus subtilis. Ce système fait intervenir un senseur 

histidine kinase A appelé KinA. Le phosphate de KinA va ensuite être transféré sur le résidu 

Asp d’une protéine intermédiaire nommée Spo0F (Stephenson and Hoch 2002). Cette 
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dernière va ensuite donner son phosphate à la protéine Spo0B correspondant à une histidine 

phosphotransférase (HPt) (Perraud et al. 1999). L’étape finale de ce phosphorelais étant le 

transfert du phosphate de la HPt Spo0B vers le résidu Asp du RR Spo0A (Figure 4). Le RR 

Spo0A va permettre la régulation de la transcription de 121 gènes (30 gènes individuels et 24 

opérons) (Molle et al. 2003).  

 

 

Figure 4 : Système de phosphorelais impliqué dans la sporulation de B. subtilis.  

D’après  (Hoch and Varughese 2001). 

 

Le phosphorelais RcsCBD contrôlant une variété importante de processus cellulaires comme 

la mobilité, la division cellulaire, la formation de biofilm et la pathogénicité chez les 

Enterobacteriaceae, est composé : d’une kinase hybride RcsC qui possède un domaine 

transmetteur (domaine KD) et un domaine receveur (domaine RD) ; d’une histidine 

transférase  nommée RcsD (domaine HPt) et enfin d’un RR nommé RcsB  (Huang et al. 2006; 

Jayaratne et al. 1993; Takeda et al. 2001). Dans ce système, RcsC détecte un stimulus, 

phosphoryle son domaine KD qui ensuite va donner son phosphate au domaine RD. Histidine 

transferase RcsD va ensuite récupérer le phosphate pour finalement le transférer sur le RR 

RcsB (Figure 5).  
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Figure 5 : Model de transduction du signal du système phosphorelay RcsCDB. 

D’après (Pescaretti Mde et al. 2013). 

 

II.3. Les protéines d’un système à deux composants 

Les systèmes à deux composants (TCS) permettent une réponse adaptée à une grande variété 

de stimuli. Les deux protéines possèdent chacune deux domaines spécifiques. L’HK possède 

un domaine N-terminal qui va sentir un stimulus spécifique par liaison ou réaction avec une 

molécule signale ou encore par interaction avec un stimulus physique. L’information est alors 

transmise et un changement conformationnel a lieu, il en résulte une activation du domaine 

transmetteur cytosolique C-terminal (Wolanin et al. 2002). Le transmetteur va activer le 

domaine N-terminal receveur du RR. Le RR donnera ensuite une réponse cellulaire adaptée 

grâce à son domaine effecteur C-terminal. 

II.3.1. Le composant Histidine Kinase 

Classification des HKs 

La comparaison de séquences des TCS est très utilisée pour identifier un nombre de sous-

familles. La classification des HKs est basée sur leur domaine transmetteur catalytique 

intracellulaire très conservé (Grebe and Stock 1999). Cette classification est basée sur six 

boites conservées dans le domaine transmetteur : H, X, N, D, F et G. Cette classification 

permet de mieux préciser les sous-groupes d’HKs. La composition générale des HKs est 

présentée dans la Figure 6. 

La H-box contient l’histidine, site de phosphorylation. Une proline hautement conservée en 

position 5 après l’histidine acceptrice de phosphate est l’élément invariable des sous-familles 
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1 à 4. Dans les sous-familles 5 à 11, cette proline tend à disparaitre. La distribution des 

résidus chargés et hydrophobes autour de l’histidine acceptrice de phosphate permet de 

différencier les différentes sous-familles. Les différentes boxes (boîtes) ainsi que leur 

spécificité sont présentées dans le Tableau 1. 

Cependant cette classification néglige l’aspect fonctionnel du senseur et le processus de 

transduction du signal (Mascher et al. 2006). Regrouper les HKs par rapport à leur domaine 

senseur permettrait de les classer en fonction de leur rôle biologique qu’elles jouent dans la 

communication entre la cellule et son environnement. Néanmoins, la classification basée sur 

le domaine senseur N-terminal est problématique car ces domaines varient énormément à la 

fois au niveau de leur séquence, de leur topologie membranaire, de leur composition et de leur 

organisation. Par conséquent, une classification fonctionnelle ne peut être basée uniquement 

sur l’alignement des séquences mais requiert l’identification des domaines des hélices 

transmembranaires et la prédiction de l’agencement topologique de ces structures (Mascher et 

al. 2006). En se basant sur cette méthode, la majeure partie (si ce n’est pas toutes) des HKs 

peuvent être classés en trois groupes (Figure 7).  

Le plus grand groupe correspond aux HKs à perception extracellulaire de solutés ou de 

nutriments. Ces HKs possèdent un domaine senseur extracellulaire qui est entouré de deux 

hélices transmembranaires, le domaine extracytoplasmique est composé de 50 à 300 résidus 

d’acides aminés. Le domaine kinase est quant à lui cytoplasmique.  

Le second groupe contient les HKs à perception membranaire. Ces HKs peuvent sentir le 

signal membranaire grâce à la présence de 2 à 20 régions transmembranaires (TMR). Ces 

régions sont liées par de très courtes séquences intra ou extracellulaires (< 30 résidus d’acides 

aminés). Les HKs dans ce groupe peuvent être classées en six sous-groupes :  

 Les kinases à petits senseurs (2 TMRs) impliquées dans les stress de 

l’enveloppe cellulaire et dans les processus de détoxification couplées à un 

ABC-transporteur ;  

 Les thermosenseurs avec 4 ou 5 TMRs qui répondent à la fluidité 

membranaire ;  

 Les senseurs globaux avec 6 TMRs ;  

 Les HKs impliquées dans le quorum-sensing avec 6 à 10 TMRs ;  

 Les HKs avec 12 à 20 TMRs qui montrent une homologie avec les protéines de 

transport et enfin ; 

 Les HKs avec des domaines senseurs inconnus conservés avec 6 à 8 TMRs.  

En somme, les stimuli détectés sont soit associés à la membrane, soit à l’interface 

membranaire. Les stimuli internes à la membrane incluent les propriétés mécaniques de 

l’enveloppe cellulaire (stress mécanique ou de turgescence) ainsi que les enzymes liées à la 

membrane, les gradients d’ions ou électrochimiques, les processus de transport ou la présence 

de composés affectant l’intégrité de la membrane.  
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Le dernier groupe regroupe les HKs à perception cytoplasmique. Ces HKs peuvent être 

cytoplasmiques ou avec une région transmembranaire, mais leur domaine senseur se trouve 

dans tous les cas dans le cytoplasme. Ces protéines vont détecter des solutés cytoplasmiques 

ou des protéines informant sur le métabolisme, l’état de développement ou le cycle cellulaire. 

 

Figure 6 : Représentation des différents domaines constituant une histidine kinase. 

 

 

Tableau 1 : Représentation des différentes boxes retrouvées dans le domaine transmetteur des histidine kinases.  

 

Synthèse réalisée d’après (Grebe and Stock 1999). « . » représente des résidus variables ; « - » correspond aux résidus D ou E 

; « + » pour K ou R ; « h » pour les résidus hydrophobes ; « y » pour les résidus structurellement similaires (H, F ou Y) ; « B 

» pour D ou N ; « z » pour E, D, N ou Q ; et « s » pour A, G, S ou T. Les parties surlignées en rose correspondent aux 

différences permettant de classer les différentes familles de HK. HPK : Histidine Protein Kinases.  

N C
TMR1 TMR2

H      X N      D      F      G

Domaine transmetteur Receveur HPt

D H

HisKA HATPase_c

Domaine 
senseur

(périplasmique)

Région 
de liaison

(cytoplasmique)

Seulement dans les kinases hybrides 
(phosphorelais)

 H-box X-box N-box D-box, F-box G-box 

HPK1a +..Fh...SH-L+TPL..h  D...h..hh.NLh.NAh+ys h.h.h.D.G.Gh   hF..F.R G.GLGLshh..hh..HGG.h.h G.Gs.F.h.h 

HPK1b +..FLA.MSH-h+TPL S D..+h.Qhh.NLh.NAhKFT h.h.h.DsG.Gh    hF..F.Q G.GLGLshh..hh. .MGG.h.h G.Gs.F.h.h 

HPK2a F..DhAH-L+TPh..h  D..hh..hh.NLh.NAh+ys h.h.h.D.G.G hF..F.R G.GLGLshh..hh. .HGG.h.h (G) (F) h.h 

HPK2b hh..hSH-hRTPL.Rh  h..hh.NLh.NA.Ry h.h.h.D.G.Ghs E hF.PF.R G.GLGLshh..hh..HGG.h.h GGh.h. h.h 

HPK3a h..hTHSLKTPh.hL  Dh..hh.NLh.NAh+y h.h.h.D.G.Gh h(F).RG.R G.GLGLshh..hh. .Y.G.h.h Gh .h. h. h 

HPK3b h..F.ADhSHEL+NPh..h  h..hh.NLh.NA..y h.h.h.DNG.Gh h..hF-RFy G GLGLsh...hh. . HGG 

HPK3c h..h.H-hK.Ph..h  h..hh.NL..NAh.y h.h.h.B.G.Gh hF. . F G GLGLshh..hh G.h.h Gh. h. h.h 

HPK3d +.+hh..hSHDL.QPL..h  h..hh.NLh.NAh+yT h. h. h.DTG.Gh hF. .F h GhGLGLshh. . hh. .hGG.h. h.S..G.G. . F. h.h 

HPK3e AAAAHELGTPL  + hh..h.NLh.NAVDyA h.h.h.DDG.G..P.hh.RhG-PFh GhGLGL LLERsGA.h.F.N 

HPK3f h.H-L...h..h  h. .hh.NLh.NAh.y h.h.h. D.G.Gh h.. hF. . F GhGLGL hhE. HGG.h.h Gs.F. h. h 

HPK3g AHELNNPh..h  h.QhhhNLh.NA.DA h.h.h.D.G.Gh hFDPFFTTKP GTGLGL hhE.HGG.h.h Gs.F. h.h 

HPK3h hSHDh..PL. .h  D...h..hh.NLh.NAhKF h. h. h.D.G.Gh hF.hF..hH GTGhGLshh.+hh..HGG G.Gs.F. h.h 

HPK3i WhH.hKTP  KWL.Fhh.Qhh.NALKYS T.h.h.D.G.Gh Dh.RhF. .(F) GhGLyLh. .h. . .h. . . h. h.S G.GT.h. h.F 

HPK4 hG.hhs.hAHEh..Ph..h  D...h.QhhhNLh.NAhzhh h.h.h. D.G.Gh hF.PF.TTK G.GhGL.hh. .hh. .HGG.h.h. (S) Gs F. h.h 

Histidine kinase avec absence de proline dans la H-box 

HPK5 z.LR...HE..N  hh.hhGNLh-NAh.h h.h.h. D.G.Gh hF..G GhGL.hh...h GG.h.h Gs .F. h.h 

HPK6 h.hh..hhRHDhhN  AB h..hh-NLh.NAh.HG h.h.h. D.G.GhP hF. .GF G.GLGLyhh+.hh yGG.h.h G..F. h.h 

HPK7 - +..hA+-hHD  h..hh.EAh.NAh+Hs h. h. h.D.G.Gh Pas de F-box GL.Gh.-+h. .hGG.h.h G. .h. h.h 

HPK8 LQA...PHFLyN  h.hP.h.hQ.hhENAh.y h. h. h.D.G.Gh Pas de F-box G.G.GL.Nh Rh FG h.h GT.h. h. h 

HPK9 hFR.AH(S/T) KG   H..E  hh..h..PhhHhhRNADHG hhh.h.DDG.Gh hhF.PGFST GRGhGhDVV+ G S Gs.F. h. h 

HPK 10 F+HDY.N  hh.h.R.h..hh.NAhE Pas de D-box hF. . .FSTK G.G.GLGL F. h. h. h 

HPK11 EhHHRh+NNLQ  ThhPh.hhh.ELhsNAh+ys h. h. h.DBG.Gh (F) (G) shGL G G. .F. h. F 
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Figure 7 : Représentation schématique des trois groupes de HK. 

(A) HKs à perception extracellulaire, (B) HKs à perception membranaire, (C) HKs à perception cytoplasmique. Le stimulus 

est représenté par un éclair ou une étoile rouge. Les parties de la protéine impliquées dans la perception du signal sont 

colorées. D’après (Mascher et al. 2006). 

Composition des HKs 

Les HKs peuvent être composés de nombreux domaines ; ne seront présentés ici que les 

domaines qui sont retrouvés dans les HKs de L. casei. La composition des HKs de L. casei est 

présentée dans la partie II.4. 

Le domaine HAMP 

Le domaine HAMP est localisé dans le cytoplasme, mesure environ 50 résidus d’acides 

aminés et correspond à deux hélices α reliées par une boucle. Il ne participe pas à la détection 

du signal mais il s’agit d’un domaine important pour la transduction du système ; en effet, le 

signal perçu va entrainer la rotation des 4 hélices du domaine HAMP des protéines associées 

en dimère, ce qui va permettre l’activation du domaine transmetteur (Williams and Stewart 

1999). 

Le domaine PAS 

Le domaine PAS (Per-Arnt-Sim) est localisé dans le cytoplasme, mesure environ 110 résidus 

d’acides aminés. Il est conservé et largement répandu dans les domaines senseurs à l’oxygène 

au potentiel redox et à la lumière. Il peut lier l’hème, la flavine et l’adénine (Taylor and 

Zhulin 1999). 

Les domaines HAMP et PAS vont se trouver entre la dernière hélice transmembranaire et le 

domaine transmetteur. 

Le domaine HisKA 

Le domaine HisKA est localisé dans le cytoplasme, mesure environ 80 résidus d’acides 

aminés. Il correspond au domaine de dimérisation et au domaine phosphoaccepteur. Les H- et 

X-boxes vont se retrouver dans ce domaine. 
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Le domaine HATPase_c 

Le domaine HATPase_c est aussi localisé dans le cytoplasme mesurant environ 140 résidus 

d’acides aminés. Il s’agit du domaine catalytique des HKs, il permet le phosphotransfert de 

l’ATP vers le domaine HisKA. Les N-, D-, F- et G-boxes vont se retrouver dans ce domaine. 

Les domaines HisKA et HATPase_c correspondent au domaine transmetteur de l’HK. 

II.3.2. Le composant Response Regulator  

Les RRs sont composés en général de deux domaines : le domaine receveur REC et le 

domaine effecteur (Figure 8). 

 

Figure 8 : Représentation des différents domaines constituant un response regulator. 

Le domaine receveur 

Le domaine receveur REC est un module commun à une grande variété de RR dans les 

systèmes de transduction du signal chez les bactéries. Ce domaine a été décrit pour la 

première fois en 1977 par Koshland lors de l’étude de la protéine CheY constituée 

uniquement du domaine REC (Koshland 1977). 17% des RRs bactériens ne possèdent que le 

domaine REC (Galperin 2010). Ces protéines contrôlent la motilité cellulaire (CheY), 

participent à la signalisation des phosphorelais (Spo0F) et, dans les interactions protéine-

protéine, gouvernent le développement et la division cellulaire (DivK et CpdR) (Jenal and 

Galperin 2009). 

Le domaine receveur N-terminal des RRs a trois grandes fonctions. La première est qu’il 

interagit avec l’HK phosphorylée et catalyse le transfert de phosphate vers son résidu 

aspartate. La seconde est de catalyser leur propre déphosphorylation et enfin la dernière est de 

réguler l’activité de leur domaine effecteur de manière phospho-dépendante (West and Stock 

2001). Le domaine REC est composé d’environ 125 résidus qui sont organisés en 5 feuillets β 

entourés de 5 hélices α. Chez la protéine CheY les résidus Asp12, Asp 13 et Asp57 participent 

à la coordination de l’ion Mg
2+

 requise pour le transfert du phosphate sur Asp57 du feuillet 

β3, la Lys109 est aussi requise dans le site catalytique. Deux autres résidus sont aussi 

hautement conservés, le résidu Ser/Thr sur le feuillet β4 (Thr87) et le résidu Phe/Tyr sur le 

feuillet β5 (Tyr106). Ces deux résidus changent d’orientation en fonction de la 

phosphorylation de la protéine (Figure 9). 

N C
Domaine receveur (REC) Domaine effecteur

D Domaine de liaison à l’ADN, à l’ARN, à une 
protéine, ou à activité enzymatique
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Des petites molécules comme l’acétyl-phosphate, le carbamoyl-phosphate, l’imidazole 

phosphate et le phosphoramidate peuvent servir de phospho-donneurs pour les RRs (Lukat et 

al. 1992) 

 

Figure 9 : Organisation spatiale schématique du domaine REC des RRs. 

Organisation avant (a) et après (b) phosphorylation. D’après (Bourret 2010). 

 

Le problème de la classification des RRs en fonction de leur alignement de séquence est que 

deux RRs peuvent partager plus de 30% d’identité notamment dû à leur domaine REC alors 

qu’ils ne partagent pas du tout la même fonction (Galperin 2010). Afin de réaliser une 

classification fonctionnelle, les RRs sont regroupés par rapport à leur domaine effecteur qui 

correspond à un domaine de liaison à l’ADN, à l’ARN, aux protéines ou encore un domaine 

correspondant à une enzyme. 

Le domaine effecteur 

RR avec un domaine effecteur de liaison à l’ADN 

Une grande majorité (60%) des RRs contiennent un domaine effecteur de liaison à l’ADN. La 

plupart ont une structure tridimensionnelle correspondant à des variations du motif structurel 

de liaison à l’ADN : hélice-tour-hélice (HTH). La majeure partie de ces 60% de RRs avec un 

domaine de liaison à l’ADN peuvent être classés dans les familles OmpR (30%), NarL 

(17%), NtrC (9,1%) et LytTR (3%). Les deux motifs les plus communément retrouvés sont 

HTH et wHTH (motif ailé) (Figure 10). 

Le motif hélice-tour-hélice 

La structure la plus simple du motif HTH est constituée de trois hélices. Les deux premières 

hélices se joignent par un tour de quatre résidus dont le deuxième est souvent une glycine. La 

deuxième hélice, qui s’insère dans le grand sillon de l’ADN, est nommée hélice de 
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reconnaissance. La troisième hélice, qui se trouve à l’avant dans une orientation horizontale, 

sert pour la stabilisation du motif.  

Le motif hélice ailée (winged helix, wHTH) 

Le motif wHTH est une autre configuration du motif HTH de base. Ce domaine est 

caractérisé par la présence de deux feuillets β dans la région C-terminale. La reconnaissance 

du site est plus flexible grâce à cette aile ainsi formée. 

 

Figure 10 : Représentation schématique des motifs HTH et wHTH de liaison à l’ADN. 

Les feuillets sont représentés par des flèches jaunes, les hélices par des cylindres bleus, l’hélice de reconnaissance est 

représentée en bleu foncé. D’après (Aravind et al. 2005). 

 

Les 98 résidus d’acides aminés composant le domaine effecteur des RR de la famille OmpR 

sont organisés en trois hélices α entourées de deux modules de feuillets β antiparallèles 

constituant ainsi le motif wHTH. La topologie de ce domaine est β1-β2-β3-β4-α1-β5-α2-α3-

β6-β7. La région α2-tour-α3 forme le motif HTH. L’hélice α3 correspond à l’hélice de 

reconnaissance qui va interagir avec l’ADN et l’hélice α2 correspond à l’hélice de 

positionnement (Martinez-Hackert and Stock 1997) (Figure 11).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

Figure 11 : Représentation tridimensionnelle du domaine effecteur d’OmpR d’E. coli. 

D’après (Martinez-Hackert and Stock 1997).  

Motif HTH Motif wHTH
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Les 62 acides aminés formant le domaine effecteur des RR de la famille NarL d’E. coli sont 

quant à eux en un complexe de 4 hélices α, les deux hélices centrales forment le motif HTH. 

Les deux autres hélices vont permettre l’assemblage en dimère. Lorsque NarL est non 

phosphorylé, le domaine effecteur est tourné vers le domaine receveur ce qui va empêcher la 

liaison à l’ADN. La phosphorylation de NarL sur son Asp59 N-terminal va entrainer une 

rotation de la partie C-terminale (effectrice) qui permettra alors la fixation à l’ADN (Baikalov 

et al. 1996). 

 

Le domaine effecteur des RR de la famille NtrC est composé de deux domaines, un domaine 

ATPase de la classe AAA
+ 

de 230 résidus d’acides aminés, ce domaine permet de cliver 

l’ATP et de produire de l’énergie afin de former un complexe oligomérisé. Le second 

domaine de 80 résidus, Fis, pour Facteur de stimulation inversé, contient le motif HTH et va 

intervenir dans la dimérisation et l’oligomérisation. NtrC va interagir avec la σ
54

-ARN 

polymérase (Yang et al. 2004). 

 

Le domaine effecteur LytTR de la protéine AgrA de Staphylococcus aureus de 105 résidus ne 

comporte pas de motif HTH mais est un ensemble de 10 feuillets β organisé autour d’une 

hélice α. Les RRs contenant ce motif sont généralement impliqués dans la régulation de 

facteurs de virulence ou dans la production de toxines (Sidote et al. 2008) (Figure 12). 

 

Figure 12 : Représentation tridimensionnelle du complexe entre l’ADN et le domaine effecteur LytTR d’AgrA de S. 

aureus. 

Le domaine LytTR d’AgrA est composé de feuillets β en bleu et d’une hélice α en rouge se positionnant sur l’ADN en 

orange. D’après (Sidote et al. 2008). 

 

Le domaine effecteur AraC-HTH de 129 résidus de la protéine MarA d’E. coli est composé 

de sept hélices α formant deux sous-domaines similaires contenant chacun le motif HTH. Il 
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possède deux hélices de reconnaissance, les hélices α3 et α6 (Figure 13). Ce domaine est 

présent en monomère en solution et ne contient pas de domaine de dimérisation (Rhee et al. 

1998). 

 

 

Figure 13 : Représentation de la structure tridimensionnelle du complexe entre l’ADN et le domaine AraC-HTH de 

MarA d’E. coli. 

Le domaine AraC-HTH de MarA d’E. coli est composé de 7 hélices α représentée en bleu. D’après (Rhee et al. 1998). 

RR avec un domaine effecteur de liaison à l’ARN 

Le plus connu des domaines de liaison à l’ARN est le domaine ANTAR pour AmiR and NasR 

Transcription Antitermination Regulators. Les régulateurs transcriptionnels de type AmiR et 

NasT possèdent ce domaine qui stimule la transcription en empêchant la terminaison de la 

transcription pour les terminateurs Rho-indépendants (Figure 14) (Galperin 2006). 

 

 

Figure 14 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine AmiR. 

Le domaine receveur est présenté en gris, la région représentée en jaune correspond au domaine ANTAR (résidus 101 à 190) 

avec la portion coiled coil importante pour la structure en dimère présentée en vert. Les résidus conservés correspondant à la 

signature du domaine ANTAR sont représentés en rouge (Shu and Zhulin 2002). 
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RR avec un domaine effecteur de liaison à une protéine 

La protéine CheV impliquée dans le chimiotaxisme est la protéine la plus étudiée qui possède 

un domaine effecteur de liaison à une protéine (CheW-like domain). Cette protéine est 

capable de fixer CheA comme le fait CheW ; elle peut, en plus de cela, être phosphorylée par 

CheA grâce à son domaine receveur REC (Alexander et al. 2010). 

RR avec un domaine effecteur enzymatique 

Différentes activités enzymatiques peuvent être retrouvées dans des RRs. La protéine de 

chimiotactisme CheB possède un domaine REC en N-terminal et un domaine C-terminal 

méthylesterase. Les autres activités enzymatiques retrouvées chez d’autres RRs sont : 

l’activité diguanylate cyclase (RR de type PleD), c-di-GMP phosphodiestérase (RR de type 

VieA ou RpfG), phosphatase (RR de type RsbU) ou encore histidine kinase (Histidine kinase 

hybride) (RR de type RcsC). Le nombre de RRs possédant une de ces activités correspond à 

environ 1% du total des RRs analysés d’après (Galperin 2006). 

