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Au sein du laboratoire GPMA de ’ENSBANA jusqu’a fin 2011, puis au laboratoire PMB
(Procédes Microbiologiques et Biotechnologiques) de ’'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 génes et la synthése des protéines sont régulées de maniere efficace a chaque
changement des paramétres 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 entraine une
diminution du taux de croissance ou une diminution de la survie des cellules. La régulation au
niveau transcriptionnel est 1’'un des mécanismes fondamentaux de la réponse adaptative.
Plusieurs systémes de régulation existent pour aboutir a 1’action du régulateur transcriptionnel
en tant qu’activateur ou répresseur de I’expression d’un gene donné en se fixant au niveau de
sa région promotrice comme nous le verrons dans la partie « Synthéese bibliographique » et ce
sont les signaux environnementaux qui conditionnent son activité au niveau du promoteur.

Parmi les nombreux stress auxquels un microorganisme peut étre soumis, le milieu
intestinal semble étre un milieu stressant. Afin de survivre dans cet environnement, le
microorganisme va devoir résister a la présence d’un pH assez faible en sortie d’estomac, a la
présence de sels biliaires, a la diminution en oxygene ainsi qu’aux défenses immunitaires de
I’hote. Si le microorganisme est un probiotique, il devra aussi étre capable de s’établir et de
persister dans I’intestin. Les mécanismes d’interactions symbiotiques sont encore peu COnnus
et sont probablement liés aux interactions (liaisons, sécrétions...) a la surface des bactéries et
des cellules hotes. Lactobacillus casei, bactérie a Gram positif, commensale et probiotique,
posséde environ 330 genes prédits d’aprés I’analyse du génome comme intervenant dans le
processus cellulaire. Ces genes pourraient potentiellement étre impliqués dans cette symbiose.
Dans ces 330 génes, 207 sont impliqués dans la biogenése de I’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 I’expression de génes via des régulateurs de transcription afin d’adapter la bactérie a
son environnement.

Afin d’avoir une vue globale de la totalité¢ des génes qui interviennent dans 1’établissement
de L. casei dans I’intestin, une approche de génétique inverse globale incluant un systéme de
criblage efficace doit étre mis en ceuvre. Les travaux du stage de Master Recherche et de cette
thése 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 systeme de mutagenese par transposition chez L. casei. Ainsi les
objectifs principaux du travail de thése ont été d’identifier les geénes impliqués lors de
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I’établissement L. casei dans I’intestin puis de caractériser fonctionnellement un opéron
identifié. La thése a bénéficié d’une allocation Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la
Recherche.

Ce travail est présenté en plusieurs parties. La partie « Synthése bibliographique » porte
sur les connaissances acquises dans cette thématique pendant la réalisation de cette these.
Cette synthése porte sur I’écologie intestinale, les mécanismes d’adaptation par la régulation
transcriptionnelle et plus particulierement sur les systemes a deux composants puis sur
I’architecture et le r6le de la paroi cellulaire dans les interactions hote-microbe. La partie
« Contexte, objectif et stratégies » permet de situer mon sujet de thése dans la thématique et
de présenter brievement les objectifs et stratégies mises en ceuvre au cours de mon travail de
thése. La partie « Matériels et Méthodes » rassemble les stratégies et techniques mises en
ceuvre 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 thése.

Cette partie est présentée sous forme de publications ou projets de publications précédés d’un
résumé en francais 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 thése 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 écosystéme complexe basé sur un équilibre entre
I’épithélium gastro-intestinal, le systeme immunitaire et la flore intestinale (McCracken and
Lorenz 2001). Ces trois composants sont essentiels pour un fonctionnement complet et un
développement mature de 1’écosystéme gastro-intestinal. Le TGI a une superficie de plus de
300 m?, il représente la plus grande surface en contact avec 1’environnement. Il permet la
digestion et 1’assimilation des aliments mais protége aussi des organismes pathogénes ; en
effet, il constitue le premier organe immunitaire de I’organisme. Le TGI est composé de trois
régions principales qui sont I’estomac, 1’intestin gréle et le c6lon (Figure 1).

, . Estomac Estomac et Duodénum
V.e.‘s!cule <102-10% UFC/mL
biliaire Lactobacilles
Streptocoques
Duodénum SEUCE
Jéjunum et iléon
105-10° UFC/mL Colon Colon

Lactobacilles, Bacteroides, Jéjunum

11_1012
Entérobactéries, Bifidobactéries 10'1-10'2 UFC/g

Streptocoques, Fusobactéries lléon Baqero:des,)(:.lostnd{ae, Pseudomonas,
Bifidobactéries, Veillonella, Levures,
Streptocoques, Lactobacilles,
Protozoaires, Fusobactéries, Proteus,
Entérobactéries, Staphylocoques
Rectum

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 I’adulte sain. La flore du TGI est composée de plus de 1000 especes microbiennes
distinctes. Cette microflore représente 10 & 20 fois le nombre total de cellules du corps
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humain, soit 10*3-10™ cellules microbiennes (Hooper and Gordon 2001). La flore intestinale
est constituée de bactéries résidentes dites bactéries commensales, endogénes et de bactéries
exogeénes issues de I’alimentation, de compléments alimentaires, ou probiotiques qui, elles, ne
s’implanteront que de maniére transitoire. Le microbiote intestinal est composé dans une tres
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 d aux changements de conditions environnementales.

L’estomac est caractérisé par la présence d’acide mais aussi d’oxygeéne 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, I’intestin gréle (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 c6lon 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 enterobactéries sont moins nombreuses.

La concentration microbienne dans ces différents compartiments est <10? UFC/g dans
I’estomac, 10°-10* UFC/g dans le duodénum 10°-10" UFC/g dans le jéjunum, 10’-10° UFC/g
dans I’iléon et 10M-10%? UFC/g dans le colon (Kleerebezem and Vaughan 2009).

Une étude métagénomique récente du microbiote intestinal (séquencage et analyse de I’ADN
des microorganismes présents dans un échantillon) a révélé qu’a l’instar des groupes
sanguins, chaque individu posséderait I’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 troisieme par Prevotella. Ces entérotypes ne dépendraient pas de 1’origine
géographique, de I’age ou de I’état de santé de I’individu.

La notion d’entérotypes est récente et d’autres analyses ont distingué seulement 2 entérotypes,
I’entérotype « Ruminococcus » étant inclus dans 1’entérotype « Bacteroides » (Wu et al.
2011).

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

Les interactions entre 1’hote et les microorganismes peuvent étre de trois types : Symbiose,
commensalisme ou pathogeénicité. Le commensalisme est une association étroite entre
différentes especes qui vivent de fagon telle que 1’'une d’entre elles en tire bénéfice mais sans
nuire aux autres especes, au contraire du parasitisme. La symbiose est 1’association étroite
(cohabitation) entre deux organismes, chacun tirant un bénéfice de 1’autre. Dans la relation
symbiotique, les bactéries profitent d'une température stable, de I’oxygéne et d’un apport
nutritif, les hotes tirent profit d’une capacité métabolique et/ou digestive plus importante et de
I'exclusion compétitive des pathogénes (Collier-Hyams and Neish 2005). En considérant le
génome global, la microflore représente environ 2 & 4.10° génes. Les produits de ces génes
conférent des capacités métaboliques que le génome de 1’hote ne possede pas (Hooper and
Gordon 2001). Outre la fonction digestive, le microbiote intestinal a une fonction de
protection, barriere, contre la colonisation du tube digestif par d’autres microorganismes qui
seraient pathogénes. Ce microbiote permet aussi la stimulation du systéeme immunitaire
intestinal en le maintenant en état de veille.

Les lactobacilles sont présents tout au long du TGI et cela, des la naissance par voie basse. En
effet, les lactobacilles, présents dans la flore vaginale, sont transmis lors de I’accouchement.
IIs peuvent rapidement coloniser ’intestin du nouveau-né qui est un environnement
particulierement 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 étre utilisée pour la
fermentation des produits laitiers (yaourts, fromages...) et peut étre retrouvée dans les olives.
Comme d’autres LAB, L. casei est acido-tolérant et peut alors survivre au passage de
I’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 ’OMS comme étant des
microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, ont un effet
bénéfique sur la santé de 1’hote. La souche L. casei ATCC 334 a éte définie comme étant le
néotype de 1’espéce L. casei (Dicks et al. 1996). De plus, le génome de cette souche a été
complétement séquencé et annoté (Cai et al. 2009). L. casei ATCC 334 a alors été choisi
comme modele pour cette étude.
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II. Mécanismes d’adaptation par la régulation transcriptionnelle

Tous les types de cellules connues utilisent des systemes de transduction du signal pour
répondre a un évenement intra ou extracellulaire. Le role de ces systemes est de pouvoir
s’adapter a un changement environnemental ou simplement maintenir ’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 géne.

II.1. Les mécanismes de la transcription

Afin de comprendre les mécanismes de régulation transcriptionnelle, il faut connaitre la
transcription, résultant de 1’action d’un complexe enzymatique : I’ARN polymérase (RNAP)
c¢’est-a-dire de la synthése de ’acide ribonucléique (ARN) a 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 : ay,B,p’,m (Figure 2). Les sous-unités a permettent de maintenir a 1’écart le brin
non transcrit de I’ADN et constituent une base permettant I’assemblage des autres sous-unités.
Les sous-unités P et B’ assurent la liaison a ’ADN et contiennent le site catalytique. La sous-
unité o participe, quant a elle, a la liaison de 1I’enzyme sur la matrice d’ADN. La transcription
est réalisée en plusieurs étapes commengant par I’initiation puis 1’élongation et enfin la
terminaison.

Au core de la RNAP va s’ajouter un facteur 6 pour I’initiation de la transcription. Les facteurs
o sont des unités protéiques auxiliaires qui permettent d’augmenter 1’affinité de la RNAP pour
les régions promotrices : boites -35 (Site de connaissance) et -10 (Pribnow box). Chaque
espece bactérienne posséde au moins un facteur ¢ de ménage, il fait typiquement partie de la
famille des facteurs 6'°. Les facteurs o ainsi que les facteurs de transcription plus spécifiques
vont permettre de guider la RNAP pour contrdler I’expression de génes cibles. A ce titre, ils
constituent une premiére étape de régulation transcriptionnelle. Le complexe RNAP-facteur o
va former au départ un complexe fermé, ce qui signifie que I’ADN reste sous forme de double
hélice. Les sous-unités 2 et 3 du facteur ¢ vont fixer les boites -10 et -35 respectivement. Puis
la conformation de la RNAP est modifiée et forme alors un complexe ouvert, c’est-a-dire que
la structure en double hélice se distord sur 10 a 15 paires de bases d’ADN dans la région

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

Une fois que 6 a 10 nucléotides sont assemblés, le facteur sigma se dissocie et permet ainsi
d’abaisser I’affinité de la RNAP pour la région promotrice. La protéine NusA va alors se lier &
la RNAP et permettre I’élongation.

La terminaison de la transcription peut se faire selon deux mecanismes : Rho-indépendante ou
dépendante. Les terminateurs Rho-indépendants sont constitués d’une séquence inversée
répétée suivie d’une série de TTTT (UUUU sur I’ARN transcrit). La tige boucle ainsi formee
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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, I’ARN transcrit se détache
de la matrice. Les terminateurs Rho-dépendant sont, quant a eux, constitués d’une séquence
consensus reconnue par la protéine Rho et va provoquer le détachement de I’ARN polymérase
de I’ADN matrice.

L’analyse in silico du génome de L. casei montre la présence des facteurs ¢ RpoD, ComX, ¢>*
24
eto.

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

La RNAP composée des sous-unités a,pf’wo interagit avec les boftes -35 et -10 de la région promotrice.

Chez les bactéries, un méme promoteur peut réguler I’expression de plusieurs genes
regroupés. Ce regroupement de geéne est appelé opéron. Dans le cas d’un opéron, les génes
sont transcrits en un ARN messager unique. Chaque section de I’ARNm est ensuite traduite
de facon différente. Ces ARNm sont dits polycistroniques car codent pour plus d’une chaine
polypeptidique. Les geénes d’un opéron encodent souvent plusieurs enzymes dans une méme
voie métabolique, ils sont souvent contrélés de concert ce qui en fait un systeme trés
économique pour la cellule. 1ls sont souvent soit tous transcrits soit aucun ne 1’est.

I1.2. La régulation transcriptionnelle

Il existe trois grandes catégories de régulations transcriptionnelles :

— Les régulateurs transcriptionnels ou systéme a un composant ;
— Les systemes a deux composants (TCS) ;
— Les systemes a multiples composants.

Les systémes a un composant permettent en majorité une réponse suite a la détection d’un
signal cytoplasmique alors que les systemes a deux ou plusieurs composants peuvent détecter
des signaux extracellulaires. La particularité des systemes a deux composants ou plus est que
la régulation est plus fine.
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I1.2.1. Les systéemes a un composant

Le systeme 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 a son tour avec la cible du
promoteur et activer ou réprimer la transcription du géne. L’analyse sur 145 génomes
procaryotes a montré qu’il y a plus de systémes a un composant que de systémes a deux
composants environ 17 000 contre 4 000 respectivement (Ulrich et al. 2005). Dans le systéme
a 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
a ’ADN dit « effecteur ». Différentes familles de régulateurs transcriptionnels existent ; ils
sont en géneéral classés par rapport au domaine de liaison a I’ADN. Le domaine majeur
conservé pour 84% des régulateurs & 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 B anti-paralléles...

Les régulateurs de transcription a un composant contenant le domaine HTH n’ont pas a 97%
de domaine transmembranaire et sont alors prédits comme étant cytosoliques. La différence
fondamentale entre le systéme a un composant et celui a deux est la détection du stimulus qui
se ferait pour le premier intracellulaire et extracellulaire pour le deuxieéme (Ulrich et al. 2005).

La famille des régulateurs de transcription de type LysR (LTTR) est trés bien caractérisée car
trés conservée et ubiquitaire chez les bactéries. Les LTTR sont impliqués dans la régulation
de nombreux genes qui codent pour des proteines 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 a
environ 4,5% de son génome (Cai et al. 2009)

Dans les systemes a deux composants ou plus, le domaine de liaison au ligand et le domaine
de liaison a I’ADN se trouvent sur deux protéines séparées.

IL.2.2. Les systemes a deux composants

Les systémes a deux composants sont constitues d’une kinase membranaire qui agit comme
senseur, c’est-a-dire qu’elle va répondre a un stimulus extracellulaire spécifique grace au
domaine de liaison au ligand. Le domaine de liaison a I’ADN sera, quant a lui, présent sur le
second composant du systéme 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
a 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 entraine
une réponse adaptée dépendante du domaine effecteur. Ce domaine pouvant correspondre a
un domaine de liaison a ’ADN (majeure partie), de liaison a I’ARN, enzymatique ou de
liaison a des protéines (Galperin 2006). La constitution de chaque composant de ce systeme
ainsi que leur mode d’action et leur implication sera d’avantage détaillé dans la partie 11.3.

Sans stimulus Avec stimulus

1
Senseur histidine kinase v v Milieu

extérieur

Membrane
plasmique

Absence de phosphorylation et

. 2
de réponse
P ADP 3
Response Regulator Régulateurinactif Régulateuractif
4

Géne cible >—

Transcription activée ou réprimée

Figure 3 : Représentation schématique d’un systéme a deux composants.

(1) Détection d’un stimulus externe ; (2) Autophosphorylation du senseur en utilisant de I’ATP ; (3) Transfert du phosphate
du senseur vers le régulateur ; (4) Fixation du régulateur sur le promoteur du géne cible.

I1.2.3. Les systéemes a multiples composants

A la place d’un seul transfert de groupement phosphate, certains systémes sont caracterisés
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 systemes de phosphorelais sont utilisés pour des voies complexes telles que la sporulation
et le contrdle du cycle cellulaire chez les bactéries et comme voie de signalisation chez les
eucaryotes. Un exemple de systeme de phosphorelais le plus étudié chez les bactéries est la
régulation de la sporulation de Bacillus subtilis. Ce systéeme fait intervenir un senseur
histidine kinase A appelé KinA. Le phosphate de KinA va ensuite étre transféré sur le résidu
Asp d’une protéine intermédiaire nommée SpoOF (Stephenson and Hoch 2002). Cette
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derniére va ensuite donner son phosphate a la protéine SpoOB correspondant a une histidine
phosphotransférase (HPt) (Perraud et al. 1999). L’étape finale de ce phosphorelais étant le
transfert du phosphate de la HPt SpoOB vers le résidu Asp du RR SpoOA (Figure 4). Le RR
SpoO0A va permettre la régulation de la transcription de 121 génes (30 genes individuels et 24
opérons) (Molle et al. 2003).

Sensor Kinase A SpolA

PO, FO,
I

D /
9 u l

SpolF SpolB

Figure 4 : Systeme de phosphorelais impliqué dans la sporulation de B. subtilis.
D’aprés (Hoch and Varughese 2001).

Le phosphorelais RcsCBD contrdlant une variété importante de processus cellulaires comme
la mobilité, la division cellulaire, la formation de biofilm et la pathogénicité chez les
Enterobacteriaceae, est compose : d’une kinase hybride RcsC qui posséde un domaine
transmetteur (domaine KD) et un domaine receveur (domaine RD); d’une histidine
transférase nommée ResD (domaine HPt) et enfin d’un RR nommé ResB  (Huang et al. 2006;
Jayaratne et al. 1993; Takeda et al. 2001). Dans ce systeme, 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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Stimulus
|

.

ResC ResD

MI

PH
KD p-KD
HPt

P) (P
;
ResB

Figure 5 : Model de transduction du signal du systeme phosphorelay RcsCDB.
D’aprés (Pescaretti Mde et al. 2013).

I1.3. Les protéines d’un systéme a deux composants

Les systemes a deux composants (TCS) permettent une réponse adaptée a une grande variété
de stimuli. Les deux protéines possedent chacune deux domaines spécifiques. L’HK possede
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
grace a son domaine effecteur C-terminal.

I1.3.1. Le composant Histidine Kinase

Classification des HKs

La comparaison de séquences des TCS est trés utilisée pour identifier un nombre de sous-
familles. La classification des HKs est basée sur leur domaine transmetteur catalytique
intracellulaire trés conservé (Grebe and Stock 1999). Cette classification est basee 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 I’histidine, site de phosphorylation. Une proline hautement conservée en
position 5 apres 1’histidine acceptrice de phosphate est I’¢élément invariable des sous-familles
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1 a 4. Dans les sous-familles 5 a 11, cette proline tend a disparaitre. La distribution des
résidus chargés et hydrophobes autour de I’histidine acceptrice de phosphate permet de
différencier les différentes sous-familles. Les différentes boxes (boites) ainsi que leur
specificité sont présentées dans le Tableau 1.

Cependant cette classification néglige 1’aspect fonctionnel du senseur et le processus de
transduction du signal (Mascher et al. 2006). Regrouper les HKs par rapport a leur domaine
senseur permettrait de les classer en fonction de leur role biologique qu’elles jouent dans la
communication entre la cellule et son environnement. Néanmoins, la classification basee sur
le domaine senseur N-terminal est problématique car ces domaines varient énormément a 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 étre basée uniquement
sur I’alignement des séquences mais requiert I’identification des domaines des hélices
transmembranaires et la prédiction de I’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 étre classés en trois groupes (Figure 7).

Le plus grand groupe correspond aux HKs a perception extracellulaire de solutés ou de
nutriments. Ces HKs possedent un domaine senseur extracellulaire qui est entouré de deux
hélices transmembranaires, le domaine extracytoplasmique est composé de 50 a 300 résidus
d’acides aminés. Le domaine kinase est quant a lui cytoplasmique.

Le second groupe contient les HKs a perception membranaire. Ces HKs peuvent sentir le
signal membranaire grace a la présence de 2 a 20 régions transmembranaires (TMR). Ces
régions sont liées par de trés courtes séquences intra ou extracellulaires (< 30 résidus d’acides
aminés). Les HKs dans ce groupe peuvent étre classées en six sous-groupes :

— Les kinases a petits senseurs (2 TMRs) impliquées dans les stress de
I’enveloppe cellulaire et dans les processus de détoxification couplées a un
ABC-transporteur ;

— Les thermosenseurs avec 4 ou 5 TMRs qui répondent a la fluidité
membranaire ;

— Les senseurs globaux avec 6 TMRS ;

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

— Les HKs avec 12 a 20 TMRs qui montrent une homologie avec les protéines de
transport et enfin ;

— Les HKSs avec des domaines senseurs inconnus conservés avec 6 8 8 TMRs.

En somme, les stimuli detectés sont soit associés a la membrane, soit a I’interface
membranaire. Les stimuli internes a la membrane incluent les propriétés mécaniques de
I’enveloppe cellulaire (stress mécanique ou de turgescence) ainsi que les enzymes liées a la
membrane, les gradients d’ions ou électrochimiques, les processus de transport ou la présence
de composés affectant I’intégrité¢ de la membrane.
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Le dernier groupe regroupe les HKs a perception cytoplasmique. Ces HKs peuvent étre
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 proteines informant sur le métabolisme, 1’état de développement ou le cycle cellulaire.

Domaine
senseur
(périplasmique)

Région

de liaison
(cytoplasmique)

L l Domain
N —

e transmetteur

TMR1 TMR2

HisKA

N D

HATPase_c

Receveur

Seulement dans

H/— —:]—c

les kinases hybrides

(phosphorelais)

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

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

H-box X-box N-box D-box, F-box G-box
HPK1a +.Fh. §H-L+TPL..h -h.hh.NLh.NAh+ys h.h.n.D.G.Gh_hF..F| G.GLGLshh..hh.HGG.h.h G.Gs.F.hh
HPK1b +.FLA.MBH-h+TPL § +h.Qhh.NLh.NANKER h.h.h.DsG.Gh _hF..F. G.GLGLshh..hh. MGG.h.h G.Gs.F.n.h
HPK2a E.DhAH-L+TPh.h D..hh..hh.NLh.NAh+ys h.h.n.D.G.G hF.FR G.GLGLshh..hh. .HGG.h.h (G) (F) h.h
HPK2b hh..hSH-hRTPLRh h..hh.NLh.NA.Ry h.h.n.D.G.Ghs E hF.PF.R G.GLGLshh..hh..HGG.h.h GGh.h. h.h
HPK3a h..hTHBLKTPh.hL Dh..hh.NLh.NAh+y h.h.n.D.G.Gh h{BJ.RG.R G.GLGLshh..hh..Y.G.h.n Gh .h.h.h
HPK3b h..F.ADhSHEL+J§Ph.h h..hh.NLh.NA.y h.h.n.DNG.Gh h..hF-RFy G GLGLsh...hh. . HGG
HPK3c h..h.H-hK.Ph.h h..hh.NL..NAhy h.h.n.B.G.GhhF.. 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.GhhF..Fh GhGLGLshh. . hh. .hGG.h. h.S.G.G. . F.h.h
HPK3e EARAHELGTPL + hh..h.NLh.NAVDyA h.h.h.DDG.G..P.hh.RhG-PFh | GhGLGL LLERSGAh.F.N
HPK3f h.H-L..h.h h. .hh.NLh.NAhy h.h.h.D.G.Ghh..hF.. F GhGLGL hhE. HGG.h.h Gs.F. h. h
HPK3g AH Ph.h h.QhhhNLh.NA.DA h.h.n.D.G.Gh GTGLGL hhE.HGG.h.h Gs.F. hh
HPK3h hSHBhJPL. .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 @hh.NALKYS T.hhD.G.GhDhRhF. .(F) | BhBLyLh. .h...h...h.h.SG.GT.h.h.F
HPK4 hG.hhs.NBHEh..Ph..h D...h.QhhhNLh.NAhzhh h.h.h.D.G.Gh hFBERR | G.GhGL.hh. .hh. .HGG.h.h. (S) Gs F. h.h

Histidine kinase avec absence de proline dans la H-box

HPK5 hh.hhBNLh-NAR.h h.h.h. D.G.Gh hE..G GhGL.hh..h GG.h.h Gs .F. h.h
HPK6 h hh..hARHDRAN 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 B h..hhJEAh.NAh+Hs GL.Gh.~+h. .hGG.h.h G. h. h.h
HPK8 LQA i G.G.GLNhRh FG h.h GT.h. h. h
HPK9 hFR.AH| L.E GRGhGhDVV+ G S Gs.F. h. h
HPK 10 F+HDY.N hh.h.R-h..hh ;JARE B G.G.GLGLF.h.h.h

HPK11 EhHH NLQ ThhPh.hhh [Ah+ys h. h. h.DBG.Gh (F) (G)ShGLG G..F.h.F

Synthése réalisée d’aprés (Grebe and Stock 1999). « . » représente des résidus variables ; « - » correspond aux résidus D ou E
; «+»pour Kou R ; «h » pour les résidus hydrophobes ; « y » pour les résidus structurellement similaires (H, F ou Y) ; « B

» pour D ou N ;

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

«z»pour E, D, Nou Q; et «s»pour A, G, Sou T. Les parties surlignées en rose correspondent aux
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- Differential gene expression

Figure 7 : Représentation schématique des trois groupes de HK.

(A) HKs a perception extracellulaire, (B) HKs a perception membranaire, (C) HKs & 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’aprés (Mascher et al. 2006).

Composition des HKs

Les HKs peuvent étre composés de nombreux domaines ; ne seront présentés ici que les
domaines qui sont retrouves dans les HKs de L. casei. La composition des HKs de L. casei est
présentée dans la partie 11.4.

Le domaine HAMP

Le domaine HAMP est localisé dans le cytoplasme, mesure environ 50 résidus d’acides
aminés et correspond a deux hélices o reliées par une boucle. Il ne participe pas a la détection
du signal mais il s’agit d’un domaine important pour la transduction du systeme ; en effet, le
signal percu va entrainer la rotation des 4 hélices du domaine HAMP des protéines associées
en dimere, ce qui va permettre I’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 a 1’oxygene
au potentiel redox et a la lumiére. 1l peut lier I’héme, la flavine et 1’adénine (Taylor and
Zhulin 1999).

Les domaines HAMP et PAS vont se trouver entre la derniére 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 ¢

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

Les domaines HisKA et HATPase ¢ correspondent au domaine transmetteur de I’HK.

I1.3.2. Le composant Response Regulator

Les RRs sont composés en général de deux domaines: le domaine receveur REC et le
domaine effecteur (Figure 8).

Domaine receveur (REC) Domaine effecteur

N — — —C

D Domaine de liaison al’ADN, a I’ARN, a une
protéine, ou a activité enzymatique

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

Le domaine receveur REC est un module commun a une grande variété de RR dans les
systemes de transduction du signal chez les bactéries. Ce domaine a été décrit pour la
premiere fois en 1977 par Koshland lors de I’étude de la protéine CheY constituée
uniquement du domaine REC (Koshland 1977). 17% des RRs bactériens ne possédent que le
domaine REC (Galperin 2010). Ces protéines contrélent la motilité cellulaire (CheY),
participent a la signalisation des phosphorelais (SpoOF) 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 premicre est qu’il
interagit avec I’HK phosphorylée et catalyse le transfert de phosphate vers son résidu
aspartate. La seconde est de catalyser leur propre déphosphorylation et enfin la derniére est de
réguler I’activité de leur domaine effecteur de maniere phospho-dépendante (West and Stock
2001). Le domaine REC est composé d’environ 125 résidus qui sont organisés en 5 feuillets 3
entourés de 5 hélices a. Chez la protéine CheY les résidus Asp12, Asp 13 et Asp57 participent
a la coordination de I’ion Mg®" requise pour le transfert du phosphate sur Asp57 du feuillet
B3, la Lys109 est aussi requise dans le site catalytique. Deux autres residus sont aussi
hautement conservés, le résidu Ser/Thr sur le feuillet 4 (Thr87) et le résidu Phe/Tyr sur le
feuillet PS5 (Tyr106). Ces deux résidus changent d’orientation en fonction de la
phosphorylation de la protéine (Figure 9).
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Des petites molécules comme [’acétyl-phosphate, le carbamoyl-phosphate, 1’imidazole
phosphate et le phosphoramidate peuvent servir de phospho-donneurs pour les RRs (Lukat et
al. 1992)

Current Opinion in Microbiology

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

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

Le probléme de la classification des RRs en fonction de leur alignement de séquence est que
deux RRs peuvent partager plus de 30% d’identité notamment dii a leur domaine REC alors
qu’ils ne partagent pas du tout la méme fonction (Galperin 2010). Afin de réaliser une
classification fonctionnelle, les RRs sont regroupés par rapport a leur domaine effecteur qui
correspond a un domaine de liaison a I’ADN, a I’ARN, aux protéines ou encore un domaine
correspondant & une enzyme.

Le domaine effecteur

RR avec un domaine effecteur de liaison a '’ADN

Une grande majorité (60%) des RRs contiennent un domaine effecteur de liaison a I’ADN. La
plupart ont une structure tridimensionnelle correspondant a des variations du motif structurel
de liaison a I’ADN : hélice-tour-hélice (HTH). La majeure partie de ces 60% de RRs avec un
domaine de liaison a I’ADN peuvent étre 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 premiéres
hélices se joignent par un tour de quatre residus dont le deuxieme est souvent une glycine. La
deuxiéme hélice, qui s’inseére dans le grand sillon de I’ADN, est nommée hélice de

18



Synthése Bibliographique

reconnaissance. La troisiéme hélice, qui se trouve a 1’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 B dans la région C-terminale. La reconnaissance
du site est plus flexible grace a cette aile ainsi formée.

C

N

Motif HTH Motif wWHTH

N

Figure 10 : Représentation schématique des motifs HTH et wHTH de liaison a I’ADN.

Les feuillets sont représentés par des fleches jaunes, les hélices par des cylindres bleus, 1’hélice de reconnaissance est
représentée en bleu foncé. D’aprés (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 o entourées de deux modules de feuillets B antiparalléles
constituant ainsi le motif wHTH. La topologie de ce domaine est $1-p2-3-p4-al-p5-02-03-
B6-B7. La région o2-tour-a3 forme le motif HTH. L’hélice a3 correspond a I’hélice de
reconnaissance qui va interagir avec I’ADN et I’hélice a2 correspond a 1’hélice de
positionnement (Martinez-Hackert and Stock 1997) (Figure 11).

N-terminal
-sheet

W1

o~loop 02

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

D’aprés (Martinez-Hackert and Stock 1997).
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Les 62 acides amines formant le domaine effecteur des RR de la famille NarL d’E. coli sont
quant a eux en un complexe de 4 hélices a, les deux hélices centrales forment le motif HTH.
Les deux autres hélices vont permettre I’assemblage en dimére. Lorsque NarL est non
phosphorylé, le domaine effecteur est tourné vers le domaine receveur ce qui va empécher la
liaison a I’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 a I’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
I’ATP et de produire de I’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 1’oligomérisation. NtrC va interagir avec la ¢>*-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 B organisé autour d’une
hélice a. 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 ’ADN et le domaine effecteur LytTR d’AgrA de S.
aureus.

Le domaine LytTR d’AgrA est composé de feuillets B en bleu et d’une hélice a en rouge se positionnant sur I’ADN en
orange. D’aprés (Sidote et al. 2008).

Le domaine effecteur AraC-HTH de 129 résidus de la protéine MarA d’E. coli est composé
de sept hélices o formant deux sous-domaines similaires contenant chacun le motif HTH. I
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possede deux hélices de reconnaissance, les hélices a3 et a6 (Figure 13). Ce domaine est
présent en monomere en solution et ne contient pas de domaine de dimérisation (Rhee et al.
1998).

Figure 13 : Représentation de la structure tridimensionnelle du complexe entre ’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 a représentée en bleu. D’aprés (Rhee et al. 1998).

RR avec un domaine effecteur de liaison a 'ARN

Le plus connu des domaines de liaison a I’ARN est le domaine ANTAR pour AmiR and NasR
Transcription Antitermination Regulators. Les régulateurs transcriptionnels de type AmiR et
NasT possedent ce domaine qui stimule la transcription en empéchant la terminaison de la
transcription pour les terminateurs Rho-indépendants (Figure 14) (Galperin 2006).

Ala186

==

Ala167

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 a 190)
avec la portion coiled coil importante pour la structure en dimere présentée en vert. Les résidus conservés correspondant a la
signature du domaine ANTAR sont représentés en rouge (Shu and Zhulin 2002).
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RR avec un domaine effecteur de liaison a une protéine

La protéine CheV impliquée dans le chimiotaxisme est la protéine la plus étudiée qui possede
un domaine effecteur de liaison a une protéine (CheW-like domain). Cette protéine est
capable de fixer CheA comme le fait CheW ; elle peut, en plus de cela, étre phosphorylée par
CheA gréace a son domaine receveur REC (Alexander et al. 2010).

RR avec un domaine effecteur enzymatique

Differentes activités enzymatiques peuvent étre retrouvées dans des RRs. La protéine de
chimiotactisme CheB possede un domaine REC en N-terminal et un domaine C-terminal
méthylesterase. Les autres activités enzymatiques retrouvées chez d’autres RRs sont:
I’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 a
environ 1% du total des RRs analysés d’aprés (Galperin 2006).

I1.3.3. Transmission du signal de I'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 grace a son domaine senseur. Ce stimulus peut étre extracellulaire,
membranaire ou intracellulaire. La détection va ensuite faire intervenir le domaine
transmetteur de I’HK. Ce domaine transmetteur posséde deux sous-domaines : le domaine
HisKA et le domaine HATPase_c. Ce dernier correspond a la région catalytique de I’HK,
c’est lui qui va permettre la phosphorylation a partir d’ATP. Le domaine HisKA va, quant a
lui, permettre la dimérisation de I’HK. Ce domaine contient le site de phosphorylation,
I’histidine de la H-box. Le phosphate de I’histidine de la H-box de la HK va ensuite étre
transféré sur le résidu aspartate conservé du domaine receveur REC du RR. Cette réaction va
étre catalysée par le domaine REC lui-méme. Le RR possede deux domaines : le domaine
REC et le domaine effecteur. Ce dernier domaine va ensuite étre activé et va pouvoir exercer
la régulation d’expression de genes, la liaison a des protéines ou I’activité enzymatique...
L’activation du RR peut se faire de deux manieres différentes. Dans le premier cas, le
domaine receveur inhibe le domaine effecteur et la phosphorylation permet de lever cette
inhibition. Dans le deuxieme cas, la phosphorylation du domaine REC va permettre la
dimérisation ou I’oligomérisation du RR augmentant ainsi son affinité pour I’ADN ou pour
des protéines. Certains RRs peuvent méme combiner les deux cas (Stock et al. 2000). La
réponse cellulaire du RR est proportionnelle a son degré d’activation.
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Mécanismes de régulation

Les HKs possedent deux activités qui vont déterminer le niveau de phosphorylation des RRs.
Premiérement, elles ont une activit¢ d’autophosphorylation et secondement une activité
phosphatase sur le RR. Les HKs ne possedent pas toutes I’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 facon de réguler le
systeme est de réguler le taux de RRs lui-méme. De nombreux systémes a deux composants
régulent leur propre systeme. Dans ce systéme, le RR est un activateur ou un répresseur de
I’opéron codant pour les protéines du systeme a deux composants (Stock et al. 2000).

Les RRs qui ont un domaine effecteur de liaison a I’ADN sont soit des activateurs, soit des
répresseurs de la transcription des genes (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 a de I’ARN polymérase, ce qui permet le
recrutement de la polymérase sur le promoteur. Les activateurs de classe Il se lient sur une
région en amont mais proche de la boite -35 (position -41.5) ; cette fois-ci I’activateur va
interagir avec la sous-unité o de I’ARN polymérase. Certains activateurs peuvent, quant a
eux, venir se fixer entres les boites -35 et -10 ; I’activation de la transcription est due alors a
un simple changement conformationnel de I’ADN, les boites -35 et -10 sont alors réalignées
et ’ARN polymérase peut venir se fixer (Browning and Busby 2004).

Répresseurs transcriptionnels

Les répresseurs inhibent la transcription en empéchant la fixation de I’ARN polymérase. Ils
peuvent se fixer entre les boites -35 et -10 et réprimer la transcription grace a leur
encombrement stérique de la région promotrice. Ils peuvent aussi former une boucle au
niveau des deux boites, ce qui empéche 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 derniére grande catégorie de répresseurs correspond aux régulateurs qui vont
moduler ’activité des activateurs. Le répresseur va se lier a I’activateur qui ne pourra alors
plus interagir avec I’ARN polymérase (Browning and Busby 2004).
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Figure 15 : Schématisation des différents mécanismes d’activation et de répression de ’initiation de la transcription
par les régulateurs transcriptionnels.

(1) mécanisme d’activation : 1a, activateur de classe I, 1b, activateur de classe Il, 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’aprés (Browning and Busby 2004).

Cross-talk entre RRs et HKs

Les HKs et les RRs font partie chacun de familles de génes paralogues et les membres de
chaque famille partagent une importante homologie, a la fois au niveau de la séquence et de la
structure. Cette similitude laisse a 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 facon hétérologue. Le systeme VanS-VanR
est impliqué dans la régulation de D’expression de génes permettant la résistance a la
vancomycine chez les entérocoques et d’autres bactéries Gram positif. Dans ce systeme VanS
est une HK a 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 a un motif wHTH). Le systeme PhoR-PhoB est, quant a lui, impliqué dans la
détection et la réponse a un changement de disponibilité en phosphate. Dans ce systéme,
PhoR est une HK a 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 méme, la kinase PhoR peut phosphoryler le RR VanR en absence de VanS
(Haldimann et al. 1997).

D’autres systémes de communications existent aussi entre des RRs et HKs de la méme voie
(voie branchée) (Figure 16b), une kinase peut parfois phosphoryler deux RRs. C’est le cas,
par exemple, de CheA (HK impliquee dans le chimiotaxisme) qui est capable de phosphoryler
deux RRs (une pour plusieurs), CheY et CheB (Kirby 2009). Inversement, un RR peut étre
phosphorylé par deux HKs (plusieurs pour un). Par exemple, trois HK hybrides nommés
LuxN, LuxQ et CgsS peuvent phosphoryler une méme phosphotransferase LuxU qui
phosphoryle par la suite le RR LuxO (Henke and Bassler 2004).

a Cross-talk b Voiesbranchées
Une pour plusieurs Plusieurs pourun
HK1 HK2 HK1 HK1 HK2
H~P ~P H~P H~P H~P

Figure 16 : Communication entre les différentes protéines des TCS.

() cross-talk : communication entre des TCS de deux voies de signalisation différentes. (b) wvoies branchées :
communications entre les protéines de la méme voie de signalisation. HK : Histidine Kinase, RR : Response Regulator.
(Laub and Goulian 2007).

I1.4. Les systéemes a 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
génes 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 a la famille LytTR,
deux autres RRs (11,8%) appartiennent a la famille NarL et enfin un RR est non classe.
Certains de ces TCSs sont annoteés d’aprés 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 a leur capacité
de croissance en MRS, en présence de bile 0,5% (m/v), de NaCl 0,6 M, a pH 3,75 et a 42°C,
et quant a leur résistance aux antimicrobiens tels que la bacitracine, la vancomycine et la
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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.

OmpR inclassifié

OmpR e AR HK OmpR
"R | AR Forward gene
" \l" | 'f " Reverse gene
LytTRHK\ Nl {/ 9
RR* b s B Histidine kinase
. OmpR
) RR Response regulator
LtTR , /,HK
‘\\\ﬁ ‘.ZGMkbp ’
) - GMkbp;_ " OmpR
= ~ 2200kbp P2CS - I
- - - TT T Tk
TCS distribution o
- *  1BOD kbp lm“,?\. _‘ OmpR
s wookee ,° 0 My . :_H?(R
W00 kbR \ . \RR
’ . w OmpR
RR
\( OmpR
He— P s " N
OmpR ™ \ v ' N
"ompn 1\ x " OmPR
mp HK g ' " NarL
NarL R HK
OmpR

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.

Nom des génes Représentation SMART des protéines Nom courant | Caractéristique du TCS Référence
codant pour le TCS composants le TCS duTCS

LSEI_0219-0220 Mutant pour ce TCS est plus sensible Alcantaraetal. 2011
a : Bile/NaCl/pH3,75 et a la
Tans, -
‘} b I I H I'xb bacitracine et nisine
- Tolérance aux stress de la paroi
LSEI_0461-0460 ‘} & “BH B-u.b Augmentation de la transcription de Broadbentetal. 2010
L. . . . LSEI_0460 lors d’un stress acide
LSEI_0711-0712 ‘} & I - IE| ',.,> CiaR-CiaH Résistance au stress et compétence  KEGG
LSEI_0934-0935 PhoP-PhoR Carrence en phosphate KEGG
N _ Mutant pour ce TCS est plus résistant Alcantaraetal. 2011
® & I I E] E' .” ala bacitracine et la nisine

LSEI_0950-0951 ‘) o II E| ;,,;-,

LSEI_1041-1042 & N Mutant pour ce TCS est plus sensible Alcantaraetal. 2011
‘) © I GH .” 3 : Bile/NaCl/pH3,75/42°C
[ T Sensibilité nisine

LSEI_1209-1208 @ = I 'ﬂ F,;o

LSEI_1223-1222 ““ ;> e DesK-DesR Faible température KEGG
LSEI_1420-1419 4 Tolérance aux stress de la paroi Alcantaraetal. 2011
_ s, .
‘3 b “ H EV} Mutant pour ce TCS est plus sensible

ala bacitracine et la nisine
LSEI_1666-1665 Mutant pour ce TCS est plus sensible Alcantaraetal. 2011
ala bacitracine et la nisine

LSEI_1679-1678 Mutant pour ce TCS est plus sensible Alcantaraetal. 2011
a la nisine et une croissance en MRS Broadbentetal. 2010
limitée par rapport a la souche

parentale

Transcription de LSEI_1679 diminuée

lors d’un stress acide

LSEI_1740-1741 4 i Mutant pour ce TCS est plus sensible Alcantaraetal. 2011
— s A
‘) Yo “ H B 3: Bile/pH3.75/42°C et la nisine
[ ) T Tolérance aux stress de la paroi

LSEI_2388-2389 AgrC-AgrA Quorum-sensing/bactériocine Kuoetal. 2013
———e 'm>
. .. Sturme et al. 2007

LSEI_2599-2600 TCS impliqué potentiellement dans le Sturme et al. 2007

&) k‘D II . F‘“’ Quorum sensing d’aprés sa structure
LSEI_2681-2680 ,, N Mutant pour ce TCS est plus résistant Alcantaraetal. 2011
‘> ‘*':-5) I IBH .ﬂ"o alabacitracine

LSEI_2808-2807 N ) WalR-WalK Métabolisme de la paroi KEGG
@ v I Iﬂﬂ‘aﬂ . VicR/VicK Mutant pour ce TCS est plus résistant Alcantaraetal. 2011
o ’ YycF/YycG ala bacitracine
LSEI_2868-2869 I I ﬂ ‘) MaeK-MaeR Métabolisme Malate/Citrate Landeteet al. 2010
CitA/CitB Mutant pour ce TCS est plus résistant Broadbentetal. 2010

ala bacitracine
Augmentation de la transcription de
LSEI_2868 lors d’un stress acide

Les rectangles bleus représentent des régions transmembranaires, les rectangles roses correspondent a 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).
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IL.4.1. Détection des températures basses

Le TCS codeé par les génes LSEI_1223-1222 correspond, d’aprés 1’annotation du KEGG, au
systeme DesK/DesR impliqué dans la détection et la réponse a de faibles températures. Chez
Bacillus subtilis, DesR, le RR du systeme, régule I’expression du gene des encodant pour une
A5-lipid desaturase. A une température de 37°C, DesK, I’HK du systéme, 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
dle a un changement de I’état lipidique de la membrane. Ce stimulus va permettre
I’autophosphorylation de I’HK puis la phosphorylation du RR qui va pouvoir induire la
transcription du géne des (Aguilar et al. 2001; Krell et al. 2010).

I1.4.2. Métabolisme de la paroi

D’aprés ’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, I’homologue le plus
proche du TCS codé par les genes LSEI_2808-2807 est le systeme VicR/VicK, ou encore
YycF/YycG. Ces systemes sont a 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 systeme est impliqué dans la biosynthese et le
recyclage du peptidoglycane mais aussi dans la formation des biofilms chez Staphylococcus
aureus (Dubrac et al. 2007). 1l contrble positivement la transcription des génes codant pour
les autolysines AltA et LytM. Une communication entre le systtme PhoRP et YycFG a été
montrée chez B. subtilis, ’'HK PhoR est capable de phosphoryler le RR YycF(WalR) lors
d’une carence en phosphate (Howell et al. 2006). Le systeme WalR/WalK semble étre
essentiel pour les bactéries a Gram positif a faible GC% (Winkler and Hoch 2008).
Cependant, I’inactivation de ce TCS chez Lactobacillus sakei face a de nhombreux stress n’a
pas montré de différence par rapport a la souche parentale (Morel-Deville et al. 1998).

I1.4.3. Carence en phosphate

D’apres I’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, I’homologue le plus
proche du TCS codé par les génes LSEI_0934-0935 est le systeme PhoP/PhoR. Ce systéme va
permettre de détecter une carence en phosphate et va ainsi permettre, grace a I’activation de la
transcription de certains génes, de récupérer de nouvelles sources de phosphate. Les cibles du
RR (PhoP) de ce systéme sont les opérons codant pour les acides téichuroniques et les acides
téichoiques. Ces derniers sont des polymeres anioniques, ce sont des composants essentiels de
I’enveloppe cellulaire et sont, de par leur composition, riches en phosphate. En absence de
phosphate, B. subtilis remplace les acides téichoiques par les acides teichuroniques ne
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contenant pas de phosphate, afin de restaurer le stock (Lahooti and Harwood 1999; Pragai et
al. 2004).

I1.4.4. Résistance au stress et compétence

D’aprés I’analyse de la séquence protéique et les domaines fonctionnels, I’homologue le plus
proche du TCS codé par les genes LSEI_0711-0712 est le systeme CiaH/CiaR. Ce systeme a
été caractérisé en majeure partie chez la bactérie pathogéne Streptococcus pneumoniae. Ce
TCS est impliqué dans de nombreuses fonctions telles que la compétence (capacité a recevoir
de ’ADN étranger) (Dagkessamanskaia et al. 2004), la tolérance au stress oxydatif, la
thermotolérance, la virulence (Quach et al. 2009). Il semble aussi étre impliqué dans la
biochimie de la paroi cellulaire des bactéries en effet, des mutations dans le géne codant pour
CiaH (HK) conférent une augmentation de la résistance aux béta-lactames (antibiotiques
agissant sur la paroi cellulaire) (Mascher et al. 2003; Zahner et al. 2002).

IL.4.5. Quorum sensing-bactériocine

Le TCS incomplet ne possédant qu’un seul RR codé par le géne LSEI 2389 est annoté par le
KEGG comme faisant partie du systeme AgrC/AgrA impliqué dans le quorum sensing ou la
production de bactériocine. Un pseudo-gene (LSEI 2388) existe en amont de ce RR et le
BLASTNn de ce géne indique que la protéine codée semble correspondre a 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 controle d’un systéme a 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 grace a un ABC-transporter. Le PAI peut lier le domaine extracellulaire
de ’HK et par conséquent, activer le RR qui va augmenter la transcription de son propre
cluster de genes incluant le géne codant pour le PAIL. En amont du TCS incomplet, se trouve
des génes codant pour un PAI putatif (LSEI_2386), un ABC-transporter (LSEI_2384) et une
protéine accessoire pour la sécrétion de bactériocine (LSEI 2381). Le géne de la HK est
probablement annoté comme pseudo-géne car interrompu par une transposase (LSEI_2387).
L’action antimicrobienne du PAI a été testée sur différentes souches et il s’avere que ce
peptide a une activité anti-Listeria (Kuo et al. 2013).

Le TCS code par les génes LSEI_2599-2600 pourrait potentiellement étre, lui aussi, impliqué
dans le quorum sensing (QS-TCS). Le RR (codé par LSEI_2599) de ce TCS possede un
domaine LytTR et ’'HK (codé par LSEI 2600) fait partie de la sous-famille des HPK;o. Ces
particularités sont généralement retrouvées chez les QS-TCS (Sturme et al. 2007).
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I1.4.6. Utilisation de l'acide L-Malique

Le TCS codé par les génes LSEI 2868-2869 a récemment été caractérisé (Landete et al.
2010). Ce TCS est impliqué dans la régulation des genes maeP (LSEl 2867) et maeE
(LSEI_2866) requis pour la croissance en présence d’acide L-malique comme source de
carbone. Le géne maeE code pour une malate oxydoréductase et le géne maeP pour un
symporteur malate/Na*. Lorsque le géne maeR ou de maeK est délété, L. casei est incapable
de pousser en présence d’acide L-malique et d’exprimer les génes maeE et maeP. Ce TCS est
aussi annoté comme intervenant dans la fermentation du citrate (CitA/CitB). L. casei possede,
d’aprés 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).

IL.4.7. Résistance aux peptides antimicrobiens

Les TCS codés par les genes LSEI 1420-1419 et LSEI_1740-1741 semblent étre impliqués
dans la résistance aux peptides antimicrobiens (PAMs) (Revilla-Guarinos et al. 2013). Ces
deux opérons ont été caractérisés chez L. casei BL23. lls sont situés a coté 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 I’induction de I’opéron de
I’ABC transporter LCABL_16400-16410 (soit LSEI_1417-1418) en présence de nisine. Dans
le cas de Iopéron LCABL_19600-19610 (soit LSEI_1740-1741), I’analyse a montré que les
protéines codées par cet opéron n’ont pas de role direct dans la détoxication des PAMSs
comme c’est le cas pour les protéines du premier opéron. Les protéines codées par
LCABL_19600-19610 auraient plutét un réle sur le maintien des propriétés physicochimiques
de I’enveloppe cellulaire en agissant sur la régulation (i) de 1’opéron dlt LCABL_08540-
08580 (soit LSEI 0793-0797); opéron impliqgué dans la D-alanylation des acides
lipotéichoiques 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 géne 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 a travers les perméases par des fleches pointillées vertes. Le
transfert de signal entre les transporteurs et les TCS est représenté par une fleche double entre la bicouche de phospholipides
de la membrane. Les fléches noires pointillées représentent le phosphotransfert putatif entre HK et le RR. L’activation
transcriptionnelle est représentée par des fleches noires.

I1.4.8. Résistance au stress acide

Les TCS codés par les génes LSEI 0461-0460, LSEI 2868-2869 et LSEI 1679-1678
semblent étre 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).

II1. Architecture et role de la surface cellulaire des Lactobacilles dans
les interactions hote-microbe

Les especes du genre Lactobacillus peuvent exercer un effet favorable sur la santé dans le
tractus gastro-intestinal grace a différents mécanismes tels que I’inhibition des pathogénes, le
maintien de I’équilibre microbien, I’'immunomodulation et I’amélioration de la fonction de
barriére. Les différentes espéces du genre Lactobacillus induisent des réponses différentes
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chez I’hote, ceci grace a la diversité de 1’architecture de la surface cellulaire et leur capacité a
exprimer certains composants de surface ou excréter certains composés qui interagissent
directement sur les cellules hotes (Sengupta et al. 2013).

La paroi cellulaire des lactobacilles, bactéries a Gram positif, est composée d’un assemblage
en plusieurs couches de polymere de peptidoglycane orné d’acides téichoiques (wall teichoic
acids (WTA) ancrés au peptidoglycane et/ou lipoteichoic acids (LTA) ancré a la membrane),
d’exopolysaccharides (EPS), de filaments protéiques appelés pili et de protéines associées a la
paroi cellulaire. Certaines espéces de lactobacilles présentent une couche paracristalline de
protéines appelée couche S qui entoure le peptidoglycane (Figure 19).

Protéines associées
2 la membrane

=5

Protéines Protéines ancrées en

NN . N- ou C-terminal
associees a 18 paro1

Pili N e Lipoprotéine WTA LTA
1 i

) 1 I

: | J

Couche S

Exopolysaccharide

* Peptidoglycane

~ Membrane
- cellulaire

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

Les protéines associées a la paroi cellulaire sont attachées a la paroi de maniére covalente (protéines LPxTG) ou non
(protéines avec un domaine LysM, SH3, ou WXL). Les protéines associées a la membrane sont soit ancrées dans la
membrane cellulaire (lipoprotéine), soit attachées grace a une hélice transmembranaire N- ou C-terminale. G, N-
acétylglucosamine ; M, acide N-acétylmuramique. D’aprés (Sengupta et al. 2013).
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II1.1. Le peptidoglycane

II1.1.1. 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 I’intégrité de la cellule. La nature élastique
du PG lui permet de résister a des forces d’étirement causées par exemple par la pression de
turgescence, d’empécher I’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
polymeére de glycosaminopeptide composé de N-acétyl-glucosamine (NAG) et d’acide N-
acétyl-muramique (NAM) liés par des liaisons osidiques  1->4.

Les chaines de polysaccharides sont liées entre elle par des ponts peptidiques entre deux
NAMs formant la réticulation du peptidoglycane. En effet, chaque NAM possede 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 confere des
caractéristiques spécifiques a 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 I’¢élasticité du PG.

Les modifications du peptidoglycane telles que 1’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 téichoiques ou teichuroniques (Archibald 1985)
peuvent survenir et affecter ’interaction avec 1’héte. En effet, ces modifications peuvent
affecter la physiologie de la paroi cellulaire en augmentant la sensibilit¢ a 1’autolyse, la
résistance au lysozyme et 1I’hydrophobicité de 1’enveloppe cellulaire, affectant ainsi la
reconnaissance par les récepteurs de 1’hote et ’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-GIn, L-Lys, et D-Ala. Les résidus 3 et 4 sont liés par un pont peptidiqgue composé
d’un résidu D-Asn. Le NAM peut aussi étre O-acétylé chez L. casei (Figure 22) (Regulski et
al. 2012).
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- MurNAc -
\

D-Hyg L-Ala (Gly, D-Ser)
\
i-D—Cl}lu AL OH, NH,, Gly, or D-Ser

Xaa (DAP, Lys, Orn, Dab, Hyl, DAHP, Lan)
|

D-Alxla
D-Ala (D-Lac, D-Ser)

Figure 20 : Variation de la composition du pentapeptide du peptidoglycane.

Les résidus entre parenthése peuvent remplacer ’acide aminé correspondant. L’acide a-carboxylique de I’iso-D-Glu peut étre
modifié par un amide, un Gly ou D-Ser. (DAP, acide 24-diaminopimélique; DAPH, acide 2,6-diamino-3-
hydroxypimélique ; Hyg, acide thréo-3-hydroxyglutamique ; Hyl, hydroxylysine ; Lan, lanthionine ; Orn, ornithine). D’aprés
(Asong et al. 2009).

(a) (b) (c)
-G-M- -G-M- -G-M-
| | |
1 L-Alla 1 L-Aia 1 Gly
2 - - . 1 $
D Glluv 20 G!IL; NH, 2 b-Glu+— p-Orn —F D-Ala 4
3 m-Apm £ DAl 4 3 Llys - (Gly)s — D-Ala 4 [y l
| | I 3 L-Hse L-Hse 3
4 pD-Ala m-Apm 3 4 D-Ala L-Lys 3 1 i
v vl 4 DAa p-Glu 2
D-Glu 2 D-Glu — NH, 2 i
! l
L-Ala 1 L-Ala 1 G;y 1
I !
-G-M- -G-M- -G-M-
(d)
-G-M-
|
1 L-Ala
|
2 D-Glu — Gly
b ”
3 L-Lys« D-Ala ~— L-Lys «— D-Glu ~—L-Ala «—D-Ala 4
!
4 D-Ala Gly L-Lys 3
tl
D-Glu —Gly 2
!
L-Ala 1
l
-G-M-

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’apres (Vollmer et al. 2008).
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/O-Ac
MurNAc>—< GlcNAc >
i

(L-A1a (

4|_)
MurNAc>—< GlcNAC >—

Figure 22 : Représentation de la structure du peptidoglycane de L. casei BL23.

GIcNAc, N-acétylglucosamine ; MurNAc, acide N-acétylmuramique. MurNAc peut étre O-acétylé ou non. D’apres (Regulski
et al. 2012).

II1.1.2. Les Penicillin-Binding Proteins (PBPs)

Les PBPs sont des acyl-serine tranferases. Elles sont impliquées dans 1’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 derniere
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 B-
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 1’espace
pariétal. 1l 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 plutdt 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 a
I’activité peptidase (Tableau 3). Les PBPs de classe A possedent une activité
glycosyltransférase, alors que celles de classe B possédent un domaine N-terminal jouant un
role dans la morphogenése 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 a d’autres fonctions telles que leur implication dans la virulence, la morphologie et
leur interaction avec les cellules hotes (Tableau 4). Ce tableau met en évidence un role plutot
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 role de LMW PBPs. A part leur implication dans le maintien de la
morphologie et dans la résistance aux p-lactames, leur réle reste encore peu connu.

. L .' ’ 1 1 ’ ’
() o ) o Transglycosylation
! ! . I PBPla,PBP1betPBP1c 1 1 i :

¢ ®
& o ¢ |
o0 00 0O0o

o-0-
._

DD-carboxypeptidation
PBP5, PBP6(?) et DacD(?)

e Ye¥
Transpeptidation é 6
® : PBP2 et PBP3 ! !
1 1 1 1
9 e ® ®
L . Endopeptidation ! 1
. ® PBP4 et PBP7 :. :
| | 0 I
D6 oso6

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

En bleu : les HMW PBPs (PBP1a, 1b et 1c) polymérisent la chaine 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 I’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.
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Tableau 3 : Classification des PBPs de sept bactéries.

Class C

Type-5 Type-AmpH

B6  Bdkel Blkell Blikell
Gram =
Escherichia colf ; PEP2 PBP3

il | PBP6 PBPEb PBP4b  AmpH

K12
% fisl
Neisseria gonorrhoeae
FA 1080 ol
Gram +
Baciflus subtilis PBP2c  PBP4 PBP2a PbpH PBP4b
phoF  pbpD spoVD pbpB  pbpA  pbpH  yrA dacC dacF  dacA  dacB POPE  pbpX
Staphylococcus aureus - BT PBP1 PBP3 PBP4
MRSA252 o
pbpA _ pbp3 pbpd
Listeria monocytogenes PBF2 PBP3 PBPS PBP
4b F236
(102039 _Imo1438 lino2754 Imo0540
e S —
Enterococcus faecalls PBP1a PBP2a PBP1b PBF2 PBP2b DacF PBP
EF_1148 EF 0680 EF_1740 EF_2476 EF 0991 EF 2857 EF 3128 EF_0746
Streptococcus pneumoniae m PBP2a |1;:54]] PBP2b PBP3
RE6
: pupX_ppz> 2ies

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

Synthése Bibliographique

Souche Gene Fonction Technique Type de | Références
PBP
Streptococcus ponA Protege de la phagocytose, | STM avec | HMW (Jones et al.
agalactiae (PBPla) | protéine de surface anti- | criblage sur des | PBP 2003)
phagocytique rats nouveau-nés
Escherichia coli | mrcA PBP1b : Formation des biofilms | Mutation  ciblée | HMW (Kumar et
2443 (PBPla) | et motilité (transduction P1) | PBP al. 2012)
et mrcB
(PBP1b)
PBP1a : pas de changement
Helicobacter penA Activation des cellules | Production et | HMW (Hill et al.
pylori (PBP2) dendritiques humaine et murine | purification de la | PBP 2011)
(temps et dose dépendant) protéine
Induction de MHC II, CD80, | Test in vivo et in
CD86, p65 NF-kB vitro
Liaison au TLR4
Streptococcus pbp2b Architecture du peptidoglycane, | Mutation aléatoire | HMW (Thibessard
thermophilus (PBP2b) | résistance contre des attaques | et ciblée | PBP et al. 2002)
(stress oxydatif) (pGh9:1SS1,
recombinaison
homologue)
Streptococcus pbp2a Adhérence et internalisation | Mutation aléatoire | HMW (Dego et al.
uberis (PBP2a) | dans les cellules épithéliales | et criblage | PBP 2011)
mammaire (pGh9:1SS1)
Acinetobacter pbpG Virulence dans un modéle | Criblage en | LMW (Russo et al.
baumannii (PBP7/8) | d'infection des tissus mous et un | milieu ascite de | PBP 2009)
modéle de pneumonie chez le | mutants obtenus
rat. par transposition.
Escherichia coli | dacB Réle auxiliaire (aide la PBP5) | Mutation ciblée LMW (Meberg et
(PBP4) dans le  maintien d’une PBP al. 2004)
et pbpG | morphologie  uniforme  de
(PBP7) cellule
Escherichia coli | dacA Rdle principal dans le maintien | Mutation ciblée LMW (Nelson and
(PBP5) du diamétre, du contour et de la PBP Young
morphologie de la cellule 2000)
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I11.1.4. Les PBPs de Lactobacillus casei ATCC 334

Le génome de L. casei ATCC 334 possede treize PBPs. Lactobacillus rhamnosus GG en
possede autant, alors que les autres souches répertoriées dans le

Tableau 5 ci-dessous en possédent moins excepté Bacillus subtilis TSn5 qui en posséde 16. Le
COG (Cluster of Orthologous Groups) et le nom des génes des PBPs chez L. casei ATCC 334
sont les suivants:

COGO0744 : 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.

COGO0768 : Classe B, annotées en tant que « Cell division protein Ftsl/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).
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Tableau 5 : Comparaison du nombre de chaque COG représentant les PBPs chez différentes souches bactériennes.

i Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus ; Lactococcus

Lactobacillus ) i . ) ) Bacillus i i Streptococcus

i ATCC 334 rhamnosus plantarum reuteri Jjohnsonii acidophilus subtilis TSn5 lactis lactis salivarius 571

casel GG WCFs1 SD2112 NC533 NCFM 11403 *
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
C0G2027 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

II1.2. Les acides téichoiques

Les acides téichoiques (TAs) représentent le second composant majeur de la paroi des
lactobacilles. lls peuvent représenter 20 a 50% du poids sec de la paroi des lactobacilles, ceci
dépend de I’espece, 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 téichoiques ; ceux qui sont liés au peptidoglycane appelé WTA (wall teichoic
acids) et ceux ancrés a la membrane grace a une partie glycolipidique, il s’agit des LTA
(lipoteichoic acids) (Neuhaus and Baddiley 2003). Les TAs sont des polymeres 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 caractere
anionique leur permet aussi de jouer un role en tant que piégeur de cations, surtout des ions
Mg** (Hughes et al. 1973). Les TAs peuvent aider & créer un gradient de pH a 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 a 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); o, sManNAc(B1-4)GIcNACc-P qui se lie
en C6 du residu NAM du peptidoglycane. Les génes tag et tar permettent la biosynthese des
WTA poly (Gro-P) et poly(Rbo-P) respectivement (Lazarevic et al. 2002). Ces genes sont
completement absents chez L. casei, Lactobacillus fermemtum et Lactobacillus reuteri ; ceci
laisse supposer, que dans ces especes, la présence des LTA uniguement est suffisante pour
conférer toutes les fonctions biologiques importantes des TAs.

Les geénes permettant la synthése des LTA n’ont été découverts que trés recemment. En effet,
I’inactivation des génes LTA synthase ItaS chez S. aureus et B. subtilis permet un blocage de
la biosynthése des LTA (Grundling and Schneewind 2007; Schirner et al. 2009). Tous les
génomes des lactobacilles contiennent au moins une copie du géne ItaS, une seconde copie a
¢été identifiée chez certaines espéces, c’est le cas chez L. casei (LSEI_0868 et LSEI 1123)
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(Kleerebezem et al. 2010). La structure des LTA de Lactobacillus rhamnosus GG a été
étudiée, il s’avere 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 étre retrouvés libres dans la paroi ou libérés dans le milieu extracellulaire grace a la
déacétylation du glycolipide d’ancrage. Tout comme le PG, les LTA peuvent étre 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 a 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
I’opéron dlt (dItA & dItD) correspondant aux génes LSEI_0794 & 0797. Le gene dItA encode
pour une D-alanyl carrier protein ligase (Dcl), et le géne dItC pour une D-alanyl carrier
protein (Dcp) ; ces deux protéines sont impliquées dans 1’activation de 1’alanine par
I’utilisation de I’ATP. DItB (codée par dItB) est une protéine transmembranaire putative
impliquée dans le passage du complexe activé D-Alanyl-Dcp a travers la membrane
cytoplasmique. DItD (codée par dItD) 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 genes dans cet opéron dans de nombreuses bactéries a Gram positif a
montré une diminution ou une absence compléte de D-Alanyl esters sur les LTA. Ces mutants
montrent une variété de changements phénotypiques tels que 1’altération de la morphologie
cellulaire associée a un défaut de formation du septum (Palumbo et al. 2006), une différence
de résistance a I’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
I’hote (Grangette et al. 2005).
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Wall Teichoic Acid (WTA) Type I Lipoteichoic Acid (LTA)
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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’apres (Neuhaus and Baddiley 2003).

D-Alanine + ATP

AMP + PP;

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

DItD permet la fixation des protéines Dcp et Dcl. DItB sert de port pour la sécrétion de la D-Alanyl-Dcp a ’extérieur de la
cellule ou a lieu la D-Alanylation. D’aprés (Neuhaus and Baddiley 2003).
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I11.3. Les polysaccharides de la paroi

Les polysaccharides de la paroi cellulaire sont des polysaccharides genéralement neutres et
peuvent étre liés de maniére covalente a la paroi par liaison avec un NAM. Ces
polysaccharides sont alors appelés WPS (wall polysaccharides) ou ils peuvent étre faiblement
associés a 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 a I’enveloppe cellulaire, ils sont généralement nommeés 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 a la paroi ou sécrétés (Lebeer et al.
2008). Les EPSs sont des structures complexes participant a la variété structurale de la paroi
des lactobacilles. Les EPSs varient a 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 I’acide glucuronique, le glycérol-3-phosphate, des groupements phosphate,
acetyl ou pyruvyl peuvent étre 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 genes codant pour la biosynthése des EPSs sont généralement regroupés dans un cluster
de géne de 12 a 25 kb. Chez L. rhamnosus, le cluster mesure 18,5 kb et comporte 17 génes
(Peant et al. 2005). Deux classes d’EPS ont été identifiées chez cette espéce ; 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 role général est de participer a I’interaction et la protection des lactobacilles
avec les composants environnementaux et de permettre I’adhésion et la formation de biofilms
sur des surfaces biotiques et abiotiques (Lebeer et al. 2011).

I11.4. Les pili et flagelles

Les pili sont des protéines polymeériques (hétérotrimeres) composees, en géneral, d’une piline
majeure correspondant en quelque sorte a 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 a I’extrémité du pilus. Les pili des Gram positifs ont un diametre assez fin (1 a 10
nm) mais peuvent cependant atteindre une longueur de 1 pm, voire plus. Chaque piline est
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constituée de sous-unités de piline. Ces sous-unités sont liées de maniére covalente 1’une a
I’autre grace a ’activité transpeptidase de sortase spécifique a 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) nommeée 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).

Sortase spécifique des pilines Sortase de ménage

Figure 26 : Représentation du mécanisme d’assemblage des pili hétérotrimériques.

Une sortase specifique 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 dimere SpaC-SpaA sont ensuite ajouté des sous-unités SpaA additionnelles formant ainsi la
polymérisation du pilus. Le pilus est ensuite ancré a la paroi gréace a la sous unité SpaB et une sortase de ménage en passant
par un intermédiaire acyl-lipide II.

Les génes codant pour les trois sous-unités de piline et pour la sortase sont généralement
localisés dans le méme locus. Des éléments transposables sont fréquemment retrouvés aux
extrémités de ce locus, ce qui laisse suggérer une origine par un transfert horizontal de géne.
Deux loci (spaCBA, spaFED et strC1 et strC2 codant pour leur sortase respective) ont été
identifiés chez L. rhamnosus GG comme intervenant dans la synthése 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 srtClet srtC2 aux sortases. Les sous-
unités SpaB, SpaC et SpaF jouent un rdle dans I’adhésion au mucus intestinal (Kankainen et
al. 2009; von Ossowski et al. 2010). Chez L. casei ATCC 334, les loci LSEI_0455 a 0457 et
LSEIl 2362 a 2366 correspondraient respectivement aux loci spaCBA et spaFED de L.
rhamnosus. Les pili ont un role dans I’adhésion, I’invasion, 1’agrégation, la formation de
biofilm et I’'immunomodulation (Danne and Dramsi 2012; Lebeer et al. 2012).

La présence de flagelles est une caractéristique inhabituelle chez les lactobacilles mais existe
chez 12 especes (Neville et al. 2012). La majeure partie (11 espéces sur 12) a été isolée
d’aliment ou de I’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
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afin de permettre le déplacement de la bactérie. lls sont composés de polymeres de flagelline
qui sont reconnus par les TLR5 (Toll-like receptor 5) de I’hote et vont activer des voies de
signalisation et moduler la réponse immunitaire de 1’hote (Tallant et al. 2004).