II.3.3. Transmission du signal de l’HK vers son RR et activité 

La transmission du signal des TCS est basée sur le transfert d’un phosphate du domaine 

transmetteur d’une HK vers le domaine receveur de son RR. L’HK est la protéine qui va 

détecter le stimulus grâce à son domaine senseur. Ce stimulus peut être extracellulaire, 

membranaire ou intracellulaire. La détection va ensuite faire intervenir le domaine 

transmetteur de l’HK. Ce domaine transmetteur possède deux sous-domaines : le domaine 

HisKA et le domaine HATPase_c. Ce dernier correspond à la région catalytique de l’HK, 

c’est lui qui va permettre la phosphorylation à partir d’ATP. Le domaine HisKA va, quant à 

lui, permettre la dimérisation de l’HK. Ce domaine contient le site de phosphorylation, 

l’histidine de la H-box. Le phosphate de l’histidine de la H-box de la HK va ensuite être 

transféré sur le résidu aspartate conservé du domaine receveur REC du RR. Cette réaction va 

être catalysée par le domaine REC lui-même. Le RR possède deux domaines : le domaine 

REC et le domaine effecteur. Ce dernier domaine va ensuite être activé et va pouvoir exercer 

la régulation d’expression de gènes, la liaison à des protéines ou l’activité enzymatique… 

L’activation du RR peut se faire de deux manières différentes. Dans le premier cas, le 

domaine receveur inhibe le domaine effecteur et la phosphorylation permet de lever cette 

inhibition. Dans le deuxième cas, la phosphorylation du domaine REC va permettre la 

dimérisation ou l’oligomérisation du RR augmentant ainsi son affinité pour l’ADN ou pour 

des protéines. Certains RRs peuvent même combiner les deux cas (Stock et al. 2000). La 

réponse cellulaire du RR est proportionnelle à son degré d’activation. 
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Mécanismes de régulation 

Les HKs possèdent deux activités qui vont déterminer le niveau de phosphorylation des RRs. 

Premièrement, elles ont une activité d’autophosphorylation et secondement une activité 

phosphatase sur le RR. Les HKs ne possèdent pas toutes l’activité de phosphatase du RR. 

Dans ce cas, des protéines auxillaires peuvent effectuer la déphosphorylation du RR. 

Cependant de nombreux RRs ont une activité autophosphatase. Une autre façon de réguler le 

système est de réguler le taux de RRs lui-même. De nombreux systèmes à deux composants 

régulent leur propre système. Dans ce système, le RR est un activateur ou un répresseur de 

l’opéron codant pour les protéines du système à deux composants (Stock et al. 2000). 

Les RRs qui ont un domaine effecteur de liaison à l’ADN sont soit des activateurs, soit des 

répresseurs de la transcription des gènes (Browning and Busby 2004) (Figure 15). 

Activateurs transcriptionnels 

Dans le cas des activateurs de classe I, le RR peut se fixer bien en amont de la boite -35, il 

interagit avec la partie C-terminale de sous unité α de l’ARN polymérase, ce qui permet le 

recrutement de la polymérase sur le promoteur. Les activateurs de classe II se lient sur une 

région en amont mais proche de la boite -35 (position -41.5) ; cette fois-ci l’activateur va 

interagir avec la sous-unité σ de l’ARN polymérase. Certains activateurs peuvent, quant à 

eux, venir se fixer entres les boites -35 et -10 ; l’activation de la transcription est due alors à 

un simple changement conformationnel de l’ADN, les boites -35 et -10 sont alors réalignées 

et l’ARN polymérase peut venir se fixer (Browning and Busby 2004).  

Répresseurs transcriptionnels 

Les répresseurs inhibent la transcription en empêchant la fixation de l’ARN polymérase. Ils 

peuvent se fixer entre les boites -35 et -10 et réprimer la transcription grâce à leur 

encombrement stérique de la région promotrice. Ils peuvent aussi former une boucle au 

niveau des deux boites, ce qui empêche leur alignement ; dans ce cas, les répresseurs se 

positionnent en amont et en aval du promoteur et interagissent entre eux pour former la 

boucle. Enfin la dernière grande catégorie de répresseurs correspond aux régulateurs qui vont 

moduler l’activité des activateurs. Le répresseur va se lier à l’activateur qui ne pourra alors 

plus interagir avec l’ARN polymérase (Browning and Busby 2004).  

 



  Synthèse Bibliographique 

24 

 

 

Figure 15 : Schématisation des différents mécanismes d’activation et de répression de l’initiation de la transcription 

par les régulateurs transcriptionnels. 

(1) mécanisme d’activation : 1a, activateur de classe I, 1b, activateur de classe II, 1c, activation par changement de 

conformation et réalignement des boites -10 et -35. (2) mécanisme de répression : 2a, répression par encombrement stérique, 

2b, répression par formation de boucle, 2c, répression par modulation d’un activateur. D’après (Browning and Busby 2004). 

 

 

Cross-talk entre RRs et HKs 

Les HKs et les RRs font partie chacun de familles de gènes paralogues et les membres de 

chaque famille partagent une importante homologie, à la fois au niveau de la séquence et de la 

structure. Cette similitude laisse à penser que les protéines de deux TCS de voies de 

signalisation différentes peuvent interagir entre eux (cross-talk) (Laub and Goulian 2007) 

(Figure 16). Cette interaction peut se produire chez E. coli entre les TCS VanS-VanR et 

PhoR-PhoB lorsque VanS-VanR sont exprimés de façon hétérologue. Le système VanS-VanR 

est impliqué dans la régulation de l’expression de gènes permettant la résistance à la 

vancomycine chez les entérocoques et d’autres bactéries Gram positif. Dans ce système VanS 

est une HK à perception membranaire possédant deux domaines transmembranaires et VanR 

est un RR de la famille OmpR (composé d’un domaine REC et d’un domaine trans_reg_C 

correspondant à un motif wHTH). Le système PhoR-PhoB est, quant à lui, impliqué dans la 

détection et la réponse à un changement de disponibilité en phosphate. Dans ce système, 

PhoR est une HK à perception extracellulaire et PhoB est un RR composé d’un domaine REC 

et d’un domaine trans_reg_C (wHTH). Une intercommunication entre la kinase VanS et le 

régulateur PhoB est possible chez E.coli mais seulement en absence de la kinase PhoR (Fisher 
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et al. 1995). De même, la kinase PhoR peut phosphoryler le RR VanR en absence de VanS 

(Haldimann et al. 1997).  

D’autres systèmes de communications existent aussi entre des RRs et HKs de la même voie 

(voie branchée) (Figure 16b), une kinase peut parfois phosphoryler deux RRs. C’est le cas, 

par exemple, de CheA (HK impliquée dans le chimiotaxisme) qui est capable de phosphoryler 

deux RRs (une pour plusieurs), CheY et CheB (Kirby 2009). Inversement, un RR peut être 

phosphorylé par deux HKs (plusieurs pour un). Par exemple, trois HK hybrides nommés 

LuxN, LuxQ et CqsS peuvent phosphoryler une même phosphotransferase LuxU qui 

phosphoryle par la suite le RR LuxO (Henke and Bassler 2004). 

 

 

Figure 16 : Communication entre les différentes protéines des TCS. 

(a) cross-talk : communication entre des TCS de deux voies de signalisation différentes. (b) voies branchées : 

communications entre les protéines de la même voie de signalisation. HK : Histidine Kinase, RR : Response Regulator. 

(Laub and Goulian 2007). 

II.4. Les systèmes à deux composants de L. casei ATCC 334 

L. casei ATCC 334 a un génome de 2.95 Mb incluant son plasmide. Dans ce génome, 33 

gènes codent 16 TCS complets et un incomplet (RR uniquement), faisant de L. casei un des 

lactobacilles possédant le plus de TCS (Zuniga et al. 2011). La répartition sur le génome de 

ces TCS est représentée dans la Figure 17. Les RRs font partie en majorité de la famille 

OmpR (12 RRs soit 70,6% des RRs), deux RRs (11,8%)  appartiennent à la famille LytTR, 

deux autres RRs (11,8%) appartiennent à la famille NarL et enfin un RR est non classé. 

Certains de ces TCSs sont annotés d’après KEGG. Des mutants par insertion ont été obtenus 

chez L. casei BL23 pour chaque RR, ce qui indique qu’aucun des TCS n’est essentiel pour la 

croissance (Alcantara et al. 2011). Alcantara et al. ont testés ces mutants quant à leur capacité 

de croissance en MRS, en présence de bile 0,5% (m/v), de NaCl 0,6 M, à pH 3,75 et à 42°C, 

et quant à leur résistance aux antimicrobiens tels que la bacitracine, la vancomycine et la 
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Une pour plusieurs Plusieurs pour un

Cross-talk



  Synthèse Bibliographique 

26 

 

nisine. Les résultats principaux de ce travail chez L. casei BL23 sont répertoriés dans le 

Tableau 2 par homologie de séquence des TCS de L. casei ATCC 334. 

 

Figure 17 : Représentation de la position des TCSs sur le génome de L. casei ATCC 334. 
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Tableau 2 : Récapitulatif des caractéristiques des TCS de L. casei ATCC 334.  

 

Les rectangles bleus représentent des régions transmembranaires, les rectangles roses correspondent à des régions de faibles 

complexités, les rectangles verts correspondent aux régions coiled-coil. Réalisé avec le logiciel SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) (Letunic et al. 2012; Schultz et al. 1998). 

Nom des gènes 
codant pour le TCS

Représentation SMART des protéines 
composants le TCS

Nom courant 
du TCS

Caractéristique du TCS Référence

LSEI_0219-0220 Mutant pour ce TCS est plus sensible
à : Bile/NaCl/pH3,75 et à la
bacitracine et nisine
Tolérance aux stress de la paroi

Alcantara et al. 2011

LSEI_0461-0460 Augmentation de la transcription de
LSEI_0460 lors d’un stress acide

Broadbent et al. 2010

LSEI_0711-0712 CiaR-CiaH Résistance au stress et compétence KEGG

LSEI_0934-0935 PhoP-PhoR Carrence en phosphate
Mutant pour ce TCS est plus résistant
à la bacitracine et la nisine

KEGG
Alcantara et al. 2011

LSEI_0950-0951

LSEI_1041-1042 Mutant pour ce TCS est plus sensible
à : Bile/NaCl/pH3,75/42°C
Sensibilité nisine

Alcantara et al. 2011

LSEI_1209-1208

LSEI_1223-1222 DesK-DesR Faible température KEGG

LSEI_1420-1419 Tolérance aux stress de la paroi
Mutant pour ce TCS est plus sensible
à la bacitracine et la nisine

Alcantara et al. 2011

LSEI_1666-1665 Mutant pour ce TCS est plus sensible
à la bacitracine et la nisine

Alcantara et al. 2011

LSEI_1679-1678 Mutant pour ce TCS est plus sensible
à la nisine et une croissance en MRS
limitée par rapport à la souche
parentale
Transcription de LSEI_1679 diminuée
lors d’un stress acide

Alcantara et al. 2011
Broadbent et al. 2010

LSEI_1740-1741 Mutant pour ce TCS est plus sensible
à : Bile/pH3.75/42°C et la nisine
Tolérance aux stress de la paroi

Alcantara et al. 2011

LSEI_2388-2389 AgrC-AgrA Quorum-sensing/bactériocine Kuo et al. 2013 
Sturme et al. 2007

LSEI_2599-2600 TCS impliqué potentiellement dans le
Quorum sensing d’après sa structure

Sturme et al. 2007 

LSEI_2681-2680 Mutant pour ce TCS est plus résistant
à la bacitracine

Alcantara et al. 2011

LSEI_2808-2807 WalR-WalK
VicR/VicK
YycF/YycG

Métabolisme de la paroi
Mutant pour ce TCS est plus résistant
à la bacitracine

KEGG
Alcantara et al. 2011

LSEI_2868-2869 MaeK-MaeR
CitA/CitB

Métabolisme Malate/Citrate
Mutant pour ce TCS est plus résistant
à la bacitracine
Augmentation de la transcription de
LSEI_2868 lors d’un stress acide

Landete et al. 2010
Broadbent et al. 2010

http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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II.4.1. Détection des températures basses 

Le TCS codé par les gènes LSEI_1223-1222 correspond, d’après l’annotation du KEGG, au 

système DesK/DesR impliqué dans la détection et la réponse à de faibles températures. Chez 

Bacillus subtilis, DesR, le RR du système, régule l’expression du gène des encodant pour une 

∆5-lipid desaturase. A une température de 37°C, DesK, l’HK du système, agit comme une 

phosphatase qui va déphosphoryler DesR, impliquant une diminution de la transcription. A 

température plus basse, la conformation des multiples domaines transmembranaires est altérée 

dûe à un changement de l’état lipidique de la membrane. Ce stimulus va permettre 

l’autophosphorylation de l’HK puis la phosphorylation du RR qui va pouvoir induire la 

transcription du gène des (Aguilar et al. 2001; Krell et al. 2010).   

II.4.2. Métabolisme de la paroi 

D’après l’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, l’homologue le plus 

proche du TCS codé par les gènes LSEI_2808-2807 est le système VicR/VicK, ou encore 

YycF/YycG. Ces systèmes sont à présent annotés WalR/WalK de par leur fonction ; en effet, 

ce TCS est impliqué dans le métabolisme de la paroi cellulaire lors de la phase exponentielle 

de croissance (Bisicchia et al. 2007). Ce système est impliqué dans la biosynthèse et le 

recyclage du peptidoglycane mais aussi dans la formation des biofilms chez Staphylococcus 

aureus (Dubrac et al. 2007). Il contrôle positivement la transcription des gènes codant pour 

les autolysines AltA et LytM. Une communication entre le système PhoRP et YycFG a été 

montrée chez B. subtilis, l’HK PhoR est capable de phosphoryler le RR YycF(WalR) lors 

d’une carence en phosphate (Howell et al. 2006). Le système WalR/WalK semble être 

essentiel pour les bactéries à Gram positif à faible GC% (Winkler and Hoch 2008). 

Cependant, l’inactivation de ce TCS chez Lactobacillus sakei face à de nombreux stress n’a 

pas montré de différence par rapport à la souche parentale (Morel-Deville et al. 1998). 

II.4.3. Carence en phosphate 

D’après l’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, l’homologue le plus 

proche du TCS codé par les gènes LSEI_0934-0935 est le système PhoP/PhoR. Ce système va 

permettre de détecter une carence en phosphate et va ainsi permettre, grâce à l’activation de la 

transcription de certains gènes, de récupérer de nouvelles sources de phosphate. Les cibles du 

RR (PhoP) de ce système sont les opérons codant pour les acides téichuroniques et les acides 

téichoïques. Ces derniers sont des polymères anioniques, ce sont des composants essentiels de 

l’enveloppe cellulaire et sont, de par leur composition, riches en phosphate. En absence de 

phosphate, B. subtilis remplace les acides téichoïques par les acides téichuroniques ne 
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contenant pas de phosphate, afin de restaurer le stock (Lahooti and Harwood 1999; Pragai et 

al. 2004). 

II.4.4. Résistance au stress et compétence 

D’après l’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, l’homologue le plus 

proche du TCS codé par les gènes LSEI_0711-0712 est le système CiaH/CiaR. Ce système a 

été caractérisé en majeure partie chez la bactérie pathogène Streptococcus pneumoniae. Ce 

TCS est impliqué dans de nombreuses fonctions telles que la compétence (capacité à recevoir 

de l’ADN étranger) (Dagkessamanskaia et al. 2004), la tolérance au stress oxydatif, la 

thermotolérance, la virulence (Quach et al. 2009). Il semble aussi être impliqué dans la 

biochimie de la paroi cellulaire des bactéries en effet, des mutations dans le gène codant pour 

CiaH (HK) confèrent une augmentation de la résistance aux béta-lactames (antibiotiques 

agissant sur la paroi cellulaire) (Mascher et al. 2003; Zahner et al. 2002). 

II.4.5. Quorum sensing-bactériocine 

Le TCS incomplet ne possédant qu’un seul RR codé par le gène LSEI_2389 est annoté par le 

KEGG comme faisant partie du système AgrC/AgrA impliqué dans le quorum sensing ou la 

production de bactériocine. Un pseudo-gène (LSEI_2388) existe en amont de ce RR et le 

BLASTn de ce gène indique que la protéine codée semble correspondre à une histidine 

kinase. La régulation de la production de bactériocines telles que la sakacine chez L. sakei, ou 

la plantaricine chez L. plantarum, est généralement sous le contrôle d’un système à trois 

composants comprenant une HK, un RR de la famille LytR/AlgR/AgrA (Nikolskaya and 

Galperin 2002) et un petit peptide type phéromone appelé PAI (peptide auto-inducteur). Ce 

PAI est un peptide, comportant une double glycine dans sa séquence, qui est exporté dans le 

milieu extracellulaire grâce à un ABC-transporter. Le PAI peut lier le domaine extracellulaire 

de l’HK et par conséquent, activer le RR qui va augmenter la transcription de son propre 

cluster de gènes incluant le gène codant pour le PAI. En amont du TCS incomplet, se trouve 

des gènes codant pour un PAI putatif (LSEI_2386), un ABC-transporter (LSEI_2384) et une 

protéine accessoire pour la sécrétion de bactériocine (LSEI_2381). Le gène de la HK est 

probablement annoté comme pseudo-gène car interrompu par une transposase (LSEI_2387). 

L’action antimicrobienne du PAI a été testée sur différentes souches et il s’avère que ce 

peptide à une activité anti-Listeria (Kuo et al. 2013). 

Le TCS codé par les gènes LSEI_2599-2600 pourrait potentiellement être, lui aussi, impliqué 

dans le quorum sensing (QS-TCS). Le RR (codé par LSEI_2599) de ce TCS possède un 

domaine LytTR et l’HK (codé par LSEI_2600) fait partie de la sous-famille des HPK10. Ces 

particularités sont généralement retrouvées chez les QS-TCS (Sturme et al. 2007). 
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II.4.6. Utilisation de l’acide L-Malique 

Le TCS codé par les gènes LSEI_2868-2869 a récemment été caractérisé (Landete et al. 

2010). Ce TCS est impliqué dans la régulation des gènes maeP (LSEI_2867) et maeE 

(LSEI_2866) requis pour la croissance en présence d’acide L-malique comme source de 

carbone. Le gène maeE code pour une malate oxydoréductase et le gène maeP pour un 

symporteur malate/Na
+
. Lorsque le gène maeR ou de maeK est délété, L. casei est incapable 

de pousser en présence d’acide L-malique et d’exprimer les gènes maeE et maeP. Ce TCS est 

aussi annoté comme intervenant dans la fermentation du citrate (CitA/CitB). L. casei possède, 

d’après le KEGG, les différentes protéines autres que le TCS intervenant dans ce métabolisme 

CitC (LSEI_1860), CitD (LSEI_1859), CitE (LSEI_1858), CitF (LSEI_1857), CitX 

(LSEI_1856), CitG (LSEI_1853). 

II.4.7. Résistance aux peptides antimicrobiens  

Les TCS codés par les gènes LSEI_1420-1419 et LSEI_1740-1741 semblent être impliqués 

dans la résistance aux peptides antimicrobiens (PAMs) (Revilla-Guarinos et al. 2013). Ces 

deux opérons ont été caractérisés chez L. casei BL23. Ils sont situés à côté de deux opérons 

codants pour des ABC transporteurs chez L. casei BL23 mais aussi chez ATCC 334 

(LCABL_16400-16410 ou LSEI_1417-1418 et LCABL_19580-19590 ou LSEI_1738-1739) 

codant respectivement pour une peptide ABC transporter permease et pour une peptide ABC 

transporter ATPase. L’analyse transcriptionnelle a montré que le TCS codé par 

LCABL_16420-16430 (soit LSEI_1420-1419) est nécessaire pour l’induction de l’opéron de 

l’ABC transporter LCABL_16400-16410 (soit LSEI_1417-1418) en présence de nisine. Dans 

le cas de l’opéron LCABL_19600-19610 (soit LSEI_1740-1741), l’analyse a montré que les 

protéines codées par cet opéron n’ont pas de rôle direct dans la détoxication des PAMs 

comme c’est le cas pour les protéines du premier opéron. Les protéines codées par 

LCABL_19600-19610 auraient plutôt un rôle sur le maintien des propriétés physicochimiques 

de l’enveloppe cellulaire en agissant sur la régulation (i) de l’opéron dlt LCABL_08540-

08580 (soit LSEI_0793-0797) ; opéron impliqué dans la D-alanylation des acides 

lipotéichoïques nécessaire pour la résistance aux PAMs, (ii) d’un opéron ABC transporter 

isolé codé par LCABL_21670-21680 (soit LSEI_1993-1994) et (iii) du gène mprF (impliqué 

dans la L-lysinylation des phospholipides) (Figure 18). 
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Figure 18 : Représentation des voies de signalisation senseur et de résistance de L. casei aux PAMs. 

P : Permease, A : ATPase, H : Histidine kinase, R : Response Regulator. Les séquences putatives de fixation des régulateurs 

au niveau des promoteurs sont présentées en lettres majuscules. La nisine est représentée comme substrat interagissant avec 

les perméases. Les transports putatifs de la nisine sont présentés à travers les perméases par des flèches pointillées vertes. Le 

transfert de signal entre les transporteurs et les TCS est représenté par une flèche double entre la bicouche de phospholipides 

de la membrane. Les flèches noires pointillées représentent le phosphotransfert putatif entre HK et le RR. L’activation 

transcriptionnelle est représentée par des flèches noires. 

II.4.8. Résistance au stress acide 

Les TCS codés par les gènes LSEI_0461-0460, LSEI_2868-2869 et LSEI_1679-1678 

semblent être impliqués dans la résistance au stress acide. En effet, une étude a récemment 

montré une augmentation de la transcription des deux premiers TCS ainsi qu’une diminution 

pour le dernier (Broadbent et al. 2010). 

III. Architecture et rôle de la surface cellulaire des Lactobacilles dans 

les interactions hôte-microbe 

Les espèces du genre Lactobacillus peuvent exercer un effet favorable sur la santé dans le 

tractus gastro-intestinal grâce à différents mécanismes tels que l’inhibition des pathogènes, le 

maintien de l’équilibre microbien, l’immunomodulation et l’amélioration de la fonction de 

barrière. Les différentes espèces du genre Lactobacillus induisent des réponses différentes 

ext
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chez l’hôte, ceci grâce à la diversité de l’architecture de la surface cellulaire et leur capacité à 

exprimer certains composants de surface ou excréter certains composés qui interagissent 

directement sur les cellules hôtes (Sengupta et al. 2013). 

La paroi cellulaire des lactobacilles, bactéries à Gram positif, est composée d’un assemblage 

en plusieurs couches de polymère de peptidoglycane orné d’acides téichoïques (wall teichoic 

acids (WTA) ancrés au peptidoglycane et/ou lipoteichoic acids (LTA) ancré à la membrane), 

d’exopolysaccharides (EPS), de filaments protéiques appelés pili et de protéines associées à la 

paroi cellulaire. Certaines espèces de lactobacilles présentent une couche paracristalline de 

protéines appelée couche S qui entoure le peptidoglycane (Figure 19).  

 

 

Figure 19 : Représentation schématique de l’enveloppe cellulaire des Lactobacilles. 

Les protéines associées à la paroi cellulaire sont attachées à la paroi de manière covalente (protéines LPxTG) ou non 

(protéines avec un domaine LysM, SH3, ou WXL). Les protéines associées à la membrane sont soit ancrées dans la 

membrane cellulaire (lipoprotéine), soit attachées grâce à une hélice transmembranaire N- ou C-terminale. G, N-

acétylglucosamine ; M, acide N-acétylmuramique. D’après (Sengupta et al. 2013). 
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III.1. Le peptidoglycane 

III.1.1. Structure et composition du peptidoglycane 

Le peptidoglycane (PG) est le composant majeur et essentiel de la paroi cellulaire des 

bactéries ; il détermine la morphologie et préserve l’intégrité de la cellule. La nature élastique 

du PG lui permet de résister à des forces d’étirement causées par exemple par la pression de 

turgescence, d’empêcher l’entrée de grosses molécules dans la cellule tout en permettant la 

sécrétion de grosses protéines. Le peptidoglycane est composé d’une partie glucidique 

(=polysaccharide) et d’une partie peptidique. Le polysaccharide du peptidoglycane est un 

polymère de glycosaminopeptide composé de N-acétyl-glucosamine (NAG) et d’acide N-

acétyl-muramique (NAM) liés par des liaisons osidiques β 14.  