II1.5. Les protéines de surface

L’exoprotéome des lactobacilles contient deux grands groupes de protéines : les protéines
sécrétées et les protéines associées a la surface cellulaire. Ce dernier groupe peut étre divisé
en plusieurs sous-catégories :

— Les protéines ancrées dans la membrane cytoplasmique grace a un domaine
hydrophobe C- ou N-terminal ;

— Les lipoprotéines ancrées dans la membrane grace a leur domaine lipidique N-
terminal ;

— Les protéines liées de maniere covalente au peptidoglycane grace a un motif LPXTG
en C-terminal ;

— Les protéines liées de maniére non-covalente a la surface cellulaire gréce a différents
domaines de liaison ou attachées a une autre protéine de la paroi par I’intermédiaire
d’interaction protéine-protéine.

II1.5.1. Les protéines ancrées dans la membrane cytoplasmique

La voie majeure de sécrétion chez les lactobacilles est appelée Sec ; elle permet le passage des
protéines a travers la membrane cytoplasmique (Driessen and Nouwen 2008). Cette
translocation est possible grace au port formé par les protéines SecYEG et grace a la protéine
motrice ATPase (SecA) (Figure 27). Cet ensemble appelé translocase est associé a un
complexe hétérotrimérique (SecDF-YajC) permettant la régulation de 1’activité de SecA. Ce
complexe permet aussi de lier la protéine YidC nécessaire a I’insertion membranaire. La

protéine SecB est une chaperonne dédiée a 1’export de protéine.
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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 a 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 a 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 I’espace périplasmique. D’aprés (Mori and Ito 2001).

Les protéines utilisant ce systéeme de sécrétion possedent 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 a 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 |
reconnaissent le site de clivage AXA (van Roosmalen et al. 2004) et les SPases de type Il
reconnaissent le site de clivage [LVIJ[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
posséde pas ce peptide signal ou posséde 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, méme si les protéines possédent un site de clivage conforme, elles peuvent
rester ancrées a la membrane grace a 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).
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II11.5.2. Les lipoprotéines

La synthése des lipoprotéines est réalisée a partir d’un précurseur appelé preprolipoprotéine
qui posséde un peptide signal N-terminal composeé 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 gréce a la lipoprotein diacylglyceryl transferase
(Lgt). Ce diacylglycéryl va permettre I’ancrage dans la membrane cytoplasmique. Aprés
lipidation, la Spase de type Il 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 [’adhérence, la résistance aux
antibiotiques, 1’homéostasie de 1’enveloppe cellulaire, la sécrétion, le repliement et la
translocation (Kleerebezem et al. 2010). L. casei ATCC 334 posséde 46 lipoprotéines d’apres
I’analyse par le logiciel LocateP (http://www.cmbi.ru.nl/locatep-db/cgi-bin/locatepdb.py).

Peptide signal

e
— - —
Lipobox . . :
A Préprolipoprotéine
il +1 w2 /] °
(A yn—met H Htew Has Hoy Hos H x H 17 H
| I HO
SH
Lipoprotein diacylglyceryl transferase (Lgt) ﬂ
Préprolipoprotéine
+1 +2 [/ -
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I (o] l l HO
L o AAAAAANAN
_to
ONNIANANANANAN
Lipoprotein signal peptidase (Lsp) ﬂ (o]
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Figure 28 : Représentation schématique de la synthése des lipoprotéines.

(A) Préprolipoprotéine ; (B) Lipidation de la préprolipoprotéine en diacyglyceryl préprolipoprotéine ; (C) Clivage du peptide
signal et obtention de la lipoprotéine mature. D’aprés (Kovacs-Simon et al. 2011).
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I11.5.3. Les protéines ancrées a la paroi avec un domaine LPXTG.

Les protéines avec motif LPXTG possedent 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 étre sujette a certaines variations d’acides aminés suivant
I’espéce bactérienne (Boekhorst et al. 2005). Ces protéines sont ancrees a la paroi grace a
cette séquence qui est reconnue par la sortase de ménage (StrA). Ces protéines ne doivent pas
uniquement posseder ce motif LPXTG pour étre ancrées au peptidoglycane ; en effet, elles
doivent aussi contenir un peptide signal en région N-terminale et un domaine hydrophobe
situé juste apres 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
I’ancrage dans la membrane cellulaire. Une fois la protéine ancrée dans la membrane, la
sortase StrA va réaliser la réaction de transpeptidation requise pour I’ancrage au
peptidoglycane. La premiére 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 étre soumise a une attaque nucléophile permettant ainsi le lien entre la
protéine et le pentapeptide du lipide Il (précurseur du peptidoglycane). La protéine est alors
insérée dans le peptidoglycane lors de la synthese de ce dernier (Call and Klaenhammer 2013)
(Figure 29B). L. casei ATCC 334 posséde 21 protéines avec un motif LPXTG d’aprés
I’analyse locateP, les différentes variations du motif chez L. casei sont présentées dans la
Figure 30. Une des protéines (codé par le gene LSEI _2431) contient, en plus du domaine
LPXTG, deux domaines de liaison au collagéne (collagen binding domain er Cna protein B-
type domain respectivement PF05737 et PF05738).
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Figure 29 : Ancrage des protéines a 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 a I’ancrage sur le peptidoglycane : (1) le systéme 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 grace a 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 Il. (4)
Création du complexe protéine-lipide Il. (5) Synthese du peptidoglycane et ancrage. D’apres (Call and Klaenhammer 2013).

Figure 30 : Logo représentant les variations du motif LPXTG chez L. casei ATCC 334.

I11.5.4. Les protéines liées de maniére non-covalente a la paroi

Certaines protéines peuvent étre liées de fagcon non covalente a la paroi grace a différents
domaines dont les majoritaires sont detaillés ci-dessous.
Les protéines a domaine WxL

Le domaine WxL (pfam13731) a été a ’origine prédit grace 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/1/V)TWxLxxxP situé dans les 130 derniers résidus C-terminal des protéines
a 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 génes
codant pour ces protéines possédant ce domaine ont été retrouves dans des clusters de genes
codant pour d’autres protéines extracellulaires (motif LPxTG) laissant supposer que cet
ensemble de protéines formerait un complexe extracellulaire impliqué dans 1’utilisation des
glucides (Siezen et al. 2006). L. casei ATCC 334 possede 9 protéines avec un domaine WxL.

Les protéines a 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 étre présent en
N- ou C-terminal mais également dans la partie centrale de la protéine. La taille de ce motif
peut aller de 44 a 65 résidus d’acides aminés, les 10 voire 16 premiers résidus sont assez bien
conserveés. La région centrale est cependant, elle, peu conservée exceptées 1’isoleucine/leucine
en position 23 et 30 et 1’asparagine en position 27. Certaines protéines peuvent posséder
plusieurs domaines LysM. Le point isoélectrique de ce domaine peut varier de 4 a 12 (Buist et
al. 2008). L. casei ATCC 334 posséde quatre protéines avec un domaine LysM dont une qui
en possede deux.

Les protéines a domaine SH3

Le domaine SH3, nommeé SH3b (pfam08239) chez les procaryotes semble étre un domaine
de liaison a 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 possede trois protéines avec un domaine SH3 : la protéine Lyzozyme M1
(1,4-beta-N-acetylmuramidase) codée par le géne LSEI_0599 qui porte le domaine SH3_5, la
protéine N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase codée par le géne LSEI_1536 qui porte le
domaine SH3_3 présent en trois copies et la protéine 1,4-beta-N-acetylmuramidase codée par
le gene LSEI_0236 qui porte le domaine SH3_8 présent en sept copies.

Les protéines a domaine putatif de liaison au peptidoglycane

Le domaine putatif de liaison au peptidoglycane (pfam 01471) est composé de trois hélices
a 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 possede 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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a la surface par des liaisons non-covalentes. Ces protéines possédent un peptide signal de 25 a
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 a la
surface de la bactérie (Hynonen and Palva 2013; Sara and Sleytr 2000). La base de données
Pfam contient néanmoins différents domaines responsables de 1’ancrage non-covalent a 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
compleétement comprise mais il semblerait qu’elle protége la bactérie des environnements
hostiles et aide a maintenir I’intégrité cellulaire (Avall-Jaaskelainen and Palva 2005), a
adhérer aux cellules épithéliales de 1I’hote (Buck et al. 2005) et a inhiber I’adhésion de
bactéries pathogenes (Zhang et al. 2010). Aucune protéine possédant un des domaines
responsables de 1’ancrage n’a été retrouvée chez L. casei ATCC 334.

Les protéines a domaine de liaison a la choline

Le domaine de liaison a la choline (pfam01473) est composé de 2 a 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 a 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 a la choline n’a été retrouvée chez L. casei
ATCC 334.
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Contexte, Objectifs et Stratégies

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre du contrat europeen 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 pathogenes pouvait affecter la signalisation
immunitaire innée conduisant ainsi a la tolérance de la flore résidente et au rejet
inflammatoire des pathogeénes. Le travail de recherche concernant la bactérie commensale
Lactobacillus casei a commencé au sein de ’'UMR PAM et en collaboration avec 1’équipe
PMM de IlInstitut Pasteur en 2009 avec le Post-Doctorat d’Héléne Licandro-Seraut.
L’objectif était alors d’identifier les geénes intervenant dans les mécanismes de
commensalisme chez L. casei dans le tube digestif des mammiféres par une démarche globale
de génétique inverse, mettant notamment en ceuvre la mutagenése aléatoire par transposition
et ’approche STM (Signature Tagged Mutagenesis) (Mazurkiewicz et al. 2006) afin de
réaliser le criblage des mutants in vivo (c’est-a-dire chez un mod¢le animal en vue d’identifier
les mutants incapables de s’établir dans ’intestin). La STM développée pour les pathogénes
(West et al. 2005) permet d’inoculer simultanément un ensemble de plusieurs mutants puis de
tracer chacun des mutants dans un environnement complexe grace a 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 I’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 modéle
pour ce projet.

L équipe a tout d’abord testé plusieurs vecteurs de mutagenése 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 systeme 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 a la validation du caractére aléatoire de
la transposition du vecteur sur le génome de L. casei. Une partie de 1’objectif de I’axe étant
réalisé, il fallait alors identifier les génes intervenant dans les mecanismes de commensalisme
chez L. casei dans le tube digestif. Les objectifs de ma these ont donc été multiples (Figure
31):

Le premier objectif était de rendre la banque de mutants STM de L. casei doublement
informative, c’est-a-dire de connaitre les genes impliqués dans un phénotype mais aussi les
génes qui ne le sont pas. Pour cela, le site d’insertion du transposon devait étre identifié pour
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tous les mutants testés. Nous devions pour atteindre cet objectif, développer une méthode
d’extraction d’ADN a grande échelle et de séquencgage adaptées.

Le second objectif était de réaliser le criblage fonctionnel de la banque de mutants de L. casei
pour leur capacité (ou incapacité) a s’établir dans I’intestin. Ce travail devait étre réalisé pour
moitié par Héléne Licandro-Seraut et 1’autre moitié par moi. Nous devions (i) réorganiser la
bangue 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 D’intestin in vivo, (iii) quantifier les mutants par gPCR, avant et apres
compétition in vivo, grace au tag présent dans le transposon, (iv) identifier les mutants ayant
un phénotype d’établissement dans I’intestin différent et par conséquent les genes impliqués
dans le phénotype grace au séquencage de la banque.

Enfin, le dernier objectif de la thése était de caractériser fonctionnellement une ou plusieurs
protéines clés impliquées dans I’établissement dans I’intestin. Au vu des résultats obtenus
suite a la realisation du second objectif, nous avons choisi de nous intéresser plus
particulierement aux trois mutants d’un opéron composé d’un systéme a deux composants et
d’une protéine impliquée dans la biosynthése du peptidoglycane et de déterminer pourquoi
ces mutants ne pouvaient s’établir dans ’intestin. En ce qui concerne le systeme a 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 systéme. Pour la protéine impliquée dans la biosynthése du peptidoglycane,
nous voulions vérifier sa fonctionnalité (activité enzymatique) et déterminer I’impact de
I’absence de cette protéine sur la bactérie et plus particuliérement sur la paroi cellulaire.

@

Edification d’une
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Figure 31 : Schéma des principaux objectifs du travail de thése et des stratégies mises en ceuvre.
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Matériels et Méthodes

I. Souches bactériennes et conditions de culture

Lactobacillus casei ATCC 334 (CIP 107868), fournie par la Collection de I’Institut Pasteur, a
été cultivée a 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 a 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 espéces sont donnés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Concentration des antibiotiques utilisés

Antibiotiques (mg.L™)

Souches
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 nucl€iques sont réalisées
selon les méthodes décrites par Sambrook et al (Sambrook et al. 1989). Les techniques sont
décrites brievement ci-apres.

I1.1. Extraction des acides nucléiques

I1.1.1. Extraction d’ADN total

Cing millilitres de culture (cultivée pendant 16 h) ont été centrifugés a 3220 x g. Les cellules
obtenues ont été lysées par du lysozyme (10 mg.ml™) & 37°C pendant 1 h pour L. casei. Puis
50 pl de SDS 10% (m/v) ont été ajoutes pour déstructurer les membranes. Les protéines et les
déchets ont été précipités par du NaClO; 5 M, puis éliminés par extraction au phénol-
chloroforme ou au chloroforme pur. L’ADN total a été précipité par 1’éthanol 95% (v/v) a -
20°C, lavé 2 fois par 1’éthanol 70% (v/v), séché a I’air (environ 10 min), puis repris dans du
tampon TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,5) et congelé en aliquotes a -20°C jusqu’a
utilisation.
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Les extractions d’ADN total de L. casei peuvent aussi étre réalisées avec le kit NucleoSpin®
Tissue (Macherey-Nagel), grace a une mise au point du protocole présentée dans ’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. ».

I.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
I’ADN plasmidique, suivi de 1'adsorption de celui-ci sur la membrane silice en présence de
haute teneur en sel. Les colonies présentes sur un quart de boite de pétri aprés incubation
pendant 12 h ont été utilisées. L’ ADN plasmidique a enfin été élué dans 50 ul de tampon TE
(faible teneur en sel), ou dans 50 pl d’eau MilliQ en cas d’envoi pour séquengage par GATC
Biotech.

I1.1.3. Extraction des ARN totaux

Le nombre des cellules nécessaires (la quantité optimale étant 1’équivalent de 50 ml de culture
a DOgoonm 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 um de
diametre dans une proportion de 1 volume de billes pour 4 volumes de suspension cellulaire)
dans un FastPrep®-24 (MP) quatre fois & puissance 6,5 pendant 40 secondes. Une alternance
de 1 min dans I’eau glacée entre chaque passage est obligatoire pour éviter la dégradation des
ARNSs par échauffement. Ensuite, la purification des ARN totaux a été realisée 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 ARNSs ont été précipités
par un volume d’isopropanol a température ambiante et récoltés par centrifugation. Le culot a
¢été lavé deux fois dans de I’éthanol a 70% (v/v), séché et repris dans 50 ul d’eau DEPC
certifiée sans DNAse et RNAse (Invitrogen ™).

I1.2. Amplification de ’'ADN par PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) a été utilisée pour amplifier les fragments d’ADN
specifiques. De fagon générale, les réactions de PCR ont été réalisées dans un thermocycleur
Bio-Rad C1000™. Le mélange réactionnel contenait généralement : la matrice d’ADN
(environ 0,1 pg), 0,02 unités de Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific),
100 uM de chaque désoxyribonucléotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 uM
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de chaque oligonucléotide. Les oligonucléotides (Tableaux 7, 3 de ’article 4 et S3 de I’article
3) utilisés durant cette these ont été congus a 1’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 : aprés une premiére dénaturation de I’ADN pendant 2 min a 95°C, 30 cycles de
dénaturation de I'ADN double brin (98°C, 10 sec), hybridation des amorces avec I'ADN (55 a
60 °C selon les amorces, 20 sec) et synthese de 'ADN (72°C, 20 sec a 2 min selon la longueur
de la séquence amplifiée). Les produits de PCR ont été analysés par électrophorese sur gel
d’agarose de 1 a 2% (m/v). La taille des fragments d’ADN amplifiés (amplicons) a été
estimée par étalonnage du gel de 200 bp a 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 systémes a deux composants.

Nom Séquence 5’ >3’ Enzyme de Taille du
restriction produit PCR

Surexpression avec His-tag N-terminal

Primer0219F GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAAATTTTAATTGTTGACGA Ndel 736

Primer0219R CAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTATTAGGCCTCAACCTTATAGC Xhol

Surexpression avec His-tag C-terminal

LSEI_0220FHAMPNcol ATACCATGGGCACCGTCAATTCAATGGCC Neol

1205

LSEI_0220RXhol GTGCTCGAGTTTTGACTTTCCTGCTTCCT Xhol
LSEI_0219FbisNcol ATACCATGGGCAAAATTTTAATTGTTGA Neol
LSEI_0219RXhol GTGCTCGAGGGCCTCAACCTTATAGCCGA Xhol 01
pET28aPCRR AGATTGGTATCGCTGCTCTCTGCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC Ncol
pET28aPCRF GCGATTTCTTCAGCAATATTTTCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG 5343

Xhol

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

IL.3. RT-gqPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain
Reaction)

La RT-gPCR (Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) a été réalisée
comme suit: les amorces utilisées pour quantifier 1’expression relative de géne ont été
déterminées a 1’aide du logiciel Primer3Plus, et listées dans le tableau 3 de I’article 4.
L’absence de contamination par de I’ADN chromosomique a été vérifiée pour chaque
échantillon avant la réaction de transcription inverse et un traitement par 3 U de DNAse |
RNAse-free (Roche) a été réalisé le cas échéant. Les ADNc ont été synthétiseés par le kit
iScript Reverse Transcription Supermix de Bio-Rad selon les instructions du fabricant.
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La méme dilution d’ADNCc a été testée trois fois en utilisant 5 ul d’ADNc (25 ng) qui ont été
ajoutés & un mélange de PCR composé de 7,5 pl de SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix et de 1,25 pl de chaque oligonucléotide a 0,8 puM. Les contrbles négatifs ont été
réalisés en remplagant 5 ul d’ADNc par 5 ul d’cau 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: 1’étape de
dénaturation initiale a 95°C pendant 3 min et 1’étape d’amplification de 38 cycles (chaque
cycle est composé d’une étape de dénaturation de 15 s a 95°C et d’une étape d’hybridation et
d’¢longation de 30 s a 60°C). La mesure de fluorescence par un agent fluorescent non
spécifique qui se fixe a ’ADN (SYBR® Green |) est réalisée a 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 Vvérifier
I’homogénéité des «amplicons ». L’efficacité de I’amplification a été déterminée en
établissant une courbe standard avec une série des dilutions d’ADN. L’expression normalisée
(AACy) a éteé 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 gene donné
a été calculée par la formule :

RQ éChaI‘ltlllon (gene) — Egéne (Cq (référence) — Cq (échantillon))

ou E correspond a I’efficacité des amorces (cette efficacité est calculée avec la formule ((%
d’efficacité x 0,01) + 1) ; CQeterencey correspond au Cq de 1’échantillon de référence (ex : L.
casei ATCC 334) pour le gene testé; Cochantition) COrrespond au Cq de 1’échantillon testé (ex :
mutant) pour le géne testé.

Cette quantité relative a permis de calculer I’expression normalisée en utilisant la formule :

RQ &ch (gene)

Expression normalisée schantillon (gene) = T
(RQ éch réf1) X RQ éch (réf2) X...X RQ (éch réfn))n

ou RQ correspond a la quantité relative d’un échantillon (ex : mutant) ; réf correspond aux
genes de références.

Les genes recG et leuS, dont I’expression est constante dans des conditions différentes, ont été
choisis comme controles internes.
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I1.4. PCR quantitative

De la méme fagon que la RT-qPCR, la PCR quantitative (qPCR) a été utilisee pour quantifier
les mutants de la banque de L. casei grace aux 70 différents tags. L’ADN des ensembles de
mutants injectés et récupérés apres sejour in vivo a été utilisé comme matrice pour déterminer
la proportion de chaque mutant. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau S4 de
I’article 3. L’amorce QPVITAGR est commune a 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 controles (CTRL3F et 3R, CTRLAF 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 contrdles ont été utilisées pour déterminer le
ratio de chaque tag sur la totalité des tags et cela pour les ensembles de mutants injectés et
récupéres.

IL.5. Séquencage d’ADN

Les différentes constructions plasmidiques (partie 1V) ont été vérifiées par séquencage chez
GATC Biotech. La détermination du site d’insertion du transposon de la banque de mutants
de L. casei a été réalisée, quant a elle, par séquencage en collaboration avec Magali Tichit et
Christiane Bouchier de la plateforme génomique de I’Institut Pasteur, Paris. La technique de
séquencage utilisée est développée dans I’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. ».

II1. Techniques de transformation

II1.1. Transformation de L. casei

La souche L. casei a été transformée d’aprés la méthode de Keersmaecker et al. (De
Keersmaecker et al. 2006). Une préculture a été utilisée pour ensemencer en cascade de 107 &
107 dans des tubes préchauffés contenant 5 ml de MRS supplémenté par 2% de glycine (m/v),
les tubes ont été incubés 16 h a 37°C. Le tube pour lequel la DOgoonm €St comprise entre 0,8 et
1 est utilisé, 2,5 ml de culture ont été prélevés et ajoutés a 50 ml de MRS + glycine 2% a
37°C et incubés. Apres 3 h d’incubation de I’ampicilline a été ajoutée a 10 pg/ml. Apres a
nouveau 1 h d’incubation, les cellules ont été lavées deux fois dans du TSM (Tampon
KH,PO,/K,PO, 7 mM pH 7,4: 0,2 g.L* MgCl,, 6 H,O; 171 g.L™" de saccharose) puis
reprises dans 500 pl 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
¢lectrodes sont espacées de 2 mm a I’aide d’un électroporateur (Genepulser, Biorad). Les
cellules compétentes (100 pl) ont été mises en présence d’un échantillon de plasmide dessalé
puis un pulse électrique de 1,7 kV, 200 Ohms et 25 pF a été appliqué. Les cellules ont été
récupérées par au moins trois passages de 1 ml de MRS MC (MRS ; 2 mM CaCl; ; 20 mM
MgCl,) et incubées dans un volume final de 5 ml, 3 h a 37°C. Des dilutions appropriées de la
culture ont été étalées sur boite contenant les antibiotiques de sélection afin d’obtenir des
colonies de transformants.

I11.2. Transformation d’E. coli

La souche E. coli TG1 a été transformée par électroporation (Gene pulser 1l Biorad, 2,5 kV,
200 Ohms, 25 uF) selon la méthode de Dower (Dower et al. 1988) et la souche E. coli BL21
(DEJ) par transformation chimique (CacCl,) selon les instructions du fabricant (Invitrogen).

IV. Construction plasmidique

En général, les constructions des plasmides ont suivi la procédure suivante : le fragment
d’ADN a 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 a
I’aide de I’ADN ligase T4 (New England, BioLabs®, Inc). Pour le premier clonage dans le
vecteur pTZ19R (Tableau 8), la sélection des clones ayant intégré 1’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 realisée 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 Principales caractéristiques Source ou référence

plasmides

Souches de bases

L. casei ATCC 334  Type sauvage, Bacille Gram (+), CIP 107868 Collection Institut Pasteur,

France

E. coli TG1 SupE hsdA5thi A(lac-proAB)F’ [tra D36 pro AB™ lac 19 lacZAM15] (Gibson 1984)

E. coli BL21 (DE3) F ompT hsdSB (rB'mB") gal dcm (DE3) Invitrogen

Vecteurs de base

pTZ19R Amp', AlacZ (Rokeach et al. 1988)

pET28a+ Kan', vecteur pour la surexpression des protéines avec fusion his-tag, Novagen
utilisant le promoteur du bactériophage T7

Plasmides

pET0219bis pPET28a+ avec le géne LSEI_0219 sous le promoteur T7 entre les sites ¢ Ce travail

restrictions Ncol et Xhol permettant de surproduire le RR0219 tagué par
histidines en C-terminal.
pET0220HAMP pPET28a+ avec une partie du géne LSEI_0220 (partie codant Ce travail
uniquement pour la partie cytosolique de la protéine) sous le
promoteur T7 entre les sites de restrictions Ncol et Xhol permettant de
surproduire la cHK0220 taguée par 6 histidines en C-terminal.

pTZ0219 pTZ19R contenant le gene LSEI_0219 ligué en extrémité franche Ce travail
gréace au site Smal.
pET0219N pET28a+ avec le gene LSEI_0219 sous le promoteur T7 entre les sites Ce travail

de restrictions Ndel et Xhol permettant de surproduire le RR0219
tagué par 6 histidines en N-terminal.

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 a 3220 x g pendant 5 min a
4°C puis les cellules ont été lavées deux fois dans un tampon (NaCl 150 mM, PMSF 1mM,
Tris-HCI 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 a 10% Pa pour E. coli et 2 passages & 2,5.10° Pa pour L.
casel.

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 a FastPrep
contenant des billes d’un diamétre moyen de 50 um (lysing matrix B, MPBIo). Les protocoles
de casse étaient les suivants : trois casses a puissance 5,5 pendant 15 s pour les extractions de
protéines d’E. coli et de trois casses a puissance 5,5 pendant 20 s pour les extractions de
protéines de L. casei. Les échantillons ont été mis pendant 1 min dans I’cau glacée entre les
trois passages.

V.1.4. Extraction des protéines de surface liées de maniére non covalente

Les protéines de surface liées de maniére 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
a 3220 g pendant 5 min a 10°C puis les cellules ont été lavées deux fois dans de 1’eau distillée
a 4°C. Le culot cellulaire est ensuite repris dans 2 ml de LiCl 5M et incubé a 37°C sous
agitation a 150 rpm pendant 1 h. Apres centrifugation a 10000 g a 10°C pendant 20 min, les
protéines du surnageant sont précipitées avec 4 ml d’acétone froid et incubées pendant 2 h a -
20°C. Les protéines ainsi précipitées sont récupérées par centrifugation (10000 g a 4°C
pendant 10 min). Le précipité est resuspendu dans 100 pl de tampon de charge (20 g.I™ de
SDS, 8% (v/v) de glycérol, 0,1 g.I"* de Bleu de Bromophénol, 5 mM de DTT, 62,5 mM de
tris-HCI) et chauffé 3 min a 100°C avant d’étre 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.I"* de SDS, 8% (v/v) de
glycerol, 0,1 g.I" de Bleu de Bromophenol, 5 mM de DTT, 62,5 mM de tris-HCI), chauffés 3
min & 100°C afin de dénaturer les protéines et déposés sur un gel d’acrylamide a 12,5% (m/v)
avec un marqueur de masse moléculaire (Bench Mark Ladder protein, Invitrogen). La
migration a été effectuée & 20 VV.cm™ dans un tampon de migration a 1 g.I" de SDS a I’aide du
systeme 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 a
du tampon de charge non dénaturant (8% (v/v) de glycérol, 0,1 g.I" de Bleu de Bromophenol,
62,5 mM de Tris-HCI) 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 I’oligomere protéique et
du point isoélectrique. Dans le cadre de 1’étude de la phosphorylation du RR0219, les extraits
protéiques ont été résolus dans un gel & 12% (m/v) d’acrylamide a pH 8,8.

V.3. Surexpression, purification et phosphorylation de protéines

V.3.1. Surexpression de protéines

Dans le cadre de cette these, les protéines cHK0220 et RR0219 ont été surexprimées par le
systéme d’expression du promoteur T7 du vecteur pET28a" (Biolabs). Ce vecteur posséde un
promoteur T7 inductible par I'IPTG (Isopropyl B-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 gene de la protéine a surexprimer a €té amplifi¢ par PCR a
I’aide d’amorces qui créent des sites de restriction afin de permettre la ligation entre les sites
Ncol et Xhol du plasmide pour avoir au final un His-tag en C-terminal et entre les sites Ndel
et Xhol 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 gene a été remplacé par le site de
restriction Xhol, ce qui a permis la création d’une fusion transcriptionnelle de 6 résidus
histidine a 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 gene a
été clonée, cette partie de géne ne codant que pour la partie cytosolique de la protéine, le
codon stop a aussi été remplacé par le site de restriction Xhol, ce qui a permis la création
d’une fusion transcriptionnelle de 6 résidus histidine a la région C-terminale de la protéine
(plasmide pET0220HAMP). Dans le cas de la surexpression du RR0219N avec un His-tag en
N-terminal, I’intégralité du gene a tout d’abord été sous-clonée dans le vecteur pTZ donnant
ainsi le plasmide PTZ0219, puis ’intégralité du géne 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 géne d’intérét sous le contréle du promoteur T7. Les plasmides
ainsi obtenus ont été transformés chez E. coli BL21 (DE3) qui possede le gene de la T7 ARN
polymeérase sous contrdle du promoteur inductible lacUV. L’ajout d’IPTG permet 1’expression
de la T7 ARN polymérase qui transcrit le géne 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 a une DOgoo 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-HCI, 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). Grace a I’affinité de cette matrice vis-
a-vis des résidus histidines (His-tag), RR0219 est retenue a la colonne. Une série de 3 lavages
permet de « décrocher » les protéines retenues de fagon non spécifique. L’¢lution de RR0219,
se fait par un compeétiteur des résidus histidines vis-a-vis de la colonne Ni-NTA, 1’imidazole
ajouté en gradient de 80 a 250 mM. La purification des protéines RR0219N et cHK0220 a été
réalisée de la méme facon a partir des souches recombinantes E. coli pET0219N et E. coli
pPET0220HAMP, respectivement. La qualité de la purification des protéines a été verifiée en
électrophorese sur gel SDS-PAGE a 12,5%. La concentration des protéines a été déterminée
par I’utilisation du kit de dosage de protéines Bio-Rad avec I’albumine de sérum bovin
comme standard.

V.3.3. Clivage du His-tag

Pour la cadre des EMSASs réalisés lors de cette these, 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 RR0O219N a été produite afin
d’étre str qu’il ne s’agissait pas d’un encombrement stérique de I’étiquette histidine au niveau
du domaine de fixation. La protéine RR0O219N 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’intérét. L’étiquette histidine a été clivée grace a 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 vérifie sur un gel SDS-PAGE a 12,5%.

V.3.4. Autophosphorylation et transfert de phosphate

Afin de verifier la fonctionnalité du systéme a deux composants étudié lors de cette these, la
phosphorylation de I’HK puis le transfert du phosphate de cette derniere vers son RR ont été
réalisés ainsi que 1’autophosphorylation du RR a partir d’une petite molécule donneuse de
phosphate.

Pour la réaction d’autophosphorylation, 6 pg de cHK0220 ont été incubés dans un volume
final de 20 pl de tampon de phosphorylation (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2,5 mM MnCl,, 5 mM
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MgCl,, 50 mM KCI) auquel a été ajouté 20 pCi of [y-*2P]- ATP (3000 Ci/mmol, Perkin
Elmer)) pendant 1, 5, 15, 30 et 60 min a 37°C. La réaction a été initialisée par I’ajout d’ATP
radioactif et stoppée par I’ajout de tampon de dépdt contenant du SDS. Pour la réaction de
transfert de phosphate, 10 g de RR0219 ont été ajoutés aprés 60 min d’autophosphorylation
de la cHK0220 et des aliquotes ont été récupérées apres 0, 15 et 60 min d’incubation a 37°C.
La réaction a été stoppée par 1’ajout de tampon de depdt 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 facons différentes. Pour la premiére méthode, du [*?P]
acetyl-phosphate a été préparé en incubant pendant 30 min a 37°C de I’acetate kinase (0,4
units, Sigma) dans 55 pl de tampon contenant 25 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 mM de MgCl,
et de 60 mM de potassium acetate ainsi que du [y-*P]- ATP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer).
Le [*?P]-acetyl phophate ainsi préparé a ensuite été incubé a 37°C, a différents temps, avec la
protéine RR0219 dans 40 pl dans le tampon de phosphorylation. La réaction a été arrétée par
ajout de tampon de dép6t contenant du SDS. Les échantillons ont été analysés sur gel SDS-
PAGE 12,5% puis révélés par autoradiographie. La seconde méthode a consisté a incuber a
37°C la protéine RR0219 (5 pg) ou RR0219N (5 pg) avec 60 mM de I’acétyl-phosphate dans
le tampon de phosphorylation a des temps différents et de suivre la phosphorylation sur un gel
natif a 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 a 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 a une région promotrice. Si une protéine se fixe de maniére spécifique a 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’ou I’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’aprés le protocole standard (voir la partie 11.2) a
I’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" Generation. La ddUTP-11-digoxigénine est liée &
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I’extrémité 3° de la sonde grace a une transférase terminale. Les différentes sondes utilisées
sont reportées dans la Figure 32.

La reaction de fixation a eu lieu a 30°C, pendant 20 min, dans le volume de 15 pL contenant
le tampon de fixation (Tris-HCI pH 7,5, 15 mM ; glycérol, 5% (v/v) ; EDTA, 0,2 mM ; KCI,
25 mM ; NaCl, 25 mM ; MgCly, 2,5 mM ; DTT, 2 mM ; BSA, 2,5 pg.ml™; ADN de sperme
de saumon, 2,5 pg.ml™), la sonde ADN marquée (~ 107 M), extrait protéique (concentration
variable précisée dans I’article 4) chauffé 10 min a 65°C. Le mélange est chargé sur un gel de
polyacrylamide 6%, la migration a été effectuée dans un tampon contenant 20 mM tris-HCI,
400 mM glycine, 1 mM EDTA, pH 7,8 a 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™
Generation.

Tableau 9 : Amorces utilisées pour synthétiser les différentes sondes.

Nom sonde Nom amorce Séquence 5'— 3' taille (pb)
F-189R-1 P0219F-189 GCTAAGGCTTTTGTCAATATGG 189
F-189R254 P0219R-1 CATCGCTGGCATTAACATTGC 443
F1R254 P0219F1 TGCATGGTTGAGGGTAAACT 254
P0219R254 CTTAGTAATTCGACGATTTC
PO219F-189 PO219F1
.......... 4 4 CETTTTTTTYS
LSEI_0218 - LSEI_0219
A N
P0219R-1 P0219R254
5 F-189R254 3’

F-189R-1

F1R254

Figure 32 : Localisation des différentes sondes utilisées pour réaliser les EMSAs.

Les génes ne sont pas représentés en intégralité.

VII. Autolyse induite au Triton X-100

Des cultures en phase exponentielle (DOgoonm de 0,8) ont eté centrifugees et lavées dans du
tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,0 puis resuspendues a une DOggonm de 1 dans le
méme tampon phosphate (contrdle) ou dans un tampon phosphate contenant du Triton X-100
a 0,05% (Cornett and Shockman 1978). Ces suspensions ont été incubées a 30°C pendant 24
h. L’autolyse a été déterminée par la diminution de la DOgoonm. Le pourcentage d’autolyse est
ensuite calculé en divisant le DOggonm mesurse Par rapport a la DOgoonm initiate-
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VIII. Mesure de la variation de la fluidité membranaire

La définition de la fluidité membranaire se réfere aux propriétés dynamiques des lipides dans
la bicouche membranaire et, par extension, a leurs mouvements moléculaires et desordonnes.
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 a maintenir une fluidité constante (Sinensky 1974).

Plusieurs sondes fluorescentes peuvent étre utilisées suivant leur localisation lors de
I’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 chaines 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 entieres, ce qui présente I’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’a une
absorbance a 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 a 37°C
grace a un systeme Peltier (Wavelength Electronics). La concentration de la sonde DPH
(Sigma) était de 2 pM.
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Figure 33 : Sondes fluorescentes permettant d’évaluer la fluidité membranaire.
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La bicouche est schématisée par deux couches phospholipidiques opposées, arrangées de maniére a ce que les tétes des
phospholipides (régions hydrophiles) soient en contact avec 1’eau et que les chaines d’acides gras (régions hydrophobes) se
fassent face. Différentes sondes peuvent étre 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 ’interface membrane-eau. Le laurdan est utilisé pour étudier la polarité membranaire. Le
DPH ou le pyréne, trés hydrophobes, sont couramment utilisées pour explorer la région des chaines d’hydrocarbone de la
membrane. D’aprés (Cao-Hoang et al. 2008).

L’anisotropie de fluorescence de la sonde est inversement proportionnelle a la fluidité
membranaire. Les intensités de lumiére polarisée paralleles et perpendiculaires au plan de
polarisation du faisceau d’excitation permettant la détermination de 1’anisotropie de
fluorescence ont été mesurées avec un spectrofluorimetre sous format T (Fluorolog-3, Jobin
Yvon). L’intensité de fluorescence de la sonde DPH a été mesurée a 431 nm pour une
excitation a 360 nm. L’anisotropie de fluorescence (r) est calculée selon 1’équation suivante
(Lakowicz and Thompson 1983) :

IVV - GIVH

" Iyy+ 2Glyy

Ivv et lyy représentent respectivement les intensités mesurées avec les polariseurs paralleles et
perpendiculaires au faisceau d’excitation vertical de lumiere polarisée. G est le facteur utilisé
pour corriger la polarisation de I’appareil, il est donné par le ratio des composantes verticale

sur horizontale de I’émission polarisée quand la lumicre d’excitation est polarisée dans la
direction horizontale.
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IX. Microscopie électronique a transmission (TEM)

(Travail réalisé en collaboration avec Jeannine Lherminier de la plateforme de microscopie de
I’INRA de Dijon)

La microscopie électronigue a transmission (TEM) a été utilisée au cours de cette thése afin
de déterminer 1’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 PATAgQ
(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 a 80 kV équipé d’une caméra CCD a 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 1’affinité des micro-organismes pour les solvants
polaires et apolaires, de tensions de surface connues permet d’évaluer les caractéres 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 a différents solvants ont été réalisés. Pour cela,
les bacteries ont été récupérées en phase stationnaire de croissance, lavées en tampon PBS pH
7,4 et la DO 00 nm de la suspension a été ajustée a 0,4 (Ao). Un volume de 3 ml de suspension
bactérienne a ensuite été ajouté a 1 ml de solvant (chloroforme, hexadécane ou acétate
d’éthyle) et mélangé au vortex pendant 3 minutes. Apres 15 minutes de repos afin de
permettre la séparation des phases aqueuse et organique, la DO g nm de la phase aqueuse est
mesurée (A1). Le pourcentage d’adhésion est ensuite calculé selon la formule :

Ao-A1)

% adhésion=100 x < A
0
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Le chloroforme est un solvant acide et accepteur d’électron, 1’hexadécane est un solvant
hydrophobe et enfin 1’acétate d’éthyle est un solvant basique et donneur d’électron (Bellon-
Fontaine et al. 1996).

X.2. Adhésion a la mucine

L’adhésion a la mucine a ¢té 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 polystyréne
(ThermoScientific, Nunc) ont été recouvertes de mucine d’estomac de porc type I 4 0,5 g.1™
(Sigma) une nuit a 4°C puis lavées 2 fois avec du PBS pH 7,4. La DOgoonm de culture de 16 h
en milieu Lactobacilli AOAC (Difco) a été ajustée a 1. 2 ml de chaque culture ont été mis en
contact avec la mucine dans les plaques 6 puits pendant 3h30 a 37°C. Les plaques ont ensuite
été lavees 2 fois avec du PBS pH 7,4 afin d’¢liminer 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 boite MRS pour L. casei et sur MRS Ery 5 pg.ml™ pour les
mutants aprés avoir réalisé une série de dilution. L’inoculum a aussi ét¢ dénombré sur boite
au bout du temps d’incubation en tube. Le pourcentage d’adhésion est ensuite calculé selon la
formule :
, . Nadhérées
% adhésion = 100 x (—)

Ninoculum

oU Nadherses COrrespond a la concentration dénombrée des bactéries ayant adhéré a la mucine
et Ninoculum @ la concentration dénombrée apres incubation des bactéries en tube.

X.3. Adhésion a une surface abiotique

L’adhésion a une surface abiotique a été testée afin de savoir si une différence existait entre la
souche de L. casei et les mutants sélectionnés. La DOgyonm de culture de 16 h en milieu
Lactobacilli AOAC (Difco) a été ajustée a 0,1 et 2 ml de chaque culture ont été mis en contact
avec des plaques 6 puits non traitées en polystyréne (ThermoScientific, Nunc) pendant 48 h a
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 boite MRS pour L. casei et sur
MRS Ery 5 pg.ml™ pour les mutants aprés avoir réalisé une série de dilutions. L’inoculum a
aussi €t¢ dénombré sur boite au bout du temps d’incubation. Le pourcentage d’adhésion est
ensuite calculé selon la méme formule que précédemment:
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.. Nadhérées
% adhésion = 100 x (—)

Ninoculum

oU Nadnerses Correspond a la concentration dénombrée aprés incubation des bactéries ayant
adheré a la surface abiotique et Ninocuum @ la concentration dénombrée apres 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 these, 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 & 70 mutants différents et contenant 5.10°
UFC a été injectée dans chaque anse. Apres 16 h de compétition in vivo, la totalité¢ de 1’anse
iléale est récupérée, homogénéisée, diluée puis étalée sur boite MRS Ery 5 pg.ml™ afin
d’obtenir, aprés 48 h d’incubation a 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 aprés séjour in vivo. Le ratio a par la suite été calculé
afin de déterminer la diminution de chaque mutant.

XI1.2. Compétition in vitro dans différents milieux

Afin de déterminer la sensibilit¢ des mutants sélectionnés par rapport a L. casei, des
compétitions dans différentes conditions stressantes ont été réalisées, avec un pourcentage
initial de mutant de 2% et aprés une incubation de 16 h a 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 & 3 g.I™),

- un milieu appauvri et supplémenté en lysozyme (MRS dilué au 1/20 dans du PBS et
supplémenté en lysozyme & 10 g.I™%),

- un milieu MRS supplémenté en pénicilline & 0,25 pg.ml™,

Les pourcentages du mutant par rapport a L. casei ont été determinés par dénombrement sur
boite et par la formule suivante :
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Nmutant )

% mutant = 100 x (N
L. casei

oU Nmutant COrrespond a la concentration dénombrée du mutant et N casei @ celle de L. casei.

Le ratio du % du mutant dans la condition testée par rapport a 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 1’opéron. Des plaques
96 puits contenant 10 pl d’antibiotique a différentes concentrations ont été inoculées avec 90
ul d’une suspension bactérienne a une DOgyonm de 0,01 dans du MRS. Aprés 24 h a 37°C, la
croissance bactérienne visible a été observée et la plus faible concentration d’antibiotique qui
a empécheé la croissance a été déterminée comme étant la CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice).

XIII. Analyse et traitement des données bioinformatiques

Les oligonucléotides ont été congus a I’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 a 1’aide des logiciels Blast, Basic Local
Alignement  Search  Tool  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) et  ClustalwW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). La séquence compléte 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/kega/) 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 these. Cette partie est présentée sous forme d’articles (acceptés ou en
préparation) précédés d’un résumé en frangais et certains points, moins aboutis, sont présentés
en francgais sous une forme condensée. Le plan, correspondant a la suite chronologique du
travail de recherche, est le suivant :

Mutagenese par transposition de L. casei et identification des sites d’insertion du
transposon
| .1. Mutagenese par transposition de L. casei
Article 1. Development of an efficient in vivo system (Pjunc-TpaselSizps) 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
Identification des génes impliqués lors de 1’établissement de L. casei dans
I’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

Caractérisation fonctionnelle de 1’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 |G, Sansonetti PJ, Cavin J-
F and Licandro-Seraut H. (En préparation)
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I. Mutageneése par transposition de L. casei et identification des sites
d’insertion du transposon

I.1. Mutagenese par transposition de L. casei

Ce premier article est le fruit d’une collaboration avec 1’unité Micalis de I’INRA de Jouy-en-
Josas. La mutagenése de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a été réalisée par leur
équipe alors que celle de L. casei a été réalisée par la nétre. Ce travail a été réalisé en majeure
partie avant le début de ma thése, j’ai pu y apporter ma contribution lors du stage de master
Recherche effectué au sein de 1’équipe.

Principaux résultats de ’article 1.

L. casei est une bactérie Gram positif difficile a transformer ; en effet, cette bactérie a un taux
de transformation qui est assez faible (10® transformants par g, 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-apres, présente un systéme de
mutagenese par transposition efficace pour L. casei. Ce systéme consiste en I’utilisation de
deux vecteurs fonctionnant en trans. Le premier vecteur, le pV1129, est thermosensible et
comporte un gene codant pour la transposase 1S1223 de Lactobacillus johnsonii, et le second
vecteur, le pVI110, est suicide et possede les deux séquences inversées répétees (Pjunc)
correspondant au substrat de la transposase.

Ces deux vecteurs ont été consécutivement transformés chez L. casei. Les transformants
possédant le pVI1129, nommés LCpVI1129 ont été criblés quant a leur capacité a résister au
chloramphénicol (le pVI129 posséde le gene de résistance au chloramphénicol). Ces
transformants ont a leur tour été transformés avec le vecteur pVI1110 et criblés quant a leur
capacité a résister a 1’érythromycine. Le taux de transformation du LCpV1129 atteint alors
entre 2,5 et 7,5.10° par pg de pVI110. Le pV1129 va permettre, grace a la reconnaissance par
la transposase des séquences cibles, I’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 pV1129, limitant ainsi 1’instabilité
des mutants.

Une analyse de I’insertion du pVI110 sur le génome de L. casei des mutants a ensuite été
réalisée afin de déterminer le caractére aléatoire et singulier de la transposition ; pour cela,
I’hybridation « Southern » entre I’ADN de mutant digéré par HindIII et une sonde spécifique
du pVI110 a été testée. Il s’avere que ’intégration s’est faite dans un locus unique excepté
pour 2 sur 12 mutants testés. Le séquencage de la région d’insertion a ensuite été réalis¢ sur
20 mutants et il s’avére 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 a 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 caractére
suffisamment aléatoire de la mutagenese par transposition pour créer une banque de mutants
saturée.

Le systeme de mutagenéese 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 systeme peut étre utilisé sur d’autres bactéries Gram positif et en
particulier sur les bactéries lactiques.
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The random transposon mutagenesis system P;,, -TpaselS,,,; is composed of plasmids pV1129, expressing IS1223 transposase,
and pVI110, a suicide transposon plasmid carrying the P;,,,. sequence, the substrate of the 151223 transposase. This system is
particularly efficient in Lactobacillus casei, as more than 10,000 stable, random mutants were routinely obtained via

electroporation.

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used in food fermenta-
tions, as well as for their probiotic properties. Lactobacilli del-
brueckii subsp. bulgaricus and Lactobacillus casei have been shown
to provide beneficial effects to the immune system (29, 35). How-
ever, due to the lack of reliable tools such as a random mutagenesis
system to perform global reverse genetics, the overall mechanisms
underlying their probiotic effects are poorly understood.

Neither the Gram-positive transposition systems based on
transposon delivery by a suicide or a thermosensitive vector (19,
27, 34, 36) nor in vitro transposon mutagenesis using Tn5-based
transposons (17) is adapted to all species of LAB, due to low trans-
formation efficiencies or unwanted stability of the transposon de-
livery vector (23).

IS3 sequences are surrounded by imperfect inverted repeats
(IR). They carry two consecutive and partially overlapping open
reading frames, orfA and orfB, which encode a transposase. 1S3
sequences undergo a “cut-and-paste” transposition mechanism
that occurs by generating a covalently closed circular transposi-
tion intermediate, which promotes transposase induction result-
ing from the generation of a strong promoter named P;,,.. The
P .nc promoter corresponds to abutted IRR (inverted repeat right)
and IRL (inverted repeat left) sequences as a result of insertion
sequence circularization and constitutes an efficient transposition
substrate (13, 14). Here, we report the construction of a novel in
trans transposition procedure, named the P, -TpaselS,,,; sys-
tem and dedicated to in vivo random mutagenesis in LAB, and its
application for random mutagenesis in L. casei. It is based on
151223, a member of the 1S3 family from Lactobacillus johnsonii
(39) that transposes efficiently in Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (31, 39). This system is composed of two plasmids:
pVI129, carrying the 1S1223 transposase gene, and pVI110, a sui-
cide transposon plasmid carrying the Py, .. sequence, the substrate
of the IS1223 transposase. '

Construction of the P, -TpaselS,,,; system and validation
in Escherichia coli. Plasmid pVI116 was constructed as described
in Fig. 1 and its legend to provide the transposase of 151223 ex-
pressed under the control of the L. delbrueckii subsp. bulgaricus
P promoter (9). Plasmid pVI115 was constructed from pVI162
(see Table 1 for details of construction) to provide the transposi-
tion substrate corresponding to an abutted IRR-IRL junction of
151223 separated by 3 base pairs, named P;,,,,. (Fig. 1A). It repli-
cates only in the TG1 RepA strain of Escherichia coli (18). Plasmid
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pVIL16 (Py4-Tpasess;»;) and the control plasmids, pGB2 and
pVI113 (Tpases;..3), were electroporated into E. coli TG1 as pre-
viously described (12). The resulting strains were electroporated
with identical amounts (100 ng) of pVI115, as a nonreplicative
source of the P, or pVI119 (Table 1), asa P, -less nonrepli-
cative control, and pGEMT, as a replicative plasmid. Cells were
directly plated on LB agar plates supplemented with chloram-
phenicol (10 pg/ml) or ampicillin (50 pg/ml). Plates were incu-
bated for 20 h at 37°C, and colonies were counted to score for
integration or transformation. Since pVI115 cannot replicate in
these E. coli strains, the resulting Cm" transformants were consid-
ered pVI115 chromosomal integrants. The integration efficiency
obtained with pVI115 in the absence of Tpase,;,,; was very low
(~10"*) compared to that of the strain carrying a Tpase g5
without a cloned promoter (~10" °), as well as that obtained with
Tpaseys, ..; fused to the Py, promoter (up to 10~ ). Inall strains,
the integration efficiency of pVI119 was very close to the back-
ground level observed in the absence of identified promoter (10™#
to 1077). These results clearly show that Tpase,..; triggers
pVIL15 integration using the P, substrate in trans and that the
P4 promoter drastically enhances the expression of Tpase;s;,.;
in E. coli. The transposon as developed in this work mimics the
double-strand DNA intermediate and integrates as a nonreplica-
tive element in the target sequence (Fig. 1C). The target sites of 19
integrants were determined by direct sequencing of genomic DNA
(GATC Biotech) using the primer OLB215 (Table 2), which tar-
gets one transposon extremity (Fig. 1C). Fourteen insertions had
occurred in different putative open reading frames; three were
located in noncoding regions and two in repetitive extragenic pal-
indromic (REP) sequences (data not shown). To confirm ran-
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FIG 1 Diagram of plasmid construction. (A) Construction of the suicide transposon vector pVI110. (B) Construction of the transposase 151223 (orfl-orf2)-
delivering vector pVII129. orf1-orf2 are expressed under the promoter of the L. delbrueckii subsp. bulgaricus hbIA gene (Py,, ). The characteristics of each plasmid
areindicated in Table 1. The genes bla, aadA, cat,and ermB encode resistance to ampicillin, spectinomycin, chloramphenicol, and erythromycin, respectively. (C)
Map of integration of pVI110 into genomic DNA by the action of Tpase 151223 on P;,,,., with indication of primers OLB221 and OLB215 (Table 2) used for
sequencing. XXX corresponds to the 3 to 4 base pairs duplicated during integration of pVI110 in the genomic target. Plasmids are not drawn to scale.

domness of integration and saturation of the chromosome by
pVI115, a pVI115-mutagenized Lac-positive (Lac™) E. coli strain
culture was diluted and spread onto LB medium with X-Gal (5-bro-
mo-4-chloro-3-indolyl-B-p-galactopyranoside) to screen Lac-nega-
tive (Lac ) mutants. Of the 10 Lac™ clones analyzed, none was
redundant, strongly supporting the randomness of integration
and saturation of the E. coli chromosome by pVI115. Altogether,
these results validated the fact that Tpaseg,,; is active in E. coli
and efficiently recognizes P, as a substrate leading to random
transposition.

5418 aem.asm.org

Pjunc-TpaselS ,,; in vive transposon mutagenesis in L. del-
brueckii subsp. bulgaricus and in L. casei. The highly efficient
Py TPase;s; 23 transposition system was adapted to LAB, namely,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. casei. Pyy,-Tpaseys; o5 was
cloned in the E. coli-Gram-positive bacterium shuttle vector,
pVI11056, to give pV1129 (Fig. 1B and Table 1), a plasmid provid-
ing the Tpaseg; .5 Plasmid pVI129 possesses the pIP501 replica-
tion origin, which is thermosensitive in several Gram-positive
bacteria (4, 15, 21, 26, 30), including L. delbrueckii subsp. bulgari-

cus (31). This property allows the efficient elimination of the
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TABLE 1 Bacterial strains and plasmids

Résultats

Lactobacillus casei Random Mutagenesis

bulgaricus, obtained by ligation of the Xholl fragment (extremities filled in with the Klenow fragment)
containing the Cm resistance (cat-86) cassette fragment of pGKV259 and the Ecod7111-Xbal (extremity
filled in with the Klenow fragment) of pV11052

Reference or
Strain or plasmid Relevant markers, phenotypes, characteristics, and construction source
Strains
E. coli
TGl supE hsdA5 thi A(lac-proAB) F' [traD36 proAB™ lacl" lacZAM135] 16
TGlrepA TG1 derivative with repA gene integrated into the chromosome 18
TGlpGB2 TG plus pGB2 This work
TG1pVIl16 TG1 plus pVII116 This work
TG1pVIl13 TG plus pVIIL3 This work
L. delbrueckii subsp. bulgaricus
VI ATCC 11842 type strain 32
LBpVI129 VI104 carrying pVI1129 This work
LBpVI1056 V1104 carrying pV11056 This work
L. casei
LC334 ATCC 334 type strain Collection Institut
Pasteur, France
LCpVI1129 L. casei ATCC 334 carrying pv1129 This work
LCpVI11056 L. casei ATCC 334 carrying pV11056 This work
Plasmids
For construction of pVIl1153and pVIl16
and experiments with E. coli
pBluescriptSK™ Ap’, pBR3220ri 1
pBSHU Ap", pBluescriptSK ™ containing 317 bp of L. delbrueckii subsp. bulgaricus hibA promoter region 9
pGB2 Sp*, pSCI010ri 10
pGEM-T Ap‘, pBR322o0ri, flor, linear T-overhang vector Promega
plIM2242 Erm', pWV0lori 18
pvi42 Ap", pBluescriptSK ™ 151223 cloned at Clal and EcoRI sites 31
pVle2 pV142 with abutted P,,,,,.. generated by doning the two complementary oligonucleotides OLB187 and This work
OLB188 between the Clal site treated with exonuclease VII and the Xhol site of pV142
pvIll05 Ap", pPGEM-T with a 136-bp sequence containing P, amplified with OLB131 and OLB203 primers using This work
pVI62 as a template
pvI1107 Cm", pGEM-T containing the cat gene from pACYC184 This work
pVI1108 Em", plIM2242 containing the P;,,,,. SpHI-Pstl fragment (185 bp) of pVI105 This work
pvllll Ap", pGEM-T containing 151223A1R This work
pVvIll13 Sp", pGB2 containing 1S1223A1R This work
pVvIll5 Cm', pWVOloriArepA, Py, obtained by ligation of the SpHI-EcoRII (extremity filled in with the Klenow This work
fragment) P, -containing fragment of pVI108 and the SpHI-Hincll fragment (carrying the cat gene
from pACYC184) of pVI107
pvllle Sp”, pGB2 containing Py, ,-151223AIR This work
pVvill9 Cm", pVII15AP,,,.., obtained by self-ligating pV1115 digested with HinclI-Schl This work
pVI138 Em", E. coli-L. delbrueckii subsp. bulgaricus shuttle vector This work
For construction of pVI110and pVI1129
and experiments with lactobacilli
pGB3631 Em", pIP501 derivative 6
pGKV259 Cm’, Gram ~/Gram * shuttle vector 38
pIP501 Em", Gram ™ /Gram* shuttle vector, containing the replication origins from pBluescriptSK™ for Gram ™~ and 22
from pIP501 for Gram*, including the copy number-controlling copR gene
pPMUTINZ Ap" Em’, pBR3220ri 37
pUCI3I8 Ap', pBR3220ri 24
pvI70 Em", pUCI1318 containing the ermB gene from pMUTIN2 This work
pVvIl10 Em", pBR3220ri, P,,,,,. This work
pvlI29 Ap' Cm’, pVI1056 containing Py, ,-151223A1R This work
pvI137 Em", pBR3220ri This work
pVvI1052 Ap" Em’, pBR3220ri, pIP5010ri, obtained by ligation of pGB3631 and pBluescriptSK at EcoRI-BamHI sites This work
pVvl056 Ap" Cm’", pBR322ori, pIP5010ri, cop *, low-copy-number replicative plasmid in L. delbrueckii subsp. This work

transposase-expressing plasmid so as to avoid further transposi-
tion events. The Pj,,, sequence was combined with the erythro-
mycin resistance cassette ermB to generate pVI110 (Fig. 1A), the
suicide transposon plasmid.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus V1104 and L. casei LC334 cells
were first transformed with pVI129 as previously described (2,
32), and the resulting strains, LBpV1129 and LCpVI1129, respec-
tively, were then electroporated with 4 pg of pVI110, an optimal
amount determined by preliminary assays with differentamounts
of plasmid DNA (data not shown). The cells were directly plated
on MRS agar plates supplemented with erythromycin (5 p.g/ml),
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and the plates were incubated for 2 days at 42°C or 37°C for V1104
and LC334 strains, respectively, under static anaerobic growth
conditions. The Em" colonies obtained after transformation with
suicide transposon pVI110 were considered genomic (chromo-
some or indigenous plasmid) integrants. The transposition effi-
ciency was determined by the number of Em" colonies obtained
tor 50 pl of electrocompetent cells with 1 pg of pVI110 plasmid.
With LBpVI129, the number of integrants was estimated between
300and 1,500 for ~2 X 10% viable cells, while with LCpVI129, this
number reached between 2,500 and 7,500 for ~ 10 viable cells in
more than 10 independent experiments. These results demon-
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TABLE 2 Primers

Résultats

Primer use and name Sequence (5" to 3")” Target

Plasmid construction
ERYF GTTGATAGTGCAGTATCTTA ermC
ERYR CTTGCTCATAAGTAACGGTAC ermC
IRLL-P;,,, GATCTTTATGTCTAACAATTATGAGGC pVi6e2
IRLR-P},,,, AAGTGCCTCATAATTGTTAGACATAAAACGACTCCTGTAAAATACAG pVie2
Ml3rev AACAGCTATGACCATG pVie2
OLB93 AATGTAGGAAAGAAAGCACC pVie2
OLB131 ACGACTCCTGTAAAATACAG M13-OLB93 amplicon
OLB187 TCGAATGTCTAACTTTTCTATGGCACTTC Complementary to OLB188
OLB188 GAAGTGCCATAGAAAAGTTAGACAT Complementary to OLB187
OLB203 AAAATACCTCATAATTATTAGATTTTATGTCTAACAATTATGAGGCAC M13-OLB93 amplicon
OLB204 AAATCTGCAGTTATGAGGTATTTTTTTATGACC 151223
OLB205 ACATTTCTCGAGTTTTAAAGATTTGATAATACACG 181223

pVI110 target sequencing
OLB215 ATGGCCGCGGGATTACGACTCC pvIll0
OLB221 AGCTATGCATCCAACGCGTTGGG pVIL10

Plasmid copy no. in L. casei
LSEI0004F ACCACCACAAGTTTGGAAGG LSEI_0004
LSEI0004R TCACGCTCTTGCTAATGTCC LSEI_0004
LSEI0145F CGAAACCGAGGACTTGTTG LSEI_0145
LSEI0145R AATGTGCGGGCTGAGAAC LSEI_0145
LSEIA04F ACTGGCACCAACGGATAGTC LSEA_04 (pLSEIA)
LSEIA04R GATGGCATTGAGACGACAGA LSEA_04 (pLSEIA)
LSEIA13F TTTGTTCGCTATCGGTTTCC LSEIA_13 (pLSEIA)
LSEIA13R AGTGGTTGATCGCACGACTA LSEIA_13 (pLSEIA)

“ Underlined bases indicate Pstl restriction sites.

strate that P, -TpaselS, ,,; is functional and efficient in the two
species. Negative controls were made using two other combi-
nations of plasmids introduced successively: (i) pVI1056, as a
Tpaseys;,,;-nonexpressing vector, and pVI110 and (ii) pVI129
and pVI137,a P, -less plasmid. For the two strains, less than 10

Em" colonies were obtained using these plasmid combinations.

L. bulgaricus

These last data show that the P;,,,, . is not the substrate of a genomic
indigenous putative transposase produced by L. delbrueckii subsp.
bulgaricus or L. casei and that P, is strictly required for pv1110
integration in these two species.
Preliminary results (data not shown) revealed that the growth

of L. casei was seriously affected at temperatures above 40°C, mak-

L. casei

kbp R 1 2 3 45 6 7 8 910 11

12345678 9 ()1011 12

I samans
A
% |
H
)

FIG 2 Diversity of pVI110 integration in L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. casei.

Southern analysis of 11 L. delbrueckii subsp. bulgaricus integrants’ DNA restricted

by NogMIV and 12 L. casei integrants’ DNA restricted by HindIII with a **P-labeled pV1110-ermB probe. R, Raoul molecular weight marker; (—), no DNA sample.
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Résultats

Lactobacillus casei Random Mutagenesis

TABLE 3 Identification of target in independent L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. casei pVI110 integrants

Locus of pVI110 insertion®

Species and

integrant” pVI110 insertion site sequence®

L. delbrueckii subsp.

bulgaricus

Lbl TTTCTTGGAATTAAAGCGCATAGTTAJAATCACTTCTTTCTTTTTCTTCTTTTCTT
Lb2 TAAAAAAGTCTCGCTGAAAAGCGGGA|CTTTTTTGCGCCTTTGACGTGATTTTACA
Lb3 AGATCATTCTTCAAAAAGAGCTCCCG|GAATCCGGGAGCTCTTITGCTTTAGTTAA
Lb4 AAAACAATACGAAGCAAAAGCAAGAA|GAAAAAGCATGTTTGAAAAAACATGCTTT
Lb5 TGAGACCTATGTAAGAAGCTCAGGTC|CACAGGACCGAGCTTCTTITTGTGCTTTTA
Lbé CATAAGCAACAAAAAAGCAGTCATTC|CATCGATGACTGCTTTTCTGCTGCTGTGT
Lb7 CGATAAAAAAGAAGGTCAGCGCGGCA[AAMMAGCGCTGGCCTTTTTAAATTAGATTT
Lb8 CAGAATTTAGAGCAAAGTAAAAGCCG|CTTTTCAGCGGCTTTTATTTTTTTCTTGT
Lb9 GATGACAAAAACAGGCTGAGGCCTAT|TTTTATTTTGCCTTTTTTCTTCTTTTTTT
Lb10 CAAATAGCAAAGAAAAAACTAGCTGAJAAAATCAGCTAGTTTTTTCTTTTTCCCGT
Lb11 ACAAAGCTTTAAAAAGCGCTACAGGA|CAACTTGCAGCGCTTTTTAGTTTTGTAAT
Lb12 AAGCCGCCAACTACGGAATCTTGGAC|CTTGCCAAAAGCCCCGGTTACTTITTCCG
Lb13 ATGTAGAAAAGAAAACGAAGCTGCTCIAAAGTGAGTAGCTTCGTTTTTTGCTATTA
Lb14 TGTAACCTAAACTAATCCTTTTGGCAATTTTCCTGGGCTTTTTTTGCTAATTTTT
Lb15 ACAAAAATCTTGCTTAACTAATTGCA|TTATATAACGGCTTTTTTGAATTTTGTTA
Lbl6 ATACAAGGAAAAAAAGAGCTCCAGAA|CTTGCTAAACGCTTCTGAAGCTCTTTCTT
Lb17 AATCAAACGAAAAAGCTTCAGTAAAG|CAATACTGAAGCTTTTTTCATTGCTATTA
Lb18 TAGCAATGAAAAAAGCTTCAGTATTG|CTTTACTGAAGCTTTTTCGTTTGATTCTA
Lb19 ATACAAGGAAAAAAAGAGCTCCAGA|ACTTGCTAAACGCTTCTGAAGCTCTTTCTT
Lb20 AAGAAAGAGCTTCAGAAGCGTTTAG|CAAGTTCTGGAGCTCTTTTTTTCCTTGTAT

L. casei
Lel CGCTGGCGGATTATGTGACACCGGAAA|ATGACTGGGAGCCGCTCAATTTTTCAG
Le2 AAAAAAGCTCACGTTTTGCGACGTGAG|CTTTTTTGGTGCCGTCAGAACAAGTTA
L3 AGTGAAGCTCCAGACCGTGAATTACAC|AACGGTGAAAAAACCATCAACGGTTCT
Lc4 GTCACCGATGACAGCGCCAAGCTTTTC|CGCGATTTGCCAAAAGATCAAACCGTC
Les TACACTGATGTTGAGAGATCAACATCA|GTGTACAGCTCTTTTATTTTGGGCCTA
Lc6 TTTTTGGTTAAGGGCTTTTAATTTAGC|TTGTTTTTCTAAGTTACTTTGCGACAT
Le7 CTTTGTGCTTATGCTGGGGATTGGAAT|TCTTAGACTGTTTTTTTCGTTTTTTAC
L8 TAAAAAGTGGCCCCGCGTAAATACTGC|AACGAGGCCACTTTTTATATTTATGGG
Lc9 ACTCAGGTGATTTCACATAGCTCCATG|TTGCCTGAGAGCCTTTTAATTTAGGCA
Lclo TGACCGGCAGGGTCATTGTCGGAGCCA|ACATAAATAGTGGCTGGCAATTGCCCT
Lell ATTCAAAAAAAGTTAAAAGACTTTGCT|AAACACAATCCAGAAATTAAGGCAAAA
Lel2 TGGCCCTGCGTAATTTGACTTGAAACA|ACTGTTGGAAAGTTCTTTAATTTTTCT
Lcl3 GTTGGCAGTCAGCAAGTCGCTTTAAAA|GCAGTCACCAATCAGAAAGACTATGAT
Lcl4 GACGAAAAAACAAAGAAGGTATCAGCC|TAAACGCCGGTACCTTCTTTATTATCT
Lcls ATCAAAGATACTAAACAGCTTCTTAAGIAGATTTTAGACAGCTTCTAAACACCAT
Lcle TTCTTGCTCAACAAAAAAACCACCACGIAGGGTGGAAAAGTTTGGGGGAACTTTT
Lel7 TTCAGGTGCAGCAAAAACAGTTTACCG|ATACGCAACTCGAAACTGCTACGAGTT
Lcl8 CTGAACTCTTTGGCCTTGGAAAATCAG|ATAGGTAGTTTTGACGTTCTATTTCCT
Lcl19 CCATAAGGAACACATGCACAATGCCCA|AAAAAGACCATTGCATTTGTGCGCCGA
Lc20 CGCGTTACTAAAAAGAAGCTATATCTG|ATGCACAGCATTCTGCTGGGCGCGATA

IGR Ldb2182/Ldb2183
IGR Ldb1406/Ldb1407
Ldb0913

IGR Ldb0494/1db0501

IGR Ldb2110/Lbd2112
IGR Ldb0218/Ldb0219
IGR Ldb2015/Ldb2020
IGR Ldb1491/Ldb1492
IGR Ldb1733/Ldb1734
IGR Ldb0968/Ldb0968
IGR Ldb0164/Ldb0165
Ldb2064

IGR Ldb2034/Ldb2036
Ldb1636

IGR Ldb2086/Ldb2087
IGR Ldb2086/Ldb2087
IGR Ldb2090/Ldb2091
IGR Ldb2090/Ldb2091
IGR Ldb2086/Ldb2087
IGR Ldb2086/Ldb2087

LSEI_1278
IGR LSEI_1440/LSEI_1441
LSEI_1892
LSEI_1979

IGR LSEI_2050/LSEI_2051
IGR LSEI_A13/LSEI_A14
LSEI_0106

IGR LSEI_2579/LSEI_2580
LSEI_0797

LSEI_0548

IGR LSEI_A13/LSEI_A14
LSEI_0374

LSEI_2769

IGR LSEI_0637/LSEI_0638
IGR LSE1_0343/LSEI_0344
IGR LSEI_2568/LSEI_2569
LSEI_2855

LSEI_1966

IGR LSEI_1566/1567

IGR LSEI_2333/LSEI_2334

“Lb and Lc indicate L. defbrueckii subsp. bulgaricus and L casei, respectively, in integrant designations.

" Inverted repeat sequences are underlined, and vertical bars are pV1110 insertion sites.
“IGR, intergenic region.

ing the elimination of pVI129 at a high temperature undesirable.
The segregational stability of pV1129 in L. casei at 37°C was esti-
mated at 86% per generation as described by Heap et al. (20).
Thus, the inherent pVI129 instability and the resulting loss of
Tpaseyg;,,; in L. casei mutants considerably limit the risk of
genomic instability of the mutants.