Les chaînes de polysaccharides sont liées entre elle par des ponts peptidiques entre deux 

NAMs formant la réticulation du peptidoglycane. En effet, chaque NAM possède un 

pentapeptide composé d’une alternance d’acides aminés L- et D-. Des variations 

considérables apparaissent dans la composition de base du pentapeptide, ce qui confère des 

caractéristiques spécifiques à la souche bactérienne (Asong et al. 2009). Ces variations sont 

présentées dans la (Figure 20). Ces pentapeptides sont ensuite liés entre eux et cet ensemble 

forme le pont peptidique. La liaison entre les pentapeptides est elle aussi variable (Vollmer et 

al. 2008). Les variations de cette liaison sont présentées dans la Figure 21. En somme, ces 

ponts peptidiques permettent l’élasticité du PG.  

Les modifications du peptidoglycane telles que l’élimination du groupement acétyl du NAG 

(Araki et al. 1980), la O-acétylation du NAM ou du NAG (Bernard et al. 2011) ou encore la 

substitution du C6 du NAM par des acides téichoïques ou téichuroniques (Archibald 1985) 

peuvent survenir et affecter l’interaction avec l’hôte. En effet, ces modifications peuvent 

affecter la physiologie de la paroi cellulaire en augmentant la sensibilité à l’autolyse, la 

résistance au lysozyme et l’hydrophobicité de l’enveloppe cellulaire, affectant ainsi la 

reconnaissance par les récepteurs de l’hôte et l’adhésion des bactéries (Sengupta et al. 2013).  

La structure du PG de L. casei BL23 a été déterminée, son peptide de base est composé de L-

Ala, D-Gln, L-Lys, et  D-Ala. Les résidus 3 et 4 sont liés par un pont peptidique composé 

d’un résidu D-Asn. Le NAM peut aussi être O-acétylé chez L. casei (Figure 22) (Regulski et 

al. 2012). 
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Figure 20 : Variation de la composition du pentapeptide du peptidoglycane. 

Les résidus entre parenthèse peuvent remplacer l’acide aminé correspondant. L’acide α-carboxylique de l’iso-D-Glu peut être 

modifié par un amide, un Gly ou D-Ser. (DAP, acide 2,4-diaminopimélique ; DAPH, acide 2,6-diamino-3-

hydroxypimélique ; Hyg, acide thréo-3-hydroxyglutamique ; Hyl, hydroxylysine ; Lan, lanthionine ; Orn, ornithine). D’après 

(Asong et al. 2009). 

 

Figure 21 : Exemple de pont peptidique. 

(a) Escherichia coli (pont direct entre les résidus 3 et 4) ; (b) Staphylococcus aureus (liaison des résidus 3 et 4 par un pont de 

pentaglycine) ; (c) Corynebacterium pointsettiae (liaison des résidus 2 et 4 par un pont avec une D-ornithine) ; (d) 

Micrococcus luteus (liaison des résidus 3 et 4 par un pont correspondant au peptide du NAM). G, N-acétylglucosamine ; M, 

acide N-acétylmuramique. D’après (Vollmer et al. 2008). 
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Figure 22 : Représentation de la structure du peptidoglycane de L. casei BL23. 

GlcNAc, N-acétylglucosamine ; MurNAc, acide N-acétylmuramique. MurNAc peut être O-acétylé ou non. D’après (Regulski 

et al. 2012). 

III.1.2. Les Penicillin-Binding Proteins (PBPs) 

Les PBPs sont des acyl-serine tranferases. Elles sont impliquées dans l’assemblage, le 

maintien et la régulation des caractéristiques de la structure du peptidoglycane.  

Les PBPs catalysent la polymérisation d’une chaine glycane (transglycosylation) et la liaison 

entre deux chaines glycanes (transpeptidation). Certaines PBPs peuvent hydrolyser la dernière 

D-Alanine des pentapeptides (DD-carboxypeptidation) ou hydrolyser le pont peptidique entre 

deux chaines glycanes (endopeptidation) (Figure 23). Par homologie avec leur substrat 

naturel, le pentapeptide (possédant une queue D-Ala-D-Ala), la pénicilline et les autres β-

lactames sont des substrats de ces enzymes et peuvent agir comme inhibiteurs compétitifs 

(Strominger and Tipper 1965).  

Les PBPs sont des protéines transmembranaires et leur site actif est accessible dans l’espace 

pariétal. Il existe différentes sortes de PBPs ; elles se différencient par leur faible poids 

moléculaire (LMW) ou haut poids moléculaire (HMW). Dans la plupart des cas, les PBPs de 

haut poids moléculaire ont une activité transglycosylase et/ou transpeptidase alors que les 

PBPs de faible poids moléculaire ont plutôt une activité carboxypeptidase et/ou endopeptidase 

(Ghuysen 1991).  

Elles sont aussi organisées en classe A ou B pour les HMW, en fonction du domaine 

catalytique se trouvant dans la région N-terminale, la partie C-terminale correspondant à 

l’activité peptidase (Tableau 3). Les PBPs de classe A possèdent une activité 

glycosyltransférase, alors que celles de classe B possèdent un domaine N-terminal jouant un 

rôle dans la morphogenèse de la cellule et qui interagit avec d’autres protéines impliquées 

dans le cycle cellulaire.   
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Les LMW sont souvent caractérisées dans la classe C des PBPs. Les PBPs ont récemment été 

associées à d’autres fonctions telles que leur implication dans la virulence, la morphologie et  

leur interaction avec les cellules hôtes (Tableau 4). Ce tableau met en évidence un rôle plutôt 

tourné vers la virulence/pathogénicité pour les HMW et vers la morphologie de la cellule pour 

les LMW. 

Trois groupes d’acides aminés (motifs) sont assez bien conservés dans les centres catalytiques 

des PBPs, ces motifs sont SXXK, S/YXN/C et [K, H] [T, S] G (Ghuysen 1991; Goffin and 

Ghuysen 1998). 

Peu d’études portent sur le rôle de LMW PBPs. A part leur implication dans le maintien de la 

morphologie et dans la résistance aux β-lactames, leur rôle reste encore peu connu.  

 

 

 

Figure 23 : Représentation des différentes fonctions des PBPs dans la biosynthèse du peptidoglycane chez E. coli. 

En bleu : les HMW PBPs (PBP1a, 1b et 1c) polymérisent la chaîne de glycane en associant une molécule de NAG (N-acétyl-

glucosamine) et une molécule de NAM (N-acétyl-muramique). En violet : la PBP5 (éventuellement la PBP6 et DacD dont la 

fonction est incertaine) clive le dernier D-Ala de la chaine peptidique du NAM. En rose : les PBP2 et PBP3 synthétisent la 

liaison entre deux brins de peptidoglycane (PG) (entre les résidus D-Ala et L-Lys ou l’acide diaminopimélique : DAP) par un 

pont direct. En vert : les PBP4 et PBP7 clivent la liaison entre deux brins de PG. Les points rose clair représentent le résidu 

L-Ala, en turquoise le résidu D-Glu, en orange le résidu DAP ou L-Lys, en rose foncé les résidus D-Ala.  

G N G N

GN GN

PBP1a, PBP1b et PBP1c 

Transglycosylation

Transpeptidation

PBP2 et PBP3 

Endopeptidation

PBP4 et PBP7

G N G N

GN GN

G N G N

GN GN

G N G N

GN GN

DD-carboxypeptidation

PBP5, PBP6(?) et DacD(?) 
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Tableau 3 : Classification des PBPs de sept bactéries. 

 

D’après (Sauvage et al. 2008).
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Tableau 4 : Fonctions de différentes PBPs dans différentes souches. 

Souche Gène Fonction Technique Type de 

PBP 

Références 

Streptococcus 

agalactiae 

ponA 

(PBP1a) 

Protège de la phagocytose, 

protéine de surface anti-

phagocytique 

STM avec 

criblage sur des 

rats nouveau-nés 

HMW 

PBP 

(Jones et al. 

2003) 

Escherichia coli 

2443 

mrcA 

(PBP1a) 

et mrcB 

(PBP1b) 

PBP1b : Formation des biofilms 

et motilité  

 

PBP1a : pas de changement 

Mutation ciblée 

(transduction P1) 

HMW 

PBP 

(Kumar et 

al. 2012) 

Helicobacter 

pylori 

penA 

(PBP2) 

Activation des cellules 

dendritiques humaine et murine 

(temps et dose dépendant) 

 

Induction de MHC II, CD80, 

CD86, p65 NF-kB 

 

Liaison au TLR4 

Production et 

purification de la 

protéine 

 

Test in vivo et in 

vitro 

 

 

HMW 

PBP 

(Hill et al. 

2011) 

Streptococcus 

thermophilus 

pbp2b 

(PBP2b) 

Architecture du peptidoglycane, 

résistance contre des attaques 

(stress oxydatif) 

Mutation aléatoire 

et  ciblée 

(pGh9:ISS1, 

recombinaison 

homologue) 

HMW 

PBP 

(Thibessard 

et al. 2002) 

Streptococcus 

uberis 

pbp2a 

(PBP2a) 

Adhérence et internalisation 

dans les cellules épithéliales 

mammaire 

Mutation aléatoire 

et criblage 

(pGh9:ISS1) 

HMW 

PBP 

(Dego et al. 

2011) 

Acinetobacter 

baumannii 

pbpG 

(PBP7/8) 

Virulence dans un modèle 

d'infection des tissus mous et un 

modèle de pneumonie chez le 

rat. 

 

 

Criblage en 

milieu ascite de 

mutants obtenus 

par transposition. 

LMW 

PBP 

(Russo et al. 

2009) 

Escherichia coli dacB 

(PBP4) 

et pbpG 

(PBP7) 

Rôle auxiliaire (aide la PBP5) 

dans le maintien d’une 

morphologie uniforme de 

cellule 

Mutation ciblée LMW 

PBP 

(Meberg et 

al. 2004) 

Escherichia coli dacA 

(PBP5) 

Rôle principal dans le maintien 

du diamètre, du contour et de la 

morphologie de la cellule 

Mutation ciblée LMW 

PBP 

(Nelson and 

Young 

2000) 
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III.1.4. Les PBPs de Lactobacillus casei ATCC 334 

Le génome de L. casei ATCC 334 possède treize PBPs. Lactobacillus rhamnosus GG en 

possède autant, alors que les autres souches répertoriées dans le 

 

Tableau 5 ci-dessous en possèdent moins excepté Bacillus subtilis TSn5 qui en possède 16. Le 

COG (Cluster of Orthologous Groups) et le nom des gènes des PBPs chez L. casei ATCC 334 

sont les suivants: 

COG0744 : Classe A, annotées en tant que « Membrane carboxypeptidase transpeptidase 

transglycosylase (penicillin-binding protein » : 

 LSEI_0810 : (YP_806088.1) PBP1a. 

 LSEI_1481 : (YP_806700.1) PBP1a. 

 LSEI_1725 : (YP_806940.1) PBP1a. 

 

COG0768 : Classe B, annotées en tant que « Cell division protein FtsI/penicillin-binding 

protein 2 transpeptidase » : 

 LSEI_0314 : (YP_805616.1) PBP2. 

 LSEI_1269 : (YP_806494.1) PBP2. 

 LSEI_1662 : (YP_806877.1) PBP2. 

 

COG1686 : Classe C type 5 

 LSEI_0221 : D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (YP_805526.1) 

 

COG1680 : Classe C type AmpH, annotées en tant que «  Beta-lactamase class C related 

penicillin-binding protein transpeptidase » :  

 LSEI_1152 : (YP_806383.1). 

 LSEI_0435 : (YP_805732.1). 

 LSEI_1802 : (YP_807014.1). 

 LSEI_1805 : (YP_807017.1) AmpC. 

 LSEI_2137 : (YP_807329.1). 

 LSEI_2773 : (YP_807929.1). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116494354
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116494966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116495206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116493882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116494760
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116495143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116493792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116494649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116493998
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116495280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116495283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116495595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116496195
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Tableau 5 : Comparaison du nombre de chaque COG représentant les PBPs chez différentes souches bactériennes. 

 

III.2. Les acides téichoïques 

Les acides téichoïques (TAs) représentent le second composant majeur de la paroi des 

lactobacilles. Ils peuvent représenter 20 à 50% du poids sec de la paroi des lactobacilles, ceci 

dépend de l’espèce, de la souche, du stade de croissance, du pH du milieu, de la source de 

carbone et de la disponibilité en phosphate… (Delcour et al. 1999).  

Les TAs sont impliqués dans des aspects variés de la fonctionnalité de la paroi. Il existe deux 

types d’acides téichoïques ; ceux qui sont liés au peptidoglycane appelé WTA (wall teichoic 

acids) et ceux ancrés à la membrane grâce à une partie glycolipidique, il s’agit des LTA 

(lipoteichoic acids) (Neuhaus and Baddiley 2003). Les TAs sont des polymères anioniques 

composés d’une répétition d’unités de glycérol- ou de ribitol-phosphate (-Gro-P- et –Rbo-P-) 

constituant ainsi une source de phosphate disponible en cas de carence. Leur caractère 

anionique leur permet aussi de jouer un rôle en tant que piégeur de cations, surtout des ions 

Mg
2+

 (Hughes et al. 1973). Les TAs peuvent aider à créer un gradient de pH à travers la paroi 

en séquestrant les protons. Les LTA et les WTA sont souvent substitués avec des glycosyl- ou 

D-alanyl-esters. La variété des TAs est due à la nature des sucres et au nombre de résidus 

phosphates les composants. La composition des TA est présentée dans la Figure 24.  

Les WTA sont ancrés via une unité de liaison (Gro-P)2 ou 3ManNAc(β1-4)GlcNAc-P qui se lie 

en C6 du résidu NAM du peptidoglycane. Les gènes tag et tar permettent la biosynthèse des 

WTA poly (Gro-P) et poly(Rbo-P) respectivement (Lazarevic et al. 2002). Ces gènes sont 

complètement absents chez L. casei, Lactobacillus fermemtum et Lactobacillus reuteri ; ceci 

laisse supposer, que dans ces espèces, la présence des LTA uniquement est suffisante pour 

conférer toutes les fonctions biologiques importantes des TAs.   

Les gènes permettant la synthèse des LTA n’ont été découverts que très récemment. En effet, 

l’inactivation des gènes LTA synthase ltaS chez S. aureus et B. subtilis permet un blocage de 

la biosynthèse des LTA (Grundling and Schneewind 2007; Schirner et al. 2009). Tous les 

génomes des lactobacilles contiennent au moins une copie du gène ltaS, une seconde copie a 

été identifiée chez certaines espèces, c’est le cas chez L. casei (LSEI_0868 et LSEI_1123) 

Lactobacillus 

casei ATCC 334

Lactobacillus 

rhamnosus

GG

Lactobacillus 

plantarum

WCFS1

Lactobacillus 

reuteri

SD2112

Lactobacillus 

johnsonii 

NC533

Lactobacillus 

acidophilus 

NCFM

Bacillus 

subtilis TSn5

Lactococcus 

lactis lactis

II1403

Streptococcus 

salivarius 57.I.

COG0744 3 3 2 2 3 2 4 3 3

COG0768 3 3 2 2 2 2 5 2 2

COG1680 6 6 4 2 3 6 3 1 1

COG1686 1 1 2 2 1 1 3 1 4

COG2027 0 0 0 0 0 0 1 0 0

COG4953 0 0 0 0 0 0 0 0 0

COG5009 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 13 13 10 8 9 11 16 7 10



  Synthèse Bibliographique 

41 

 

(Kleerebezem et al. 2010). La structure des LTA de Lactobacillus rhamnosus GG a été 

étudiée, il s’avère que la chaine des LTA comprend 50 résidus Gro-P et que les D-Alanyl 

esters sont les seuls substituants (74% D-Ala : Gro-P) (Perea Velez et al. 2007). Des LTA 

peuvent être retrouvés libres dans la paroi ou libérés dans le milieu extracellulaire grâce à la 

déacétylation du glycolipide d’ancrage. Tout comme le PG, les LTA peuvent être reconnus 

comme ligand par les récepteurs tels que les Toll-like receptors (TLR) présents sur les cellules 

épithéliales intestinales (Lebeer et al. 2008). 

Les D-Alanyl esters des LTA et des WTA contribuent fortement à la fonction des TAs parce 

que leur charge positive contre partiellement la charge négative des groupements phosphates. 

La D-Alanylation des TAs est réalisée par un ensemble de quatre protéines codées par 

l’opéron dlt (dltA à dltD) correspondant aux gènes LSEI_0794 à 0797. Le gène dltA encode 

pour une D-alanyl carrier protein ligase (DcI), et le gène dltC pour une D-alanyl carrier 

protein (Dcp) ; ces deux protéines sont impliquées dans l’activation de l’alanine par 

l’utilisation de l’ATP. DltB (codée par dltB) est une protéine transmembranaire putative 

impliquée dans le passage du complexe activé D-Alanyl-Dcp à travers la membrane 

cytoplasmique. DltD (codée par dltD) est une protéine membranaire facilitant la fixation de 

Dcp et de Dcl pour la ligation du Dcp avec D-Ala (Neuhaus and Baddiley 2003) (Figure 25). 

L’inactivation de gènes dans cet opéron dans de nombreuses bactéries à Gram positif a 

montré une diminution ou une absence complète de D-Alanyl esters sur les LTA. Ces mutants 

montrent une variété de changements phénotypiques tels que l’altération de la morphologie 

cellulaire associée à un défaut de formation du septum (Palumbo et al. 2006), une différence 

de résistance à l’autolyse (Steen et al. 2005), aux peptides antimicrobiens cationiques (Poyart 

et al. 2003), une modification dans la capacité d’adhésion, d’invasion de la cellule épithéliale, 

de virulence (Abachin et al. 2002), mais aussi un défaut dans la formation des biofilms 

(Fabretti et al. 2006) et une modulation de la réponse immunitaire pro- et anti-inflammtoire de 

l’hôte (Grangette et al. 2005).  
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Figure 24 : Représentation de la composition des WTA et des LTA de type I. 

WTA (A) Unité de liaison ; (B) Poly(Gro-P) présent chez Bacillus subtilis 168 et poly(Rbo-P) présent chez S. aureus H ; 

Substituants X et Y présent chez ces deux bactéries. LTA (A) Glycolipide d’ancrage ; (B) Poly(Gro-P) ; (C) Substituants X. 

D’après (Neuhaus and Baddiley 2003). 

 

 

Figure 25 : Modèle d’incorporation des D-Alanyl esters sur les LTA. 

DltD permet la fixation des protéines Dcp et Dcl. DltB sert de port pour la sécrétion de la D-Alanyl-Dcp à l’extérieur de la 

cellule où a lieu la D-Alanylation. D’après (Neuhaus and Baddiley 2003). 
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III.3. Les polysaccharides de la paroi 

Les polysaccharides de la paroi cellulaire sont des polysaccharides généralement neutres et 

peuvent être liés de manière covalente à la paroi par liaison avec un NAM. Ces 

polysaccharides sont alors appelés WPS (wall polysaccharides) ou ils peuvent être faiblement 

associés à la paroi ou libérés dans le milieu extracellulaire (appelés alors exopolysaccharides 

ou EPS). Lorsque les polysaccharides forment une sorte de capsule étroitement associées ou 

liées à l’enveloppe cellulaire, ils sont généralement nommés polysaccharides capsulaires 

(CPS). Cependant, la distinction entre WPS, EPS et CPS est souvent difficile et apparait 

quelque peu artificielle car la quantité et la localisation des polysaccharides est fortement 

dépendante des conditions de croissance (Kleerebezem et al. 2010).  

Pour les lactobacilles, le terme exopolysaccharides (EPSs) est préféré et correspond aux 

polysaccharides extracellulaires, qu’ils soient attachés à la paroi ou sécrétés (Lebeer et al. 

2008). Les EPSs sont des structures complexes participant à la variété structurale de la paroi 

des lactobacilles. Les EPSs varient à la fois au niveau de leur composition en sucre mais aussi 

par leur mode de liaison, de substitution… (De Vuyst and Degeest 1999). Les EPSs des 

lactobacilles sont généralement des hétéropolysaccharides composés de sucres tels que le 

glucose, le galactose, le rhamnose, N-acétylglucosamine, N-acétylgalactosamine. D’autres 

résidus comme l’acide glucuronique, le glycérol-3-phosphate, des groupements phosphate, 

acétyl ou pyruvyl peuvent être présents. Certains lactobacilles comme Lactobacillus reuteri et 

Lactobacillus acidophilus sont capables de synthétiser des homopolysaccharides tels que, 

respectivement, les glucanes et les fructanes (Tieking et al. 2005).  

Les gènes codant pour la biosynthèse des EPSs sont généralement regroupés dans un cluster 

de gène de 12 à 25 kb. Chez L. rhamnosus, le cluster mesure 18,5 kb et comporte 17 gènes 

(Peant et al. 2005). Deux classes d’EPS ont été identifiées chez cette espèce ; un type EPS 

long et riche en galactose et un type d’EPS court et riche en glucose/mannose (Francius et al. 

2008). La contribution des EPSs dans la fonctionnalité de la paroi cellulaire n’est pas claire, 

cependant leur rôle général est de participer à l’interaction et la protection des lactobacilles 

avec les composants environnementaux et de permettre l’adhésion et la formation de biofilms 

sur des surfaces biotiques et abiotiques (Lebeer et al. 2011). 

III.4. Les pili et flagelles 

Les pili sont des protéines polymériques (hétérotrimères) composées, en général, d’une piline 

majeure correspondant en quelque sorte à la base du pilus, d’une piline mineure décorant la 

piline majeure et d’une autre piline mineure comportant des propriétés adhésives et se situant 

souvent à l’extrémité du pilus. Les pili des Gram positifs ont un diamètre assez fin (1 à 10 

nm) mais peuvent cependant atteindre une longueur de 1 µm, voire plus. Chaque piline est 
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constituée de sous-unités de piline. Ces sous-unités sont liées de manière covalente l’une à 

l’autre grâce à l’activité transpeptidase de sortase spécifique à la piline. Ces liaisons sont 

formées entre la thréonine d’un motif LPxTG et la lysine d’un motif YPKN de piline. Une 

autre sortase (sortase de ménage) nommée en général StrA permet la liaison des pili au 

peptidoglycane en reconnaissant le motif LPXTG. (Kankainen et al. 2009; Mandlik et al. 

2008) (Figure 26). 

 

Figure 26 : Représentation du mécanisme d’assemblage des pili hétérotrimériques. 

Une sortase spécifique des pilines clive le peptide signal (motif LPxTG) des pilines SpaC et SpaA au niveau de la thréonine 

générant ainsi des acyl-enzyme intermédiaire. Un pont peptidique est ensuite formé entre les motifs LPXTG et YPKN de 

SpaC et SpaA. A ce dimère SpaC-SpaA sont ensuite ajouté des sous-unités SpaA additionnelles formant ainsi la 

polymérisation du pilus. Le pilus est ensuite ancré à la paroi grâce à la sous unité SpaB et une sortase de ménage en passant 

par un intermédiaire acyl-lipide II. 

 

Les gènes codant pour les trois sous-unités de piline et pour la sortase sont généralement 

localisés dans le même locus. Des éléments transposables sont fréquemment retrouvés aux 

extrémités de ce locus, ce qui laisse suggérer une origine par un transfert horizontal de gène. 

Deux loci (spaCBA, spaFED et strC1 et strC2 codant pour leur sortase respective) ont été 

identifiés chez L. rhamnosus GG comme intervenant dans la synthèse des trois sous-unités de 

piline et de leur sortase. spaA et spaD correspondent aux sous-unités majeures formant la base 

du pilus, spaB et spaE aux sous-unités mineures auxiliaires, spaC et spaF aux sous-unités 

mineures de grande taille avec une activité d’adhésine et srtC1et srtC2 aux sortases. Les sous-

unités SpaB, SpaC et SpaF jouent un rôle dans l’adhésion au mucus intestinal (Kankainen et 

al. 2009; von Ossowski et al. 2010). Chez L. casei ATCC 334, les loci LSEI_0455 à 0457 et 

LSEI_2362 à 2366 correspondraient respectivement aux loci spaCBA et spaFED de L. 

rhamnosus. Les pili ont un rôle dans l’adhésion, l’invasion, l’agrégation, la formation de 

biofilm et l’immunomodulation (Danne and Dramsi 2012; Lebeer et al. 2012).  