Analysis of pVI110 integration in L. delbrueckii subsp. bul-
garicus and L. casei. pVI110 insertion mutants of L. delbrueckii
subsp. bulgaricus and L. casei were randomly selected. Mutant
genomic DNA digested by NgoMIV for L. delbrueckii subsp. bul-
garicus and by HindlII for L. casei was analyzed by Southern hy-
bridization with a pVI110-specific probe generated by PCR am-
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plification with primers ERYF and ERYR (Table 2). Plasmid
pVIL10 integrated in a single locus in each mutant, except for
mutant 2 of L. casei, which presented two bands of different inten-
sity, suggesting two distinct mutants in the sample (Fig. 2). Over-
all, the diversity of fragment sizes among the tested clones indi-
cated that pVI110 had inserted randomly into both the L.
delbrueckii subsp. bulgaricus and L. casei genomes. L. casei strain
LC334 carries pLSEIA (GenBank accession number NC_008502.1),a
29-kbp indigenous plasmid. Since indigenous plasmids are often
targets of preferential insertion, leading to a reduction in effi-
ciency of random transposon mutagenesis in chromosomal tar-
gets (28), we determined the plasmid copy number (PCN) of
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pLSEIA by quantitative PCR (qPCR). Real-time PCRs were per-
formed as previously described (25) from whole DNA of L. casei
with primer pairs LSEI0004F-LSEIO004R and LSEIO145F-
LSEI0145R (for the chromosome) and LSEIA04F-1LSEIA04R and
LSEIA13F-LSEIA13R (for pLSEIA) (Table 2). The PCN was deter-
mined using the following equation: PCN = (Ec)“™/( Ep)“', con-
sidering different amplification efficiencies [E = 10 "'%"®] and
cycle threshold (C;) values for the two amplicons (chromosome,
¢, and plasmid, p) (33). The PCN of pLSEIA was estimated at 2.8 =
1.4 (mean * standard deviation) plasmid copies per chromosome
(from 3 independent DNA extracts). Taking into account the re-
spective sizes of pLSEIA (29 kbp) and the L. casei chromosome
(2.9 Mbp), the theoretical percentage of pVI110 nonpreferential
integration in pLSEIA should be between 1 and 5%.

To confirm the diversity of mutants and to identify the nature
of the target sequences of the pVI110 transposon, the randomly
selected mutants were identified by genomic DNA sequencing
with primers OLB215 and OLB221 (Table 2), which target the
transposon sequence extremities (Fig. 1C and Table 3). In regard
to L. delbrueckii subsp. bulgaricus, more than 80% (n = 17) of
sequenced targets were located in intergenic regions (IGR). Al-
though four mutants were obtained in the IGRLdb2086/Ldb2087,
the target sequences of the pVI110 insertions were different, sug-
gesting that this region is most likely not a hot spot of integration.
Noticeably, target sites are surrounded by inverted repeats pre-
dicted to form hairpins with AG < —9 Kcal (calculated with Oligo
Analyser freeware). Alignment of pVI110 target sequences re-
vealed a preferential insertion in A/T-rich regions, as seen for
other mobile elements, like Tn1545 in Clostridium and Listeria (5,
8), and several insertion sequences (11, 28). The nucleotide se-
quences of pVI110-target junctions in L. delbrueckii subsp. bulga-
ricus also revealed a 3-bp (occasionally 4-bp) duplication gener-
ated upon integration. Analysis of the target sequences suggests
that triplets C/A A/T T/A may be preferential target sites for
pVIL10 in L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Of the 20 random
pVIL10 transposon targets sequenced for L. casei (Table 3), 50%
(n = 10) were located in intergenic regions, while the L. casei
genome contains about 20% noncoding regions (7). Ten percent
(n = 2) of mutants correspond to two different integration sites of
pVI110 in pLSEIA, which represents only twice the maximal the-
oretical rate. This result reveals that pLSEIA is not a significant
preferential host for pVI110 integration, indicating that the pres-
ence of the pLSEIA plasmid in LC334 is not an obstacle to obtain-
ing saturated mutagenesis libraries. In contrast to the results for L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, only 20% of the L. casei target sites
were located in inverted repeats predicted to form hairpins. More-
over, no preferential insertion in A/T-rich regions was observed.
Despite the general, presumed random insertion of most trans-
posons, many of them show a target preference (for reviews, see
references 11 and 28). This targeting could in fact be a result of
selective means to avoid affecting host fitness and, consequently,
to promote transposon dissemination. Since L. delbrueckii subsp.
bulgaricus is closely related to L. johnsonii, the original host of
151223 (39), 151223 is likely to preferentially target noncoding
sequences to preserve its host genome. Interestingly, this bias is
reduced in L. casei, which is phylogenetically more distant from L.
johnsonii (3, 40), and is reduced even further in E. coli, suggesting
that insertion sequences may display a more random integration
in phylogenetically distant bacteria.

In conclusion, this work describes the use of an IS3-like trans-
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position mechanism to engineer a novel transposition system
based on the P, -TpaselS, ,,, two-plasmid system for Gram-pos-
itive bacteria. Our results demonstrate that this system is func-
tional in L. delbrueckii subsp. bulgaricus and L. casei and produces
a high rate of stable integrants (at least 10,000 mutants per trans-
formation for L. casei) despite the relatively poor transformation
rate of lactobacilli. This system presents the advantage of promot-

ing transposition of a suicide plasmid which contains Pj,

(pVI110) provided in trans with a helper plasmid (pV1129) sup-
plying TpaselS,..;. Thanks to this design, no sibling clones from
early transposition events (31) can appear, and as pVI110 is stably
produced in E. coli, it can be easily manipulated by inserting a
reporter gene or used for signature-tagged mutagenesis. In view of
the efficient transposition activity observed in the species tested
(e.g., Bacillus subtilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum,
and Enterococcus ﬁ:emh’s; unpublished results), this transposition
system may have a broad application in Gram-positive bacteria,
particularly in LAB.
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I1.2. Identification des sites d’insertion du transposon des mutants de L. casei

La mutagenése par transposition présentée dans 1’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 ’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 1’extraction d’ADN des mutants et ne peuvent
étre directement réalisées sur colonies pour une bactérie difficile a 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 a présent d’identifier I’ensemble des sites
d’insertions (HITS et TraDIS) d’une banque de mutant cependant il est ensuite fastidieux de
récupérer un mutant défini.

La mutagenése ciblée est difficile a réaliser chez L. casei ATCC 334 probablement a cause de
la présence de son plasmide, créant ainsi des incompatibilités avec d’autres plasmides
exogenes. L’identification individuelle des mutants obtenus par mutagenése par transposition
permet d’avoir a portée de main, un large panel de mutants qui peuvent étre utilisés et criblés
pour différentes applications et recherches.

Principaux résultats de ’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 a 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 a
un tampon de lyse auquel a été ajouté du Triton X-100 (le triton permet d’induire 1’autolyse
de la bactérie, voir résultats obtenus dans 1’article 4), les temps d’incubations ont été
augmentés afin d’obtenir une lyse compléte de la bactérie. Puis, le volume d’éthanol
permettant de précipiter I’ADN a été augmenté pour diminuer la viscosité de la solution avant
le passage sur colonne de silice. La procédure de séquengage a, elle aussi, été modifiée afin de
réaliser le sequencage directement sur I’ADN total. La bétaine a été ajoutée au mix de
séquengage composé de 1’amorce spécifique du transposon et de ’ADN pour réduire les
structures secondaires de I’ADN. Le nombre de cycle de réaction de séquencage a été
augmenté pour avoir un signal plus important. Apres réaction de séquencage, les produits sont
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purifiés en utilisant le kit BigDye Xterminator purification (Applied Biosystems) au lieu de la
précipitation a 1’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 étre 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 I’article
présenté en Annexe auquel, j’ai pu participer lors de mon travail de thése.
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Random transposon mutagenesis followed by adequate screening methods is an unavoidable procedure to
characterize genetics of bacterial adaptation to environmental changes. We have recently constructed a mutant
library of Lactobacillus casei and we aimed to fully annotate it. However, we have observed that, for L. casei
which is a difficult to lyse bacterium, methods used to identify the transposon insertion site in a few mutants
(transposon rescue by restriction and recircularization or PCR-based methods) were not transposable for a larger
number because they are too time-consuming and sometimes not reliable. Here, we describe a method for large-
scale and reliable identification of transposon insertion sites in a L casei mutant library of 9250 mutants. DNA
extraction procedure based on silica membranes in 96-column format was optimized to obtain genomic DNA
from a large number of mutants. Then reliable direct genomic sequencing was improved to fit the obtained
genomic DNA extracts. Using this procedure, readable and identifiable sequences were obtained for 87% of the
L. casei mutants. This method extends the applications of a library of this type, reduces the number of insertions
needed to be screened. and allows selection of specific mutants from an arrayed and stored mutant library. This
method is applicable to any already existing mutant library (obtained by transposon or insertional mutagenesis)
and could be useful for other bacterial species, especially for highly lysis-resistant bacteria species such as lactic

acid bacteria.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Over the last decades, random transposon mutagenesis, coupled
with adequate screening methods in bacteria (i.e. reverse genetics)
has allowed major advances in identification and analysis of genes
encoding unknown biological functions, including interactions of
pathogenic bacteria with their host cells and tissues (Burrack and
Higgins, 2007; West et al., 2005). It encouraged researchers to develop
specific mutagenesis tools dedicated to their bacterial species of interest
(Cummins et al.,, 2013; Mahillon and Chandler, 1998; Marcsisin et al.,
2013; Wilson et al., 2009). The method encompasses a series of steps:
(i) developing and performing random mutagenesis of the bacterial
genome, (ii) assembling the mutant library, (iii) identifying the mutants
of interest with an appropriate screening method, and (iv) analyzing
the function of the gene products.

* Corresponding author.
E-mail address: philippe.sansonetti@pasteur.fr (PJ. Sansonetti).

http://dx.dolorg/10.1016/.mimet.2014.08.001
0167-7012/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

A completely annotated library offers major strategic advantages to
analyze any function of the microorganism on a genome-wide basis.
A priori, it allows appreciating the diversity, density and unbiased
characteristics of the library, and it provides the option to reassemble
mutants according to common functional properties of the mutated
genes. A posteriori, it allows the validation of the particular role of a
mutated gene or operon by allowing the selection of additional individ-
ual mutants with insertions in genes encoding different but related
functions (i.e. metabolic pathways, regulatory systems, etc) to be
further tested.

The choice of the method to identify the genomic DNA transposon
insertion site depends notably on the species or strain of microorganism
(GC content of DNA, effectiveness of bacterial lysis) and the type of
transposon. Some methods are based on modified PCR amplification
such as inverse PCR (Ochman et al., 1988), panhandle PCR (Jones and
Winistorfer, 1992), or adaptor ligation (Rosenthal and Jones, 1990).
They are designed to compensate for the fact that sequences around
the transposon insertion site are unknown. Some reports described
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identification by direct sequencing on a large DNA preparation (Horecka
and Jigami, 2000; Qimron et al.,, 2003). However, the most commonly
used technique is plasmid rescue, which consists in digestion of
genomic DNA (gDNA) using restriction enzymes and recircularization
of the transposon locus by self-ligation (Perpetuini et al., 2013; Tran
et al., 2008). These methods have been used for microorganisms at a
scale of 10 to 20 mutants.

Thus, establishing a reliable routine method for large-scale transpo-
son mutant identification would be essential for many global reverse
genetics studies. In Lactobacillus spp., few global reverse genetics studies
have been reported due to several difficulties. The genetic manipulation
of one given Lactobacillus strain is unpredictable without a long phase of
development of genetic tools, transformation and lysis procedures
(Aukrust et al., 1995; de Vos, 1999) because of their particularly
difficult-to-lyse cell wall, their DNA restriction-modification systems,
the presence of endogenous plasmids, and their variable level of
electrocompetence. We have constructed a genome-wide mutant
library of Lactobacillus casei by random transposon mutagenesis using
the Pjunc-TpaselS;z23 system (Licandro-Seraut et al,, 2012). When
determining the transposon insertion site of several mutants, we faced
all the above-mentioned difficulties when using the existing tech-
niques; hence we needed to reconsider our strategy and methods to
accurately identify transposon insertion sites in all the mutants. In this
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study, we report an improved and reliable method that was designed
to extract pure gDNA from 96-well plate cultures of L casei in sufficient
quantity for direct sequencing of transposon insertion sites.

2. Materials And Methods
2.1. Bacterial Strains And Growth Conditions

Transposon mutants of Lactobacillus casei ATCC 334 (CIP 107868,
Collection Institut Pasteur) used in this study belong to the tagged-
mutant library generated (Licandro-Seraut et al., 2014) using tagged-
derivative vectors of the Pj,n-TpaselS;z»; system as previously
described (Licandro-Seraut, Brinster, van de Guchte, Scornec, Maguin,
Sansonetti, Cavin and Serror, 2012). L. casei mutants were grown
statically at 37 °C in MRS (Difco) supplemented with erythromycin
(5 pg.ml?).

2.2. Genetic manipulations

All DNA manipulations were performed according to standard
procedures (Sambrook et al., 1989). Plasmids were isolated using gel
and PCR clean up kit (Macherey-Nagel). PCR was performed using 0.1
unit of Platinium®Tag DNA polymerase high fidelity (Invitrogen),
according to the manufacturer’s recommendations, in an automatic
thermocycler (Bio-Rad).

2.3. 96-well DNA extraction

The optimized protocol for 96-well plates DNA extraction was based
upon the NucleoSpin 96 Tissue kit (Macherey Nagel). Several modifica-
tions of the manufacturer recommendation were made (Fig. 1). Cultures
of L. casei (2 ml) in the exponential phase of growth (approximately 0.6
Unit of ODgoo nm) Were centrifuged and the pellets were resuspended in
180 ul of lysis buffer composed of TE (Tris-HCl 20 mM, EDTA 2 mM
pH 8), lysozyme (20 mg.ml™') and triton X-100 (1% v/v). After 2 h of
incubation at 37 °C, 25 ul proteinase K were added and samples were
incubated 3 h at 56 °Cto obtain complete lysis. At this stage, the samples
were frozen for storage overnight. Lysates were incubated for 5 min at
room temperature with 20 pl of RNAse A (5 mg.ml') (Invitrogen).
Then, 200 u of buffer BQ1 were added and incubated 10 min at 70 °C.
At last, 400 pl of ethanol 96% (v/v) were added and half of the volume
of the obtained mix was loaded on the column. The column plates
were placed on 0.5 ml plates (Corning) and centrifuged at 3220 g for

Fig. 1. Schematic representation of the DNA extraction and sequencing per 96-well plates
of mutants. The main protocol optimization are in red letters.

6 min (Eppendorf 5810). The second half of the mix was passed through
the column. The membranes of the columns were washed twice, firstly
with 500 wl of BW solution (centrifugation: 4 min) and secondly with
500 i of B5 solution (centrifugation: 5 min). To remove all traces of
ethanol, the empty columns were centrifuged 2 min and heated
10 min at 70 °C. DNA was then eluted with 60 pl of elution buffer.
DNA content was quantified by Qubit dsDNA HS kit (Invitrogen).

2.4. DNA sequencing

The insertion region was sequenced with the transposon-specific
primer IRL (5"-GTTGGGAGCTCTCCCATATG-3") which anneals 100 nts
upstream of the junction between the IRL extremity of the transposon
and the L casei genome because the sequencing chromatogram is
generally not readable for the first nucleotides of the sequencing
product. This primer meets the required specifications which are: a
length between 18 and 22 nts, and a melting temperature between 55
and 60 °C. The reaction mix was composed of 4 ul of BigDye Terminator
(V1.1) (Applied Biosystems) (Heiner et al., 1998), 2 ul of its correspond-
ing BigDye sequencing buffer, 1 ul of primer (10 uM), 1 wl of betaine 5 M
and 10 pL (250-300 ng) of DNA extract. Addition of betaine reduces
formation of secondary structures in the DNA. To enhance the dye
signal, 99 cycles of sequencing reaction were performed as follow: a
first cycle of denaturation at 95 °C for 5 min, 99 cycles of 95 °C, 30 s;
50 °C, 20's; 60 °C, 4 min (Rusniok et al., 2010). The extension products
were purified by addition of 2 pl of 2.2% SDS and heating at 95 °C for
5 min. After that, the temperature was slowly decreased to 20 “C/hour
during 2 h. Then, the BigDye Xterminator purification kit (Applied
Biosystems) was used and 20 pl of XTerminator™ Solution and 90 pl
of SAM™ Solution were added in each sample. The purification was
performed 30 min at 2000 rpm in MixMate device (Eppendorf). The
purified sequenced products were analyzed on an ABI DNA Analyzer
3730 XL (Life technologies).

2.5. Determination of the transposon insertion sites

DNA sequences obtained were submitted against the genome of
L. casei ATCC 334 and the nucleotide sequence of the transposon by

88



Résultats

80 H. Scornec et al. [ Journal of Microbiological Methods 106 (2014) 78-82

BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) (Altschul et al.,
1990) to determine the transposon insertion site (Fig. 2). A threshold
of 10e2% was applied for the e-value. The first nucleotide at the junction
between the alignment of the transposon and the genome was
considered as the nucleotide insertion.

2.6. Nucleotide sequence accession numbers

The nucleotide sequence of the transposon is in the NCBI nucleotide
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) under accession number
U09558.1

3. Results And Discussion
3.1. Testing methods for large scale transposon target sequencing

Before designing and improving the method of direct genomic DNA
sequencing described in this work, we sequentially tested several
classical methods for identification of the genomic transposon insertion
site in available mutants. An overview of the feasibility of these methods
is presented in Table 1. The plasmid rescue method (Table 1, P1), which
consists in digestion of genomic DNA using restriction enzymes,
recircularization of the transposon locus by self-ligation and transfor-
mation of E. coli, appeared inefficient for large-scale mutant identifica-
tion. This method is time-consuming and only fifty samples could be
processed at once by one person especially because the E. coli transfor-
mation step requires the manipulation of mutant preparations on a one
by one basis and its efficiency is uncertain. On a set of 14 mutants, we
tried to bypass this transformation step by PCR-amplification of the
genomic insert on the self-ligation product (Table 1, P2). However,
despite various attempts to optimize the PCR-amplification step, multi-
ple, non-specific amplicons were obtained for most of the mutants.

Among the methods used for transposon mutant identification, the
PCR-based methods seemed most appropriate. In order to reduce the
number of steps to a minimum, hence the cost and time of the method,
we assessed three PCR-based methods using boiled colony as the
matrix: the single prime PCR (Screaton et al., 1993), the random primer
PCR (Lin et al., 1995) and the tailing 5" RACE PCR procedure (Leoni et al.,
2008) (Table 1 P3). Despite the careful design of primers and the

optimization of PCR protocols, either non-specific amplicons or no
amplicon were obtained except for one mutant. The correct insertion
site identified corresponded to a L. casei plasmid locus. Indeed, this
method preferentially purifies plasmid DNA than chromosomal DNA.
We concluded that the amount and the purity of the DNA obtained
after boiling the L. casei culture was insufficient to obtain specific PCR
products and consequently a reliable mutant identification.

3.2. Identification of transposon insertion sites one by one using direct
sequencing on genomic DNA

Considering the lack of reliability of undirect methods to identify the
transposon insertion sites, we decided to focus on the development of a
direct method based on direct genomic sequencing. Therefore,
obtaining a pure gDNA preparation from L casei became an essential
step in order to produce readable and reliable sequences. This option
reduced the number of steps, thus making it more time- and cost-
effective, and decreasing the risks of non-specific amplifications.

The final procedure described in this work stems from several un-
successful attempts to apply the above procedures to L. casei. Firstly,
exponential-phase cultures (20 ml) of 20 randomly selected mutants
were subjected to an appropriate enzymatic lysis (Lysozyme 10 pg.ml ',
3 h at 37 °C). Mutanolysin is often use in complement or to replace
lysozyme to achieve lysis in Lactobacillus genus (Klaenhammer, 1984).
In our hands, addition of 1000 U/ml of mutanolysin to the lysis buffer
did not increase the rate of lysis. The obtain lysates were split in two
aliquots in order to perform DNA extraction according to two parallel
methods: (i) phenol-chloroform DNA extraction (Sambrook, Fritsch and
Maniatis, 1989) (Table 1, P4) and silica column extraction (Nucleospin
Tissue, Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s recommenda-
tions (Table 1, P5). The gDNA amount was 20 pg for phenol-chloroform
DNA extraction and 2 pg for silica column extraction. The 40 genomic
DNA preparations obtained were then subjected to direct sequencing.
As transposon extremities are composed of inverted repeated sequences,
betaine was added to the sequencing reaction mix to reduce the forma-
tion of secondary DNA structures. Knowing that the matrix corresponded
to total gDNA, the number of cycles of sequencing was extended to 99
instead of 45 to 60 (for routine Sanger sequencing method using 1 pg of
gDNA). In the case of L. casei gDNA, the maximal gDNA amount in the

Exact transposon
insertion site
S lbp 80+5bp 700 + 250 bp
A -
= Transposon
B ) [ i N Readable sequence
A o M b I'n-n'w'\ IR " | Ll 87 %
LI Lo Al AL I &L ALY y N \
e M_lf_'r_vlLL‘qL'miMJaM '..‘. U I "m ..Ar.JJI ALY J,"cuu  (8053/9250 sequences)
D -
Twoinsertion sites
1 6%
[ i
j, ilj (553/9250 sequences)
E
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Fig. 2. Analysis of transposon insertion site in mutant library. A, Schematic representation of transposon-insertion site; B, Example of a sequencing chromatogram; C, Representative
BLASTn against the Lactobacillus casei genome and transposon nucleotide sequence and identification of nucleotide insertion in the L casei genome; D, Example of a sequencing
chromatogram with transposon insertions in two different sites. E, Example of sequencing chromatogram with not enough DNA quantity.
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Table 1

Overview of feasibility and reliability of the tested procedures for transposon target identification in L. casei.

Résultats

81

Procedures Time required for 1 person to process Mutants for which the right
768 (8x96) mutants sequence was obtained
P Plasmid rescue and transformation & months * 35%
+ sequencing (by sets of 50 individual tubes) (7 / 20 mutants)
P2 Plasmid rescue and PCR 6 months * 1%
+ sequencing (by sets of 50 individual tubes) (3/14 mutants)
P3 Single prime PCR 3 days 0%
+ sequencing (using eight 96-well plates) (1 /20 mutants
incl. 13 false positives)
P4 DNA prep by Phenol/chloroform 2 months * 0%
+ optimized sequencing (by sets of 50 individual tubes) (0 /20 mutants)
Ps DNA prep by individual column 2 months * 30%
+ optimized sequencing ( by sets of 50 individual tubes) (6 / 20 mutants)
P6 Optimized DNA prep 4 days 87%
by 96-column plates (using eight 96-well plates) (8053 /9250 mutants)

+ optimized sequencing

* Estimation

reaction mix was 300 ng. Typically, ethanol precipitation was used to
purify sequencing reaction products; it consisted in precipitating DNA
by ethanol, pelleting, drying and resuspending it. Here, to save a maximal
quantity of sequencing reaction product, the BigDye Xterminator purifica-
tion kit was chosen instead of ethanol precipitation before analysis on an
ABI DNA Analyzer 3730 XL ( Life technologies). Despite similar quality and
quantity of gDNA preparations, no sequences were obtained with gDNA
prepared by the phenol-chloroform procedure, probably due to remain-
ing traces of phenol, whereas 6 sequences among the 20 gDNA prepara-
tions with silica column were obtained and proved to be correct
following the sequencing of the PCR amplicons of the suspected transpo-
son target sequences. The accuracy of sequencing results demonstrated
the feasibility of this method which was subsequently optimized to
increase the number of readable sequences, and adapted to a 96-well
plate format.

3.3. Optimization of the identification of transposon insertion sites by set of
96 mutants using direct sequencing on genomic DNA

Individual cultures of L. casei mutants (200 ul) were grown for
36 hours. These 200 pl of cultures were mixed in 2 ml of fresh medium
in deep-96-well plates, incubated for five hours (until the exponential
phase of growth) and subjected to gDNA extraction as reported in
the Materials and Methods section. Several modifications of the manu-
facturer's recommendation were made to adapt the protocol to lactic
acid bacteria that are considered resistant to conventional lysis
procedures (alkaline lysis), and to maximize the concentration of
extracted gDNA (Fig. 1). In particular, individual silica columns were
replaced by a 96-column device. Triton X-100 (1% v/v) was added to
the lysis buffer because it induces autolysis and was essential to obtain
a clear lysate. The clear lysate appeared extremely viscous and made
passage through the silica membrane difficult, even applying a high
speed centrifugation. To overcome centrifugation limitations, the lysate
viscosity was reduced by doubling the volume of ethanol before the
membrane-adsorption step. For each preparation, 1.5 to 2 ng of high
quality double stranded gDNA were obtained with the 96-well plate
method showing comparable efficiency in DNA extraction as the
individual DNA column preparations, in spite of the fact that the volume
of the culture was divided by five. Thanks to the optimization of each
step, the gDNA preparation reached a higher concentration than the
threshold for direct sequencing. Then each gDNA sample was subjected
to sequencing as described in the Materials and Methods section and
aligned by BLASTn against the transposon and the L. casei genome. The
overall procedure to identify transposon mutants from a bacterial
culture took 4 days in which 8 plates of 96 mutants were concurrently
processed by one person.

Using this procedure, 9250 L. casei transposon mutants were
processed and 8053 readable and identifiable sequences were obtained,
corresponding to 87% of the processed mutants. The average length of
the readable sequence was around 700 + 250 nts (Fig. 2A, B and C),
including 80 + 5 nts of the transposon sequence. As the readings at
the junction between the transposon and the gDNA were clear, it
demonstrates the specificity of the direct sequencing procedure and
enables a precise (at the nucleotide level) localization of the transposon
insertion sites. Also, for twenty randomly selected mutants, transposon
insertion sites were validated by PCR (data not shown). Unusable
sequences correspond either to transposon insertions in two different
sites, in this case, only the transposon sequence is readable (Fig. 2.D)
or to signals under the detection level (Fig. 2.E). For these unusable
sequences, a new extraction and sequencing could be done (i) to
confirm transposon insertion in two different sites and absence of
cross-contamination, then each insertion could be identified by plasmid
rescue methods or (ii) to increase the concentration of gDNA.

4. Discussion

Due to the difficulty to determine the transposon insertion sites in
mutants from random mutant library, some tools have been designed
to facilitate this step (van Opijnen and Camilli, 2013). New sequencing
methods like transposon sequencing (Tn-seq) (van Opijnen et al,
2009) and insertion sequencing (InSeq) (Goodman et al., 2009) were
developed. However, they can only be used with a dedicated transposon
(Himar | Mariner transposon). Other methods recently proved their
efficiency regardless of the type of transposon like transposon-
directed insertion-site sequencing (TraDIS) (Langridge et al., 2009)
and high-throughput insertion tracking by deep sequencing (HITS)
(Gawronski et al.,, 2009). Their objective is to quantify the variation of
pooled mutants between two conditions. The procedure described
here allows complete annotation of a transposon mutant library, with
each mutant sequence individually identified and the mutants individ-
ually arrayed. Thus it is possible to go back to select a particular transpo-
son mutant from the mutant library for further studies. Indeed the site
directed mutagenesis is difficult to achieve in lactic acid bacteria. A
thermosensitive plasmid is required, so several months may elapse
before obtaining the desired mutant. Possessing an annotated library
of mutants, and the ability to identify and use individual mutants from
the original library, plus being able to reorganize that library according
to the annotations of genome is of a great interest for any fundamental
or applied researches on this species or any species.

To determine the transposon insertion site at the scale of a 9250
transposon mutant library, we have developed a reliable procedure
based upon DNA preparations using silica membranes in 96-column
format and genomic DNA direct sequencing. Our method fits well for
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L. casei, a highly lysis resistant bacteria species, as most of the lactic acid
bacteria (Klaenhammer, 1984). It allowed identifying almost 90%
of transposon mutants with very high precision and reliability. This
transposon insertion site determination method could be applied to
other bacteria such as Lactobacillus pentosus for which 18 mutants
over 20 were successfully identified (data not shown), and especially
for other lactic acid bacterial species for which global interest has
recently increased in the framework of functional (meta)genomic
studies to characterize the role of the gut microbiota in health.
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II. Identification des génes impliqués lors de I’établissement de L. casei
dans l'intestin.

Principaux résultats de ’article 3.

Le séquencage de la banque de mutant de L. casei présenté dans I’article précédent a permis
d’identifier 3037 mutants ayant une insertion du transposon dans la séquence d’un géne (2787
intégrations du transposon dans les génes du chromosome et 250 intégrations dans les génes
du plasmide). Les mutations sont réparties sur la totalit¢ du génome comme peu I’attester la
figure 1 de I’article suivant représentant la répartition des sites d’insertion du transposon et la
bangue de mutants représente une proportion de groupes fonctionnels similaire a la proportion
du génome.

La banque de mutants de L.casei présentée dans I’article 1 a été réalisée par une mutagenese
aléatoire permettant de suivre les mutants: la Signature-Tagged Mutagenesis
(STM) (Mazurkiewicz et al. 2006; West et al. 2005). En effet, la mutagenése a été réalisée
avec 70 plasmides pVI110 étiquetés differemment, c’est-a-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 étre identifiés grace a leur
étiquette. Le séquengage 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 géne interrompu en un seul exemplaire ; ¢’est-a-dire, que lorsque plusieurs
mutants existaient pour un méme gene, un seul a été utilisé pour le réassemblage. Au total, la
banque réassemblée comporte 1110 mutants dans des genes différents. La réorganisation a été
réalisée tout en prenant en compte I’étiquette de chaque mutant afin de pouvoir réaliser les
cribles en ensembles de 70 mutants. Dans le cas ou I’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 génes impliqués dans
I’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 modele souris n’a pas été sélectionné pour la suite du criblage. L’anse iléale
ligaturée de lapin, modele déja utilisé par 1’équipe PMM (Marteyn et al. 2010; Sansonetti et
al. 1983; West et al. 2005) a alors été choisi comme modéle.

Chaque ensemble de mutants a été inoculé dans des anses iléales ligaturées de deux lapins.
Apres 16 h de compétition in vivo, les anses sont prélevées, broyées et des dilutions sont
étalees sur boites MRS afin de récupérer les mutants. La variation quantitative de chaque
mutant, entre 1’ensemble injecté et I’ensemble récuperé, a été réalisée par PCR quantitative
(gPCR) gréce a I’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 a la souche parentale. Les mutants dans les génes LSEI_0281, 1278,
1468, 1565 et 1566 ont ainsi été élimineés. Les mutants restants ont été criblés de nouveau et
I’ensemble injecté a cette fois-ci été étalé sur boite afin d’¢éliminer les mutants qui avaient des
difficultés a se développer. Ainsi 47 mutants ont été identifiés comme ayant des difficultés a
persister in vivo. Les protéines codées par les génes interrompus chez ces mutants ont des
fonctions variées incluant, les processus cellulaires basiques, le métabolisme, la biosynthese
de la paroi cellulaire, ’adaptation au milieu environnant...

La banque annotée permet a la fois d’identifier les mutants, et par consequent les géenes
impliqués dans 1’établissement de L. casei dans I’intestin mais aussi les genes qui ne sont pas
impliqués. La banque est donc doublement informative.
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Although the composition of the gut microbiota and its symbiotic
contribution to key host physiological functions are well estab-
lished, little is known as yet about the bacterial factors that
account for this symbiosis. We selected Lactobacillus casei as
a model microorganism to proceed to genomewide identification
of the functions required for a symbiont to establish colonization
in the gut. As a result of our recent development of a transposon-
mutagenesis tool that overcomes the barrier that had prevented
L. casei random mutagenesis, we developed a signature-tagged mu-
tagenesis approach combining whole-genome reverse genetics us-
ing a set of tagged transposons and in vivo screening using the
rabbit ligated ileal loop model. After sequencing transposon in-
sertion sites in 9,250 random mutants, we assembled a library of
1,110 independent mutants, all disrupted in a different gene, that
provides a representative view of the L. casei genome. By deter-
mining the relative quantity of each of the 1,110 mutants before
and after the in vivo challenge, we identified a core of 47 L. casei
genes necessary for its establishment in the gut. They are involved
in housekeeping functions, metabolism (sugar, amino acids), cell
wall biogenesis, and adaptation to environment. Hence we provide
what is, to our knowledge, the first global functional genomics
analysis of L. casei symbiosis.

commensalism | Lactic acid bacteria

he pioneering studies that led to the characterization of the

gut microbiota were reviewed in 2001 (1). These studies and
recent investigations have revealed mutualistic functions (2),
including a barrier effect against allogenic microbes (3), fer-
mentation of complex sugars (4, 5), and maturation and ho-
meostasis of the immune system (6). Recent metagenomic studies
have revealed an extraordinary diversity of genes constituting the
gut microbiome (7), opening the way to correlative studies linking
microbiome diversity, homeostasis, and diseases (5, 8, 9).

In parallel, some representative species, i.e., “model sym-
bionts,” now are being studied functionally (10). As it was done
for pathogens, it is essential to develop the cellular microbiology
of symbionts and particularly to identify the genes required for
their establishment and persistence in the gut. Transcriptomic
profiling identified up-regulated genes linked to metabolic
functions, stress responses, and pili synthesis during early colo-
nization (11-13). Comparative genomics among Lactobacilli
identified strain-specific candidate genes for extended coloniza-
tion: In Lactobacillus rhamnosus, persistence was attributed to an
spaCBA locus encoding LPXTG-like pilins (14), and in Lacto-
bacillus johnsonii it was attributed to specific glycosyltransferases,
a phosphotransfer system, and a protease (15). Otherwise, a
functional in vivo screening based on the expression of a ge-
nomic library of Bacteroides fragilis identified a locus encoding
polysaccharide utilization as essential for stable colonization
of murine colonic crypts (16). Alternatively, colonization of
germ-free mice with a collection of random mutants of Bac-
teroides thetaiotaomicron followed by deep sequencing showed
that mutants unable to synthesize vitamin B12 were impaired
in gut colonization (17).

www.pnas.org/cgifdoir10.1073/pnas. 1411883111

Lactobacillus spp. pioneer initial gut colonization (18), and
they participate in the gut immunological and nutritional sym-
biosis. Because of our permanent exposure to Lactobacillus spp.,
and particularly to Lactobacillus casei, as components of dairy
products, tools are required to decipher its symbiosis with the
gut. Genetic manipulation of lactic bacteria often is problematic
because of their natural resistance to numerous antibiotics and
the lack of dedicated genetic tools and efficient transformation
procedures (19). We recently developed a transposon-mutagen-
esis tool, the Pjyn-TpaselS 223 system (20), which overcomes the
barrier to random mutagenesis in Lactobacillus casei. Using this
tool, we adapted a signature-tagged mutagenesis (STM) approach
(21) to L. casei that combined whole-genome reverse genetics using
a set of tagged transposons with an in vivo screening in the rabbit
ligated ileal loop model identifying mutants impaired in gut es-
tablishment. The term “establishment™ qualifies the early steps of
colonization explored by this model. After sequencing the 1,110
independent mutants obtained in this study, we identified a core of
47 L. casei genes belonging to five major functional groups that
are required for its establishment in the gut.

Results

Generation of a Library of L. casei Tagged Mutants. To generate
a large library of L. casei tagged mutants and to proceed to STM,
tagged derivatives of the Pjn-TpaselS;2,; transposable vector
were generated using 70 DNA tags previously used for Salmo-
nella typhimurium STM (21). For each tag, among the ~5,000
integrants obtained per transformation, clones were selected
randomly and assembled in 96-well plates. Thus, a library of
9,250 tagged mutants labeled with 70 different tags was gener-
ated. To extend the contribution of STM, we introduced real-time
PCR, rather than dot-blot analysis, to allow relative quantification
of bacteria in addition to their detection.

Significance

Lactobacillus casei, a food bacterium recognized for its bene-
ficial effects, was selected as a model microorganism to pro-
ceed to genomewide identification of the functions required
for a symbiont to establish colonization in the gut. We recently
have developed a mutagenesis tool that overcomes the barrier
that prevented L. casei random mutagenesis. After identifying
9,250 mutations, we assembled a library of 1,110 mutants dis-
rupted in different genes and tested them for their ability to
colonize an in vivo model, the rabbit ligated ileal loop. With this
global functional genomic analysis of L. casei symbiosis (the first,
to our knowledge), we identified a core of 47 L. casei genes
necessary for its establishment in the gut.
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Analysis and Assembly of a Library of L. casei Tagged Mutants. Based
on an initial screening showing that the intergenic regions con-
tributed very little to gut establishment (57 Texr), we focused on
mutants in genes. Hence, we sequenced the transposon target
in each mutant before in vivo screening (i.e., 9,250 mutants).
Among the 8,053 readable sequences (87% of the total), 3,037
(37%) indicated that transposon integration occurred in a gene
(2,787 integrations into the chromosome and 250 into the plas-
mid) (Fig. 14). In most cases, when several mutations were
found in the same gene, the sites of transposon insertion differed
(84.5% of insertions in genes occurred in unique sites), and we
selected one representative mutant. Mutations in intergenic re-
gions (IGR) tended to occur in palindromic regions surround-
ing endogenous transposase genes (32.4% of the insertions in
IGRs occurred in unique sites). In summary, our library of tagged
L. casei tagged mutants 1,096 mutants in distinct chromosomal
genes and 14 mutants in distinct plasmid genes. Characterizing
and assembling this library considerably reduced the number of
mutants to be screened. The mutations appear to be evenly dis-
tributed throughout the genome (Fig. 14). Overall, the proportion
of the functional groups in the library is similar to their proportion
in the genome (Fig. 1B). However, the proportion of genes en-
coding translation-related functions [with the COG letter (J)] is
lower in the library, likely because of the high number of essential
genes related to protein synthesis (22). Because most bacterial
genes are organized in operons [1.5 genes per transcription unit
predicted for L. casei, according to genome analysis using the
Biocyc website (23)]. transposon integration can cause a polar
effect; thus the location of each gene of interest in a given operon
is specified.

Screening of Mutants in the Rabbit Ligated lleal Loop Model and
Identification of Crucial L. casei Genes for Establishment in the Gut.
The rabbit ligated ileal loop model allowed the screening of
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a large number of Shigella mutants in competitive pools in the
gut (24-26), and it explores the ileal conditions in which L. casei
has been shown to persist in an active physiological state (27).

Twenty-two pools containing 25-70 differently tagged mutants
were organized from the library of 1,110 discrete mutants (Fig.
2). The pools then were challenged in rabbit ligated ileal loops
(5.107 cfu per loop) for 16 h (Fig. 2). Each pool was tested twice
in different rabbits. The ratio of each mutant to the whole pool
was determined using tags for the injected and the recovered
pools (Fig. 2). Based on the observed variation of mutant
quantities in a pool, we considered a threefold difference in
quantity between the injection and recovery pools a relevant
threshold (S7 Text and Fig. S1). Sixty-nine mutants were selected
at this step because their quantity decreased at least threefold in
two rabbits. We identified the mutants that were exclusively al-
tered in vivo and did not show a growth defect in vitro by
comparing the colony size and the turbidity of cultures at sta-
tionary phase in MRS medium of the mutants and the wild-type
strain (Table S1). This comparison allowed us to eliminate six
mutants (i.e., LSEI_0281, 1278, 1468, 1565, and 1566). To
climinate growth biases linked to pool composition, the resulting
63 mutants were reassembled to create five new pools. Each pool
was composed of 12 or 13 mutants being retested and 12 mutants
picked randomly from the IGR library. A ratio of one mutant to
70 competitors was maintained. The in vivo challenge and the
quantification methods were identical to those used in the first
round, except that, to eliminate false positives caused by growth
deficiencies on plates, the injected pool was quantified from
colonies obtained by plating.

This scheme of selection identified 47 mutants of L. casei (4%
of the screened genes) that were altered in their capacities of
establishment in the gut (Table 1). The mutated genes encom-
passed various functions, including housekeeping, metabolism,
biogenesis of the cell wall, and adaptation to environment. Most
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- [0][1 :)sl i [1 I;I! ol COG categories
v) [H 2% R o% Energy production

3. 2% 2%
Cell cycle control

Amino Acid metabolism

Nucleotide metabolism

Carbohydrate metabolism

Coenzyme metabolism

Lipid metabolism

Translation

Transcription

Replication and repair

N Cell motility

M Cell wall/membrane biogenesis

0O Post-translational modification,

0% protein turn over and
chaperone

P Inorganic ion transport

Q Secondary structure

R General Functional Prediction
only

S Function Unknown

T Signal Transduction

U Intracellular trafficking and
secretion

V Defense mechanisms

—TR ST IoTmmogn

Genome

o) [0 [a)
P 1% x[';'" [N]

STM library

Fig. 1. Analysis of transposon insertions in the genome of the 9250 L. casei mutants. (A) Genome atlas of transposon insertions. Circle 1: genes on the positive
strand in light gray; circle 2: genes on the negative strand in dark gray; circle 3: disrupted genes in blue; circle 4: disrupted IGRs in red; circle 5: GC content;
circle 6: GC skew. (B) Relative abundance of cluster of orthologous groups (COG) functional categories of genes in the L. case/ genome and in the disrupted
genes of the STM library. Hits found in COG represent 68.3% of the genome and 69% of the disrupted ORFs of the STM library.
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Fig. 2. Generation of the gene tagged-mutants library and its screening in rabbit ligated ileal loops.

are conserved among the Firmicute phylum. LSEI_0238, 0242,
and 0247 orthologs are only found in the Lactobacillus genus.
Seven genes, LSEI_0135, 0156, 0806, 1461, 1790, 2553, and 2601,
are specific to L. casei or related species such as L. rhamnosus,
Lactobacillus paracasei, or Lactobacillus zeae.

Mutant Analysis. Housekeeping functions. Our screening identified
several housekeeping genes that are likely to help maintain

physiological parameters during the changes to which bacteria are
suddenly exposed in the in vivo environment (Table 1 and Fig. 3):
LSEI_0757 and 1539 (nucleotide metabolism), LSEI_1615 and
1488 (DNA replication), LSEI_1668 (transcription), LSEI_1656
(translation), and LSEI_1274 (possibly implicated in cell division).
We also identified the RecG family helicase RecG (LSEI_1615)
and DinG (LSEI_1488), primarily involved in DNA replication
and possibly in DNA repair (28). Mutations in this category
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Recombinases: Dnak, GrpE, FtsH Glutathione metabolism: LSEI_0247,0394, 0681,
LSE1_1403 (10, 2genes)  ClplCipC LSEI_0893, LSE!_2627 47 genes
Helicases: Hsp, GroES, GroEL Thioreductases: LSEI_0541
LSEI_1615, LSEI_1488 Oxidoreductases:
(9. 14 genes) LSEI_1463, 8 genes

DNA repair and defense ogainst foreign DNA
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Restriction modification: LSEI_2094-2095 M H
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Fig. 3. Main L. casei genes for basal metabolism, environmental adaptation, defense mechanisms, cell surface, transport and their role in L. casei estab-
lishment in the gut. Genes needed for gut persistence are red letters; genes not needed are in green letters; and genes for which no mutant was found in the
library (genes not tested) are in black letters.
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Table 1. L. casei genes required for intestinal establishment
Gene tag Gene name

Résultats

Operon prediction*

Functions lost in establishment
Housekeeping
Cellular machinery

ENAS S

LSEI_0757 Flavoprotein Nrdl

LSEI_1274 ATPase for cell division

LSEI_1488 Rad3-related DNA helicase (DinG)

LSEI_1539 Guanosine polyphosphate pyrophosphohydrolase/synthetase
LSEI_1600 RNA-binding protein

LSEI_1615 ATP-dependent DNA helicase RecG

LSEI_1656 tRNA delta (2)-isopentenyl pyrophosphate transferase
LSEI_1668 Transcription elongation factor GreA

Adaptation to stress and defense mechanisms

LSEI_1313 Stress membrane GTPase
LSEI_1403 Tyrosine recombinase XerC subunit
LSEI_1790 Predicted Mrr-like endonuclease
Metabolism
Carbohydrate metabolism, transport and energy production
LSEI_0174 Phosphoketolase
LSEI_0681 Lactose transport regulator
LSEI_2549 -lactate dehydrogenase (LdhL1)
Amino acid metabolism
LSEI_0479 Homoserine transsuccinylase (MetA)
LSEI_0480 Cysteine synthase (CysK)
LSEI_1810 Dipeptidyl aminopeptidase/acylaminoacyl-peptidase
LSEI_2162 Asparagine synthase (AsnB)
Transport
LSEI_0242 ABC-type Mn/Zn transport system, ATPase component
LSEI_1000 ABC-type Na* efflux pump, permease component
LSEI_1738 Peptide ABC transporter permease
LSEI_1743 Cation transport ATPase (CopA)
LSEI_1759 Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
LSEI_2601 Multidrug ABC transporter ATPase/permease
Biogenesis of the cell wall
LSEI_0221 p-alanyl-p-alanine carboxypeptidase
LSEI_0238 PST family polysaccharide transporter
LSEI_0794 p-alanine-activating enzyme (DItA)
LSEI_0796 p-alanyl carrier protein (DItC)
LSEI_0797 p-alanyl transfer protein (DItD)
LSEI_2546 Polysaccharide transporter
Adaptation to environment
Regulators
LSEI_0247 Transcriptional regulator
LSEI_0394 Transcriptional regulator
LSEI_2025 Fe2+/Zn2+ uptake regulation protein
| Two-component systems
LSEI_0219 DNA-binding response regulator
LSEI_0220 Signal transduction histidine kinase

General functions
Predicted functions

LSEI_0135 Diadenosine tetraphosphatase-like protein
LSEI_0781 Phosphoesterase, DHH family protein
LSEI_1621 GTPase

No predicted functions
LSEI_0086 Hypothetical protein (transmembrane domain)
LSEI_0156 Hypothetical protein
LSEI_0806 Hypothetical protein (transmembrane domain)
LSEI_1316 Hypothetical protein
LSEI_1461 Hypothetical protein (transmembrane domain)
LSEI_1710 Integral membrane domain
LSEI_2262 Hypothetical protein (102aa)
LSEI_2553 Hypothetical protein
LSEI_A13 Hypothetical protein

No
LSEI_1274-1279 (+)
LSEI_1488-1490 (-)
LSEI_1537-1539 (-)
LSEI_1600-1601 (-)
LSEI_1613-1617 (-)

No
LSEI_1668-1669 (-)

No
LSEI_1402-1403 (+)
No

No
LSEI_0676-0681 (-)
No

LSEI_0479-0480 (+)
LSEI_0479-0480 (+)
LSEI_1809-1810 (-)
LSEI_2161-2162 ()

LSEI_0240-0243 (+)
LSEI_0999-1000 (+)
LSEI_1738-1739 (-)
LSEI_1743-1745 ()
LSEI_1759-1760 ()
LSEI_2599-2602 (+)

LSEI_0219-0221 (+)
LSEI_0238-0240 (+)
LSEI_0793-0797 (+)
LSEI_0793-0797 (+)
LSEI_0793-0797 (+)
LSEI_2545-2546 (-)

No
LSEI_0394-0396 (+)
No

LSEI_0219-0221 (+)
LSEI_0219-0221 (+)

No
LSEI_0780-0783 (+)
LSEI_1619-1625 (-)

LSEI_0084-0086 (+)
LSEI_0156-0158 (+)
LSEI_0805-0807 (+)
LSEI_1314-1319 (+)
LSEI_1458-1461 (-)
LSEI_1710-1712 ()
LSEI_2262-2263 (-)
LSEI_2551-2553 (+)
No

*Two consecutive genes were considered to be in the same operon when they were separated by less than 100 bp and no transcription
terminator can be predicted. (+) and (-) indicate the orientation of genes, taking the genome sequencing as the (+) orientation.
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of genes, although not affecting bacterial viability in vitro, are
likely to affect the bacterial physiology to a point that is in-
compatible with survival in the harsh conditions imposed by the
in vivo environment.

Our screening identified only one general stress protein:
LSEI_1313, a membrane GTPase. Other general stress-response
genes such as ClpL (LSEI_2048) and ClpC (LSEI_2517) that en-
code proteases appeared to be dispensable (Fig. 3). Mutants for
GroES, GroEL, and the three heat-shock proteins present in the L.
casei genome were not available; their deletion probably is lethal.
Also, enzymes implicated in the maintenance of bacterial redox
homeostasis (glutathione peroxidase, glutathione reductase, and
thioreductase; Table S2) as well as the redox-sensing transcrip-
tional regulator Rex (LSEI_2245) were not needed for gut estab-
lishment, although LSEI_2245 was up-regulated in the presence of
bile (29). Otherwise, bacteriocin production (LSEI_2374-2384,
four mutants) is not essential during this step of establishment.
Biogenesis of the cell wall. Cell wall-associated proteins have been
favorite targets in Lactobacillus—host interactions (30). L. casei
is one of the Lactobacillus species containing the largest set of
genes encoding such proteins. Our screening did not identify
mutants for a gene encoding a known cell wall protein motif
(LPxTG, LysM) or an eukaryotic molecule-binding motif or
a sortase (Table S2). Nevertheless, other mutants in the input
pool could compensate for this loss of function. Four hypothet-
ical proteins displaying a transmembrane domain were identified
as essential for establishment, and three of these, LSEI_0806,
1461, and 2553, are specific to the L. casei-L. rhamnosus group.

Cell-surface-related genes identified in our screening are
summarized in Fig. 3. Genes of the dlt operon (LSEI_0793-0797)
implicated in lipoteichoic acid biosynthesis and the poly-
saccharide transporters LSEI 0238 and LSEI_2546 that are re-
sponsible for the export of lipoteichoic acid are needed for gut
establishment. Even the LSEI_0247 regulator, which belongs to the
LytR-Cps2A-Psr (LCP) family and is described as a cell-envelope—
related transcriptional attenuator, is needed. In Bacillus subtilis,
LCP molecules are required for transport of teichoic acids and
capsular polysaccharides to the cell wall peptidoglycan (31). No
mutant is available LSEI_0885, in the third gene predicted to be
involved in teichoic acid export. A mature cell wall, particularly
proper biosynthesis and branching of the lipoteichoic acid, is
a crucial element during L. casei establishment in the gut. This
result is consistent with another contribution (32), which showed
that a Lactobacillus reuteri dltA mutant was not competitive when
newly introduced in the gastrointestinal tract of previously Lacto-
bacillus-free mice. Our screening also reports the importance of
one penicillin-binding protein (PBP): LSEI_0221, a p-alanyl-p-
alanine carboxypeptidase that removes the last amino acid of the
peptide bridge allowing the transpeptidation between two strands
of peptidoglycan, is essential for gut establishment. Its upstream
genes LSEI_0219 and 0220, encoding a two-component system
(TCS) that may regulate its transcription, are necessary also. The
five other mutagenized PBPs did not appear to be necessary for
gut establishment (Fig. 3 and Table S2).

Carbohydrate metabolism. Carbohydrate metabolism and energy
production are one of the main functional groups required for
gut establishment of L. casei in this study. Two genes encoding
key enzymes of the energy-producing heterolactic fermentation
pathway appear crucial: a phosphoketolase (LSEI _0174) and
a lactate dehydrogenase (LSEI 2549, ldhl) (Fig. 4). L. casei
possesses five lactate dehydrogenase genes, four of which were
mutated. LSEI 2549 (ldhl) is the main L-lactate dehydrogenase
and is the only one whose disruption led to a significant (25%)
decrease in lactate production during growth in vitro (33) and
to the synthesis of unusual end-fermentation products such as
mannitol, acetoin, and ethanol (34). Thus, a complete and less
efficient reorganization of sugar metabolism should strongly
impact the adaptation of L. casei in the gut lumen, where the
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Fig. 4. L. casei genes of heterolactic fermentation and their role in L. casei
establishment in the gut. Genes needed for gut persistence are in red letters;
genes not needed are in green letters; and genes for which no mutant was
found in the library (genes not tested) in black letters. Metabolic pathways
were annotated using Kyoto Eencyclopedia of Genes and Genome analysis (72).

concentration and variety of sugars is limited. Conversely, the
pyruvate kinase, which is a key enzyme in sugar metabolism, is
dispensable for establishment, indicating that L. casei can bypass
this step, probably by synthesizing oxaloacetate as an inter-
mediate between phosphoenolpyruvate and pyruvate (LSEI_1820
and then LSEI_1855) (Table S2).

LSEI_0681, a regulator of lactose or mannose/fructose me-
tabolism of the DeoR repressor family, is needed for L. casei
establishment (Fig. 5). According to LSEI 0681's predicted
function, its inactivation could up-regulate lactose and tagatose
metabolic pathways (Fig. 5), thereby globally deregulating sugar
metabolism. Another consequence could be the extinction of this
pathway, because deoR is the first gene of the operon (Fig. 5).

Two transporters involved in energy production are required
for establishment: an ATP-binding cassette (ABC)-type Na*
efflux pump (LSEI_1000, a permease component) and a phos-
photransferase system (the pis/ kinase, LSEI_1759, which acts
with the phosphocarrier HPr, LSEI_1760; no mutant available)
as an energy coupling protein. The ptsi-deficient mutant of L. casei
BL23 is unable to ferment a large number of carbohydrates (35).
Amino acid metabolism. The synthesis of cysteine and asparagine
appears to be essential for gut establishment, because mutants
LSEI_0479, 0480, and 2162 show a deficient phenotype. These
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amino acids may be a strong limiting factor in the ileal milieu.
The L. casei ATCC334 strain can complete only the last step of
cysteine synthesis; hence it is auxotrophic for this amino acid.
Conversely, mutations in genes for tryptophane, alanine, and
threonine synthesis did not affect establishment (Fig. 6 and
Table S2). The cysteine synthase activity of the enzyme encoded
by LSEI 0480 was demonstrated experimentally (36). Because
LSEI 0479 and 0480 form an operon (Fig. 6), the phenotype
of the LSEI_0479 mutant could stem from an alteration of
LSEI_0480 transcription alone.

As do all the Lactobacillus species, L. casei shows numerous

auxotrophies for amino acids which would be unfavorable in
competitive environments. However, this deficiency is compen-
sated by a large set of peptidases (27 genes) and ABC trans-
porters predicted to transport amino acids or oligopeptides (37).
Among the 15 mutated peptidase/protease genes, LSEI_1810,
a dipeptidase predicted to be secreted, is needed for establish-
ment. It may have a high affinity for peptides containing limiting
amino acids, such as cysteine and asparagine. Also two ABC
transporters predicted to transport peptides, LSEI_0242-0243
and LSEI_1738-1739, are needed and could compensate auxo-
trophies (Fig. 3).
Environmental adaptation. Optimal bacterial adaptation to an en-
vironment is strongly associated with the expression of a series of
sensors/regulators (38, 39). The L. casei genome contains 16
complete TCS and 124 transcriptional regulators contributing to
its ability to sense and adapt to various environments (37).
Among the 10 mutated TCS (a mutant of at least one of the
two genes was available in our library) (Table S2), only the
LSEI_0219-0220 TCS, in the same genetic locus as a PBP gene,
was needed for gut establishment, reinforcing the importance of
the cell wall biogenesis in the ileal context.

Three transcriptional regulators among the 50 whose genes
were mutagenized appeared to be required for optimal estab-
lishment of L. casei (Table S2): LSEI_0247 (see the discussion of
cell wall biogenesis, above), LSEI_0394 (see the discussion of
amino acids metabolism, above), and LSEI_2025, which belongs
to the ferric uptake regulator (Fur) family, a family of metal

60f 9 | www.pnas.org/cgifdoi/10.1073/pnas. 1411883111

ion-dependent DNA-binding regulators that can sense metal
ions (i.e., Fe**, Zn**, Ni**, or Mn’") or hydrogen peroxide.

Otherwise, regularly clustered, interspaced, short palindromic
repeats (CRISPR)-Cas genes were reported to regulate gene
expression during host-bacteria interaction (40). In this screen-
ing, the CRISPR-Cas locus (LSEI_0349-0356) is dispensable
(two mutants were available). Among the six endonucleases of
the genome, only one gene, LSEI_1790, was needed, in contrast
to the two genes needed in the type I restriction modification
system (LSEI 2094-2095, a mutant available for each gene)
(Table S2). The L. casei genome encodes 105 transposases and
13 recombinases, but only one recombinase (LSEI_1403) was
needed for gut establishment. This recombinase could support
genetic adaptation to the gut, as shown in Bacillus fragilis in which
recombinases modulate its surface in the gut (41). Moreover,
a single point mutation in the EnvZ/OmpR two-component sys-
tem affects the expression of more than 100 genes in Escherichia
coli (42).

Discussion

Here we report the first, to our knowledge, functional genome-
wide study of L. casei establishment in the gut. It was made
possible by a technological breakthrough that allows transposon-
based mutagenesis in this species (20). This approach was com-
bined with differential tagging of the transposon, allowing the
assembly of mutant pools that then could be challenged in vivo,
according to the STM technique that allows the identification of
loss-of-function mutants (43, 44). We sequenced the entire set of
9,250 mutants obtained in this study and assembled a library
of 1,110 unique mutants in which the tagged transposon had in-
tegrated into a discrete gene. Considering that L. casei is expected
to encode 2,929 genes (45), with a putative set of at least 400
essential genes (46, 47), one can consider that more than half of
the genome was mutagenized. Because transposon insertions could
have polar effect, one can safely state that nearly all the nonvital
L. casei functions have been affected.

Our random mutagenesis method focused on identifying the
genes necessary for bacterial establishment in the gut regardless
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the modulation of their in vivo expression, unlike global in vivo
transcriptomics [e.g., in vivo expression technology (IVET) or
recombination based in vivo expression technology (RIVET)]
(11-13). Alternative approaches may call for (i) shotgun cloning
of L. casei genome fragments into another bacterial species, its
success depending upon the basal level of gut establishment of
the recipient and the quality of heterospecific gene expression;
or (ii) for comparative genomics when the studied strains are
phylogenetically close and characterized according to their gut
establishment. These approaches identified important genetic
loci (14-16) but, unlike random mutagenesis, do not offer an
exhaustive genomewide analysis search as does STM. Truly al-
ternative approaches are based on quantification by massive
deep sequencing of inoculated pools of thousands of different
mutants grown together (17, 48). However, we favored STM
followed by mutant quantification using DNA tags. Even though
the generation of the mutant library was more labor intensive, it
offered significant advantages for our experimental purpose:
Mutants were grown individually; pools could be assembled ex-
temporancously; and limiting the pool size allowed a screening
model in which the mutants could be exhaustively recovered.
Moreover, because of the identification of mutations, mutants
now are individually available for dedicated screenings, and the
pools also can be assembled differently for other types of studies.

Our first aim was to investigate the functional genomics of the
gut-colonization capacity of L. ecasei. We could not carry out

Licandro-Seraut et al.

long-term colonization experiments in the mouse intestine be-
cause the level of colonization following intragastric adminis-
tration was insufficient to allow the reliable tracking of each
individual mutant composing the injected pool. As an alterna-
tive, we validated the rabbit ligated ileal loop model that has
been shown to be well adapted to STM screening in Shigella (24—
26). Because colonization of ligated loops cannot be carried out
for more than 16 h, this assay explores the initial survival of
mutants to gut luminal conditions and their early steps of colo-
nization, hence the term “establishment.”

Sensing/Exchange with Environment. To adapt to ileal conditions,
L. casei must sense environmental changes to protect itself from
toxic compounds while maintaining a functional import of
nutrients. Alteration of the cell wall structure may decrease the
bacteria’s sensing of its environment and resistance to the envi-
ronment’s harsh components (49). The consequences may en-
compass an increase in cellular permeability to environmental
compounds and to protons (50), a decrease in resistance to au-
tolysis (32), and a modification of surface properties and hence
an enhanced susceptibility to bacteriocins and antimicrobial
peptides. Also, some ABC transporters can be involved in re-
sistance to antimicrobial or peptides by excluding these com-
pounds. In fact, ABC transporters, in coordination with a TCS,
were shown to be involved in resistance to antimicrobial peptides
(51). Also, the mutant in LSEI_0394, a gene encoding a regulator
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of the AcrR family that is located in an operon encoding an ABC
transporter (LSEI_0395-0396) is impaired in its capacity of es-
tablishment, whereas the disruption of this transporter had no
impact on gut establishment. It is likely that LSEI 0394 encodes
a repressor of this transporter, as is the case for AcrR in E. coli
on the multidrug efflux pump acrAB (52). Therefore, derepres-
sion of the transporter becomes a handicap for the bacterium in
the gut lumen. The control of exchanges with the ileal environ-
ment is fundamental for L. casei establishment to capture a max-
imum of nutrients without unbalancing the bacterial cell content
or permitting the entrance of toxic molecules.

Sugar Metabolism. Previous transcriptomic studies carried out in
Lactobacillus plantarum and L. johnsonii while colonizing the gut
showed an up-regulation of a large set of genes related to car-
bohydrate transport and metabolism, indicating a global re-
cruitment of sugar-utilization enzymes for energy supply and
a change in carbohydrate-utilization pathways to adapt to sugar
limitation (15, 53, 54). In L. plantarum, energy production from
maltose, melibiose, and lactose is activated, as is the import of
mannose and cellobiose in the cecum of monocolonized mice
(54). Our results are fully consistent with these data. Also, in
B. thetaiotaomicron, the transcription of numerous genes implicated
in polysaccharide degradation is activated in the gut to degrade
glycans that the competitive flora (Bacteroides longum or
L. casei) cannot to metabolize (55). Symbionts thus adapt their
profile of substrate utilization to the availability of these sub-
strates in the ileal milieu and in response to the presence of other
symbionts, suggesting the need to define the composition of the
resident microbiota further in future studies.

Metabolism and Link with Stress/Oxidation. While initiating colo-
nization, pathogens encounter potentially bactericidal compo-
nents of the intestinal fluid (i.e., bile, lysozyme, trypsin) and also
a strong host response, especially highly reactive oxidative stress
molecules, and must respond accordingly to survive. However, it
is not clear how much oxidative stress is imposed onto symbionts
as they establish in the gut. This screening identified only one
general stress protein and no gene encoding factors of the spe-
cific response to oxidative stress.

However, cysteine synthase is involved in establishment. Con-
cerning sulfured amino acids, competition for nutrients and
during the establishment of a commensal was described for B.
thetaiotaomicron, particularly the need for vitamin B12 (17), an
essential cofactor for methionine biosynthesis for most bacterial
species, although not for L. casei, according to our genome
analysis. Cysteine also constitutes a pool of sulfured molecules
implicated in redox regulation of the host intestine and of bac-
terial cells. The main tandem compounds that permit redox
homeostasis are cysteine/cystine, glutathione/glutathione disul-
fide, and thioredoxin/thioredoxin disulfide (56). Glutathione is
synthesized from cysteine in epithelial cells and in some bacteria.
L. casei is able to use it in complement to thioredoxin to control
its redox balance but is unable to synthesize it (57). Because
L. casei also is auxotrophic for cysteine, it is strongly dependent on
the ileal content. Moreover, cysteine is known as the most lim-
iting nonessential amino acid in human cells (58). Thus, L. casei
must compete with epithelial cells and the endogenous flora for
cysteine and glutathione. Because mutants in genes involved in
the redox balance, particularly thioreductases, were not atfected,
we hypothesize that during establishment L. casei needs cysteine
for nutrition rather than for the maintenance of its redox bal-
ance. This notion is consistent with the evidence for nutritional
competition, particularly for cysteine, observed between in-
tracellular pathogens and their hosts (59). Although it often
involves essential amino acids, nutritional competition also can
involve other amino acids, e.g., asparagine, which appears to
be decisive for the virulence of Lactococcus garvieae (60) and
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Francisella tularensis (61). Thus, asparagine could be another
nutritional requirement for which L. casei must compete with
its host.

Iron limitation is a major signal in the virulence of mucosal
pathogens. In most pathogens Fur proteins act as central regu-
lators for successful colonization and virulence. They control
genes involved in iron homeostasis and protection against re-
active oxygen species damage (62) in Shigella (63), Salmoneila
(64), Vibrio cholerae (65), Pseudomonas (66), Listeria (67), and
Helicobacter pylori (68). Therefore it is likely that L. casei is
strongly challenged by iron-limiting conditions in the gut, partic-
ularly given the high levels of lactoferrin in intestinal secretions.
It also is possible that the protein regulating Fe2*/Zn2* uptake
(LSEI_2025) allows scavenging of other essential metals and
provides L. casei protection against reactive oxygen species, al-
though the latter benefit is unlikely because L. casei does not
appear to activate oxidative stress defenses in the ileal context.
Identification of copA (LSEI_1743), an ATPase predicted to be
responsible for translocating copper, silver, and cadmium ions
across biological membranes, emphasizes the importance of
metal import. Accordingly, in Enterococcus hirae, copA supports
bacterial survival in extremely low-copper environments (69). In
L. plantarum, copA expression was highly up-regulated in the
conventional mouse gut, and a copA mutant showed decreased
colonization capacity (70, 71).

In conclusion, we identified 47 mutations affecting establish-
ment that we organized into five functional groups: basic physio-
logical processes (housekeeping), metabolism, cell wall biogenesis,
environmental adaptation, and a remaining group of genes of
unknown function. In summary, most genes linked to bacterial
establishment are conserved among Firmicutes. In consequence,
our library provides major information regarding the coloni-
zation potential of other Firmicutes. Regarding L. casei, we
will better characterize the major pathways controlling bacte-
rial establishment. We now are in a position to study the im-
pact of controlled microbiota on the establishment of this
model symbiont. OQur annotated library also is available to study
other phenotypes, particularly the identification of L. casei
effectors involved in immune and metabolic functions in their
colonized host.

Materials and Methods

Design of the L. casei Random Mutant Library. For STM, 70 DNA tags, pre-
viously used for Salmonella typhimurium STM (21) were individually cloned
into the EcoRl site of pVI110 to generate 70 differently tagged transposable
vectors (Fig. 52 and Tables S3 and 54). The tagged mutant library in L. casei
was obtained using the Pj,,-TpaselS;;2; system as recently described (20)
and was ordered in pools of 70 mutants. After the transposon insertion sites
were identified by by individual sequencing, mutants were reassembled to
constitute a library of 1,110 gene mutants.

Screening for Bacterial Establishment. Each pool of mutants was challenged in
rabbit ileal loops as previously described (25, 26) with the following mod-
ifications. In each loop, 0.5 mL of bacterial suspension was injected (5 x 107
cfu per loop). Challenges were carried out over 16 h. The whole intestinal
loop was homogenized, diluted, and spread on agar plates to obtain iso-
lated colonies and to proceed to DNA isolation. Quantitative PCR was used
to measure the proportion of each tag corresponding to each mutant in
injected and recovered pools. All mutants displaying at least a threefold
decrease in quantity between injection and recovery were selected.
Detailed experimental procedures are described in S/ Text.
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SI Text

Determination of the Relevant Threshold to Screen the Decrease
of Mutants After in Vivo Challenge. To determine the relevant
threshold of variation between the injected and recovered pools,
we challenged a pool of 60 mutants in two rabbits and quantified
these 60 tagged mutants in the injected pool and in the two re-
covered pools. The mean variation (the ratio of the quantity of in-
jected mutants to the quantity of recovered mutants) was 1.13 +
0.37 for the first rabbit and 1.01 + 0.33 for the second. The
maximal decrease was less than 2.5-fold; Fig. S2 presents the
distribution of these variations. Therefore we decided to use
a threefold decrease in the recovered mutants relative to injected
mutants as the threshold in screening the mutant gene library.

Screening of 3,000 Unidentified, Randomly Selected Tagged Mutants
in the Rabbit Ligated lleal Loop Model. We carried out our initial
mutant screening on random, unidentified mutants, considering
that all mutants could be informative, whether the transposon
target was a gene or an intergenic region. Indeed, intergenic
regions can contain regulatory elements that also may affect
bacterial adaptation. Moreover, studying mutants in intergenic
regions is a way to target essential genes, because mutation in
their promoter or transcriptional terminator can modify their
transcription without completely knocking out function.

Forty-three pools of 70 tagged mutants were challenged in
rabbit ligated ileal loops (one pool per loop, 5.107 cfu per loop)
for a duration of 16 h. Because we anticipated that the mecha-
nisms implicated in gut establishment are complex and multi-
genic, we applied a low-stringency threshold. The proportion of
each mutant in the recovered pool was determined by quanti-
tative PCR (qPCR) using the 70 different DNA tags. When the
proportion of a mutant in the recovered pool was at least fivefold
less or fivefold more than 1/70, we used qPCR to determine the
proportion of this mutant in the injected pool. Each identified
mutant was challenged again in a pool of 70 mutants, and mu-
tants displaying at least a threefold decrease or increase in
quantity between the input and output pools in the two in-
dependent screenings were selected. Several genes were identi-
fied in this screening, and all of them also were identified in the
screening of gene mutants. Only two mutants in an intergenic
region showed alterations in gut establishment. The first mutant
was a transposon insertion in the LSEI_1600 gene transcription
terminator. Because the LSEI_1600 gene already had been
identified as a gut establishment gene (SI Materials and Methods
and Table 1), the gut-sensitive phenotype of this intergenic
mutant probably results from a decrease of LSEI_1600 mRNA
stability. For the second mutant, the transposon was integrated
in a 660-bp intergenic region between genes LSEI_0318 and
LSEI_0319. This sequence does not match noncoding RNA in
the Rfam database (1). This initial screening revealed that the
intergenic region contributed very little to gut establishment;
therefore we restricted our search to mutants in which trans-
posons were inserted into genes.