La présence de flagelles est une caractéristique inhabituelle chez les lactobacilles mais existe 

chez 12 espèces (Neville et al. 2012). La majeure partie (11 espèces sur 12) a été isolée 

d’aliment ou de l’environnement. Les flagelles sont des structures protéiques longues et fines 

qui forment des hélices rigides qui tournent dans le sens inverse des aiguilles d’une montre 

Sortase spécifique des pilines Sortase de ménage
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afin de permettre le déplacement de la bactérie. Ils sont composés de polymères de flagelline 

qui sont reconnus par les TLR5 (Toll-like receptor 5) de l’hôte et vont activer des voies de 

signalisation et moduler la réponse immunitaire de l’hôte (Tallant et al. 2004). 

III.5. Les protéines de surface 

L’exoprotéome des lactobacilles contient deux grands groupes de protéines : les protéines 

sécrétées et les protéines associées à la surface cellulaire. Ce dernier groupe peut être divisé 

en plusieurs sous-catégories : 

 Les protéines ancrées dans la membrane cytoplasmique grâce à un domaine 

hydrophobe C- ou N-terminal ; 

 Les lipoprotéines ancrées dans la membrane grâce à leur domaine lipidique N-

terminal ; 

 Les protéines liées de manière covalente au peptidoglycane grâce à un motif LPxTG 

en C-terminal ; 

 Les protéines liées de manière non-covalente à la surface cellulaire grâce à différents 

domaines de liaison ou attachées à une autre protéine de la paroi par l’intermédiaire 

d’interaction protéine-protéine. 

III.5.1. Les protéines ancrées dans la membrane cytoplasmique 

La voie majeure de sécrétion chez les lactobacilles est appelée Sec ; elle permet le passage des 

protéines à travers la membrane cytoplasmique (Driessen and Nouwen 2008). Cette 

translocation est possible grâce au port formé par les protéines SecYEG et grâce à la protéine 

motrice ATPase (SecA) (Figure 27). Cet ensemble appelé translocase est associé à un 

complexe hétérotrimérique (SecDF-YajC) permettant la régulation de l’activité de SecA. Ce 

complexe permet aussi de lier la protéine YidC nécessaire à l’insertion membranaire. La 

protéine SecB est une chaperonne dédiée à l’export de protéine. 



  Synthèse Bibliographique 

46 

 

 

Figure 27 : Représentation du processus de translocation de protéines. 

La préprotéine est représentée par une ligne noire et le peptide signal par une région grise. Etapes 1 à 3 : le peptide signal est 

reconnu par la machinerie Sec. La protéine chaperonne SecB permet un bon repliement de la protéine pour qu’elle soit 

reconnue par SecA. La protéine SecA portant la pré-protéine se lie à la membrane. Les protéines SecY, G et E forment le 

port. Etapes 4 et 5 : L’étape d’initiation nécessite la présence d’ATP mais pas son hydrolyse. Etape 6 : La translocation 

requiert des cycles d’hydrolyse d’ATP et/ou une force proton-motrice. Etape 7 : Libération et/ou repliement de la protéine 

dans l’espace périplasmique. D’après (Mori and Ito 2001). 

 

Les protéines utilisant ce système de sécrétion possèdent un peptide signal N-terminal 

composé de 3 régions : (1) la région N qui est chargée positivement en N-terminal ; (2) la 

région H composée de 15 à 25 résidus hydrophobes et enfin (3) la région C qui contient le site 

reconnu par les peptidases signal (SPases). Deux types de SPases existent, SPases de type I 

reconnaissent le site de clivage AxA (van Roosmalen et al. 2004) et les SPases de type II 

reconnaissent le site de clivage [LVI][ASTVI][GAS]C appelé lipobox présent dans les 

lipoprotéines (Kovacs-Simon et al. 2011). Le peptide signal est reconnu par les SPases et 

clivé, permettant ainsi la sécrétion de la protéine. Cependant, la plupart des protéines ne 

possède pas ce peptide signal ou possède un motif similaire qui n’est pas clivé, les protéines 

restent alors ancrées dans la membrane cellulaire (Zhou et al. 2008). Ces protéines sont 

principalement impliquées dans des processus extracellulaires tels que le transport, le 

métabolisme de la paroi, la compétence, la transduction du signal et le renouvellement 

protéique (Kleerebezem et al. 2010). 

Dans certains cas, même si les protéines possèdent un site de clivage conforme, elles peuvent 

rester ancrées à la membrane grâce à un domaine C-terminal transmembranaire. Les génomes 

des lactobacilles codent pour un nombre variable de ces protéines, dont beaucoup n’ont pas de 

fonction connue (Kleerebezem et al. 2010). 

 

Milieu 
extracellulaire

Membrane cytoplasmique

Peptide signal

Cytoplasme
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III.5.2. Les lipoprotéines 

La synthèse des lipoprotéines est réalisée à partir d’un précurseur appelé preprolipoprotéine 

qui possède un peptide signal N-terminal composé de la lipobox. Lors de la maturation des 

lipoprotéines chez les bactéries Gram positif, un diacylglyceryl est ajouté sur groupement 

thiol de la cystéine présent dans la lipobox grâce à la lipoprotein diacylglyceryl transferase 

(Lgt). Ce diacylglycéryl va permettre l’ancrage dans la membrane cytoplasmique. Après 

lipidation, la Spase de type II ou lipoprotein signal peptidase (Lsp) va cliver le peptide signal. 

Le résidu cystéine devient alors le nouveau résidu N-terminal, cet ensemble forme ainsi la 

lipoprotéine mature (Kovacs-Simon et al. 2011) (Figure 28). Les lipoprotéines encodées par 

les génomes des lactobacilles sont principalement des protéines de liaison au substrat des 

ABC-transporteurs, mais sont aussi impliquées dans l’adhérence, la résistance aux 

antibiotiques, l’homéostasie de l’enveloppe cellulaire, la sécrétion, le repliement et la 

translocation (Kleerebezem et al. 2010). L. casei ATCC 334 possède 46 lipoprotéines d’après 

l’analyse par le logiciel LocateP (http://www.cmbi.ru.nl/locatep-db/cgi-bin/locatepdb.py). 

 

 

Figure 28 : Représentation schématique de la synthèse des lipoprotéines. 

(A) Préprolipoprotéine ; (B) Lipidation de la préprolipoprotéine en diacyglyceryl préprolipoprotéine ; (C) Clivage du peptide 

signal et obtention de la lipoprotéine mature. D’après (Kovacs-Simon et al. 2011). 

 

Peptide signal

Préprolipoprotéine

Préprolipoprotéine

Lipoprotéine mature chez les 
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III.5.3. Les protéines ancrées à la paroi avec un domaine LPXTG. 

Les protéines avec motif LPxTG possèdent une séquence en C-terminale composée des 

résidus Leucine (L), Proline (P), x (représentant n’importe quel acide aminé), Thréonine (T), 

et Glycine (G). Cette séquence peut être sujette à certaines variations d’acides aminés suivant 

l’espèce bactérienne (Boekhorst et al. 2005). Ces protéines sont ancrées à la paroi grâce à 

cette séquence qui est reconnue par la sortase de ménage (StrA). Ces protéines ne doivent pas 

uniquement posséder ce motif LPxTG pour être ancrées au peptidoglycane ; en effet, elles 

doivent aussi contenir un peptide signal en région N-terminale et un domaine hydrophobe 

situé juste après le motif LPxTG ainsi qu’une queue composée en majorité de résidus chargés 

positivement (Schneewind et al. 1992) (Figure 29A). Le peptide signal permet la sécrétion de 

la protéine par la voie Sec alors que la partie C-terminale chargée positivement va permettre 

l’ancrage dans la membrane cellulaire. Une fois la protéine ancrée dans la membrane, la 

sortase StrA va réaliser la réaction de transpeptidation requise pour l’ancrage au 

peptidoglycane. La première étape de la réaction de transpeptidation est le clivage de la 

protéine entre les résidus thréonine et glycine du motif LPxTG. De ce clivage va résulter un 

complexe composé de la sortase et de la protéine. Par la suite, la liaison acyl-thioester entre 

ces deux protéines va être soumise à une attaque nucléophile permettant ainsi le lien entre la 

protéine et le pentapeptide du lipide II (précurseur du peptidoglycane). La protéine est alors 

insérée dans le peptidoglycane lors de la synthèse de ce dernier (Call and Klaenhammer 2013) 

(Figure 29B). L. casei ATCC 334 possède 21 protéines avec un motif LPxTG d’après 

l’analyse locateP, les différentes variations du motif chez L. casei sont présentées dans la 

Figure 30. Une des protéines (codé par le gène LSEI_2431) contient, en plus du domaine 

LPxTG, deux domaines de liaison au collagène (collagen binding domain er Cna protein B-

type domain respectivement PF05737 et PF05738).  
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Figure 29 : Ancrage des protéines à motif LPxTG. 

(A) Protéine reconnue comme substrat par les sortases, présence d’un peptide signal en N-terminal, d’un motif LPxTG en C-

terminal ainsi qu’une partie hydrophobe et d’un domaine composé de résidus chargés positivement. (B) Transfert des 

protéines LPxTG du cytoplasme à l’ancrage sur le peptidoglycane : (1) le système de sécrétion représenté en rose reconnait le 

peptide signal présent sur la protéine et la transfert du cytoplasme vers le milieu extracellulaire, ancrage de la protéine dans la 

membrane grâce à son domaine hydrophobe et ses résidus chargés positivement. (2) La sortase de ménage reconnait le motif 

LPxTG et clive la protéine entre T et G. (3) Le complexe sortase/protéine est attaqué par le pentapeptide du lipide II. (4) 

Création du complexe protéine-lipide II. (5) Synthèse du peptidoglycane et ancrage. D’après (Call and Klaenhammer 2013). 

 

Figure 30 : Logo représentant les variations du motif LPxTG chez L. casei ATCC 334.  

III.5.4. Les protéines liées de manière non-covalente à la paroi 

Certaines protéines peuvent être liées de façon non covalente à la paroi grâce à différents 

domaines dont les majoritaires sont détaillés ci-dessous.  

Les protéines à domaine WxL 

Le domaine WxL (pfam13731) a été à l’origine prédit grâce aux analyses in silico des 

génomes de différents lactobacilles tels que L. plantarum (Kleerebezem et al. 2003), L. 

coryniformis (Schachtsiek et al. 2004), et L. sakei (Chaillou et al. 2005). Ce domaine 
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caractérisé chez Enterococcus faecalis est composé de deux motifs, un motif hautement 

conservé Yxxx(L/I/V)TWxLxxxP situé dans les 130 derniers résidus C-terminal des protéines 

à domaine WxL et un second motif en amont correspondant aux résidus WxL (Brinster et al. 

2007). Ce domaine est nécessaire pour la liaison non covalente avec la paroi. Les gènes 

codant pour ces protéines possédant ce domaine ont été retrouvés dans des clusters de gènes 

codant pour d’autres protéines extracellulaires (motif LPxTG) laissant supposer que cet 

ensemble de protéines formerait un complexe extracellulaire impliqué dans l’utilisation des 

glucides (Siezen et al. 2006). L. casei ATCC 334 possède 9 protéines avec un domaine WxL. 

Les protéines à domaine LysM 

Le domaine LysM (motif lysine) (pfam01476) par exemple, est retrouvé dans de nombreuses 

enzymes extracellulaires qui sont impliquées dans le métabolisme de la paroi telles que les 

peptidoglycan hydrolases (PGH) (Buist et al. 2008). Le domaine LysM peut être présent en 

N- ou C-terminal mais également dans la partie centrale de la protéine. La taille de ce motif 

peut aller de 44 à 65 résidus d’acides aminés, les 10 voire 16 premiers résidus sont assez bien 

conservés. La région centrale est cependant, elle, peu conservée exceptées l’isoleucine/leucine 

en position 23 et 30 et l’asparagine en position 27. Certaines protéines peuvent posséder 

plusieurs domaines LysM. Le point isoélectrique de ce domaine peut varier de 4 à 12 (Buist et 

al. 2008). L. casei ATCC 334 possède quatre protéines avec un domaine LysM dont une qui 

en possède deux. 

Les protéines à domaine SH3 

Le domaine SH3, nommé SH3b (pfam08239) chez les procaryotes semble être un domaine 

de liaison à la paroi. Les protéines étudiées possédant ce domaine sont généralement des 

protéines impliquées dans la lyse du peptidoglycane (Gu et al. 2011; Navarre et al. 1999). L. 

casei ATCC 334 possède trois protéines avec un domaine SH3 : la protéine Lyzozyme M1 

(1,4-beta-N-acetylmuramidase) codée par le gène LSEI_0599 qui porte le domaine SH3_5, la 

protéine N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase codée par le gène LSEI_1536 qui porte le 

domaine SH3_3 présent en trois copies et la protéine 1,4-beta-N-acetylmuramidase codée par 

le gène LSEI_0236 qui porte le domaine SH3_8 présent en sept copies. 

Les protéines à domaine putatif de liaison au peptidoglycane 

Le domaine putatif de liaison au peptidoglycane (pfam 01471) est composé de trois hélices 

α et est retrouvé en région N ou C-terminale d’une variété d’enzymes impliquées dans la 

dégradation de la paroi cellulaire. L. casei ATCC 334 possède une seule protéine avec un 

domaine putatif de liaison au peptidoglycane. 

Les protéines de la couche S 

La couche S est constituée de nombreuses sous-unités (glyco)protéiques identiques. Ces sous-

unités souvent riches en acides aminés acides et hydrophobes sont liées entre elles et attachées 
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à la surface par des liaisons non-covalentes. Ces protéines possèdent un peptide signal de 25 à 

32 résidus d’acides aminés permettant leur sécrétion par la voie générale. La séquence en 

acides aminés de ces protéines matures varie cependant considérablement ; une analyse par 

microscopie électronique est alors nécessaire pour déterminer la présence d’une couche S à la 

surface de la bactérie (Hynonen and Palva 2013; Sara and Sleytr 2000). La base de données 

Pfam contient néanmoins différents domaines responsables de l’ancrage non-covalent à la 

paroi tels que SLH (pfam00395), SLAP (pfam03217), S_layer_N (pfam05123) et S_layer_C 

(pfam05124) (Kleerebezem et al. 2010). La fonction exacte de la couche S n’est pas encore 

complètement comprise mais il semblerait qu’elle protège la bactérie des environnements 

hostiles et aide à maintenir l’intégrité cellulaire (Avall-Jaaskelainen and Palva 2005), à 

adhérer aux cellules épithéliales de l’hôte (Buck et al. 2005) et à inhiber l’adhésion de 

bactéries pathogènes (Zhang et al. 2010). Aucune protéine possédant un des domaines 

responsables de l’ancrage n’a été retrouvée chez L. casei ATCC 334. 

Les protéines à domaine de liaison à la choline 

Le domaine de liaison à la choline (pfam01473) est composé de 2 à 10 répétitions de 20 

résidus d’acides aminés comprenant des résidus aromatiques et des glycines. Les protéines 

possédant ce domaine sont capables de se lier à la choline des phosphoryl-cholines des LTAs 

et des WTAs (Hakenbeck et al. 2009). Ce domaine est souvent retrouvé dans la séquence 

d’enzymes extracellulaires telles que les autolysines et les muramidases (Kleerebezem et al. 

2010). Aucune protéine avec le domaine de liaison à la choline n’a été retrouvée chez L. casei 

ATCC 334. 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

Contexte, Objectifs  

et Stratégies



  Contexte, Objectifs et Stratégies 

53 

 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre du contrat européen ERC « HOMEOEPITH » : 

« Homeostasis and rupture of the gut epithelium in the presence of commensals and 

pathogens » coordonné par Philippe Sansonetti. Un des axes de recherche de ce projet était de 

déterminer comment les commensaux et les pathogènes pouvait affecter la signalisation 

immunitaire innée conduisant ainsi à la tolérance de la flore résidente et au rejet 

inflammatoire des pathogènes. Le travail de recherche concernant la bactérie commensale 

Lactobacillus casei a commencé au sein de l’UMR PAM et en collaboration avec l’équipe 

PMM de l’Institut Pasteur en 2009 avec le Post-Doctorat d’Hélène Licandro-Seraut. 

L’objectif était alors d’identifier les gènes intervenant dans les mécanismes de 

commensalisme chez L. casei dans le tube digestif des mammifères par une démarche globale 

de génétique inverse, mettant notamment en œuvre la mutagenèse aléatoire par transposition 

et l’approche STM (Signature Tagged Mutagenesis) (Mazurkiewicz et al. 2006) afin de 

réaliser le criblage des mutants in vivo (c’est-à-dire chez un modèle animal en vue d’identifier 

les mutants incapables de s’établir dans l’intestin). La STM développée pour les pathogènes 

(West et al. 2005) permet d’inoculer simultanément un ensemble de plusieurs mutants puis de 

tracer chacun des mutants dans un environnement complexe grâce à différents tags (séquences 

de 40 pb) présent sur le transposon intégré au génome des mutants. 

L. casei est un bacille Gram-positif, anaérobie facultatif, non mobile et non sporulant. Cette 

bactérie lactique, hétérofermentaire facultative, a été isolée dans de nombreux environnement 

tels que les produits laitiers comme les laits fermentés et le fromage, les végétaux comme les 

olives vertes fermentés mais aussi dans le tractus intestinal et l’appareil reproducteur humains 

et d’animaux (Kandler and Weiss 1986). L. casei ATCC 334 (CIP 107868) est depuis 1996 

(Dicks et al. 1996) proposé comme le néotype des L. casei. De plus, son génome a été 

séquencé (GenBank: NC_008526.1 et NC_008502.1), il a donc été choisi comme modèle 

pour ce projet. 

L’équipe a tout d’abord testé plusieurs vecteurs de mutagenèse par transposition mais ces 

vecteurs se sont avérés inefficaces chez L. casei malgré une optimisation des conditions 

expérimentales de transformation de la souche. Par la suite, lors d’une collaboration avec 

Pascale Serror (INRA de Jouy en Josas), un système de transposition utilisant deux vecteurs 

complémentaires fonctionnant en trans et opérationnels chez L. casei a été mis au point. J’ai 

pu, lors de mon stage de Master Recherche, contribuer à la validation du caractère aléatoire de 

la transposition du vecteur sur le génome de L. casei. Une partie de l’objectif de l’axe étant 

réalisé, il fallait alors identifier les gènes intervenant dans les mécanismes de commensalisme 

chez L. casei dans le tube digestif. Les objectifs de ma thèse ont donc été multiples (Figure 

31) :  

Le premier objectif était de rendre la banque de mutants STM de L. casei doublement 

informative, c’est-à-dire de connaître les gènes impliqués dans un phénotype mais aussi les 

gènes qui ne le sont pas. Pour cela, le site d’insertion du transposon devait être identifié pour 
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tous les mutants testés. Nous devions pour atteindre cet objectif, développer une méthode 

d’extraction d’ADN à grande échelle et de séquençage adaptées. 

Le second objectif était de réaliser le criblage fonctionnel de la banque de mutants de L. casei 

pour leur capacité (ou incapacité) à s’établir dans l’intestin. Ce travail devait être réalisé pour 

moitié par Hélène Licandro-Seraut et l’autre moitié par moi. Nous devions (i) réorganiser la 

banque de mutants STM en pool en fonction du tag de chaque mutant mais aussi en fonction 

du site d’insertion du transposon (région génique ou intergénique), (ii) réaliser la compétition 

des mutants dans l’intestin in vivo, (iii) quantifier les mutants par qPCR, avant et après 

compétition in vivo, grâce au tag présent dans le transposon, (iv) identifier les mutants ayant 

un phénotype d’établissement dans l’intestin différent et par conséquent les gènes impliqués 

dans le phénotype grâce au séquençage de la banque.  

Enfin, le dernier objectif de la thèse était de caractériser fonctionnellement une ou plusieurs 

protéines clés impliquées dans l’établissement dans l’intestin. Au vu des résultats obtenus 

suite à la réalisation du second objectif, nous avons choisi de nous intéresser plus 

particulièrement aux trois mutants d’un opéron composé d’un système à deux composants et 

d’une protéine impliquée dans la biosynthèse du peptidoglycane et de déterminer pourquoi 

ces mutants ne pouvaient s’établir dans l’intestin. En ce qui concerne le système à deux 

composants, nous voulions vérifier sa fonctionnalité (phosphorylation et transfert de 

phosphate), identifier le motif ADN de reconnaissance du RR et déterminer les conditions 

d’induction du système. Pour la protéine impliquée dans la biosynthèse du peptidoglycane, 

nous voulions vérifier sa fonctionnalité (activité enzymatique) et déterminer l’impact de 

l’absence de cette protéine sur la bactérie et plus particulièrement sur la paroi cellulaire.  

 

Figure 31 : Schéma des principaux objectifs du travail de thèse et des stratégies mises en œuvre. 
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banque de mutants 
STM de L. casei

III. Caractérisation 
fonctionnelle de 
protéines clés 

II. Criblage fonctionnel 
des mutants pour leur 
capacité à s’établir dans 
l’intestin

I. Identification des 
mutants de la banque

Développement de la mutagenèse aléatoire par transposition 

• Extraction d’ADN à grande échelle

• Séquençage de la région d’insertion du transposon

• Réorganisation de la banque de mutant

• Compétition des mutants dans l’intestin 

•Quantification des mutants avant et après compétition (qPCR)

• Identification des mutants et des gènes  d’intérêt

Système à deux composants
Protéine de la biosynthèse 
du peptidoglycane



   

 

 

 

 

 

 

 

Matériels et Méthodes 



  Matériels et Méthodes 

56 

 

I. Souches bactériennes et conditions de culture 

Lactobacillus casei ATCC 334 (CIP 107868), fournie par la Collection de l’Institut Pasteur, a 

été cultivée à 37°C dans du milieu MRS liquide (De Man et al. 1960) sans agitation ou sur 

milieu MRS gélosé. Escherichia coli TG1 et BL21 (DE3) ont été cultivées à 30 ou 37°C sur 

milieu LB gélosé (Bertani 1951) ou LB liquide avec agitation en aérobiose. Le détail des 

souches et leurs caractéristiques sont présentés dans le Tableau 8. Les antibiotiques et leurs 

concentrations utilisées pour les mutants de ces deux espèces sont donnés dans le Tableau 6. 

 

Tableau 6 : Concentration des antibiotiques utilisés 

Souches 
Antibiotiques (mg.L

-1
) 

Amp Cm Erm Kan 

E. coli 200 20 200 50 

L. casei - 5 5 - 

 

Amp : Ampicilline ; Cm : Chloramphénicol ; Erm : Erythromycine ; Kan : Kanamycine 

 

II. Techniques générales de manipulations des acides nucléiques 

L’extraction, la préparation et la manipulation générale des acides nucléiques sont réalisées 

selon les méthodes décrites par Sambrook et al (Sambrook et al. 1989). Les techniques sont 

décrites brièvement ci-après.  

II.1. Extraction des acides nucléiques 

II.1.1. Extraction d’ADN total 

Cinq millilitres de culture (cultivée pendant 16 h) ont été centrifugés à 3220 x g. Les cellules 

obtenues ont été lysées par du lysozyme (10 mg.ml
-1

) à 37°C pendant 1 h pour L. casei. Puis 

50 µl de SDS 10% (m/v) ont été ajoutés pour déstructurer les membranes. Les protéines et les 

déchets ont été précipités par du NaClO4 5 M, puis éliminés par extraction au phénol-

chloroforme ou au chloroforme pur. L’ADN total a été précipité par l’éthanol 95% (v/v) à -

20°C, lavé 2 fois par l’éthanol 70% (v/v), séché à l’air (environ 10 min), puis repris dans du 

tampon TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,5) et congelé en aliquotes à -20°C jusqu’à 

utilisation. 
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Les extractions d’ADN total de L. casei peuvent aussi être réalisées avec le kit NucleoSpin
®
 

Tissue (Macherey-Nagel), grâce à une mise au point du protocole présentée dans l’article 2 

des résultats « Rapid 96-well plates DNA extraction and sequencing procedures to identify 

genome-wide transposon insertion sites in a difficult to lyse bacterium: Lactobacillus casei. ».  