S| Materials and Methods

Bacterial Strains and Culture Conditions. Lactobacillus casei CIP
107868 (ATCC 334) was grown statically in MRS medium
(Difco) at 37 °C. Escherichia coli TG1 was grown aerobically in
LB medium with shaking at 37 °C. The antibiotics used were
50 pg/mL ampicillin and 50 pg/mL erythromycin for E. coli and
5 pg/mL erythromycin and 5 pg/mL chloramphenicol for L. casei.

Licandro-Seraut et al. www.pnas.org/cgifcontent/short/1411883111

Genetic Manipulation. DNA manipulation, purification, ligation,
restriction analysis, and gel electrophoresis were carried out as
described by Sambrook et al. (2). PCR and restriction products
were purified using a gel and PCR clean-up kit (Macherey Nagel).
Plasmids were prepared from E. coli using the Nucleospin plasmid
kit (Macherey Nagel). L. casei and E. coli were transformed by
electroporation as described by Aukrust et al. (3) and Dower et al.
(4), respectively, using a Gene Pulser and a Pulse Controller ap-
paratus (Bio-Rad).

To proceed to signature-tagged mutagenesis (STM), 70 DNA
tags previously used for Salmonella tyyphimurium STM (5), com-
posed of invariable arms with EcoRI and HindlIII restriction sites
surrounding a variable region about 40-bp long, were cloned in-
dividually into the EcoRI site of pVI110 to generate 70 differently
tagged transposable vectors (Fig. S1). Tag sequence was determined
by sequencing (GATC Biotech) using primers PVIT10TAG1 (5'-
GATCAATTCTTGAAGACGAAAG-3') and PVI110TAG2 (5'-
CTGCAAGGCGATTAAGTTGG-3") that anneal 100 nt upstream
and downstream of the tag insertion site, respectively.

The tagged mutant library in L. casei was obtained using the
Pjunc-TpaselS;>>; system as recently described (6). Brietfly,
L. casei first was transformed with an unstable plasmid (pVI1129)
carrying the IS;2>3 transposase gene and then was transformed
independently with the 70 tagged transposable vectors generated
in this study (the integrative pVI110 plasmid carrying the trans-
poson and an erythromycin-resistance cassette). Mutants obtained
for each tagged transposable vector were ordered in plates.

Sequencing the Transposon Insertion Sites and Assembling the
Library of ORF Mutants. Genomic DNA was extracted indivi-
dually from each mutant using the NucleoSpin 96 Tissue kit
(Macherey Nagel) with some modifications adapted for Lacto-
bacillus. Each DNA extract using the primer IRL (5-GTTGG-
GAGCTCTCCCATATG-3") was sequenced to identify transposon
insertion sites, and the obtained sequences were BLASTed against
the L. casei genome. Thereafter, mutants were sorted by the
localization of the transposon. The mutants in which the trans-
poson was integrated into a gene for which a mutant had not
already been found were reassembled in pools. Because all mu-
tants in the pools were tagged differently, the number of mutants
in each pool ranged from 25 to 70. When there were fewer than
40 mutants in a pool, intergenic region mutants were added to
attain the 40 mutants needed to maintain sufficient competition
between mutants.

Inoculation of Rabbit Ligated lleal Loops. Mutants were grown in-
dividually in 96-well microplates, assembled in pools, washed with
PBS, and resuspended in PBS to a final ODg of 0.1. They were
challenged in rabbit ligated ileal loops as previously described
(7, 8) with the following modifications. Between 10 and 12 ileal
loops were made in each rabbit. In each loop, (.5 mL of bacterial
suspension was injected (corresponding to a total bacterial quan-
tity of 5 x 107 cfu per loop). Challenges were carried out over 16 h.
Rabbit were killed, and each loop was removed integrally by
severing the spacers just outside the ligatures and was transferred
into cold PBS. The whole intestinal loop containing the bacteria
then was homogenized by bead-beating using 2.8-mm ceramic
beads in a Precellys 24 apparatus. The resulting homogenate
(about 5 > 107 living L. casei bacteria per loop) was diluted and
spread on agar plates to obtain isolated colonies. Each pool was
screened in two different rabbits, and the position of injected
pools was randomized. This in vivo model protocol was approved
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by the Comité Regional d’Ethique pour I'Experimentation An-
imale in Paris 1 (protocol no. 20070004).

Mutant Quantification After in Vivo Challenge. Genomic DNA was
isolated from injected and recovered pools. For each injected
pool, 5 mL of cell culture was used. For each recovered pool,
5,000-10,000 colonies were recovered by washing plates with TE
buffer (5 mM Tris, 2 mM EDTA). Then the same DNA isolation
procedure was applied. Bacterial suspensions were washed with
TE buffer and centrifuged. Bacterial pellets were incubated for
1 h at 65 °C in 500 pL lysis buffer (TE buffer, 1% SDS, 0.4 mg/mL
proteinase K). The obtained cell suspensions were mixed with
0.7 mL phenol:chloroform:isoamyl alchool at a ratio of 25:24:1
and with 0.1-pm glass beads and were disrupted by bead-beating
using one treatment of 40 s at a speed of 6.5 in a FastPrep re-
ciprocating device (Qbiogene). DNAs were isolated from the
aqueous phase by two phenol-chloroform extractions, followed
by DNA precipitation in ethanol and washing in 70% cthanol.
DNA pellets were dissolved in 200 uL. TE buffer.

gqPCR was used to measure the proportion of each mutant in
the pools. Based on the tag sequences (Table S3), primers used
for gPCR were designed using the Primer3 software (Table S4).
The first primer corresponded to an invariable pVI110 region
and was common to the 70 primer couples. The second primers
were designed on DNA tags to generate a 105- to 125-bp am-
plicon when associated with the first primer (Fig. S2). qPCR
amplifications were carried out on a Bio-Rad iCycler. Each
20-pL reaction contained diluted isolated DNA, (.25 pM of each

. Burge SW, et al. (2013) Rfam 11.0: 10 years of RNA families. Nucleic Acids Res 41:
D226-D232.

. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Lab Press, Cold Spring Harbor, NY) 2nd Ed.

3. Aukrust TW, Brurberg MB, Nes IF (1995) Transformation of Lactobacilius by
electroporation. Methods Mol Biol 47:201-208.

. Dower W), Miller JF, Ragsdale CW (1988) High efficiency transformation of E. coli by
high voltage electroporation. Nucleic Acids Res 16(13):6127-6145.

. Hensel M, et al. (1995) Simultaneous identification of bacterial virulence genes by
negative selection. Science 269(5222):400-403.

. Licandro-Seraut H, et al. (2012) Development of an efficient in vivo system (Pjunc-
TpaselS; ;) for random transposon mutagenesis of Lactobacilius casei. Appl Environ
Microbiol 78(15).5417-5423.

. Marteyn B, et al. (2010) Modulation of Shigella virulence in response to available
oxygen in vive. Nature 465(7296):355-358.
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Résultats

primer, and 10 pL iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). The
QPVITAGR primer was associated with a tag-specific primer
(Table S4) to create a specific primer couple for the enumera-
tion of each tag. The 70 tagged transposable vectors were pooled
at equimolar concentration, and serial dilutions of this mix were
used as the matrix for gPCR with each primer couple to check
the correlation with the initial DNA concentration. Four sets of
six randomly selected tagged transposable vectors were diluted
in different known concentrations and subjected to real-time
quantification. For these 24 tagged transposable vectors, relative
quantification by real-time PCR correlated with the concentration,
confirming that amplifications were tag-specific. Primer couples
CRTL3F-CTRL3R and CTRL4F-CTRLAR, designed on the
tagged-pVI110 invariable region, were used for each mutant pool
for global enumeration of all tags. Tags were quantified using
comparative quantification (Cq) methods. The mean Cq values
obtained for the CRTL3F-CTRL3R and CTRLAF-CTRLAR
amplicons were used to determine the ratio of each tag to the
complete set of tags in the injected and recovered pools. The de-
creased rate for each mutant corresponds to the ratio of the cor-
responding tag in the injected pool divided by the ratio in the
recovered pool.

Bioinformatics. Gene annotations were found using the Integrated
Microbial Genomes site (9) based on the analysis by Makarova
et al. (10). Gene function predictions were made using the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (11) and Biocye (12)
databases.

8. West NP, et al. (2005) Optimization of virulence functions through glucosylation of
Shigella LPS. Science 307(5713):1313-1317.

9. Markowitz VM, et al. (2006) The integrated microbial genomes (IMG) system. Nucleic
Acids Res 34(Database issue):D344-D348,

10. Makarova K, et al. (2006) Comparative genomics of the lactic acid bacteria. Proc Nat/
Acad 5ci USA 103(42):15611-15616.

11. Kanehisa M, Goto 5, Sato Y, Furumichi M, Tanabe M (2012) KEGG for integration and
interpretation of large-scale molecular data sets. Nucleic Acids Res 40{Database issue):
D109-D114,

12. Caspi R, et al. (2010) The MetaCyc database of metabolic pathways and enzymes and
the BioCyc collection of pathway/genome databases. Nudleic Acids Res 38(Database
issue):Da73-D479.

40 -
35 -+ M Rabbit 1
|2
30 -
E M Rabbit 2
S 25 -
E
-0—20._
@
o 15 -
g
2 10 -
] 1
o n 0 _ I o ol
NI B < A Y BN S T SN TIPS -
SNSRI S G S S
2 o ‘;B,Q G’Q 1\\70 §\, AN ’»"o p. LY L]

97 @7 o ot ©

Ratio injected / recovered

Fig. S1.
pool of 60 mutants injected in two rabbits.
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Distribution of variation in the ratio of the relative quantity of each mutant in the injected pool vs. the recovered pool. Analysis was made from one
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Table S1. Numeration of CFU per DO unit for cultures in stationary phase of growth.

Mutant CFU /uDO Mutant CFU/uDO
LSEI_0086 3,88E+08 LSEI_1468 2,57E+07
LSEI 0135 2,82E+08 LSEI 1488  245E+08
LSEI 0156 2,23E+08 LSEI_1565 3,35E+07
LSEI_0186 2,00E+08 LSEI 1566  4,52E+08
LSEI 0174 2,71E+08 LSEI 1580 1,92E+08
LSEI 0219 1,88E+08 LSEI_1600  2,82E+08
LSEI 0220 2,04E+08 LSEI 1615  242E+08
LSEI 0221 3,04E+08 LSEI 1621  3,14E+08
LSEI 0238 1,94E+08 LSEI_1656  2,63E+08
LSEI 0242 549E+08 LSEI_1659  3,23E+08
LSEI 0247 2,14E+08 LSEI 1668 2,25E+08
LSEI_0281 1,96E+07 LSEI 1677  3,66E+08
LSEI 0394 1,51E+08 LSEI 1684  2,55E+08
LSEI_0479 5,16E+08 LSEI_1710  1,98E+08
LSEI 0480 5,00E+08 LSEI 1738 1,88E+08
LSEI_0517 1,16E+08 LSEI_1740  2,23E+08
LSEI 0625 3,26E+08 LSEI 1743 2,5TE+08
LSEI 0681 3,55E+08 LSEI_1759 247E+08
LSEI_ 0728 2,33E+08 LSEI_1790  2,69E+08
LSEI_0756 1,77E+08 LSEI_1810  2,86E+08
LSEI 0757 1,94E+08 LSEI 2005 2,51E+08
LSEI_0781 2,86E+08 LSEI_2009  3,93E+08
LSEI_0794 9,85E+07 LSEI_2025  2,59E+08
LSEI_0796 1,13E+08 LSEI 2162  3.91E+08
LSEI_0797 9,87E+07 LSEI_2236 1,67E+08
LSEI_0806 1,63E+08 LSEI_2269  2,65E+08
LSEL 1000 1,26E+08 LSEI 2349  1,68E+08
LSEL_1156 2,99E+08 LSEI_2540  3,36E+08
LSEI_1274 3,83E+08 LSEI 2546  2,15E+08
LSEI_1278 1,35E+07 LSEI 2553  3,37E+08
LSEI 1293 1,85E+08 LSEI 2829  321E+08
LSEI 1313 6,54E+08 LSEI_A13 3,08E+08
LSEI_1348 2,02E+08 LSEI_Al6 1,95E+08
LSEI_ 1403 1,70E+08 LSEI 10259 3,29E+08
LSEI 1461 4,10E+08 WT 2,70E+08

Table S2. Genes involved in the discussed functional groups that are not essential for gut

persistence.

Regulatory functions and adaptation.

Mean value for 3 independent experiments. Mean variation is 10%. Mutants for which

CFU/OD unit ratio is less than 5-fold the WT ratio are in bold.

COG

Locus tag ~ Name number
Two-component systems

Response regulator consisting of a CheY-like receiver domain and
LSEI 0460 a winged-helix DNA-binding domain COG0745

Response regulator consisting of a CheY-like receiver domain and
LSEI_0934 awinged-helix DNA-binding domain COGO0745
LSEI 0935 Signal transduction histidine kinase COG5002
LSEI 1042 Signal transduction histidine kinase COG0642
LSEI 1223 Signal transduction histidine kinase COG4585
LSEI_1419 Signal transduction histidine kinase COG0O642
LSEI 1678 Signal transduction histidine kinase COG0642

Response regulator consisting of a CheY-like receiver domain and
LSEI 1740 a winged-helix DNA-binding domain COG0745
LSEI 2680 Signal transduction histidine kinase COG0O642

Signal transduction histidine kinase regulating citrate/malate
LSEI 2868 metabolism COG3290
Transcriptional regulators
LSEI 0023 Transcriptional regulator COG1309
LSEI 0052 Transcriptional regulator COG1802
LSEI 0061 Transcriptional regulator COG1309
LSEI 0081 Transcriptional regulator COG1309
LSEI 0110 Transcriptional regulator COG1309
LSEI 0121 Transcriptional regulator COG1737
LSEI 0132 Predicted transcriptional regulator COG1476
LSEI_0222 Transcription elongation factor COG0O782
LSEI 0247 Transcriptional regulator COGl1316
LSEI 0250 Transcriptional regulator of sugar metabolism COG1349
LSEI 0297 Putative transcription activator COGO0819
LSEI 0330 Predicted transcriptional regulator COG1378
LSEI 0337 Transcriptional regulator COG1309
LSEI 0368 Transcriptional regulator COG1609
LSEI 0371 Transcriptional regulator COG1737
LSEI 0428 Predicted transcriptional regulator COGO640
LSEI 0453 Transcriptional antiterminator COG3711
LSEI 0473 Transcriptional regulator COGO0583
LSEI 0558 Transeriptional antiterminator C0OG3933
LSEI 0681 Transcriptional regulator of sugar metabolism COG1349
LSEI 0739 Transcriptional regulator COGO0O583
LSEI 0802 Predicted transcriptional regulator with C-terminal CBS domains ~ COG3620
LSEI 1147 Transcriptional regulator COG1309
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LSEI 1240
LSEI_1243
LSEL 1413
LSEI 1471
LSEI_1659
LSEI_1668
LSEI_2033
LSEI 2050
LSEI 2127
LSEI_ 2189
LSEI 2244
LSEI 2269
LSEI 2370
LSEI 2371
LSEI 2464
LSEI 2468
LSEL 2670
LSEI 2719
LSEI 2724
LSEIL 2725
LSEI 2728
LSEI 2734
LSEI 2742
LSEI 2759
LSEI_A02
LSEL_A06

Transcriptional accessory protein
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator/sugar kinase
Transcription elongation factor
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional regulator
Transcriptional antiterminator
Glucitol operon activator
Transcriptional antiterminator
Transcriptional antiterminator
Transcriptional regulator of sugar metabolism
Transcriptional antiterminator
Predicted transcriptional regulator
Predicted transcriptional regulator
Transcriptional antiterminator

COG2183
COG1395
COGO0583
COGO583
COG1940
COGO0782
COGO640
COG1316
COG1846
COG1309
COG1725
COG1609
COG1396
COG1695
COG1309
COGO0789
COGl1414
COG3711
COG4578
COG3711
COG3711
COG1349
COG3711
COG1476
COG3682
COG3711

Stress response

COG

Locus tag ~ Name number
stress related enzymes
LSEI_0206 Pyrrolidone-carboxylate peptidase (N-terminal pyroglutamyl peptidase) COG2039
LSEI_0255 ADP-ribosylglycohydrolase COG1397
LSEI 0541 Thioredoxin domain-containing protein COG3118
LSEI_0638 Predicted redox protein, regulator of disulfide bond formation COG1764
LSEI_0742 Peroxiredoxin COG2077
LSEI 0827 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase) - cyclophilin family COG0652
LSEI_0893 Glutathione peroxidase COGO0386
LSEI_1202 Peptide methionine sulfoxide reductase COG0225
LSEI_1393 Peptide methionine sulfoxide reductase COG0225
LSEI 1412 Pyruvate-formate lyase-activating enzyme COGI1180
LSEI 1463 Predicted oxidoreductase related to nitroreductase COG3560
LSEI_1472 Predicted metalloendopeptidase COG3590

Conserved domain frequently associated with peptide methionine sulfoxide
LSEI_1525 reductase COG0229
LSEI 1762 ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit COGO542
LSEI 2048 ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit COG0542
LSEI_2270 Subtilisin-like serine proteases COG1404
LSEI_2517 ATPases with chaperone activity, ATP-binding subunit COGO542
LSEI 2627 Glutathione-disulfide reductase COG1249
ABC-type transporters and efflux pump
LSEI_0057 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COG1132
LSEI_0091 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COG1131
LSEI_0106 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COGl1132
LSEI 0129 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COG1131
LSEI 0178 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COGI1131
LSEI_0183 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COG1132
LSEI_0395 ABC-type antimicrobial peptide transport system, permease component COGO577
LSEI 0620 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COGI1131
LSEI 0626 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COGI1132
LSEI_0627 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COG1132
LSEI 1014 ABC-type multidrug transport system, permease component COGO0842
LSEI 1148 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COGI1132
LSEI 1149 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COG1132

ABC-type transport system involved in Fe-S cluster assembly, ATPase
LSEI_1180 component COG0396
LSEI 1418 ABC-type antimicrobial peptide transport system, ATPase component COG1136
LSEI 1814 ABC-type antimicrobial peptide transport system, ATPase component COG1136
LSEI 1873 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COG1131
LSEI_1884 ABC-type antimicrobial peptide transport system, ATPase component COG1136
LSEI 1994 ABC-type antimicrobial peptide transport system, ATPase component COG1136
LSEI 2194 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components COG1132
LSEI 2322 ABC-type multidrug transport system, ATPase component COG1131
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LSEI 2332 ABC-type multidrug transport system, ATPase component
ABC-type bacteriocin/lantibiotic exporters, contain an N-terminal double-
LSEL 2384 glycine peptidase domain
LSEI 2466 ABC-type antimicrobial peptide wanspon system, ATPase component
LSEL 2602 ABC-type multidrug transport system, ATPase and permease components
LSEI 2621 Na+-driven multidrug efflux pump
LSEL 2626 ABC-type antimicrobial peptide wansport system, ATPase component
LSEL 2894 ABC-type antimicrobial peptide ransport system, ATPase component
LSEL 2895 ABC-type antimicrobial peptide ransport system, permease component
DNA recombination and repair
LSEL 0018 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEL 0037 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEI 0050 Transposase and inactivated derivatives, 1530 family
LSEL 0092 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEI 0237 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0272 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0311 Transposase and inactivated derivatives, 1530 family
LSEI 0344 Site-specific recombinases, DNA invertase Pin homologs
LSEL 0345 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0347 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0356 DNA polymerase 111, alpha subunit (gram-positive type)
LSEL 0361 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0413 Transposase and inactivated derivatives
LSEI 0446 Transposase and inactivated derivatives
LSEI 0454 Site-specific recombinases, DNA invertase Pin homologs
LSEL 0486 Site-specific recombinase XerD
LSEL 0507 Putative pamosome component and related proteins
LSEL 0508 DNA replication protein
LSEL 0516 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEL 0570 Adenine specific DNA methylase Mod
LSEL 0573 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEL 0579 Site-specilic recombinases, DNA invertase Pin homologs
LSEI 0586 Adenine specific DNA methylase Mod
LSEL 0587 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEL 0590 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0684 ATPaseinvolved in DNA repair
LSEL 0689 A/G-specific DNA glycosylase
LSEL 0773 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0774 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0791 Mismatch repair ATPase (MutS family)
LSEL 0857 Transposase and inactivated derivatives
LSEL 0907 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family
LSEL 0923 RecA/RadA recombinase
LSEL 0957 Excinuclease ATPase subunit
LSEL 0995 Uracil DNA glycosylase
LSEL 1001 DNA polymerase 11L epsilon subunit and related 3'-5' exonucleases

COG1131

C0G2274
COG1136
COG1132
COG0534
COGL136
COG1136
COG0s77

COG2826
COG2826
COG2826
COG2826
COG3464
COG2963
COG2826
COG1961
COG3293
COG3316
COG2176
COG3464
COG2801
COG3464
COG1961
COG4974
COG3935
COG1484
COG2826
COG2189
COG2826
COG1961
COG2189
COG2826
COG2801
COGo419
COG1194
COG2801
COG2963
COG1193
COG3436
COG2826
COG468
COGO178
COG0692
COGOR4T

LSEL 1049 Nucleotidyltransferase/DNA polymerase involved in DNA repair COGO38Y
LSEL 1081 Superfamily [I DNA helicase COGO514
LSEL 1103 Transposase and inactivated derivatives COG3464
LSEL 1241 Transposase and inactivated derivatives COG2963
LSEL 1242 Transposase and inactivated derivatives COG2801
ATP-dependent exoDNAse (exonuclease V), alpha subunit - helicase
LSEL 1295 superfamily | member COGO507
LSEL 1346 Nuclease subunit of the excinuclease complex COG0322
LSEL 1368 Site-specilic recombinase XerD) COG4974
LSEL 1415 Site-specific recombinase XerD) COG4974
LSEL 1535 Transposase and inactivated derivatives C0OG3293
LSEL 1709 5'-3"exonuclease {including N-terminal domain of Poll) COGO258
LSEL 1891 Transposase and inactivated derivatives COG2801
LSEL 1907 Transposase and inactivated derivatives COG2801
LSEL 1916 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family COG2826
LSEL 1978 Site-specific recombinase XerD» COG4974
LSEL 1995 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family COG2826
LSEL 2005 Transposase and inactivated derivatives COG2801
ATP-dependent exoDNAse (exonuclease V), alpha subunit - helicase
LSEL 2082 superfamily | member COGO507
LSEL 2091 Site-specific recombinase XerD) COG4974
LSEL 2181 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family COG2826
LSEL 2212 3-methyladenine DNA glycosylase COG2818
LSEI 2234 DNA mismatch repair enzyme (predicted ATPase) COGO323
LSEL 2235 Mismatch repair ATPase (MutS family) COG249
LSEL 2347 Transposase and inactivated derivatives, 1530 family COG2826
LSEL 2404 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family COG2826
LSEL 2595 Mg-dependent DNase COGO084
LSEL 2637 Excinuclease ATPase subunit COGO178
LSEL 2649 RecA/RadA recombinase COGO468
LSEL 2877 Transposase and inactivated derivatives, 1830 family COG2826
Restriction-modification system
LSEL 2094 Type I restriction-modification system methyltransferase subunit COG0286
Type L site-specific restriction-modification system, R (restriction) subunit and
LSEL 2095 related heli COGN610
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Carbohydrate metabolism

COG
Locus tag ~ Name number
ABC-type transporters
LSEL 0289 ABC-type sugar transport system, periplasmic component COG1653
LSEL 0307 ABC-type ribose transport system, auxiliary component COG1869
LSEI_0308 ABC-type sugar transport system, ATPase component COG1129
LSEL 0988 ABC-type sugar transport system, periplasmic component COG1653
LSEL 0989 ABC-type sugar transport system, permease component COGO395
LSEL 0990 ABC-type sugar transport syslems, permease components COG1175
LSEL 2762 ABC-type sugar transporl system, periplasmic component COG1653
LSEI_ 2765 ABC-type sugar transport systems, ATPase components COG3839
LSEL 2840 ABC-type sugar transport system, periplasmic component COG1653
Phosphotransferase systems
Phosphotransferase system 11C components, glucose/maltose/N-
LSEL 0119 acetylglucosamine-specific COG1263
LSEL 0276 Phosphotransferase system cellobiose-specific component HC COG1455
LSEIL 0324 Phosphotransferase system mannitol/fructose-specific [IA domain (Ntr-type) COG1T62
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL 0366 component 11C COG3715
Phosphotransferase system 11C components, glucose/maltose/N-
LSEL 0370 acetylglucosamine-specific COG1263
LSEL 0374 Phosphotransferase system IIA components COG2190
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL_ 0402 component 11C COG3T15
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL 0403 component 11D COG3716
LSEL 0449 Phosphotransferase system cellobiose-specific component [TA COG1447
LSEL 0559 Phosphotransferase system, mannose/fructose-specific component 1LA COG2893
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL 0561 component [IC COG3T1S
Phosphotransferase system IIC components, glucose/maltose/N-
LSEL 0631 acetylglucosamine-specific COG1263
LSEI 0672 Phosphotransiferase system, galactitol-specific IIB component COG3414
LSEL 0673 Phosphotransferase system, galactitol-specific 11C component COG3T775
LSEIL 1347 Phosphotransferase system, [ructose-specific 11C component COG1299
LSEI_ 2077 Phosphotransferase system cellobiose-specific component [1C COG1455
Phosphotransferase system IIC components, glucose/maltose/N-
LSEL 2101  acetylglucosamine-specific COG1263
LSEL 2247 Phosphotransferase system cellobiose-specific component B COG1440
LSEI 2596 Phosphotransferase system mannitol/fructose-specific 1A domain (Nur-type) COG1762
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL 2666 component [IC COG3T1S
LSEI_2736 Phosphotransferase system, galactitol-specific 1B component COG3414
LSEI 2740 Phosphotransferase system, fructose-specific 11C component COG1299
LSEL 2741 Phosphotransferase system mannitol/fructose-specific [IA domain (Ntr-type) COG1762
LSEL 2815 Phosphotransferase system cellobiose-specific component HC COG1455
Phosphotransferase system, mannose/fructose/N-acetylgalactosamine-specific
LSEL 2827 component 11D COG3T716
LSEI 2829 PTS system mannose/fructose-specific transporter subunit [1A COG3444
LSEL A05 Phosphotransferase system cellobiose-specific component 1B COG1440

QOther transporters

LSEL (058
LSEL 0172
LSEL 0229
LSEL 0429
LSEL 0578
LSEL 0878
LSEL 1066
LSEL 1125
LSEL 1140
LSEL 1283
LSEL 1758
LSEL 2188
LSEL 2211
LSEL 2230
LSEL 2274
LSEIL 2277
LSEI 2342
LSEL 2416
LSEI 2749
Enzymes

LSEL 0279
LSEL 0291

LSEI_0369
LSEL 0404
LSEL 0406
LSEI 0432
LSEL 0448
LSEI_0564
LSEI_0677
LSEL 0700
LSEL 0821
LSEL 0982
LSEL 1036
LSEL_1104
LSEI_1293
LSEL 1348
LSEIL 1365
LSEL 1681
LSEI_1858
LSEI_1992
LSEL 2035
LSEI 2036
LSEI 2037
LSEI_2038
LSEI_2039
LSEI_2040
LSEIL 2045

Arabinose efTlux permease

Arabinose efflux permease

H+/gluconate symporter and related permeases
Arabinose efflux permease

Na+/melibiose symporter and related transporters
Arabinose efTlux permease

Arabinose efflux permease

Putative glucose uptake permease

Arabinose efflux permease

Arabinose efflux permease

Arabinose efTlux permease

Arabinose efTlux permease

Permeases of the drug/metabolite transporter (DMT) superfamily
Arabinose efflux permease

Arabinose efflux permease

Arabinose efflux permease

Arabinose efflux permease

Arabinose efTlux permease

Arabinose efTlux permease

Phosphopentomutase

N-acetyl-beta-hexosaminidase
Alpha-galactosidases/6-phospho-beta-glucosidases, family 4 of glycosyl
hydrolases

Alpha-glucosidases, family 31 of glycosyl hydrolases
Glyeosidases

Fructose/tagatose bisphosphate aldolase
Beta-glucosidase/o-phospho-beta-glucosidase/beta-galactosidase
Beta-fructosidases (levanase/invertase)

Fructose-1-phosphate kinase and related fructose-6-phosphate kinase (P{kB)
Beta-glucosidase-related glycosidases

Predicted sugar phosphatases of the HAD superfamily

Trehalose and maltose hydrolases (possible phosphorylases)
Alpha-galactosidase
Beta-glucosidase/6-phospho-beta-glucosidase/beta-galactosidase
Phosphoglycerte mutase

Tagatose-6-phosphate kinase

Pyruvate kinase

t-phosphogluconate dehydrogenase

Citrate lyase beta subunit

Fructose-2.6-bisphosphatase

Glyeosidases

Glucan phosphorylase

Glycogen synthase

ADP-glucose pyrophosphorylase

ADP-glucose pyrophosphorylase

1.4-alpha-glucan branching enzyme

Uncharactenzed protein conserved in bacteria

COG2814
COG2814
COG2610
COG2814
COG2211
COG2814
COG2814
COG4975
COG2814
COG2814
COG2814
COG2814
COG0697
COG2814
COG2814
COG2814
COG2814
COG2814
COG2814

COGL015
COG3S2S

COG1486
COG1501
COGO366
COG0191
COG2723
COG1621
COG1105
COG1472
COGO647
COG1554
COG3345
C0G2723
COG406
COG1105
COGO469
COGO362
COG2301
COGO406
COGO366
COGO05R
COG0297
COGO448
COGO448
COGO296
COG38SS
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LSEL 2049
LSEL 2102
LSEL 2104
LSEL 2134
LSEL 2191
LSEL 2334
LSEI 2644

LSEI 2684
LSEL 2731
LSEL 2733
LSEL 2769
LSEL A04

Regulators
LSEL 0250
LSEL 1659
LSEI 2734

Capsular polysaccharide biosynthesis protein

Glycosidases

Beta-fructosidases (levanase/invertase)

Phosphoglycerate mutase 1
Beta-glucosidase/6-phospho-beta-glucosidase/beta- galactosidase
Phosphoenolpyruvate synthase/pyruvate phosphate dikinase

Fructose-2 6-bisphosphatase
Alpha-galactosidases/6-phospho-beta-glucosidases, family 4 of glycosyl
hydrolases

Ribulose-5-phosphate 4-epimerase and related epimerases and aldolases
Putative L-xylulose-5-phosphate 3-epimerase

Alpha-glucosidases, family 31 of glycosyl hydrolases
Beta-glucosidase/6-phospho-beta-glucosidase/beta- galactosidase

Transcriptional regulator of sugar metabolism
Transcriptional regulator/sugar kinase
Transcriptional regulator of sugar metabolism

COGa464
COGH366
COG1621
COGO58E
COG2723
COGO574
COGO406

COG1486
COGN235
COG3623
COG1501
COG2723

COG1349
COG1940
COG1349

Amino acids metabolism

COG

Locus tag  Name number
ABC-type transporters
LSEL 0065 ABC-type proling/glycine betaine transport SyStems, permease component COG1174
LSEL (066  ABC-type proline/glycine betaine transport systems, ATPase components COGL125
LSEL 0265 ABC-type branched-chain amino acid transport systems, periplasmic component  COGO683
LSEL 0269 ABC-type branched-chain amino acid transport systems, ATPase component COGO410

ABC-type amino acid ransport’signal transduction systems, periplasmic
LSEL 0601 component/domain COGO834
LSEL 1007 ABC-type spermidine/putrescine transport system, permease component | COGL1T6
LSEL 1207 ABC-type oligopeptide transport system, periplasmic component COGH1 66
LSEL 1344 ABC-type amino acid transport system, permease component COGOT6S
LSEL 1608 ABC-type dipeptide transport system, periplasmic component COGOT4T
LSEL 1612 ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, ATPase component COGO444
LSEL 1887 ABC-type dipeptide/oligopeptide/nickel transport system, ATPase component COGO444
LSEL 1892 ABC-type oligopeptide transport system, periplasmic component COGH1 66
LSEL 2065 ABC-type oligopeptide transport system, periplasmic component COG41 66
LSEL 2797  ABC-type oligopeptide transport system, periplasmic component COG4166
LSEIL 2837 ABC-type amino acid transport system, permease component COGOT6S
LSEIL 2838 ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component COGL126
LSEL 2848 ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component COG1126
LSEL 2849 ABC-type amino acid transport syslem, permease component COGOTAS
LSEL 2850 ABC-type amino acid transport system, permease component COGOT6S
LSEL Al0  ABC-type amino acid ransport system, permease component COGOT6S
LSEL All  ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component COG1126

ABC-type amino acid ransport/signal transduction systems, periplasmic
LSEL Al2  component/domain COGO834
Other transporters
LSEL 0229 H+/gluconate symporter and related permeases COG2610
LSEIL 0303 Amino acid transporters COGO531
LSEIL 0385 Amino acid transporters COGO531
LSEL 0441 Amino acid transporters COGO531
LSEL (471 Amino acid transporters COGO531
LSEL 0633  Amino acid transporters COGO531
LSEL 0642 Gamma-aminobutyrate permease and related permeases COG1113
LSEIL 1031 Gamma-aminobutyrate permease and related permeases COG1113
LSEIL 1813 Dipeptide/tripeptide penmease COG3104
LSEL 1996 Amino acid transporters COGO531
LSEL 2211 Permeases of the drug/metabolite transporter (DMT) superfamily COGNEYT
LSEL 2236 Amino acid transporters COGOS31
LSEI 2873 Gamma-aminobutyrate permease and related permeases COG1113
Peptidases, proteases
LSEIL 0033 Dipeptidase A COG4690
LSEL 0206 Pyrolidone-carboxylate peptidase COGZ039
LSEL 0246 Oligoendopeptidase F COGL164
LSEL 0470 Aminopeptidase N COGO308
LSEIL 0745 Oligoendopeptidase F COG1164
LSEL 1094 Endopeptidase, M10 family
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LSEL 1095
LSEL 1472
LSEL 1651
LSEL 2186
LSEI 2329
LSEL 2582
LSEL 2745