II.1.2. Extraction d’ADN plasmidique 

Les extractions d’ADN plasmidique ont été réalisées avec le kit EZ-10 Spin Column Plasmid 

DNA Minipreps (BioBasic Inc) selon les recommandations du fournisseur. Cette extraction 

est basée sur la lyse alcaline des cellules bactériennes avec dénaturation et renaturation de 

l’ADN plasmidique, suivi de l'adsorption de celui-ci sur la membrane silice en présence de 

haute teneur en sel. Les colonies présentes sur un quart de boîte de pétri après incubation 

pendant 12 h ont été utilisées. L’ADN plasmidique a enfin été élué dans 50 µl de tampon TE 

(faible teneur en sel), ou dans 50 µl d’eau MilliQ en cas d’envoi pour séquençage par GATC 

Biotech. 

II.1.3. Extraction des ARN totaux 

Le nombre des cellules nécessaires (la quantité optimale étant l’équivalent de 50 ml de culture 

à DO600nm de 0,6) en milieu de condition adéquate (phase de croissance et condition testée : 

pH, Bile, NaCl, …) est obtenu par centrifugation puis resuspension dans 1 ml de TriReagent 

(Sigma). Les ARN totaux sont extraits par casse aux billes (billes de verre de 50 µm de 

diamètre dans une proportion de 1 volume de billes pour 4 volumes de suspension cellulaire) 

dans un FastPrep
®
-24 (MP) quatre fois à puissance 6,5 pendant 40 secondes. Une alternance 

de 1 min dans l’eau glacée entre chaque passage est obligatoire pour éviter la dégradation des 

ARNs par échauffement. Ensuite, la purification des ARN totaux a été réalisée selon les 

recommandations du fabricant. Le broyat cellulaire dans le TriReagent a été extrait par 1/5 du 

volume de chloroforme pur et la phase aqueuse a été récupérée. Les ARNs ont été précipités 

par un volume d’isopropanol à température ambiante et récoltés par centrifugation. Le culot a 

été lavé deux fois dans de l’éthanol à 70% (v/v), séché et repris dans 50 µl d’eau DEPC 

certifiée sans DNAse et RNAse (Invitrogen
TM

). 

II.2. Amplification de l’ADN par PCR  

La PCR (Polymerase Chain Reaction) a été utilisée pour amplifier les fragments d’ADN 

spécifiques. De façon générale, les réactions de PCR ont été réalisées dans un thermocycleur 

Bio-Rad C1000
TM

. Le mélange réactionnel contenait généralement : la matrice d’ADN  

(environ 0,1 μg), 0,02 unités de Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific), 

100 μM de chaque désoxyribonucléotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 μM 
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de chaque oligonucléotide. Les oligonucléotides (Tableaux 7, 3 de l’article 4 et S3 de l’article 

3) utilisés durant cette thèse ont été conçus à l’aide du logiciel Oligo-Analyzer 1.0.3 et du 

logiciel Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) et 

synthétisés par Eurogentec. La programmation des cycles de température a été généralement 

la suivante : après une première dénaturation de l’ADN pendant 2 min à 95°C, 30 cycles de 

dénaturation de l'ADN double brin (98°C, 10 sec), hybridation des amorces avec l'ADN (55 à 

60 °C selon les amorces, 20 sec) et synthèse de l'ADN (72°C, 20 sec à 2 min selon la longueur 

de la séquence amplifiée). Les produits de PCR ont été analysés par électrophorèse sur gel 

d’agarose de 1 à 2% (m/v). La taille des fragments d’ADN amplifiés (amplicons) a été 

estimée par étalonnage du gel de 200 bp à 10.000 bp avec marqueur SmartLadder 

(Eurogentec). Les produits de PCR ont été purifiés sur des mini colonnes de purification (EZ-

10 Spin Column PCR Product Purification kit, BioBasic Inc). 

 

Tableau 7 : Amorces utilisées pour la construction des plasmides de surexpression des systèmes à deux composants. 

Nom Séquence 5’3’ Enzyme de 

restriction  

Taille du 

produit PCR 

Surexpression avec His-tag N-terminal 
Primer0219F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAAATTTTAATTGTTGACGA 

 

NdeI 

 

736 

Primer0219R CAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATTAGGCCTCAACCTTATAGC 

 

XhoI 

 

Surexpression avec His-tag C-terminal 
LSEI_0220FHAMPNcoI  

 

ATACCATGGGCACCGTCAATTCAATGGCC 

 
NcoI 

1205 
LSEI_0220RXhoI  

 

GTGCTCGAGTTTTGACTTTCCTGCTTCCT 

 
XhoI 

LSEI_0219FbisNcoI  

 

ATACCATGGGCAAAATTTTAATTGTTGA 

 
NcoI 

701 
LSEI_0219RXhoI  

 

GTGCTCGAGGGCCTCAACCTTATAGCCGA 

 
XhoI 

pET28aPCRR 

 

AGATTGGTATCGCTGCTCTCTGCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC 

 
NcoI 

5343 
pET28aPCRF 

 

GCGATTTCTTCAGCAATATTTTCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG 

 
XhoI 

Amorces de vérification de construction 
 

T7 promoterF  

 

TAATACGACTCACTATAGGG 

 

  

T7terminatorR  

 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

 

  

Les sites de restriction utilisés pour les clonages sont en rouge et soulignés dans chaque séquence 

II.3. RT-qPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain 

Reaction)  

La RT-qPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) a été réalisée 

comme suit : les amorces utilisées pour quantifier l’expression relative de gène ont été 

déterminées à l’aide du logiciel Primer3Plus, et listées dans le tableau 3 de l’article 4. 

L’absence de contamination par de l’ADN chromosomique a été vérifiée pour chaque 

échantillon avant la réaction de transcription inverse et un traitement par 3 U de DNAse I 

RNAse-free (Roche) a été réalisé le cas échéant. Les ADNc ont été synthétisés par le kit 

iScript Reverse Transcription Supermix de Bio-Rad selon les instructions du fabricant.  
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La même dilution d’ADNc a été testée trois fois en utilisant 5 µl d’ADNc (25 ng) qui ont été 

ajoutés à un mélange de PCR composé de 7,5 µl de SsoAdvanced
TM

 Universal SYBR
®
 Green 

Supermix et de 1,25 µl de chaque oligonucléotide à 0,8 µM. Les contrôles négatifs ont été 

réalisés en remplaçant 5 µl d’ADNc par 5 µl d’eau DEPC. Les PCR en temps réel (PCR 

quantitative ou qPCR) ont été réalisées dans un appareil CFX384 Real-Time thermocycler 

(BioRad). Le programme d’amplification est constitué de deux étapes : l’étape de 

dénaturation initiale à 95°C pendant 3 min et l’étape d’amplification de 38 cycles (chaque 

cycle est composé d’une étape de dénaturation de 15 s à 95°C et d’une étape d’hybridation et 

d’élongation de 30 s à 60°C). La mesure de fluorescence par un agent fluorescent non 

spécifique qui se fixe à l’ADN (SYBR
®
 Green I) est réalisée à chaque étape d’hybridation. A 

la fin du programme, une étape supplémentaire de mesure de fluorescence entre 90°C et 60°C 

par incrément de 0,05°C a été réalisée pour établir une courbe de fusion afin de vérifier 

l’homogénéité des « amplicons ». L’efficacité de l’amplification a été déterminée en 

établissant une courbe standard avec une série des dilutions d’ADN. L’expression normalisée 

(∆∆CT) a été calculée par la méthode du seuil critique (Hellemans et al. 2007; Livak and 

Schmittgen 2001) dans laquelle la quantité relative (RQ) d’un échantillon pour un gène donné 

a été calculée par la formule :   

 

                           
                                    

 

où E correspond à l’efficacité des amorces (cette efficacité est calculée avec la formule ((% 

d’efficacité x 0,01) + 1) ; Cq(référence) correspond au Cq de l’échantillon de référence (ex : L. 

casei ATCC 334) pour le gène testé; Cq(échantillon) correspond au Cq de l’échantillon testé (ex : 

mutant) pour le gène testé. 

Cette quantité relative a permis de calculer l’expression normalisée en utilisant la formule :  

 

                                           
             

                                                 
 

 

 

 

où RQ correspond à la quantité relative d’un échantillon (ex : mutant) ; réf correspond aux 

gènes de références. 

Les gènes recG et leuS, dont l’expression est constante dans des conditions différentes, ont été 

choisis comme contrôles internes. 
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II.4. PCR quantitative 

De la même façon que la RT-qPCR, la PCR quantitative (qPCR) a été utilisée pour quantifier 

les mutants de la banque de L. casei grâce aux 70 différents tags. L’ADN des ensembles de 

mutants injectés et récupérés après séjour in vivo a été utilisé comme matrice pour déterminer 

la proportion de chaque mutant. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau S4 de 

l’article 3. L’amorce QPVITAGR est commune à tous les 70 couples d’amorce et la seconde 

amorce a été dessinée sur les 70 différents tags que peuvent posséder les mutants. Les couples 

d’amorces contrôles (CTRL3F et 3R, CTRL4F et 4R) ont été utilisés pour quantifier la totalité 

des tags. Les tags ont été quantifiés en utilisant la méthode du Cq. Les moyennes des valeurs 

de Cq obtenus avec les amplicons des amorces contrôles ont été utilisées pour déterminer le 

ratio de chaque tag sur la totalité des tags et cela pour les ensembles de mutants injectés et 

récupérés.  

II.5. Séquençage d’ADN 

Les différentes constructions plasmidiques (partie IV) ont été vérifiées par séquençage chez 

GATC Biotech. La détermination du site d’insertion du transposon de la banque de mutants 

de L. casei  a été réalisée, quant à elle, par séquençage en collaboration avec Magali Tichit et 

Christiane Bouchier de la plateforme génomique de l’Institut Pasteur, Paris. La technique de 

séquençage utilisée est développée dans l’article 2 des résultats « Rapid 96-well plates DNA 

extraction and sequencing procedures to identify genome-wide transposon insertion sites in a 

difficult to lyse bacterium: Lactobacillus casei. ». 

III. Techniques de transformation 

III.1. Transformation de L. casei  

La souche L. casei a été transformée d’après la méthode de Keersmaecker et al. (De 

Keersmaecker et al. 2006). Une préculture a été utilisée pour ensemencer en cascade de 10
-2

 à 

10
-6

 dans des tubes préchauffés contenant 5 ml de MRS supplémenté par 2% de glycine (m/v), 

les tubes ont été incubés 16 h à 37°C. Le tube pour lequel la DO600nm est comprise entre 0,8 et 

1 est utilisé, 2,5 ml de culture ont été prélevés et ajoutés à 50 ml de MRS + glycine 2% à 

37°C et incubés. Après 3 h d’incubation de l’ampicilline a été ajoutée à 10 µg/ml. Après à 

nouveau 1 h d’incubation, les cellules ont été lavées deux fois dans du TSM (Tampon 

KH2PO4/K2PO4 7 mM pH 7,4 ; 0,2 g.L
-1

 MgCl2, 6 H2O ; 171 g.L
-1

 de saccharose) puis 

reprises dans 500 µl et laissées 30 min dans la glace.  
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La transformation des cellules a été effectuée par électroporation dans des cuves dont les 

électrodes sont espacées de 2 mm à l’aide d’un électroporateur (Genepulser, Biorad). Les 

cellules compétentes (100 µl) ont été mises en présence d’un échantillon de plasmide dessalé 

puis un pulse électrique de 1,7 kV, 200 Ohms et 25 µF a été appliqué. Les cellules ont été 

récupérées par au moins trois passages de 1 ml de MRS MC (MRS ; 2 mM CaCl2 ; 20 mM 

MgCl2) et incubées dans un volume final de 5 ml, 3 h à 37°C. Des dilutions appropriées de la 

culture ont été étalées sur boîte contenant les antibiotiques de sélection afin d’obtenir des 

colonies de transformants. 

III.2. Transformation d’E. coli 

La souche E. coli TG1 a été transformée par électroporation (Gene pulser II Biorad, 2,5 kV, 

200 Ohms, 25 µF) selon la méthode de Dower (Dower et al. 1988) et la souche  E. coli BL21 

(DE3) par transformation chimique (CaCl2) selon les instructions du fabricant (Invitrogen).  

IV. Construction plasmidique 

En général, les constructions des plasmides ont suivi la procédure suivante : le fragment 

d’ADN à cloner a été obtenu par PCR (les amorces sont reportées dans le Tableau 7) puis 

purifié par le kit EZ-10 Spin Column PCR Product Purification de BioBasic Inc. Les 

fragments et le vecteur plasmidique obtenus ont été digérés par les enzymes de restriction 

identiques adéquates de chez New England, BioLabs
®
, Inc. Les ligations ont été réalisées à 

l’aide de l’ADN ligase T4 (New England, BioLabs
®
, Inc). Pour le premier clonage dans le 

vecteur pTZ19R (Tableau 8), la sélection des clones ayant intégré l’insert a été réalisée par le 

criblage LacZ sur milieu avec Xgal (criblage blanc-bleu). Pour les clonages dans les vecteurs 

pET28a+ (Tableau 8), la sélection des clones a été réalisée par PCR en utilisant les couples 

des amorces internes du plasmide vecteur (amorces T7). 
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Tableau 8 : Souches microbiennes, vecteurs et plasmides utilisés dans ce travail 

Souche et  

plasmides 

Principales caractéristiques Source ou référence 

Souches de bases  

L. casei ATCC 334 Type sauvage, Bacille Gram (+), CIP 107868 Collection Institut Pasteur, 

France 

E. coli TG1 SupE hsdΔ5thi Δ(lac-proAB)F’ [tra D36 pro AB+ lac Iq lacZΔM15] (Gibson 1984) 

E. coli BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) Invitrogen 

Vecteurs de base  

pTZ19R Ampr, ΔlacZ (Rokeach et al. 1988) 

pET28a+ Kanr, vecteur pour la surexpression des protéines avec fusion his-tag, 

utilisant le promoteur du bactériophage T7 

Novagen 

Plasmides   

pET0219bis pET28a+ avec le gène LSEI_0219 sous le promoteur T7 entre les sites de 

restrictions NcoI et XhoI permettant de surproduire le RR0219 tagué par 6 

histidines en C-terminal. 

Ce travail 

pET0220HAMP pET28a+ avec une partie du gène LSEI_0220 (partie codant 

uniquement pour la partie cytosolique de la protéine) sous le 

promoteur T7 entre les sites de restrictions NcoI et XhoI permettant de 

surproduire la cHK0220 taguée par 6 histidines en C-terminal. 

Ce travail 

pTZ0219 pTZ19R contenant le gène LSEI_0219 ligué en extrémité franche 

grâce au site SmaI. 

Ce travail 

pET0219N pET28a+ avec le gène LSEI_0219 sous le promoteur T7 entre les sites 

de restrictions NdeI et XhoI permettant de surproduire le RR0219 

tagué par 6 histidines en N-terminal. 

Ce travail 

V. Techniques de manipulation des protéines 

V.1. Obtention d’extrait brut acellulaire 

V.1.1. Préparation des cellules 

Le volume de cellules nécessaire a été récupéré par centrifugation à 3220 x g pendant 5 min à 

4°C puis les cellules ont été lavées deux fois dans un tampon (NaCl 150 mM, PMSF 1mM, 

Tris-HCl 50 mM pH 7,5), centrifugées et reprises dans le volume final de 1 ml pour la casse 

au broyeur ou dans 5 ml pour la casse au disrupteur. Les extraits bruts acellulaires ont ensuite 

été obtenus par la casse des cellules aux billes de verre ou au disrupteur. 

V.1.2. Casse des cellules au disrupteur 

Les disruptions ont été réalisées avec le disrupteur de cellules Z Plus Series Cell Disrupter 

(Constantsystems). Les conditions de pression et le nombre de passages ont été adaptés pour 
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chaque microorganisme : un passage à 10
8
 Pa pour E. coli et 2 passages à 2,5.10

8
 Pa pour L. 

casei. 

V.1.3. Casse des cellules aux billes de verre 

La casse cellulaire a été réalisée dans un mini broyeur Fastprep 24 (MP Biomedicals). Les 

cellules ont été préparées comme auparavant et reprises dans 1 ml dans des tubes à FastPrep 

contenant des billes d’un diamètre moyen de 50 µm (lysing matrix B, MPBio). Les protocoles 

de casse étaient les suivants : trois casses à puissance 5,5 pendant 15 s pour les extractions de 

protéines d’E. coli et de trois casses à puissance 5,5 pendant 20 s pour les extractions de 

protéines de L. casei. Les échantillons ont été mis pendant 1 min dans l’eau glacée entre les 

trois passages.  

V.1.4. Extraction des protéines de surface liées de manière non covalente 

Les protéines de surface liées de manière non covalente sont extraites par la méthode au LiCl 

(Smit et al. 2001). Le volume de 20 ml d’une culture de 12 h a été récupéré par centrifugation 

à 3220 g pendant 5 min à 10°C puis les cellules ont été lavées deux fois dans de l’eau distillée 

à 4°C. Le culot cellulaire est ensuite repris dans 2 ml de LiCl 5M et incubé à 37°C sous 

agitation à 150 rpm pendant 1 h. Après centrifugation à 10000 g à 10°C pendant 20 min, les 

protéines du surnageant sont précipitées avec 4 ml d’acétone froid et incubées pendant 2 h à -

20°C. Les protéines ainsi précipitées sont récupérées par centrifugation (10000 g à 4°C 

pendant 10 min). Le précipité est resuspendu dans 100 µl de tampon de charge (20 g.l
-1

 de 

SDS, 8% (v/v) de glycérol, 0,1 g.l
-1

 de Bleu de Bromophénol, 5 mM de DTT, 62,5 mM de 

tris-HCl) et chauffé 3 min à 100°C avant d’être analysé sur SDS-PAGE 12,5%.  

V.2. Gels protéiques 

V.2.1.SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

Les extraits protéiques ont été repris dans du tampon de charge (20 g.l
-1

 de SDS, 8% (v/v) de 

glycerol, 0,1 g.l
-1

 de Bleu de Bromophenol, 5 mM de DTT, 62,5 mM de tris-HCl), chauffés 3 

min à 100°C afin de dénaturer les protéines et déposés sur un gel d’acrylamide à 12,5% (m/v) 

avec un marqueur de masse moléculaire (Bench Mark Ladder protein, Invitrogen). La 

migration a été effectuée à 20 V.cm
-1 

dans un tampon de migration à 1 g.l
-1

 de SDS à l’aide du 

système Mini Protean 3 (Biorad). Puis le gel a été révélé dans une solution de bleu de 

Coomasie.  
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V.2.2. BN-PAGE (Blue Native PAGE) 

Afin d’étudier la phosphorylation du RR0219, des extraits RR0219 purifiés ont été ajoutés à 

du tampon de charge non dénaturant (8% (v/v) de glycérol, 0,1 g.l
-1

 de Bleu de Bromophenol,  

62,5 mM de Tris-HCl) et immédiatement chargés sur un gel d’acrylamide non dénaturant 

(sans SDS). Le taux d’acrylamide du gel et le pH du gel et de la solution de migration sont 

optimisés afin de permettre la migration la plus résolutive des protéines puisque la migration 

des protéines dans ce type de gel dépend de la masse moléculaire de l’oligomère protéique et 

du point isoélectrique. Dans le cadre de l’étude de la phosphorylation du RR0219, les extraits 

protéiques ont été résolus dans un gel à 12% (m/v) d’acrylamide à pH 8,8. 

V.3. Surexpression, purification et phosphorylation de protéines 

V.3.1. Surexpression de protéines 

Dans le cadre de cette thèse, les protéines cHK0220 et RR0219 ont été surexprimées par le 

système d’expression du promoteur T7 du vecteur pET28a
+
 (Biolabs). Ce vecteur possède un 

promoteur T7 inductible par l’IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) et deux 

séquences codant 6 résidus histidines (His-tag) en région N-terminale et C-terminale. Le 

fragment d’ADN correspondant au gène de la protéine à surexprimer a été amplifié par PCR à 

l’aide d’amorces qui créent des sites de restriction afin de permettre la ligation entre les sites 

NcoI et XhoI du plasmide pour avoir au final un His-tag en C-terminal et entre les sites NdeI 

et XhoI pour un His-tag en N-terminal (Tableau 7). Dans le cas de la surexpression de 

RR0219 avec un His-tag en C-terminal, le codon stop du gène a été remplacé par le site de 

restriction XhoI, ce qui a permis la création d’une fusion transcriptionnelle de 6 résidus 

histidine à la région C-terminale de la protéine (plasmide pET0219bis). Dans le cas de la 

surexpression de cHK0220 (partie cytosolique de la protéine HK0220), une partie du gène a 

été clonée, cette partie de gène ne codant que pour la partie cytosolique de la protéine, le 

codon stop a aussi été remplacé par le site de restriction XhoI, ce qui a permis la création 

d’une fusion transcriptionnelle de 6 résidus histidine à la région C-terminale de la protéine 

(plasmide pET0220HAMP). Dans le cas de la surexpression du RR0219N avec un His-tag en 

N-terminal, l’intégralité du gène a tout d’abord été sous-clonée dans le vecteur pTZ donnant 

ainsi le plasmide PTZ0219, puis l’intégralité du gène a été clonée dans de pET28a
+
 permettant 

une surexpression de la protéine originelle chez E. coli (plasmide pET0219N). Dans tous les 

cas, la fusion en 5’ place le gène d’intérêt sous le contrôle du promoteur  T7. Les plasmides 

ainsi obtenus ont été transformés chez E. coli BL21 (DE3) qui possède le gène de la T7 ARN 

polymérase sous contrôle du promoteur inductible lacUV. L’ajout d’IPTG permet l’expression 

de la T7 ARN polymérase qui transcrit le gène cloné.  
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V.3.2. Purification de protéines 

Les cellules provenant d’un litre de culture de la souche recombinante E. coli pET0219bis, 

induites par 0,5 mM d’IPTG (Euromedex) ajouté à une DO600 de 0,4 et incubé pendant une 

nuit, ont été obtenues par centrifugation, lavées puis reprises dans 10 mL de tampon (NaCl 

150 mM, Tris-HCl, 50 mM, pH7,5). Les extraits bruts ont ensuite été obtenus par casse au 

disrupteur CellD Constant ou par broyage au FastPrep, puis chargés sur une colonne de 1 mL 

de nickel-nitrilotriacetate (Ni-NTA) (Macherey-Nagel). Grâce à l’affinité de cette matrice vis-

à-vis des résidus histidines (His-tag), RR0219 est retenue à la colonne. Une série de 3 lavages 

permet de « décrocher » les protéines retenues de façon non spécifique. L’élution de RR0219, 

se fait par un compétiteur des résidus histidines vis-à-vis de la colonne Ni-NTA, l’imidazole 

ajouté en gradient de 80 à 250 mM. La purification des protéines RR0219N et cHK0220 a été 

réalisée de la même façon à partir des souches recombinantes E. coli pET0219N et E. coli 

pET0220HAMP, respectivement. La qualité de la purification des protéines a été vérifiée en 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE à 12,5%. La concentration des protéines a été déterminée 

par l’utilisation du kit de dosage de protéines Bio-Rad avec l’albumine de sérum bovin 

comme standard. 

V.3.3. Clivage du His-tag 

Pour la cadre des EMSAs réalisés lors de cette thèse, la protéine RR0219N (His-tag en N-

terminal) a été produite pour remplacer la protéine RR0219 (His-tag en C-terminal) ; en effet, 

la protéine RR0219 ne se fixant pas sur la sonde, la protéine RR0219N a été produite afin 

d’être sûr qu’il ne s’agissait pas d’un encombrement stérique de l’étiquette histidine au niveau 

du domaine de fixation. La protéine RR0219N est constituée de N- en C-terminal d’une 

étiquette histidine, d’un site de clivage de la thrombine (Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser) et de la 

protéine d’intérêt. L’étiquette histidine a été clivée grâce à la présence du site de clivage de la 

thrombine, le kit « thrombin CleanCleave » (Sigma) a été utilisé pour cette manipulation en 

suivant les instructions du fabricant. Le clivage des résidus d’acides aminés reconnu par la 

thrombine a ensuite été vérifié sur un gel SDS-PAGE à 12,5%.  

V.3.4. Autophosphorylation et transfert de phosphate 

Afin de vérifier la fonctionnalité du système à deux composants étudié lors de cette thèse, la 

phosphorylation de l’HK puis le transfert du phosphate de cette dernière vers son RR ont été 

réalisés ainsi que l’autophosphorylation du RR à partir d’une petite molécule donneuse de 

phosphate. 

Pour la réaction d’autophosphorylation, 6 µg de cHK0220 ont été incubés dans un volume 

final de 20 µl de tampon de phosphorylation (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 2,5 mM MnCl2, 5 mM 
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MgCl2, 50 mM KCl) auquel a été ajouté 20 µCi of [γ-
32

P]- ATP (3000 Ci/mmol, Perkin 

Elmer)) pendant 1, 5, 15, 30 et 60 min à 37°C. La réaction a été initialisée par l’ajout d’ATP 

radioactif et stoppée par l’ajout de tampon de dépôt contenant du SDS. Pour la réaction de 

transfert de phosphate, 10 µg de RR0219 ont été ajoutés après 60 min d’autophosphorylation 

de la cHK0220 et des aliquotes ont été récupérées après 0, 15 et 60 min d’incubation à 37°C. 

La réaction a été stoppée par l’ajout de tampon de dépôt contenant du SDS. Les différents 

échantillons ont été analysés sur gel SDS-PAGE 12,5% puis révélés par autoradiographie. 

L’autophosphorylation de la protéine RR0219 ou RR0219N par une petite molécule donneuse 

de phosphate a été vérifiée de deux façons différentes. Pour la première méthode, du [
32

P] 

acetyl-phosphate a été préparé en incubant pendant 30 min à 37°C de l’acetate kinase (0,4 

units, Sigma) dans 55 µl de tampon contenant 25 mM de Tris-HCl pH 7,5, 10 mM de MgCl2 

et de 60 mM de potassium acetate ainsi que du [γ-
32

P]- ATP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer). 

Le [
32

P]-acetyl phophate ainsi préparé a ensuite été incubé à 37°C, à différents temps, avec la 

protéine RR0219 dans 40 µl dans le tampon de phosphorylation. La réaction a été arrêtée par 

ajout de tampon de dépôt contenant du SDS. Les échantillons ont été analysés sur gel SDS-

PAGE 12,5% puis révélés par autoradiographie. La seconde méthode a consisté à incuber à 

37°C la protéine RR0219 (5 µg) ou RR0219N (5 µg) avec 60 mM de l’acétyl-phosphate dans 

le tampon de phosphorylation à des temps différents et de suivre la phosphorylation sur un gel 

natif à 12,5% de polyacrylamide (BN-PAGE). La protéine phosphorylée a migré plus loin que 

la protéine non phosphorylée car chargée plus négativement. Cette seconde méthode a 

principalement été utilisée à chaque fin de purification pour vérifier la fonctionnalité de 

phosphorylation de la protéine avant de réaliser des EMSAs (Electrophoretic Mobility Shift 

Assay).  

VI. EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

La technique d’EMSA, aussi nommée retard sur gel, a pour objectif de mettre en évidence des 

interactions spécifiques entre des protéines et un fragment d’ADN cible correspondant le plus 

souvent à une région promotrice. Si une protéine se fixe de manière spécifique à un fragment 

d’ADN, il se forme un complexe de masse moléculaire plus élevée que le fragment d’ADN 

seul. Lors de la migration sur gel de polyacrylamide, le complexe protéine-ADN migrera 

moins que la sonde ADN seule d’où l’appellation de retard sur gel.  

Les sondes ADN sont marquées en extrémité 3’ avec la digoxygénine. Dans un premier 

temps, la sonde est amplifiée par PCR d’après le protocole standard (voir la partie II.2) à 

l’aide des amorces présentées dans le Tableau 9, puis purifiée avec une mini colonne de 

purification, kit EZ-10 Spin Column PCR Product Purification kit, BioBasic Inc ou MinElute 

Reaction Cleanup Kit, Qiagen, suivant la taille de la sonde. Le marquage de la sonde a ensuite 

été réalisé avec le kit DIG Gel Shift Kit, 2
nd

 Generation. La ddUTP-11-digoxigénine est liée à 
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l’extrémité 3’ de la sonde grâce à une transférase terminale. Les différentes sondes utilisées 

sont reportées dans la Figure 32. 

La réaction de fixation a eu lieu à 30°C, pendant 20 min, dans le volume de 15 µL contenant 

le tampon de fixation (Tris-HCl pH 7,5, 15 mM ; glycérol, 5% (v/v) ;  EDTA, 0,2 mM ; KCl, 

25 mM ; NaCl, 25 mM ; MgCl2, 2,5 mM ; DTT, 2 mM ; BSA, 2,5 µg.ml
-1 

; ADN de sperme 

de saumon, 2,5 µg.ml
-1

), la sonde ADN marquée (~ 10
-7

 M), extrait protéique (concentration 

variable précisée dans l’article 4) chauffé 10 min à 65°C. Le mélange est chargé sur un gel de 

polyacrylamide 6%, la migration a été effectuée dans un tampon contenant 20 mM tris-HCl, 

400 mM glycine, 1 mM EDTA, pH 7,8 à 80 V et en chambre froide pendant 1h30. Enfin le 

gel a été transféré sur une membrane de nylon chargée positivement (Roche) puis les sondes 

ont été révélées par chimioluminescence selon le protocole du kit DIG Gel Shift Kit, 2
nd

 

Generation.  

 

Tableau 9 : Amorces utilisées pour synthétiser les différentes sondes. 

Nom sonde Nom amorce Séquence 5'→ 3' taille (pb) 

F-189R254 

F-189R-1 
P0219F-189 GCTAAGGCTTTTGTCAATATGG 

189 

443 
P0219R-1 CATCGCTGGCATTAACATTGC 

F1R254 
P0219F1   TGCATGGTTGAGGGTAAACT  

254 
P0219R254   CTTAGTAATTCGACGATTTC 

 

 

Figure 32 : Localisation des différentes sondes utilisées pour réaliser les EMSAs. 

Les gènes ne sont pas représentés en intégralité. 

VII. Autolyse induite au Triton X-100 

Des cultures en phase exponentielle (DO600nm de 0,8) ont été centrifugées et lavées dans du 

tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0 puis resuspendues à une DO600nm de 1 dans le 

même tampon phosphate (contrôle) ou dans un tampon phosphate contenant du Triton X-100 

à 0,05% (Cornett and Shockman 1978). Ces suspensions ont été incubées à 30°C pendant 24 

h. L’autolyse a été déterminée par la diminution de la DO600nm. Le pourcentage d’autolyse est 

ensuite calculé en divisant le DO600nm mesurée par rapport à la DO600nm initiale.  

LSEI_0219LSEI_0218

P0219F-189

P0219R-1

P0219F1

P0219R254

5’ 3’F-189R254

F-189R-1

F1R254
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VIII. Mesure de la variation de la fluidité membranaire 

La définition de la fluidité membranaire se réfère aux propriétés dynamiques des lipides dans 

la bicouche membranaire et, par extension, à leurs mouvements moléculaires et désordonnés. 

Un changement dans les caractéristiques structurales et dynamiques de la membrane va 

affecter les fonctions des protéines membranaires par la modification de leur environnement 

lipidique. Or un fonctionnement cellulaire correct nécessite une fluidité membranaire 

optimale. Ceci explique la nécessité d’une adaptation homéovisqueuse : des perturbations 

externes (température, pH, agent chimique…) qui affecteraient la fluidité membranaire sont 

compensées de sorte à maintenir une fluidité constante (Sinensky 1974). 

Plusieurs sondes fluorescentes peuvent être utilisées suivant leur localisation lors de 

l’incorporation dans la membrane (Figure 33). Pour évaluer la fluidité membranaire de L. 

casei, nous avons choisi la sonde hydrophobe 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) (Trevors 

2003). Le DPH s’aligne avec les chaînes acylées des phospholipides et est distribué au centre 

de la bicouche phospholipidique. L’anisotropie de fluorescence de la sonde DPH fournit des 

données sur le comportement moyen des lipides membranaires suivant les mouvements de 

rotation de la sonde dans la bicouche membranaire. 

Les travaux précédemment menés au laboratoire ont permis d’établir un protocole de mesure 

de fluidité membranaire sur des cellules bactériennes entières, ce qui présente l’avantage de 

mesurer les variations instantanées de la fluidité membranaire de cellules stressées au cours de 

la mesure. Les cellules de L. casei ont été cultivées en conditions classiques jusqu’à une 

absorbance à 600 nm de 0,6, centrifugées, lavées deux fois et reprises dans un volume de 

tampon phosphate 25 mM (pH 6,0) supplémenté avec 10 mM de glucose. Trois ml de 

suspension cellulaire ont été placés dans une cuvette en quartz agitée et thermostatée à 37°C 

grâce à un système Peltier (Wavelength Electronics). La concentration de la sonde DPH 

(Sigma) était de 2 µM. 
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Figure 33 : Sondes fluorescentes permettant d’évaluer la fluidité membranaire. 

La bicouche est schématisée par deux couches phospholipidiques opposées, arrangées de manière à ce que les têtes des 

phospholipides (régions hydrophiles) soient en contact avec l’eau et que les chaînes d’acides gras (régions hydrophobes) se 

fassent face. Différentes sondes peuvent être utilisées pour déterminer les propriétés de la membrane selon leurs 

caractéristiques. Les sondes polaires comme la NBD (nitrobenzoxadiazole) ou les sondes chargées comme le TMA-DPH sont 

souvent utilisées pour examiner l’interface membrane-eau. Le laurdan est utilisé pour étudier la polarité membranaire. Le 

DPH ou le pyrène, très hydrophobes, sont couramment utilisées pour explorer la région des chaînes d’hydrocarbone de la 

membrane. D’après (Cao-Hoang et al. 2008). 

 

L’anisotropie de fluorescence de la sonde est inversement proportionnelle à la fluidité 

membranaire. Les intensités de lumière polarisée parallèles et perpendiculaires au plan de 

polarisation du faisceau d’excitation permettant la détermination de l’anisotropie de 

fluorescence  ont été mesurées avec un spectrofluorimètre sous format T (Fluorolog-3, Jobin 

Yvon). L’intensité de fluorescence de la sonde DPH a été mesurée à 431 nm pour une 

excitation à 360 nm. L’anisotropie de fluorescence (r) est calculée selon l’équation suivante 

(Lakowicz and Thompson 1983) : 

r= 
IVV   GIVH

IVV + 2GIVH

 

IVV et IVH représentent respectivement les intensités mesurées avec les polariseurs parallèles et 

perpendiculaires au faisceau d’excitation vertical de lumière polarisée. G est le facteur utilisé 

pour corriger la polarisation de l’appareil, il est donné par le ratio des composantes verticale 

sur horizontale de l’émission polarisée quand la lumière d’excitation est polarisée dans la 

direction horizontale.  
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IX. Microscopie électronique à transmission (TEM) 

(Travail réalisé en collaboration avec Jeannine Lherminier de la plateforme de microscopie de 

l’INRA de Dijon)  

La microscopie électronique à transmission (TEM) a été utilisée au cours de cette thèse afin 

de déterminer l’épaisseur de la paroi de L. casei ATCC 334 et d’un mutant. Cette méthode 

consiste en la fixation des bactéries en suspension suivie d’une inclusion en résine époxy 

(EmBed 812/DER 736) permettant de réaliser des coupes ultrafines pour des études 

morphologiques ultra structurales. Les coupes ont été marquées par la méthode de PATAg 

(Periodic Acid-Thiocarbaside-Protéinate d’Argent) pour mettre en évidence des 

polysaccharides (Thiéry 1967). Les observations ont été faites avec un microscope 

électronique de transmission Hitachi 7500 à 80 kV équipé d’une caméra CCD à haute 

résolution AMT Advantage. Les images transmises ont été enregistrées et traitées par le 

logiciel AMT.  

X. Tests d’adhésion  

X.1. Adhésion microbienne aux solvants (MATS, Microbial Adhesion To Solvent) 

Cette méthode, basée sur la comparaison de l’affinité des micro-organismes pour les solvants 

polaires et apolaires, de tensions de surface connues permet d’évaluer les caractères électron-

donneur ou électron accepteur des micro-organismes et révéler ainsi les propriétés 

hydrophiles ou hydrophobes (Bellon-Fontaine et al. 1996). L’adhérence microbienne est liée 

aux caractéristiques de surface de la cellule, notamment hydrophobicité et la charge. 

Afin de déterminer si une différence d’hydrophobicité et de charge existe entre les mutants 

sélectionnés et L. casei, des tests d’adhésion à différents solvants ont été réalisés. Pour cela, 

les bactéries ont été récupérées en phase stationnaire de croissance, lavées en tampon PBS pH 

7,4 et la DO 600 nm de la suspension a été ajustée à 0,4 (A0). Un volume de 3 ml de suspension 

bactérienne a ensuite été ajouté à 1 ml de solvant (chloroforme, hexadécane ou acétate 

d’éthyle) et mélangé au vortex pendant 3 minutes. Après 15 minutes de repos afin de 

permettre la séparation des phases aqueuse et organique, la DO 600 nm de la phase aqueuse est 

mesurée (A1). Le pourcentage d’adhésion est ensuite calculé selon la formule : 

                 (
     

  
) 
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Le chloroforme est un solvant acide et accepteur d’électron, l’hexadécane est un solvant 

hydrophobe et enfin l’acétate d’éthyle est un solvant basique et donneur d’électron (Bellon-

Fontaine et al. 1996). 

X.2. Adhésion à la mucine 

L’adhésion à la mucine a été testée afin de savoir si une différence existait entre la souche de 

L. casei et les mutants sélectionnés. Des plaques 6 puits non traitées en polystyrène 

(ThermoScientific, Nunc) ont été recouvertes de mucine d’estomac de porc type II à 0,5 g.l
-1

 

(Sigma) une nuit à 4°C puis lavées 2 fois avec du PBS pH 7,4. La DO600nm de culture de 16 h 

en milieu Lactobacilli AOAC (Difco) a été ajustée à 1. 2 ml de chaque culture ont été mis en 

contact avec la mucine dans les plaques 6 puits pendant 3h30 à 37°C. Les plaques ont ensuite 

été lavées 2 fois avec du PBS pH 7,4 afin d’éliminer les bactéries n’ayant pas adhéré, puis le 

fond des puits a été gratté avec des spatules Cell Lifter (Dutscher) et les bactéries ayant 

adhéré ont été dénombrées sur boîte MRS pour L. casei et sur MRS Ery 5 µg.ml
-1

 pour les 

mutants après avoir réalisé une série de dilution. L’inoculum a aussi été dénombré sur boîte 

au bout du temps d’incubation en tube. Le pourcentage d’adhésion est ensuite calculé selon la 

formule :  

                   (
          

         
)  

où Nadhérées correspond à la concentration dénombrée des bactéries ayant adhéré à la mucine  

et Ninoculum à la concentration dénombrée après incubation des bactéries en tube. 

X.3. Adhésion à une surface abiotique 

L’adhésion à une surface abiotique a été testée afin de savoir si une différence existait entre la 

souche de L. casei et les mutants sélectionnés. La DO600nm de culture de 16 h en milieu 

Lactobacilli AOAC (Difco) a été ajustée à 0,1 et 2 ml de chaque culture ont été mis en contact 

avec des plaques 6 puits non traitées en polystyrène (ThermoScientific, Nunc) pendant 48 h à 

37°C. Les plaques ont ensuite été lavées 2 fois avec du PBS pH 7,4 afin d’éliminer les 

bactéries n’ayant pas adhéré, puis le fond des puits a été gratté avec des spatules Cell Lifter 

(Dutscher) et les bactéries ayant adhéré ont été dénombrées sur boîte MRS pour L. casei et sur 

MRS Ery 5 µg.ml
-1

 pour les mutants après avoir réalisé une série de dilutions. L’inoculum a 

aussi été dénombré sur boîte au bout du temps d’incubation. Le pourcentage d’adhésion est 

ensuite calculé selon la même formule que précédemment:  
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                   (
          

         
) 

où Nadhérées correspond à la concentration dénombrée après incubation des bactéries ayant 

adhéré à la surface abiotique et Ninoculum à la concentration dénombrée après incubation des 

bactéries en tube. 

XI. Compétition souche parentale et mutants 

XI.1. Compétition in vivo dans les anses iléales de lapin 

Lors de cette thèse, la banque de mutant de L. casei réorganisée en une banque ne contenant 

que les mutants avec insertion du transposon dans une séquence génique a été testée dans des 

anses iléales ligaturées de lapin (Marteyn et al. 2010; Sansonetti et al. 1983; West et al. 

2005). Une suspension bactérienne composée de 40 à 70 mutants différents et contenant 5.10
7
 

UFC a été injectée dans chaque anse. Après 16 h de compétition in vivo, la totalité de l’anse 

iléale est récupérée, homogénéisée, diluée puis étalée sur boîte MRS Ery 5 µg.ml
-1

 afin 

d’obtenir, après 48 h d’incubation à 37°C, des colonies isolées. L’ADN est ensuite extrait des 

colonies. Des PCR quantitatives ont été réalisées sur les extraits d’ADN afin de déterminer la 

proportion de chaque mutant avant et après séjour in vivo. Le ratio a par la suite été calculé 

afin de déterminer la diminution de chaque mutant. 

XI.2. Compétition in vitro dans différents milieux 

Afin de déterminer la sensibilité des mutants sélectionnés par rapport à L. casei, des 

compétitions dans différentes conditions stressantes ont été réalisées, avec un pourcentage 

initial de mutant de 2% et après une incubation de 16 h à 37°C. Les milieux testés sont : 

- un milieu appauvri et acide (MRS dilué au 1/20 dans du PBS pH 3,5), 

- un milieu appauvri et supplémenté en bile (MRS dilué au 1/20 dans du PBS 

supplémenté en bile à 3 g.l
-1

), 

- un milieu appauvri et supplémenté en lysozyme (MRS dilué au 1/20 dans du PBS et 

supplémenté en lysozyme à 10 g.l
-1

), 

- un milieu MRS supplémenté en pénicilline à 0,25 µg.ml
-1

, 

Les pourcentages du mutant par rapport à L. casei  ont été déterminés par dénombrement sur 

boîte et par la formule suivante :  
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                 (
        

         
) 

où Nmutant correspond à la concentration dénombrée du mutant et NL. casei à celle de L. casei. 

Le ratio du % du mutant dans la condition testée par rapport à la condition initiale a ensuite 

été calculé pour déterminer la sensibilité des mutants sélectionnés. 

XII. Sensibilité aux antibiotiques  

La sensibilité aux antibiotiques agissant sur la paroi tels que la pénicilline, la bacitracine, la 

nisine et la vancomycine a été testée sur L. casei et sur les mutants de l’opéron. Des plaques 

96 puits contenant 10 µl d’antibiotique à différentes concentrations ont été inoculées avec 90 

µl d’une suspension bactérienne à une DO600nm de 0,01 dans du MRS. Après 24 h à 37°C, la 

croissance bactérienne visible a été observée et la plus faible concentration d’antibiotique qui 

a empêché la croissance a été déterminée comme étant la CMI (Concentration Minimale 

Inhibitrice). 

XIII. Analyse et traitement des données bioinformatiques 

Les oligonucléotides ont été conçus à l’aide des logiciels Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) et 

oligo Analyzer (http://oligo-analyzer.software.informer.com/). L’alignement multiple des 

séquences d’ADN ou de protéine a été réalisé à l’aide des logiciels Blast, Basic Local 

Alignement Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) et ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). La séquence complète du génome de L. 

casei ATCC 334 a été consultée dans le Genbank par numéro d’accession NC_008526. Les 

logiciels biocyc (http://biocyc.org/) et KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) ont été utilisés 

pour la prédiction fonctionnelle des protéines. 
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Cette partie « Résultats » rassemble les résultats des travaux que j’ai réalisé et ceux auxquels 

j’ai participé lors de ma thèse. Cette partie est présentée sous forme d’articles (acceptés ou en 

préparation) précédés d’un résumé en français et certains points, moins aboutis, sont présentés 

en français sous une forme condensée. Le plan, correspondant à la suite chronologique du 

travail de recherche, est le suivant :  

I. Mutagenèse par transposition de L. casei et identification des sites d’insertion du 

transposon 

I .1. Mutagenèse par transposition de L. casei  

Article 1. Development of an efficient in vivo system (Pjunc-TpaseIS1223) for 

random transposon mutagenesis of Lactobacillus casei. 

 Licandro-Seraut H, Brinster S, van de Guchte M, Scornec H, Maguin 

E, Sansonetti PJ, Cavin J-F and Serror P. 2012. Appl. Environ. 

Microbiol. 78: 5417-5423. 

I.2. Identification des sites d’insertion du transposon des mutants de L. casei 

Article 2.  Rapid 96-well plates DNA extraction and sequencing procedures to 

identify genome-wide transposon insertion sites in a difficult to lyse 

bacterium: Lactobacillus casei. 

 Scornec H, Tichit M, Bouchier C, Pédron T, Cavin J-F, Sansonetti PJ 

and Licandro-Seraut H.  2014. J. Microbiol. Methods. 106: 78-82 

II. Identification des gènes impliqués lors de l’établissement de L. casei dans 

l’intestin. 

Article 3. Functional genomics of Lactobacillus casei establishment in the gut. 

 Licandro-Seraut H, Scornec H, Pédron T, Cavin J-F and Sansonetti 

PJ. 2014. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111 (30): E3101-9 

 

III. Caractérisation fonctionnelle de l’opéron LSEI_0219-0221 

Article 4. The LSEI_0219-0221 operon: a central interface of the surface 

architecture of Lactobacillus casei which conditions its resistance to 

the gut. 

 Scornec H, Pédron T, Wheeler R, Boneca IG, Sansonetti PJ, Cavin J-

F and Licandro-Seraut H. (En préparation) 
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I. Mutagenèse par transposition de L. casei et identification des sites 

d’insertion du transposon 

I.1. Mutagenèse par transposition de L. casei 

Ce premier article est le fruit d’une collaboration avec l’unité Micalis de l’INRA de Jouy-en-

Josas. La mutagenèse de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a été réalisée par leur 

équipe alors que celle de L. casei a été réalisée par la nôtre. Ce travail a été réalisé en majeure 

partie avant le début de ma thèse, j’ai pu y apporter ma contribution lors du stage de master 

Recherche effectué au sein de l’équipe. 

Principaux résultats de l’article 1. 

L. casei est une bactérie Gram positif difficile à transformer ; en effet, cette bactérie a un taux 

de transformation qui est assez faible (10
2
 transformants par µg, taux variable en fonction des 

vecteurs) malgré les différentes techniques de transformation testées. Par conséquent peu 

d’études de génétique inverse ont été réalisées. L’article, ci-après, présente un système de 

mutagenèse par transposition efficace pour L. casei. Ce système consiste en l’utilisation de 

deux vecteurs fonctionnant en trans. Le premier vecteur, le pVI129, est thermosensible et 

comporte un gène codant pour la transposase IS1223 de Lactobacillus johnsonii, et le second 

vecteur, le pVI110, est suicide et possède les deux séquences inversées répétées (Pjunc) 

correspondant au substrat de la transposase.  

Ces deux vecteurs ont été consécutivement transformés chez L. casei. Les transformants 

possédant le pVI129, nommés LCpVI129 ont été criblés quant à leur capacité à résister au 

chloramphénicol (le pVI129 possède le gène de résistance au chloramphénicol). Ces 

transformants ont à leur tour été transformés avec le vecteur pVI110 et criblés quant à leur 

capacité à résister à l’érythromycine. Le taux de transformation du LCpVI129 atteint alors 

entre 2,5 et 7,5.10
3
 par µg de pVI110. Le pVI129 va permettre, grâce à la reconnaissance par 

la transposase des séquences cibles, l’intégration chromosomique du pVI110. Les 

transformants se développant sur érythromycine sont considérés comme étant des intégrants 

génomiques (chromosome ou plasmide). Plusieurs générations de culture des intégrants sont 

ensuite réalisées pour éliminer le vecteur thermosensible pVI129, limitant ainsi l’instabilité 

des mutants.  

Une analyse de l’insertion du pVI110 sur le génome de L. casei des mutants a ensuite été 

réalisée afin de déterminer le caractère aléatoire et singulier de la transposition ; pour cela, 

l’hybridation « Southern » entre l’ADN de mutant digéré par HindIII et une sonde spécifique 

du pVI110 a été testée. Il s’avère que l’intégration s’est faite dans un locus unique excepté 

pour 2 sur 12 mutants testés. Le séquençage de la région d’insertion a ensuite été réalisé sur 

20 mutants et il s’avère que 50% des insertions se situent dans une région intergénique, 10% 
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se situent dans le plasmide et seulement 20% se situent dans une épingle à cheveu prédite. De 

plus, aucune insertion préférentielle dans les régions riches en A/T n’a été observée. 

Exceptées les deux insertions identiques dans le plasmide, les autres insertions ne sont 

présentes qu’une seule fois sur les 20 mutants testés, ceci laisse supposer un caractère 

suffisamment aléatoire de la mutagenèse par transposition pour créer une banque de mutants 

saturée.  

Le système de mutagenèse présenté dans cet article permet d’obtenir un haut taux d’intégrants 

stables (10000 mutants par transformation de L. casei) malgré le faible taux de transformants 

des lactobacilles. Ce système peut être utilisé sur d’autres bactéries Gram positif et en 

particulier sur les bactéries lactiques. 
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I.2. Identification des sites d’insertion du transposon des mutants de L. casei 

La mutagenèse par transposition présentée dans l’article précédent a permis d’obtenir environ 

9250 mutants. Afin d’utiliser au mieux cette banque, nous avons décidé de séquencer le site 

d’insertion du transposon des mutants pour identifier la séquence interrompu. 

Plusieurs techniques ont été testées, par exemple, la technique du "plasmid rescue" (digestion 

de l’ADN du mutant par des enzymes de restriction et auto-ligation puis transformation du 

produit ligué chez E. coli), qui est couramment utilisée pour identifier les sites d’insertion 

pour un nombre restreint de mutant. Cette technique n’était pas envisageable pour un nombre 

aussi important de mutants car trop longue et parfois peu efficace. D’autres techniques basée 

sur la PCR ont préalablement été utilisées chez d’autres bactéries (Jacobs et al. 2003; Quach 

et al. 2009) mais dans notre cas, nécessitent l’extraction d’ADN des mutants et ne peuvent 

être directement réalisées sur colonies pour une bactérie difficile à lyser comme L. casei, de 

plus de nombreux faux-positifs sont obtenus avec ces techniques (Bijlsma et al. 2007; Tong et 

al. 2004). De nouvelles techniques permettent à présent d’identifier l’ensemble des sites 

d’insertions (HITS et TraDIS) d’une banque de mutant cependant il est ensuite fastidieux de 

récupérer un mutant défini.  

La mutagenèse ciblée est difficile à réaliser chez L. casei ATCC 334 probablement à cause de 

la présence de son plasmide, créant ainsi des incompatibilités avec d’autres plasmides 

exogènes. L’identification individuelle des mutants obtenus par mutagenèse par transposition 

permet d’avoir à portée de main, un large panel de mutants qui peuvent être utilisés et criblés 

pour différentes applications et recherches.  

Principaux résultats de l’article 2. 

L’article suivant présente la méthode qui a été développée pour identifier les sites d’insertion 

du transposon de la banque de mutants de L. casei. L’ADN de chaque mutant a été extrait en 

plaques 96 puits à partir de cultures en phase exponentielle en utilisant le kit NucleoSpin 96 

Tissue (Macherey Nagel). Plusieurs modifications par rapport aux recommandations du 

fournisseur ont été réalisées afin d’utiliser ce kit pour L. casei. Les cellules ont été soumises à 

un tampon de lyse auquel a été ajouté du Triton X-100 (le triton permet d’induire l’autolyse 

de la bactérie, voir résultats obtenus dans l’article 4), les temps d’incubations ont été 

augmentés afin d’obtenir une lyse complète de la bactérie. Puis, le volume d’éthanol 

permettant de précipiter l’ADN a été augmenté pour diminuer la viscosité de la solution avant 

le passage sur colonne de silice. La procédure de séquençage a, elle aussi, été modifiée afin de 

réaliser le séquençage directement sur l’ADN total. La bétaïne a été ajoutée au mix de 

séquençage composé de l’amorce spécifique du transposon et de l’ADN pour réduire les 

structures secondaires de l’ADN. Le nombre de cycle de réaction de séquençage a été 

augmenté pour avoir un signal plus important. Après réaction de séquençage, les produits sont 
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purifiés en utilisant le kit BigDye Xterminator purification (Applied Biosystems) au lieu de la 

précipitation à l’éthanol.  

La méthode mise au point a permis d’identifier le site d’insertion pour 8053 mutants sur 9250 

soit 87% des mutants, elle est fiable et peut être utilisée sur d’autres bactéries.  Sur un total de 

20, 18 mutants par transposition de Lactobacillus pentosus ont été identifiés avec cette 

méthode et ont permis de valider les résultats obtenus par plasmid rescue pour l’article 

présenté en Annexe auquel, j’ai pu participer lors de mon travail de thèse. 
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II. Identification des gènes impliqués lors de l’établissement de L. casei 

dans l’intestin. 

Principaux résultats de l’article 3. 

Le séquençage de la banque de mutant de L. casei présenté dans l’article précédent a permis 

d’identifier 3037 mutants ayant une insertion du transposon dans la séquence d’un gène (2787 

intégrations du transposon dans les gènes du chromosome et 250 intégrations dans les gènes 

du plasmide). Les mutations sont réparties sur la totalité du génome comme peu l’attester la 

figure 1 de l’article suivant représentant la répartition des sites d’insertion du transposon et la 

banque de mutants représente une proportion de groupes fonctionnels similaire à la proportion 

du génome. 

La banque de mutants de L.casei présentée dans l’article 1 a été réalisée par une mutagenèse 

aléatoire permettant de suivre les mutants : la Signature-Tagged Mutagenesis 

(STM) (Mazurkiewicz et al. 2006; West et al. 2005). En effet, la mutagenèse a été réalisée 

avec 70 plasmides pVI110 étiquetés différemment, c’est-à-dire que dans la séquence du 

transposon, une étiquette (tag) de 40 pb a été clonée, permettant ainsi de réaliser des cribles en 

ensemble (pool) de 70 mutants, ces mutants pouvant ensuite être identifiés grâce à leur 

étiquette. Le séquençage des sites d’insertions du transposon des mutants de la banque de L. 

casei a permis de réassembler la banque de mutants en une banque ne contenant que les 

mutants avec un gène interrompu en un seul exemplaire ; c’est-à-dire, que lorsque plusieurs 

mutants existaient pour un même gène, un seul a été utilisé pour le réassemblage. Au total, la 

banque réassemblée comporte 1110 mutants dans des gènes différents. La réorganisation a été 

réalisée tout en prenant en compte l’étiquette de chaque mutant afin de pouvoir réaliser les 

cribles en ensembles de 70 mutants. Dans le cas où l’assemblage n’était pas complet (moins 

de 70 étiquettes différentes), des mutants avec insertion du transposon dans les régions 

intergéniques ont été ajoutés afin d’obtenir au minimum 40 mutants par ensemble.  

Nous voulions utiliser cette banque de mutants pour déterminer les gènes impliqués dans 

l’établissement de L. casei au niveau du tube digestif. Des essais de criblage ont, au préalable, 

été réalisés chez la souris par gavage gastro-intestinal mais les résultats n’étant pas 

reproductibles le modèle souris n’a pas été sélectionné pour la suite du criblage. L’anse iléale 

ligaturée de lapin, modèle déjà utilisé par l’équipe PMM (Marteyn et al. 2010; Sansonetti et 

al. 1983; West et al. 2005) a alors été choisi comme modèle.  

Chaque ensemble de mutants a été inoculé dans des anses iléales ligaturées de deux lapins. 

Après 16 h de compétition in vivo, les anses sont prélevées, broyées et des dilutions sont 

étalées sur boîtes MRS afin de récupérer les mutants. La variation quantitative de chaque 

mutant, entre l’ensemble injecté et l’ensemble récupéré, a été réalisée par PCR quantitative 

(qPCR) grâce à l’étiquetage. En effet, 70 couples d’amorces spécifiques de chacun des 70 

étiquettes ont été dessinés permettant ainsi de corréler la quantité de chaque mutant par la 
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quantité d’étiquettes. Ainsi 69 mutants ont été sélectionnés car leur quantité était diminuée in 

vivo. Leur croissance in vitro a été testée afin d’éliminer les mutants ayant un défaut de 

croissance par rapport à la souche parentale. Les mutants dans les gènes LSEI_0281, 1278, 

1468, 1565 et 1566 ont ainsi été éliminés. Les mutants restants ont été criblés de nouveau et 

l’ensemble injecté a cette fois-ci été étalé sur boîte afin d’éliminer les mutants qui avaient des 

difficultés à se développer. Ainsi 47 mutants ont été identifiés comme ayant des difficultés à 

persister in vivo. Les protéines codées par les gènes interrompus chez ces mutants ont des 

fonctions variées incluant, les processus cellulaires basiques, le métabolisme, la biosynthèse 

de la paroi cellulaire, l’adaptation au milieu environnant… 

La banque annotée permet à la fois d’identifier les mutants, et par conséquent les gènes 

impliqués dans l’établissement de L. casei dans l’intestin mais aussi les gènes qui ne sont pas 

impliqués. La banque est donc doublement informative. 
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III. Caractérisation fonctionnelle de l’opéron LSEI_0219-0221 

Le criblage présenté dans l’article précédent à mis en évidence l’implication de 47 gènes 

différents dans l’établissement de L. casei dans l’intestin. La surface cellulaire constitue le 

premier site de reconnaissance/contact entre l’hôte et la bactérie et est de ce fait très étudiée 

(voir synthèse bibliographique). Parmi les 47 gènes, 6 gènes codent pour des protéines qui 

sont impliquées dans la biosynthèse de la paroi cellulaire. Parmi eux le gène LSEI_0221 

codant pour une D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase, penicillin-binding protein (PBP0221), 

présente la particularité d’être en aval de deux gènes LSEI_0219 et 0220 codant pour des 

protéines constituant un système à deux composants (TCS). Les mutants pour ces deux gènes 

présentent aussi la particularité de ne pas être capables de s’établir in vivo. De plus, il s’agit 

du seul TCS des 16 TCS complets existants chez L. casei impliqué dans l’établissement in 

vivo d’après notre criblage (au moins un mutant pour le gène codant soit pour le RR soit pour 

l’HK pour 10 des 16 TCS). Cet opéron putatif  présent chez d’autres lactobacilles a, par 

conséquent, fait l’objet d’une caractérisation plus approfondie.  

Le gène LSEI_0221 est le seul annoté dans le génome comme ayant la fonction de D-ala-D-

ala carboxypeptidase. Cette enzyme est normalement nécessaire à la synthèse du 

peptidoglycane puisqu’elle permet la coupure entre le 4
ième

 et le 5
ième

 résidu du pentapeptide 

du peptidoglycane permettant ainsi la transpeptidation entre les différents brins de 

peptidoglycane. Le pentapeptide est appelé, chez L. casei, pentadepsipeptide car le 5
ième

 

résidu, normalement un D-Ala, est remplacé par un D-Lac conférant ainsi la résistance à la 

vancomycine. Le fait que la mutation de ce gène ne soit pas létale pour la bactérie suggère 

soit une complémentation de la fonction par une autre enzyme soit un défaut d’annotation de 

la PBP0221.  

Le TCS codé par les gènes LSEI_0219-0220 semble avoir un rôle, de par sa localisation 

génétique en amont du gène LSEI_0221, dans la biosynthèse de la paroi cellulaire. 

L’article ci-après, en cours de préparation, présente les différents résultats de caractérisation 

de l’opéron. Des résultats moins aboutis et demandant des répétitions biologiques sont 

présentés à la suite et en français.  

Principaux résultats de l’article 4. 

Les principaux résultats indiquent que l’insertion du transposon dans un gène de l’opéron a un 

effet polaire sur les gènes de l’opéron situé en aval. En effet, lorsque le gène LSEI_0219 est 

interrompu, la transcription des gènes LSEI_0220 et 0221 est diminuée ; de même 

l’interruption du gène LSEI_0220 génère une diminution du taux de transcrits du gène 

LSEI_0221. L’incapacité des trois mutants à s’établir in vivo peut être causée par la simple 

inactivation ou la diminution du taux de transcrits du gène LSEI_0221. 



  Résultats 

115 

 

La fonctionnalité du TCS a été vérifiée et les transcrits des gènes impliqués dans la synthèse 

du peptidoglycane ont été quantifiés chez les mutants par rapport à la souche parentale. Le 

TCS semble être impliqué dans la régulation de 17 des 50 gènes testés. 

La diminution ou l’absence de transcrits du gène LSEI_0221 engendre une différence de 

composition du peptidoglycane par rapport à la souche parentale. Cette différence indique que 

le gène LSEI_0221 code plutôt pour une protéine ayant la fonction de L,D-carboxypeptidase 

que de D-Ala-D-Ala carboxypeptidase. 

Une diminution de présentation de deux protéines annotées comme antigènes de surface ainsi 

qu’une augmentation de la sensibilité aux peptides antimicrobiens (hBD1, hBD2 et CCL20) 

ont été observée chez les trois mutants.  
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Résultats complémentaires à l’article 4. 

Adhésion à une surface biotique et abiotique 

Des tests d’adhésions des mutants Δ0219, Δ0220, Δ0221 et de la souche parentale L. casei 

ATCC 334 ont été réalisés sur des plaques polystyrène 6 puits non traitées recouvertes ou non 

de mucine d’estomac de porc (Sigma). L’adhésion a été testée après une incubation de 3h30 à 

37°C pour les plaques recouvertes de mucine et après 48 h à 37°C pour les plaques non 

recouvertes. Le pourcentage d’adhésion a été calculé en utilisant comme témoin les cultures 

initialement ensemencées et incubées dans les mêmes conditions que les plaques. Les deux 

types de tests d’adhésion réalisés ont montré un faible pourcentage d’adhésion de L. casei : 

environ 1% pour la mucine et 0,1% pour les plaques non recouvertes. Aucune différence 

significative d’adhésion entre les mutants et la souche parentale n’a été observée (Figure 34).  

 

Figure 34 : Adhésion des mutants de l’opéron (∆0219, ∆0220 et ∆0221) et de L. casei ATCC 334 sur plaques 

recouvertes ou non de mucine.  

Le % d’adhésion a été calculé après dénombrement sur boîte des bactéries ayant adhéré après 3h30 sur plaque polystyrène 

recouverte de mucine (A) et après 48h sur plaque polystyrène (B).  

Détermination du motif de liaison à l’ADN du RR0219.  

La protéine RR0219 purifiée a été utilisée pour réaliser des EMSAs. La capacité de 

phosphorylation avec de l’acétyl-phosphate a été vérifiée après chaque purification par 

migration sur gel BN-PAGE comme montré dans la Figure 35. Plusieurs tampons de fixation, 

de migration, et plusieurs types de gel ont été testés sans pour autant obtenir un retard avec la 

plus grande sonde (F-189R254 = Prom0219). L’hypothèse émise, à ce moment là, était que 

l’étiquette His6 en C-terminal de la protéine pouvait empêcher la fixation du régulateur sur la 

sonde par un encombrement stérique car le domaine effecteur de la protéine se situe en C-

terminal (Figure 36). Un nouveau clonage a alors été réalisé dans le pET28a
+
 afin de produire 

une protéine avec une étiquette His6 en N-terminal de la protéine qui permet ensuite le clivage 

de l’étiquette His6 grâce au site reconnu par la thrombine présent dans le pET28a
+
 et codé 

dans la protéine. Pour cela, le pTZ0219 (pTZ19R avec clonage du gène LSEI_0219 au niveau 

du site de restriction SmaI) a été construit et utilisé pour construire le pET0219N. La 

phosphorylation de la protéine ainsi produite et clivée nommée RR0219N a aussi été vérifiée 
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et des EMSAs réalisés. Cependant, aucun retard n’a pu être observé malgré les différentes 

conditions testées. La protéine a peut-être besoin d’un cofacteur (protéine ou ion) pour se 

fixer à l’ADN ou ne se replie pas dans une bonne conformation lors de l’expression 

hétérologue et ne peut se fixer. Des EMSAs ont alors été réalisés avec les extraits protéiques 

cytoplasmiques de la souche parentale et du mutant ∆0219 (voir article précédent). Puis, pour 

déterminer le motif de fixation, la taille de la sonde a été diminuée et des EMSAs ont été 

réalisés avec l’extrait protéique cytoplasmique de L. casei ATCC 334 (Figure 37). Deux 

sondes de taille réduite, correspondant à la première partie (F-189R-1) et à la deuxième partie 

(F1R254) de la sonde Prom 0219 (F-189R254) ont été réalisées (voir Figure 32 du matériels 

et méthodes). Un retard a été obtenu avec les deux nouvelles sondes. Plusieurs motifs 

prédictifs ont été identifiés, ils sont présentés dans la Figure 38. 

 

Figure 35 : Phosphorylation du RR0219 en présence d’acétyl-phosphate. 

Les produits de phosphorylation ont été analysés par BN-PAGE 12,5% après différents temps d’incubation en présence 

d’acétyl-phosphate (60mM). 5 µg de RR0219 a été utilisé pour chaque réaction.  

 

Figure 36 : Représentation schématique du gène LSEI_0219, de la protéine RR0219 et des différents domaines la 

constituant.  

RR0219

RR0219-P 
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Figure 37 : EMSA de l’extrait protéique cytoplasmique de L. casei ATCC 334 avec trois sondes ADN représentant la 

région intergénique des gènes LSEI_0218 et LSEI_0219.  

Le retard a été réalisé avec 20 µg d’extrait protéique cytoplasmique en absence ou en présence de 2,5 µg.ml-1 de BSA et ASS. 

BSA, sérum albumine bovine ; ASS, ADN de sperme de saumon. 

 

Figure 38 : Représentation des motifs putatifs de liaison à l’ADN du RR0219.  

La séquence représentée correspond à la sonde Prom0219, la séquence en noire représente la séquence de la sonde F-189R-1 

et la séquence en bleu représente la séquence de la sonde F1R254. Les nucléotides surlignés en gris correspondent aux 

codons initiateurs de traduction des ARNm des gènes LSEI_0218 et LSEI_0219. Les flèches de même couleur représentent 

les différents domaines de fixation possible. Les nucléotides soulignés correspondent soit à ceux qui se répètent soit à ceux 

qui sont inversés répétés.  

Induction du système à deux composants RR0219-HK0220 

Pour déterminer, les conditions d’induction du système à deux composants, le taux de 

transcrits du gène LSEI_0219 a été évalué chez la souche parentale en phase exponentielle de 

croissance dans différentes conditions en comparaison au taux de transcrits en condition 

témoin incubée à 37°C dans du MRS ou du tampon phosphate. Les ARNs de la souche 

parentale ont été extraits après 1 h d’incubation dans les différents milieux. Les différentes 

conditions testées sont les suivantes :  

 NaCl : MRS + NaCl 1M 
 Pénicilline : MRS + Pénicilline 0,1 µg.ml

-1 

 Vancomycine : MRS + Vancomycine 0.5 g.l
-1 

 Bile : MRS + Bile 3 g.l
-1 

sonde F-189R254 F-189R-1 F1R254

protéines - + + - + + - + +

BSA+ASS - - + - - + - - +

Complexes sonde 
ADN-protéines

Sondes seules
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 EtOH : MRS + Ethanol 12% (v/v) 

 HCl : MRS acidifié avec de l’HCl à pH 3.0 

 Ac lactique: MRS acidifié avec de l’acide lactique à pH 3.0 

 Sans Glc : MRS sans glucose 

 PPB 4°C : tampon phosphate maintenu au bain marie à 4°C 

 PPB 42°C : tampon phosphate maintenu au bain marie à 42°C 

 PPB 100X : tampon phosphate dans lequel les bactéries sont concentrées 100 fois par 

rapport au témoin 

 PPB SDS : tampon phosphate + 0,05% SDS (m/v). 

 

Le taux de transcrits relatif du gène LSEI_0219 de L. casei dans les différentes conditions est 

présenté dans la Figure 39. Au vu des écart-types obtenus entre les différentes répétitions 

biologiques, le temps de contact d’une heure est probablement trop long et devrait être réduit 

afin de diminuer les variations d’expression obtenues. Néanmoins, les résultats obtenus 

indiquent une augmentation d’expression en présence de NaCl (stress osmotique), de bile et 

d’éthanol, en milieu acide (HCl et acide lactique) et lorsque la température est à 42°C. Ces 

conditions peuvent toutes induire une perturbation au niveau de la membrane cellulaire. Cette 

hypothèse a alors été vérifiée par mesure de la fluidité membranaire après ajout de bile, 

d’éthanol et augmentation de la température (Figure 40). Une modification de la fluidité 

membranaire mesurée par anisotropie de fluorescence de la sonde DPH (voir partie Matériels 

et Méthodes) a été observée dans les trois conditions testées. Alors que la bile et l’éthanol 

semblent fluidifier la membrane de manière transitoire, une température de 55°C induit une 

fluidification suivie d’une rigidification de la membrane.  

L’induction du système à deux composants serait donc une modification de la fluidité 

membranaire, ce résultat coïncide avec la structure du senseur qui d’après l’analyse in silico 

possèderait un domaine senseur de 25 résidus d’acides aminés et serait capable de détecter des 

signaux liés au stress de l’enveloppe cellulaire (Mascher 2006; Mascher et al. 2006). 

Cependant le contexte génomique ne permet pas de classer l’HK0220 ni dans la catégorie des 

HKs BceS-like qui sont fonctionnellement et génétiquement liées à des ABC transporters ni 

dans la catégorie des HKs LiaS-like qui font parties d’un système à trois composants, le 

troisième composant étant une protéine membranaire agissant comme régulateur du système à 

deux composants en empêchant le transfert du phosphate de l’HK vers son RR. 
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Figure 39 : Taux de transcrits du gène LSEI_0219 obtenu après 1h dans les différentes conditions testées.  

Les barres représentent l’écart-type entre les trois répétitions biologiques indépendantes. 

 

 

Figure 40 : Fluidité membranaire de L. casei  en différentes conditions par mesure d’anisotropie de fluorescence. 

Les cellules marquées au DPH (2µM) ont été mises en contact, à partir du temps 8 min, avec 0,003% de bile ou 12% 

d’éthanol ou soumis à une augmentation de la température à 55°C. 

Expériences complémentaires à réaliser pour finaliser l’article 4 

La compétition ex vivo en lumen de lapin pour les trois mutants par rapport au sauvage doit 

être testée de la même façon que la bile, l’acide et le lysozyme. 

L’extraction des protéines de surface des mutants et de la souche parentale doit être réalisée 

en phase exponentielle de croissance afin de déterminer si la présentation des deux antigènes 
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de surface est aussi affectée à ce stade de croissance et de voir si les résultats de transcription 

à ce stade de croissance sont corrélés, donc si la modulation de la quantité des Ag de surface 

provient d’une régulation transcriptionnelle. 

L’ajout de senseur pour réaliser les EMSAs à partir de la protéine RR0219 purifiée peut être 

testé. Le senseur peut peut-être aider à la fixation ou au bon repliement du régulateur 

(Bisicchia et al. 2007). 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

Conclusion Générale



  Conclusion générale 

150 

 

La mutagenèse par transposition 

 

Différentes approches globales existent pour étudier les gènes bactériens impliqués dans la 

réponse à des stress ou l’adaptation à des milieux ou écosystèmes divers. Par exemple les 

études post-génomique : études transcriptomiques et protéomiques. L’étude transcriptomique 

peut être réalisée par la méthode des puces à ADN qui permettent d’analyser le niveau de 

transcrit correspondant aux ADN cibles ordonnés sur la puce (généralement l’ensemble des 

gènes du génome) dans une condition donnée. L’étude protéomique permet quant à elle  

d’identifier et de quantifier les variations du taux d’expression de protéines dans différentes 

conditions. La limite de ces types d’approche provient du fait que le criblage des gènes est 

réalisé comparativement à une condition témoin (généralement une culture in vitro).  

La stratégie d’étude que nous avons utilisée pour la recherche globale des gènes impliqués 

dans l’établissement de L. casei dans l’intestin est la mutagenèse aléatoire associée à une 

stratégie de criblage approprié. La méthode la plus appropriée pour la stratégie d’étude et la 

plus informative était la mutagenèse par transposition. Cette méthode permettait de 

caractériser les mutants avec un phénotype d’intérêt directement après criblage et d’éviter de 

réaliser une mutagenèse ciblée sur les gènes d’intérêt par la suite. La méthode de mutagenèse 

par transposition utilisée sur L. casei a la particularité d’utiliser deux vecteurs, le premier 

codant pour une transposase et le second possédant les cibles d’insertion de transposase et 

correspondant ainsi au transposon (Article 1). Cette méthode de mutagenèse a été mise au 

point et utilisée pour pallier le faible taux de transformation de la souche et peut être utilisé 

pour d’autres bactéries lactiques. L’obtention de la banque de mutant constituait une étape clé 

pour la réalisation de cette thèse.  

 

L’identification des sites d’insertion du transposon des mutants 

 

Pour rendre la banque de mutants doublement informative (identification des mutants avec 

phénotype mais aussi des mutants sans phénotype) et permettre de pré-sélectionner des 

mutants avant le criblage, le séquençage de la région d’insertion du transposon a été réalisé. 

Ceci a été rendu possible grâce à l’optimisation (i) de l’extraction d’ADN en plaque 96 puits 

pour une bactérie difficile à lyser comme L. casei et (ii) du protocole de séquençage par la 

technique de Sanger (Article 2). Ainsi, 87% des mutants ont pu être identifiés. La banque 

ainsi annotée peut être utilisée pour différents criblages fonctionnels et constitue un outil 

d’intérêt pour l’équipe.  
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Le criblage fonctionnel des mutants quant à leur capacité à s’établir dans l’intestin 

 

La Signature Tagged Mutagenesis (STM) a été développée à partir de la mutagenèse par 

transposition afin de réaliser le criblage en ensemble de mutants et par conséquent de limiter 

le nombre d’animaux utilisés pour l’étude in vivo. Grâce au séquençage de l’insertion du 

transposon des mutants de la banque, les mutants ayant un gène interrompu ont pu être 

sélectionnés et réorganisés pour créer une banque de mutants ayant le transposon d’intégré 

dans la séquence d’un gène. Le criblage de cette banque annotée in vivo permettait d’identifier 

sans a priori les gènes impliqués dans l’établissement de L. casei dans l’intestin mais aussi 

ceux qui ne le sont pas. Ainsi 47 gènes ont été identifiés, ils encodent pour des protéines de 

fonctions variées : les processus cellulaires basiques, le métabolisme, la biosynthèse de la 

paroi cellulaire et l’adaptation au milieu environnant. Les protéines identifiées ont une portée 

plus générale que la simple réponse au stress classique telle que le repliement des protéines 

(augmentation de la quantité de heat ou cold shock protein…) ou la réparation de l’ADN et 

sont davantage impliquées dans la physiologie, l’adaptation de la bactérie. Le milieu intestinal 

n’est pas perçu comme un stress fort pour cette bactérie. La limite du criblage réalisé en 

ensemble de mutants est que les mutants (pour des protéines de surface par exemple) 

complémentés par d’autres mutants ne pouvaient être identifiés. Pour ces mutants là, il 

faudrait faire un autre criblage où les mutants seraient cette fois testés individuellement sur 

culture cellulaire par exemple.  

 

Caractérisation fonctionnelles de protéines impliquées dans l’établissement dans l’intestin 

 

Choix des gènes à caractériser 

 

A la suite du criblage in vivo, plusieurs gènes pouvaient être caractérisés, le choix s’est porté 

sur l’opéron LSEI_0219-0221 pour trois raisons principales. Premièrement, les trois mutants 

(∆0219, ∆0220 et ∆0221) de chaque gène avaient des difficultés à s’établir in vivo. 

Deuxièmement, le gène LSEI_0221 code pour une enzyme intervenant dans la biosynthèse du 

peptidoglycane (PG), le PG étant le constituant majeur de la paroi cellulaire et cette paroi 

étant le premier site de reconnaissance/contact entre l’hôte ou le milieu et la bactérie. Et 

troisièmement, les deux autres gènes de l’opéron codent pour un système à deux composants 

(TCS). Ce TCS était le seul des 16 TCS complets de L. casei (voir synthèse bibliographique) à 

afficher un phénotype in vivo d’après notre criblage (au moins un mutant pour le gène codant 

soit pour le RR soit pour l’HK pour 10 des 16 TCS). 
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De plus, l’enzyme codée par LSEI_0221, intervenant dans la biosynthèse du PG est une des 

13 peptidoglycan hydrolases (PGH) (LSEI_0020, 0221, 0236, 0281, 0393, 0539, 0599, 1072, 

1116, 1536, 1909, 2029 et 2226) qui existent d’après l’annotation du génome. Sur ces 13 

gènes, 9 mutants ont été obtenus (gènes soulignés ci-dessus). Le mutant pour le gène 

LSEI_0281 avait un phénotype in vivo différent mais il a été retiré car la stratégie de criblage 

ne permettait pas de le discriminer. En effet, la morphologie de ce mutant était très différente 

de la souche parentale (L. casei ATCC 334). Cette morphologie en filament très long 

engendrait un défaut de corrélation DO/UFC empêchant ainsi de savoir si le phénotype in vivo 

était dû à l’incapacité de s’établir in vivo ou seulement la conséquence de la morphologie du 

mutant. Le mutant pour le gène LSEI_0221 a donc été considéré comme le seul mutant pour 

une PGH à avoir un phénotype différent in vivo. La position des gènes codant pour le TCS (en 

amont du gène LSEI_0221) laissait supposer une implication de ce TCS dans la biosynthèse 

du PG. Les protéines codées par les gènes de l’opéron ont été caractérisées fonctionnellement 

puis l’implication de ces protéines dans l’établissement dans l’intestin a été recherchée.  

 

Caractérisation du système à deux composants 

 

La fonctionnalité de transfert de phosphate de la HK0220 (histidine kinase codée par le gène 

LSEI_0220) vers le RR0219 (response regulator codé par le gène LSEI_0219)  du TCS a été 

vérifiée (voir synthèse bibliographique pour la définition des fonctions protéiques citées et 

article 4 pour la vérification de la fonction). Le RR0219 annoté comme appartenant à la 

famille d’OmpR possède un domaine effecteur de liaison à l’ADN (voir synthèse 

bibliographique). Malgré diverses tentatives infructueuses de retard sur gel avec une sonde 

couvrant la région intergénique entre les gènes LSEI_0218 et LSEI_0219, aucun retard avec 

le RR0219 purifié phosphorylé ou non n’a pu être observé. Le mauvais repliement de la 

protéine chez E. coli ou la nécessité d’un élément cellulaire, et/ou d’un cofacteur peut être une 

hypothèse expliquant l’absence de fixation de la protéine sur la sonde. Les retards sur gel ont 

alors été réalisés avec l’extrait protéique cellulaire de la souche parentale et celui du mutant 

∆0219 (∆LSEI_0219). L’extrait protéique cellulaire de la souche parentale a permis la 

formation d’un complexe avec la sonde alors que celui du mutant ne le permet pas. Ce résultat 

laisse supposer l’implication du RR0219 dans la formation du complexe. D’autres retards sur 

gel ont été réalisés avec deux sondes correspondant à la moitié de la plus grande sonde, un 

retard avec l’extrait protéique cellulaire de la souche parentale a également été obtenu avec 

ces deux plus petites sondes. L’analyse in silico des sondes a montré différents sites potentiels 

de fixation qui demandent à présent à être confirmés. Le signal perçu par le domaine senseur 

(voir synthèse bibliographique) de l’HK0220 reste quant à lui encore inconnu, cependant, 

d’après les résultats de transcription et d’anisotropie de fluorescence, une perturbation 

membranaire semble induire le système. L’identification du motif reconnu par le RR0219 
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permettra de déterminer quels gènes sont potentiellement régulés et la prédiction des 

fonctions des protéines codées permettra de réduire le champ des possibilités de signaux 

perçus. 

Aucun mutant n’a été obtenu pour les gènes LSEI_2808 et LSEI_2807 codant pour le TCS 

RR2808-HK2807 qui semblerait lui aussi d’après l’annotation impliqué dans la biosynthèse 

de la paroi. Il serait intéressant d’obtenir un mutant pour ce TCS et de le tester quant à sa 

capacité à s’établir dans l’intestin et de caractériser sa fonction. 

 

Caractérisation fonctionnelle de la PBP0221 (Figure 41) 

 

La caractérisation fonctionnelle de l’enzyme impliquée dans la biosynthèse du PG, la 

PBP0221 (penicillin-binding protein codée par le gène LSEI_0221) a montré une fonction 

différente de celle attendue d’après l’annotation du génome. La PBP0221 aurait plutôt une 

fonction de L,D-carboxypeptidase que de D-Alanyl-D-Alanine carboxypeptidase (voir article 

4). La fonction de D-Alanyl-D-Alanine carboxypeptidase est nécessaire pour permettre 

l’assemblage du PG puisqu’elle enlève le dernier résidu du pentapeptide des brins de PG 

permettant la transpeptidation (voir Fig. 23 de la partie Synthèse Bibliographique). Aucun 

autre gène n’est annoté de cette façon dans le génome de L. casei (Cai et al. 2009) cependant 

la recherche in silico de gènes potentiellement impliqués dans cette fonction permet de 

proposer plusieurs candidats tels que les gènes annotés comme étant des « Beta-lactamase 

class C and other penicillin-binding proteins » (LSEI_1152, 0435, 1802, 1805, 2137, et 2773) 

(Figure 41). Le gène LSEI_2553 annoté comme hypothetic protein (impliqué aussi dans 

l’établissement in vivo) pourrait lui aussi avoir cette fonction, en effet, la séquence protéique 

codée par ce gène montre 63 % d’identité avec une protéine annotée comme D-alanyl-D-

alanine carboxypeptidase chez L. rhamnosus K32 (Figure 41).  

 

Rôle de l’opéron dans la surface cellulaire (Figure 41) 

 

L’absence fonctionnelle de la PBP0221 induit une modification du PG, cette modification est 

viable pour la bactérie en condition in vitro mais pas en condition in vivo dans l’intestin.  

L’analyse transcriptionnelle des gènes impliqués dans la biosynthèse du PG a montré une 

diminution de la transcription en phase stationnaire plus importante pour trois gènes 

(LSEI_0020, 2029 et 2226) codant tous les trois pour des PGHs (voir article 4). Alors que la 

transcription de ces trois gènes est diminuée, la transcription du gène LSEI_0539, codant 

aussi pour une PGH, est quant à elle augmentée chez le mutant ∆0221 sans pour autant 

modifier la structure du PG du mutant ∆0221 par rapport aux autres mutants (∆0219 et 
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∆0220). L’augmentation de transcription du gène LSEI_0539 semble être régulée par le TCS 

(pas d’augmentation dans les mutants du TCS). Cependant l’analyse des protéines de surface 

a montré une diminution de la présentation uniquement des deux antigènes de surface (AgS) 

codés par les gènes LSEI_0020 et LSEI_2029. L’augmentation de transcription du gène 

LSEI_0539 pour le mutant ∆0221 n’engendre pas un profil de protéines de surface différent, 

la protéine est peut être sécrétée ou bien ancrée dans la membrane ou encore liée de manière 

covalente au peptidoglycane.  

La modification de présentation des AgS peut être due à la composition du PG différente de la 

souche parentale (problème d’ancrage) et/ou seulement à la régulation transcriptionnelle en 

réponse à l’absence de la PBP0221. L’absence de l’AgS codé par le gène LSEI_2029 ne peut 

expliquer à elle seule l’incapacité des mutants à s’établir dans l’intestin car le mutant pour ce 

gène n’a pas de phénotype in vivo. Il serait intéressant de déterminer si, chez ce mutant, la 

présentation de l’AgS codé par le gène LSEI_0020 est augmentée pour compenser l’absence. 

Le mutant pour le gène LSEI_0020 n’a pas été obtenu dans la banque de mutant, il est donc 

difficile de statuer quant à la nécessité de la protéine dans l’établissement dans l’intestin. 

Cependant le gène LSEI_0020 n’est pas indispensable à cette espèce car un mutant pour ce 

gène a été obtenu chez L. casei BL23 (Bauerl et al. 2010) mais est indispensable à L. 

rhamnosus GG car aucun mutant n’a pu être obtenu (Claes et al. 2012). La surexpression d’un 

ou des deux AgS de L. casei pourrait être réalisée chez la souche parentale et la capacité à 

s’établir dans l’intestin pourrait être testée. 

Les protéines permettant d’hydrolyser les liens peptidiques du PG (endopeptidases et N-

acetylmuramoyl-L-alanine amidases) d’après les domaines les constituants (Layec et al. 2008) 

sont codées, chez L. casei, par les gènes LSEI_0020, 0281, 0539, 2029 et 1536 (Figure 41). 

Chez L. rhamnosus GG toutes ces protéines sont présentes à l’exception de celle codée par le 

gène LSEI_0539 ; l’absence de cette protéine peut peut-être expliquer pourquoi aucun mutant 

pour le gène correspondant au gène LSEI_0020 n’a pu être obtenu chez L. rhamnosus GG. 

Chez le mutant ∆0221, l’augmentation d’expression du gène LSEI_0539, potentiellement 

régulé par le TCS, a peut-être finalement lieu pour compenser la diminution d’expression du 

gène LSEI_0020 et pas l’absence fonctionnelle de la PBP0221. 

La diminution de transcription de nombreuses enzymes impliquées dans la synthèse du PG et 

la sensibilité augmentée des mutants à la bacitracine laisse supposer un renouvellement moins 

important du PG. Le suivi de l’incorporation de [
3
H]GlcNAc dans le PG des mutants pourrait 

être testé en comparaison à celle de la souche parentale et permettrait de déterminer si 

l’absence de la PBP0221 engendre un turnover du PG diminué. 

La composition différente du PG des mutants peut aussi moduler l’ancrage des protéines liées 

de manières covalentes ou non au PG (voir synthèse bibliographique pour les types de 

protéines ancrées). Une analyse transcriptionnelle pourrait être réalisée pour étayer cette 

hypothèse. 
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Rôle de l’opéron dans l’interaction avec l’hôte 

 

Les mutants ∆0219, ∆0220 et ∆0221 ont montré une sensibilité aux peptides antimicrobiens 

cationiques hBD1, hBD2 et CCL20 alors que la souche parentale n’est pas sensible. Cette 

différence peut expliquer à elle seule la diminution de quantité des mutants lors du séjour dans 

l’intestin.  

La modification du peptidoglycane et la diminution de présentation d’AgS peuvent engendrer 

(i) au niveau de la cellule, une faiblesse induisant ainsi un manque de résistance de la bactérie 

à des conditions physicochimiques et (ii) au niveau de l’interaction hôte-bactérie, une 

reconnaissance différente de l’hôte induisant alors une réponse différente (peptides 

antimicrobiens cationiques). La composition de la surface cellulaire induit-elle une différence 

de réponse de l’hôte (hypothèse n°1) ou est-ce la bactérie qui ne peut pas faire face, de par sa 

composition de la surface cellulaire différente, à la réponse basale de l’hôte (hypothèse n°2)? 

Le criblage qui a été conduit a permis de valider l’hypothèse n°2 alors qu’il n’a pas permis de 

statuer quant à l’hypothèse n°1. En effet, si une protéine de surface (ou sécrétée), nécessaire 

pour induire ou réprimer une réponse de l’hôte, est absente chez un mutant, la modulation de 

la réponse de l’hôte est néanmoins réalisée par cette protéine de surface présente (ou sécrétée) 

chez les autres mutants. L’hypothèse n°1, qui n’a pas été expérimentalement testée, n’est 

cependant pas exclue puisque les deux hypothèses peuvent coexister.  

Une sensibilité plus importante du mutant ∆0221 est observée pour les défensines hBD1 et 

hBD2 par rapport aux autres mutants, cette augmentation de sensibilité peut être due à 

l’augmentation de la présence de la PGH0539 (protéine codée par le gène LSEI_0539 

surexprimé chez ce mutant) ou à la diminution de présentation des 16 autres protéines 

impliquées dans la biosynthèse du PG ayant potentiellement une régulation transcriptionnelle 

contrôlée par le TCS. 

Les PGHs peuvent induire à elles seules une réponse cellulaire des cellules épithéliales, c’est 

le cas, par exemple, des protéines p40 et p75 chez L. rhamnosus GG (Seth et al. 2008; Yan et 

al. 2007) et des orthologues de L. casei ATCC 334 codés respectivement par les gènes 

LSEI_0020 et LSEI_0281. De la même façon, la réponse cellulaire des cellules épithéliales 

pourrait être déterminée en présence des protéines PGH0539, AgS2029 et PGH2226 codées 

respectivement par les gènes LSEI_0539, LSEI_2029 et LSEI_2226. L’activité catalytique 

des protéines AgS0020, PGH0539, AgS2029 et PGH226 codées respectivement par les gènes 

LSEI_0020, 0539, 2029 et 2226 pourrait être déterminée afin de savoir quels types de 

molécules constituant le PG peuvent se retrouver dans le milieu extracellulaire de la bactérie 

et seraient susceptibles d’être reconnus par les cellules constituant l’épithélium intestinal 

comme c’est le cas par exemple du muramyl-dipeptide (NAG-NAM-dipeptide) (Girardin et 

al. 2003; Nigro et al. 2014). 
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Ce travail de thèse a permis d’obtenir une banque de mutants de L. casei annotée. 

L’annotation d’une banque est un réel atout car elle permet une approche nouvelle du criblage 

fonctionnel ; en effet, l’annotation permet de prendre en compte l’intégralité des gènes qui 

sont testés en opposant les gènes qui sont impliqués dans un phénotype particulier et ceux qui 

ne le sont pas. L’annotation donne également la possibilité d’éliminer les mutants redondants 

et de s’affranchir de la nécessité de la mutagenèse ciblée (par recombinaison homologue) 

après un criblage pour caractériser les mutants d’intérêt. La banque de mutant annotée peut à 

présent être utilisée pour de nombreux criblages avec diverses retombées à la fois 

fondamentales et appliquées. A la suite du criblage dans l’anse iléale ligaturée de lapin, nous 

avons pu démontrer qu’une architecture convenable de la surface cellulaire bactérienne est 

indispensable à la survie dans l’intestin et plus particulièrement que les hydrolases du 

peptidoglycane (PGH) sont nécessaires à la protection de la bactérie dans l’environnement 

intestinal. Parmi les 44 autres protéines identifiées d’après le criblage, de nombreuses 

méritent d’être caractérisées afin de trouver d’autres voies d’implication originales dans 

l’établissement de L. casei dans l’intestin. 
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Figure 41 : Rôles démontrés et probables de l’opéron LSEI_0219-0221 dans la surface cellulaire de L. casei. 

L’HK0220 serait capable de détecter un changement membranaire. Elle est capable de s’autophosphoryler et de transférer son phosphate au RR0219. Le RR0219 permettrait d’activer ou de réprimer la transcription 

de son propre opéron et de gènes intervenant dans la synthèse du peptidoglycane. Le nom des gènes correspond aux protéines impliquées dans la réaction indiquée par les flèches noires. Les gènes en gras et 

soulignés en rouge correspondent à ceux qui sont potentiellement régulés par le TCS RR0219-HK0220. Les protéines de surface AgS0020, AgS2029, PGH2226 et PGH0539 sont celles dont la transcription varie le 

plus chez les mutants de l’opéron. Les protéines codées par les gènes LSEI_0281 et LSEI_0221 ont des fonctions expérimentalement démontrées. La fonction des autres protéines a été attribuée selon l’annotation 

du génome excepté pour la catégorie des DD carboxy dont la fonction a été déterminée par analyse in silico (voir texte). Inconnu indique qu’aucun gène annoté pour une protéine ayant cette fonction n’a été trouvé 

dans le génome. RR0219 : Response Regulator codé par le gène LSEI_0219 ; RR0219-P : RR0219 phosphorylé ; HK0220 : Histidine Kinase codée par le gène LSEI_0220 ; PBP0221 : Penicillin-Binding Protein 

ou L,D-carboxypeptidase codée par le gène LSEI_0221 ; AgS0020 : Surface Antigen codé par le gène LSEI_0020 ; AgS2029 : Surface Antigen codé par le gène LSEI_2029 ; PGH2226 : Peptidoglycan hydrolase 

codée par le gène LSEI_2226 ; PGH0539 : Peptidoglycan hydrolase codée par le gène LSEI_0539. 
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Au cours de ma thèse, l’équipe a réalisé une collaboration scientifique avec l’équipe d’Aldo 

Corsetti et Giovana Suzzi (Université de Teramo, Italie), spécialistes de la flore microbienne 

des olives de tables et de la fermentation lactique correspondante qui est réalisée par la 

bactérie lactique Lactobacillus pentosus. L’objectif était d’identifier les gènes de cette 

bactérie impliqués dans sa capacité à croitre dans ce milieu cumulant plusieurs facteurs de 

stress microbien (pH acide, pauvreté en nutriements, saumure NaCl, composé phénoliques 

antimicrobiens…). Une approche de génétique inverse globale, en utilisant le système Pjunc-

TpaseIS1223, combinée à un système de criblage reposant sur un milieu combinant ces stresses, 

a été réalisée et a permis d’identifier les mutants et donc les gènes nécessaires à la bactérie 

pour survivre dans ce milieu. Les mutants inaptes à la croissance sur ce milieu ont été 

caractérisés notamment dans leur capacité à former des biofilms à la surface des olives. Dans 

ce cadre, je me suis impliquée dans la réflexion méthodologique et dans la formation 

technique de l’étudiante Giorgia Perpetuini, qui a réalisé ce travail dans notre laboratoire. Les 

principaux résultats sont présentés dans cette annexe sous forme d’un article publié et d’un 

article en préparation. 

Article 5.  Identification of critical genes for growth in olive brine by transposon 

mutagenesis of Lactobacillus pentosus C11. 

Perpetuini G, Scornec H, Tofalo R, Serror P, Schirone M, Suzzi G, 

Corsetti A, Cavin J-F and  Licandro-Seraut H. 2013. Appl. Environ. 

Microbiol. 79: 4568-4575. 

Article 6. Ability of Lactobacillus pentosus C11 and the “olive brine adaptation” 

derivated mutants to form biofilms on olive skin during fermentation. 

Perpetuini G, Pham-Hoang BN, Scornec H, Tofalo R, Schirone M, 

Suzzi G, Corsetti A, Waché  Y, Cavin J-F. and  Licandro-Seraut H. 

Prochainement soumis. 



  Annexes 

171 

 

 



  Annexes 

172 

 

 



  Annexes 

173 

 

 



  Annexes 

174 

 

 



  Annexes 

175 

 

 



  Annexes 

176 

 

 



  Annexes 

177 

 

 



  Annexes 

178 

 

 



  Annexes 

179 

 

  



  Annexes 

180 

 

 



  Annexes 

181 

 

 



  Annexes 

182 

 

 



  Annexes 

183 

 

 



  Annexes 

184 

 

 



  Annexes 

185 

 

 



  Annexes 

186 

 

 



  Annexes 

187 

 

 



  Annexes 

188 

 

 



  Annexes 

189 

 

 