Endopeptidase, M10 family
Oligoendopeptidase O
Xaa-Pro dipeptidyl-peptidase
Dipeptidase A
Aminopeptidase C
Diftripeptidase

Exopeptidase, M20(A) family

Enzymes related in amine acids pathways

LSEL 0074
LSEI 0075
LSEI 0077
LSEL 0097
LSEL 0099
LSEL 0100
LSEL 0332
LSEL 0381
LSEL 0382

LSEL 0433
LSEL 0625
LSEL 0764
LSEL 0865

LSEI 0894
LSEL 1182
LSEL 1199
LSEL 1289
LSEL 1434
LSEI 1453
LSEI 1554

LSEL 1784
LSEL 2041
LSEL 2149
LSEL 2152
LSEL 2357
LSEL 2556
LSEI_2584
LSEL 2712
LSEL 2744

LSEIL 2745
LSEL 2747

LSEL 2796
LSEL 2855

Tryptophan synthase alpha chain

Tryptophan synthase beta chain

Indole-3-glycerol phosphate synthase

Tetrahydrodipicolinate N-succinyltransferase

Aspartokinases

Diaminopimelate epimerase

Predicted ornithine cyclodeaminase, mu-crystallin homolog

Cystathionine beta-lyases/cystathionine gamma-synthases

Predicted amino acid racemase

Thiamine pyrophosphate-requiring enzymes [acetolactate synthase, pyruvate
dehydrogenase (cytochrome), glyoxylate carboligase, phosphonopyruvate
decarboxylase]

S-methyltetrmbydropteroy ltiglutamate / homocysteine S-methyltrans ferase
Methionine synthase 11 (cobalamin-independent)
Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase

Bifunctional PLP-dependent enzyme with beta-cystathionase and maltose
regulon repressor activities

Selenocysteine lyase

L-serine deaminase

Cysteine sulfinate desullinase/cysteine desulfurase and related enzymes

ATP phosphorbosyltrans ferase

Carbamoylphosphate synthase small subunit

N-formylglutamate amidohydrolase

Thiamine pyrophosphate-requiring enzymes [acetolactate synthase, pyruvate
dehydrogenase (cytochrome), glyoxylate carboligase, phosphonopyruvate
decarboxylase]

Branched-chain amino acid aminotransferase/4-amino-4-deoxychorismate lyase
Homoserine kinase

Aspartokinases

Gamma-glutamyl phosphate reductase

Glutamate synthase domain 2

Phosphoribosylpyrophosphate synthetase

Selenocysteine synthase [seryl-tIRNASer selenium transferase]

Asparaginase

Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase and related
deacylases

Aspartate/tyrosine/aromatic aminotransferase

Acetylornithine deacetylase/Succinyl-diaminopimelate desuccinylase and related
deacylases

Transglutaminase-like enzymes, putative cysteine proleases

COG1164
COG2936
COG4690
COG3IST9

COGO624

COGO159
COGO133
COGO134
COG2171
COG0527
COG0253
COG2423
COGD626
COG3457

COGO028
COGO620
COGO6E20
COGN436

COGL168
COGOS20
COG1760
COG1104
COGO040
COGOS05
COG3741

COGO028
COGO115
COGO0S3
COG0527
COGO014
COGO069
COGO462
COG1921
COG1446

COGD624
COGN436

COGO624
COG1305

Transport
CoG

Locus tag ~ Name number
ABC-type transporters
LSEIL 0295 ABC-type cobalt transport system, ATPase component COG1122
LSEL 0411 ABC-type metal ion transport system, periplasmic component/surface antigen  COG 1464
LSEL 0938  ABC-type phosphate ransport system, permease component COGO5E1
LSEL 1000 ABC-type Na+ efflux pump, permease component COG1668
LSEL 1178 ABC-type metal ion transport system, ATPase component COG1135
LSEIL 2174 ABC-type Na+ efflux pump, permease component COG1668
LSEL 2421 ABC-type metal ion transport system, periplasmic component/surface adhesin - COGOR03
LSEL 2433 ABC-type metal ion transport system, periplasmic component/surface adhesin - COGOR03
LSEL 2445  ABC-type phosphate/phosphonate transport system, periplasmic component COG3221
LSEL 2446 ABC-type phosphate/phosphonate transport system, ATPase component COG3638

ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport systems, periplasmic
LSEIL 2450 components COGOT1S
LSEL 2453 ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport system, ATPase component  COG1116
LSEL 2454 ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport system, permease component  COGO600
Other transporters
LSEIL 0030 Mn2+ and Fe2+ wransporters of the NRAMP family COG1914
LSEIL 0589 Na+/H+ antiporter NhaD and related arsenite permeases COGL05S
LSEL 0644 NhaP-type Na+/H+ and K+/H+ antiporters COGO025
LSEL 0707 Cation transport AT Pase COGO474
LSEL 0728 Permease COGO62E
LSEIL 0738 Mg2+ and Co2+ transporters COGOS98
LSEIL 0749 Cation transport ATPase COGO474
LSEL 0973 Chloride channel protein EnC COGO3E
LSEL 1004 NhaP-type Na+/H+ and K+/H+ antiporters COGO025
LSEL 1012 Cation transport ATPase COGO474
LSEIL 1284 Uncharacterized protein imvolved in tellurite resistance COG3RS3
LSEIL 1658 Rhodanese-related sulfurtransferase COGO60T
LSEL 1822 Fel2+ transport system protein B COGO3T0
LSEL 1987 Kef-type K+ tmnsport systems, membrane components COGO475
LSEL 1990 Mn2+ and Fe2+ transporters of the NRAMP family COG1914
LSEIL 2281 Cation transport ATPase COGO474
LSEIL 2333 K+ wansporter COG3158
LSEL 2413 Mn2+ and Fe2+ transporters of the NRAMP family COG1914
LSEL 2414 Cation transport AT Pase COGO474
LSEIL 2590 Co/Zn/Cd efflux system component COG1230
LSEL 2616 Polyphosphate kinase COGO8SS
LSEL 2632 Tellurite resistance protein and related permeases COG1275
LSEL 2794 Na+/H+ antiporter NhaD) and related arsenite permeases COG1055
LSEL 2799 Cation transport AT Pase COG2217
LSEI A0l Cation transport ATPase COG2217
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Cell wall
Locustag  Name COG Deseription
number
LSEI 0158 cell surface protein N/A
LSEI 0249 Cell wall-associated hydrolase N/A
LSEI_0291 lacto-N-biosidase C0OG3525  LPXTG-motif cell wall anchor
domain (TIGRO1167)
LSEI_0411 ABC-type metal ion transport system, COG1464
periplasmic component/surface antigen
LSEI 0416 Predicted oxidoreductase; Myosin-crossreactive  COG4716
antigen ortholog
LSEI_0455 Uncharacterzed protein encoded in toxicity COG4932  LPXTG-motif cell wall anchor
protection region of plasmid R478, contains von domain (TIGR0O1167)
Willebrand factor (vWF) domain
LSEI_0465 Uncharactenzed conserved membrane associated COGS271  LPXTG-motif cell wall anchor
protein domain (TIGR0O1167)
LSEI_0564 Beta-fructosidase (levanase/invertase) COGLI621 LPXTG-motil cell wall anchor
domain (TIGR0O1167)
LSEI 1177 ABC-type metal ion transport system, COG1464
periplasmic component/surface antigen
LSEI_1580 Membrane-associated Zn-dependent protease 1 COGO750
LSEI 1905 hypothetical protein N/A LPXTG-motif cell wall anchor
domain (TIGR0O1167)
LSEI_2029 Surface antigen COGO791  Cell wall-associated hydrolases
(invasion-associated proteins)
LSEI_2139  Sortase (surface protein transpeptidase ) COG3764  LPXTG-site transpeptidase
(sortase) family protein
(TIGRO1076)
LSEI_2226 Cell wall-associated hydrolase
LSEI 2270 Subtilisin-like serine proteases COGL404  LPXTG-motif cell wall anchor
domain (TIGR0O1167)
LSEI_2366 Predicted outer membrane protein COG4932
LSEI_2421 ABC-type metal ion transport system, COGO803
periplasmic component/surface adhesin
LSEI_2433  ABC-type metal ion transport system, COGOR03
periplasmic component/surface adhesin
LSEI 2437 Possible cell surface protein COG3846  Type IV secretory pathway,
TrbL components
LSEI_2512 Predicted outer membrane protein COG4932
LSEI 2537 cell surface protein N/A
LSEI_2660 Subtilisin-like serine protease N/A LPXTG-motif cell wall anchor
domain (TIGRO1167)
LSEI 2686 Alpha-glucosidase, family 31 of glycosyl N/A LPXTG-motif cell wall anchor
hydrolase domain (TIGR01167)
LSEI_2769 Alpha-glucosidases, family 31 of glycosyl COGL501  LPXTG-motif cell wall anchor
hydrolases domain (TIGR0O1167)
LSEI_2896 Adhesion exoprotein N/A LPXTG-motif cell wall anchor
domain (TIGRO1167)
LSEI 2897 Adhesion exoprotein N/A

Peptidoglyean biosynthesis proteins

LSEL_0314

LSEL_0810

LSEI_1152

LSEL_1481

LSEI_1725

Cell ds
protein 2

on protein Fisl/penicillin-binding

Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding

protein)

Beta-lactamase class C related penicillin binding

protein

Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding

prowein) EC:3.4- EC:24.1-)

Membrane carboxypeptidase (EC:2.3.2.-,
EC:24.1.129)

COGO768

COGOT744

COGL680

COGOT44

COGOT744
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Table 83. Tags used to generate STM library

Tag name

sequence (5°->37)

Al
A2
A3
Ad
A5
Ab
A7
AR
A9
AlD
All
Al2
Bl
B2
B3
B4
B3
B6
B7
B8
BY
BlO
B11
B12
C1

C3
4
(8]
Co
7
C8
9
cio
Cl11
ciz
D1

D3
D3

D7
D8

D10
D11
D12
El
E2
E3
E4

AGCGAGGGATAGCGGTTGGTCGTTGTCGGTGTGGGTGGAT
GTGCGGGAGCGGGGTATGGAGAGTGTGGTTGGTGTTTTT
GGTGAGCGAGGTAGAGGGATGGCGTGCGCTGGTTGGGGTT
GGGGCGCGTAGTGGATAGCTGGTTAGCGGTAGGTCGGTTT
AGCTGGAGCTCGAGAGTGAGTGAGGGGTGTCTTTAGCTAT
CACACCCACGACCAAGCACACGAACGCCCCCTCTCTATCA
GTCGAGGTTTATATGTTGAGGGGGCGGGTTATTGTGTGTT
GOTGGGGGGGTGATCTOGCTTTCGATGTGGGTTTGGGTCT
GGGGCGCTAGGTCGGGGGAGTTGTTGCGCGTTTGGGTGAT
AGAGCTGTGGAGCTCGATGTATGGGTGGGGAGAGTGAGGT
ATCACGCACCCGATCTCCAACTCAACCGCTCTCCACACC
AGGTGGATATAGAGGGTGGTAGGGGGAGCTGGTTTGGGAT
CGGGTGTGTGGTAGATAGATCTATCTCGAGATAGCTAGGT
ATCCACCCACACCGACAACGACCAACCGCTATCCCTCGCT
AGCCCOCTAGACCGATCCAAATACCGAGCGATCCATACCT
CACACTCCCTCGCGCTACATCGCCCGACCGCTCCAGCTCA
AAACCGACCTACCGCTAACCAGCTATCCACACGCGCCCC
ATCTGGGGAGCGCGATAGGGTTGGGGCGTTAGCTGGATCG
ATGGTGCGCGAGGGAGGGT TAGGGGGCTAGTTCGCGTTTT
ACCAACCCCTCCACACCAACACCGCTCTCTCTCGATACCG
AGACCCAAACCCACATOGAAAGCGAGATCACCCCCCCACC
ACAACACCACAAAACCCCCCCACAAGATCTCACTATCTCA
ACCTCACTCTCCCCACCCATACATCGAGCTCCACAGCTCT
GOTGTGGGAGTGGGGGCGATTTAGGGCTGT
GGAGAGGGGTTGGTTGAGGGGGGGCTCGATAGTTGGGGAT
GGAGGTCGTTGGCTAGCTGGCGCGGTTGAGCGATTTTGTT
AGTGCTATCGTTATGGCTGGGTCTGGGGCGGGGTGGTTAT
AACACCATCGAGCTATAGCGAACGCGCACGACCCCTCCCC
ACAAATCTCACCAGCTCCAACACAACCGCCCCCGCACTCC
AACCATCTCTAGAACACAAACGACAAAACGCACTCTCGCC
AGCTTGGTCGGGCGATGTATG TGTATGTTGATGTAGGTCT
‘GTTAGGGAT
STGTGGGGGATCTTGGGOGTTTGTGAGAGCGAGTT
ATAGCGTGGGGGCTGGCTGGOGTGCGAGGTGGTTTGTTGG
AGGGTGCTAGAGATAGCGCGTTGGGTGTGTAGCTGGTGTT
ATCCCAAACCAGCTCCCCCTACCACCCTCTATATCCACCT
CCAGAGCCAGCCCACCAACAACCCATCAACAAAAGTCCCG
GGGGGTCGAGGTGGATCTCGATTGTGGGGGGTAGTTGGCT
GTGGGGGGOGTCTCGGTATCGGTTGTTCGTGTGTTGGTGTCT
ACCGATCGAGAGCAAACCCACTCGCGACACCACCCTCGCT
AACTCTCCCCCTCCAGCCCCCCAGAGCTCCATCTCGACCC
AGAGATTGCGTGCGCTTTTGGTATAGAGAGGTGGTGAGCG
GGTGGTTGCGAGGGTGGTTTGGTGGGGGGTTTGCTTGGT
AACGCGACACCGCAACCCCCCCCCGOC
AGGTGGTTCTGGTTATGTTGTGGGTGGTGGATCTTGCGTT
GGGGGGGTGGTGGGGTCTAGAGTGTGAGGGTGAGCGTTTG
ACCCCACCAACCCGCACTCCCCCCATCGAGCTCAACACAC
CACCATCACCATCGAACCACCCCGATATCACGACCTATCC
GGGTAGAGAGATTGCGTGCTCTGGCGCTTTATCGTGCGGT
AGCACGCACTCCCACCACCAAGAGAGCCCCAGCGCCAGCC
CACCAACAACCGATATCATCCGAGCGCACCCTATC
ATATAGTGTAATCGCTTGGGTGTGGGATATTTCGTT

ES
L6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
F1
F2
F3
Fd4
Fs
Fe
F7
F8
F9
Flo
F11
Fi2

AGCTCCCACCAGCTACCACCCGCAATACCAACAACTCCCC
AGGTTGGGGGATGTTGAGCGGGCGGGGGAGTGTTGTGTCG
AGGTGGGTAGGGGTCTATTTCTTGGTGTCTATGGGGCGTT
AGAGAGCACCCGCACTAACAACCAATCTACCGATCTCTCC
ATCAACCACCACACAGCACACCCCATAACCATATCGCTCC
AACGCAAGATCCACCACCCACAACATAACCAGAACCACCT
TGGGAGTGTGGTTGCGTGGGTTCTAGAGCTCTTGGTAGCG
AACCCCCACTCAATCACGCAACACCCCTCGACACCTCCCC
AGGCGATAGGGTGCGCTCGGATGATATCGGTTGTTGGTG
GOAGGGAATAGAGTTGGCGTGGATCGTTGGGTGGAT
AAAAGACCAGCCATACAACTCCCCCTATCCAAACCCCCCTA
CGTGGGCGTGTCTTGGGAGTTCGGGTGTGGTCGGGAT
CCCACAAACACTACCCCGCTCCCACGCAATCTAGCGCACT
AGCGACACAACCCCCGAAATACACCCCGCGACAAACATCAA
CCCACACTAGCCCTACCCACCCACAGATCGACCGAGCACCA
GTGTGTTGAGCTCGATGGGGGGAGTGCGGGTTGGTGGGGTA
CGAACGOGCGCAAGCCCCCCAACTATCTCCCAATCTCGAC
ACAGCAATCCATACAAAAACCACACTACCCATACAACAAG
TGTGTGTGCGGTTTTGGGGTATGTGTGTTTTGGTGTCT
GGCTATGGGTAGGGATGGGTATGTGGGTGGTTAGCGGTTTA
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Table S4. Primers for tagged mutants relative quantification

Primer name Sequence (5'->3") *

Reverse primer — common to all tags.

QPVITAGR GGUGATTAAGTTGGGTAACG
Forward primers — one per lag

QTAGALF GATAGCGGTTGGTCGTTGTC
QTAGA2ZF TGGAGAGTGTGGTTGGTGTT
QTAGA3F GTGAGCGAGGTAGAGGGATG
QTAGA4F GGTTAGCGGTAGGTCGGTTT
QTAGASF CGAGAGTGAGTGAGGGGTGT
QTAGAGF CACGACCAAGCACACGAA
QTAGATF GGGCGGGTTATTIGTGTGTT
QTAGA9F CTAGGTCGGGGGAGTTGTTG
QTAGALOF ATGTATGGGTGGGGAGAGTG
QTAGALLF AACTCAACCGCTCTCCACAC
QTAGALZF AGGTGGATATAGAGGGTGGTAGG
QTAGBIF GCTTCGGGTGTGTGGTAGAT
QTAGB2F GACAACGACCAACCGCTATC
QTAGB3F AATACCGAGCGATCCATACC
QTAGB4F GACCGCTCCAGCTC Aaag
QTAGBSF ACCGACCTACCGCTAACCAG
QTAGB6&F GATAGGGTTGGGGCGTTAG
QTAGBTF GGGGCTAGTTCGCGT TT Taag
QTAGBSF CAACACCGCTCTCTCTCGAT
QTAGBYF ACATCGAAAGCGAGATCACC
QTAGB1OF CCCACAAGATCTCACTATCTCAa
QTAGB11F CACTCTCCCCACCCATACAT
QTAGBI12F GGGGCGATTTAGGGCTGT
QTAGCIF GGAGAGGGGTTGGTTGAGG
QTAGC2F GCGGTTGAGCGATTTTGTT
QTAGC3F GTTATGGCTGGGTCTGGG
QTAGCAF caagcUAACACCATCGAGCTAT
QTAGCSFbis cHACAAATCTCACCAGCTCC
QTAGCeF CACAAACGACAAAACGCACT
QTAGCTF CGGGCGATGTATGTGTATGT
QTAGCRF GGTCGTGTGTTAGGGATCG
QTAGCYFbis GTTTGTGAGAGCGAGT Taage
QTAGCIOF GTGCGAGGTGGTTTGTTGG
QTAGC 1Fbis 2ettAGGGTGCTAGAGATAG
QTAGC12F CTCCCCCTACCACCCTCTAT
QTAGD2F GAGGTGGATCTCGATTGTGG
QTAGD3F GGTTGTTCGTGTGTTGGTGT
QTAGDIF GATCGAGAGCAAACCCACTC
QTAGDSFbis CAGAGCTCCATCTCGACC
QTAGD6F TAGAGAGGTGGTGAGC Gaag
QTAGDTF TTGCGAGGGTGGTTTGGTG
QTAGDSF cttAACGCGACACCGCAAC
QTAGDYF TGGTTATGTTGTGGGTGGTG
QTAGDIOF GAGTGTGAGGGTGAGCGTTT
QTAGDIIF ACCCCACCAACCCGCACT
QTAGDI2F CACCATCACCATCGAACCAC
QTAGELF GGOTAGAGAGATTGCGTGCT
QTAGE2F CCACCACCAAGAGAGCC

QTAGE3F ACAACCGATATCATCCGAGC

Résultats

QTAGE4F GCTTGGGTGTGGGATATTTC
QTAGESF GCTACCACCCGCAATACCAA
QTAGE6Fbis CGGGGGAGTGTTGTGTCG
QTAGETFbis AGGTGGGTAGGGGTCTATTT
QTAGESF CCCGCACTAACAACCAATCT
QTAGEYF AACCACCACACAGCACACC
QTAGEI0F CATAACCAGAACCACCTaage
QTAGEIF GTGTGGTTGCGTGGGTTCTA
QTAGEI2F CCACTCAATCACGCAACACC
QTAGFIF GCTCGGATGATATCGGTTGT
QTAGF2F GGAGGGAATAGAGTTGGCG
QTAGF3F AAAGACCAGCCATACAACTCC
QTAGF4F GGCGTGTCTTGGGAGTTC
QTAGFSF CCGCTCCCACGCAATCTA
QTAGF6F 2ett AGCGACACAACCCC
QTAGFTF CACAGATCGACCGAGCAC
QTAGFSFbis ATGGGGGGAGTGCGGGTT
QTAGFYF TATCTCCCAATCTCGACaage
QTAGF10F CAGCAATCCATACAAAAACCAC
QTAGFI11F COGOGTTTTGGGGTATGTGTGT
QTAGF12F TGGGTAGGGATGGGTATGTG

Primer couple #1 for total guantification of STM (common for all
STM)

QPVICTRL3F CTGTGGTATGGCGGGTAAGT
QPVICTRL3R GGTTGCTCTTGCACACTCAA

Primer couple #2 for total guantification of STM (common for all
STM)

QPVICTRLAF CAGTCGGGAAACCTGTCGT
QPVICTRLAR GAGTCAGTGAGCGAGGAAGC

* small letters corvespond to sequences in the invariable arm, bold
letters sequences
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II1. Caractérisation fonctionnelle de I'opéron LSEI_0219-0221

Le criblage présenté¢ dans I’article précédent a mis en évidence 1’implication de 47 geénes
différents dans 1’établissement de L. casei dans I’intestin. La surface cellulaire constitue le
premier site de reconnaissance/contact entre 1’hote et la bactérie et est de ce fait tres étudiée
(voir synthese bibliographique). Parmi les 47 génes, 6 genes codent pour des protéines qui
sont impliquées dans la biosynthése de la paroi cellulaire. Parmi eux le géne LSEI_0221
codant pour une D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase, penicillin-binding protein (PBP0221),
présente la particularité d’étre en aval de deux génes LSEI_0219 et 0220 codant pour des
protéines constituant un systeme a deux composants (TCS). Les mutants pour ces deux genes
présentent aussi la particularité de ne pas étre capables de s’établir in vivo. De plus, il s’agit
du seul TCS des 16 TCS complets existants chez L. casei impliqué dans 1’établissement in
vivo d’apres notre criblage (au moins un mutant pour le géne codant soit pour le RR soit pour
I’HK pour 10 des 16 TCS). Cet opéron putatif présent chez d’autres lactobacilles a, par
conséquent, fait I’objet d’une caractérisation plus approfondie.

Le géne LSEI_0221 est le seul annoté dans le génome comme ayant la fonction de D-ala-D-
ala carboxypeptidase. Cette enzyme est normalement nécessaire a la synthése du
peptidoglycane puisqu’elle permet la coupure entre le 4™ et le 5°™ 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
résidu, normalement un D-Ala, est remplacé par un D-Lac conférant ainsi la résistance a la
vancomycine. Le fait que la mutation de ce géne ne soit pas létale pour la bactérie suggeére
soit une complémentation de la fonction par une autre enzyme soit un défaut d’annotation de
la PBP0221.

Le TCS codé par les genes LSEI_0219-0220 semble avoir un rdle, de par sa localisation
génétique en amont du géne LSEI_0221, dans la biosynthese de la paroi cellulaire.

L’article ci-apres, en cours de préparation, présente les différents résultats de caractérisation
de I'opéron. Des résultats moins aboutis et demandant des répétitions biologiques sont
présentés a la suite et en frangais.

Principaux résultats de D’article 4.

Les principaux résultats indiquent que I’insertion du transposon dans un géne de I’opéron a un
effet polaire sur les génes de I’opéron situé en aval. En effet, lorsque le gene LSEI_0219 est
interrompu, la transcription des genes LSEI_0220 et 0221 est diminuée; de méme
I’interruption du géne LSEI 0220 génére une diminution du taux de transcrits du géne
LSEI_0221. L’incapacité des trois mutants & s’établir in vivo peut étre causée par la simple
inactivation ou la diminution du taux de transcrits du géne LSEI_0221.
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La fonctionnalité du TCS a été vérifiee et les transcrits des genes impliqués dans la synthese
du peptidoglycane ont été quantifiés chez les mutants par rapport a la souche parentale. Le
TCS semble étre impliqué dans la régulation de 17 des 50 génes testés.

La diminution ou I’absence de transcrits du gene LSEI_0221 engendre une différence de
composition du peptidoglycane par rapport a la souche parentale. Cette différence indique que
le géne LSEI_0221 code plut6t 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 antigenes 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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Abstract

The cell surface is the primary recognition/contact site between the bacterium and the host. Among
the 47 genes previously identified as required for the establishment of L. casei in the gut, we
focused on three genes, LSEI 0219, 0220 and 0221, organized as an operon. LSEI 0219 and
LSEI 0220 encode a two-component system (TCS) and LSEI 0221 encodes a d-Alanyl-d-Alanine
carboxypeptidase which is a peptidoglycan biosynthesis enzyme. Also, we explored the
physiological role of these three genes, the impact of their inactivation on the bacterial cell wall
architecture and on the consequences in the frame of bacterial survival in the gut. The TCS, which
has been functionally validated by biochemistry analysis, is involved in the transcriptional
regulation of several genes in the peptidoglycan biosynthesis. The analysis of the muropeptides
composition of peptidoglycan of mutants showed that the protein encoded by gene LSEI 0221 has
an L,D-carboxypeptidase activity. The absence of this protein causes a decrease of the quantity of
two surface antigens, LSEI 0020 corresponding to p40 or msp2 whose implication in the host
epithelial homeostasis as been recently studied (Yan ef al., J. Biol. Chem. 2013, 288:30742-30751)
and LSEI 2029 which has never been characterized before. The inactivation of each of these three
genes induces a susceptibility to antimicrobial peptides (hBD1, hBD2 and CCL20) which could be a
main cause of the gut establishment deficiency. We showed that this operon is necessary for
antigens presentation and a suitable architecture of the bacterial surface to establish in the gut and
resist to host defenses.

Introduction

As natural inhabitants of fermented food and feed (plants, meat, dairy) and also oral cavity, gut and
genital tracts, Lactobacillus species share a good genetic arsenal to fit new, sometimes harsh,
environments/niches (1). Their high adaptability to stresses results from an accurate coordination of
cellular processes (production of chaperones and DNA repair proteins, induction of metabolic
pathways or transport systems, modifications of membrane composition) mediated by networks of
regulators and also two-component systems (2). Their resistance can also be attributed to their cell
wall architecture which is the base for the maintenance of cell shape and integrity and, via the
proteins exposed, for direct interaction with biotic or abiotic environment (3). The cell wall of
Lactobacillus is composed of a peptidoglycan layer decorated with teichoic acids and proteins like
peptidoglycan hydrolases, LPxTG proteins...that surround the cytoplasmic membrane.
1/27
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As concern Lactobacillus adaptation to the gut, we have recently identified a core of 47 required
genes in Lactobacillus casei essential for gut establishment, using signature tagged mutagenesis
coupled with a screening in ligated rabbit ileal-loop (4). Among them, three consecutive,
identically-oriented genes: LSEI 0219 and LSEI 0220, and LSEI 0221. Lactobacillus casei is one
of the best equipped Lactic Acid Bacteria (LAB) to sense and respond to environmental changes
since its genome possesses 16 complete and one incomplete two-component systems and 124
regulators. The LSEI 0219-0220 genes caught our attention since they encode the only TCS
required for gut establishment (4). LSEI 0221 is the only gene annotated as a putative D-ala-D-ala
carboxypeptidase, penicillin-binding protein in L. casei, according to genome annotation (5). D-ala-
D-ala carboxypeptidase is a hydrolase involved in peptidoglycan maturation which cleaves the
pentapeptide side chain of peptidoglycan stand between the fourth and the fifth (and last) alanine
residues thereby allowing transpeptidation of two peptidoglycan strands. For L. casei, the last D-ala
residue is substituted by a D-lactate, conferring vancomycin resistance (6). Genetic location of
LSEI 0219-0220 presumes a role of this TCS in the cell wall biogenesis.

In this study, we explored the physiological role of LSEI 0219, 0220 and 0221 genes, the impact of
their inactivation on the bacterial cell wall architecture and the consequences in the frame of
bacterial survival in the gut.

Results
Predictive analysis of operon LSEI 0219-0221 and polar effect of the transposon insertion

The LSEI 0219-0221 predicted operon is composed of three genes (Fig. 1A). The LSEI 0219 gene
belongs to the OmpR Family and is predicted to act as a response regulator (RR), named RR0219 in
this study; the LSEI 0220 gene is predicted to act as a signal transduction histidine kinase (HK),
named HK0220; the LSEI 0221 gene is predicted to act as a D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
(penicillin-binding protein) named PBP0221.

This type of two-component system (TCS) is largely encountered in the bacterial world. In
lactobacilli, it can be found in three different genetic organizations (Fig. 1B). It can be followed by
a D-Ala-D-Ala carboxypeptidase, in Lactobacillus casei, paracasei, buchneri, brevis, fermentum,
plantarum, rhamnosus and ruminis for example, while in Lactobacillus amylovorus, amylolyticus,
acidophilus, crispatus, delbrueckii bulgaricus, delbrueckii lactis, gasseri, helveticus, iners, jensenii,
johnsonii these TCS genes is directly followed by another putative operon composed of murk
(UDP-N-acteylmuramoylalanyl-D-glutamate-2,6-diaminopimelate ligase) and racD (aspartate
racemase). In a few species such as Lactobacillus reuteri, salivarius, vaginalis the locus is only
composed of the TCS predicted operon. The configurations 1 and 3 (Fig. 1) are observed in
vancomycin-resistant lactobacillus species (7-10) except for L. fermentum which displays a variable
strain-depended vancomycin-resistance (11). The second configuration is only observed in the
vancomycin-susceptible species
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LSEI 0219, 0220 and 0221 are very closed since only five nucleotides are between the coding
sequence of LSEI 0219 and 0220 and even LSEI 0220 and 0221 partially overlap. Thus, we
assume that these three genes are co-transcribed, which was confirmed by RT-PCR (data not
shown). To determine if transposon insertion in the operon triggers a polar effect, qRT-PCR was
performed for the three genes in the three mutants in exponential and stationary phases of growth
(Fig. 1C). Transcription was affected downstream of the transposon insertion since transcripts
corresponding to LSEI 0220 and 0221 in mutant A0219 and transcripts corresponding to
LSEI 0221 in mutant A0220 were at least 5-fold lower than in the ATCC 334 strain. Thus, one
possible assumption is that the defect of these three mutants in gut establishment could result from
the inactivation or the transcriptional decrease of LSEI 0221 only. Also, transcript levels
corresponding to genes upstream of the transposon insertion in these three mutants are similar to the
ATCC 334, meaning that transposon insertion does not affect the stability of the transcripts
upstream.
A

L. casei, paracasei, buchner, brevis,
Configuration 1 [ Ak [ dacA ) fementum, pantarum,
MMINs

L. amylovorus, amylolyticus,
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g i, helveticus, iners, jensenil,
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Confiuratons. [N Hk ) L, it

B DNm-:J;d&‘;m;?:‘ﬂ:; Signal transduction histidine kinase D-Ala-D-Ala carboxypeptidase
(SEI_0220 ) [SEI_0221 4 |

A0219 A0220 A0221

18
16
14
1.2

Fold change
-

0.8
06
04
0.2
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Fig. 1: Locus LSEI 0219-0221 A. Comparison of the organization in different Lactobacillus species; rr: response
regulator gene; hk: histidine kinase gene. B, Location of the different transposon insertion in the three mutants A0219,
A0220, A0221 ; C, Relative transcript levels of L. casei mutants in stationary and exponential phase of growth in MRS
broth. Transcript levels of each gene are expressed as the relative fold change, with L.casei ATCC 334 as the
reference condition (fold change = 1). Three biological repeats were performed, and bars indicate standard deviations.
Statistical analysis was performed using the unpaired Student ¢ test: *, P<0.01; **, P < 0.001.
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Functionality of the TCS in vitro

The LSEI 0219 gene was overexpressed in E. coli and the resulting RR0219 protein was purified.
RR0219 size analyzed by SDS-PAGE was consistent with that expected (27 kDa) (Fig. 2A). The
purified RR0219 was able to autophosphorylate using *°P radiolabeled acetyl-phosphate as the
phosphate donor (Fig. 2A).

The cytosolic domain of HK0220, named cHK0220, corresponding to residues 137-396 of the
HKO0220 protein was overexpressed in E. coli, purified and a 29 kDa protein was obtained. It was
also able to autophosphorylate using [Y-""P] ATP as the phosphate donor which confirms the
predicted kinase function. Then the radiolabeled phosphorylated cHK0220 was incubated with the
purified RRO219. A partial dephosphorylation of the cHKO0220 and a phosphorylation of the
RRO219 were visible, demonstrating that the cHK0220 was able to transfer phosphate to the
RR0219 (Fig. 2B). The binding phosphate residues are, according the in silico analysis, His163 for
HK 0220 and Asp52 for RR0219.

The phosphorylated or unphosphorylated forms of the purified RR0219 protein were incubated with
a 443 bp probe, named Prom0219, corresponding to the whole LSEI_0218-LSEI 0219 intergenic
region for EMSA. Despite all our attempts to change the experimental conditions (binding buffer,
freshly-prepared RR0219, phosphorylated or unphosphorylated, ...), no interaction between the
Prom0219 probe and the purified RR could be observed (data not shown). As the failure of EMSA
with purified RR0219 could be due to misfolding of RR0219 during protein overexpression
procedure, EMSAs were carried out using crude cytosolic protein extracts of L. casei ATCC 334
and A0219 (Fig. 2C). The Prom0219 probe was shifted by the ATCC 334 protein extract whereas,
for the same protein concentration (Fig. 2D), no shift appeared with the protein extract from A0219,
which does not contain RR0219 and which partly lacks HK0220 and PBP0221. According to these
results, the transcriptional regulator of this operon is either RR0219 which needs some cellular
elements and/or a protein co-factor to be active at this DNA site, or another transcriptional regulator
that would be absent or inactive in the A0219 mutant.
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Fig. 2: In vitro characterizations of the TCS. A: Radiolabeling of RR0219 using [Y-P] acetyl phosphate after
different times of incubation B: Autophosphorylation of the cytosolic domain of HK0220 (¢cHK0220) when incubated
with [Y-PJATP. After an incubation of 60 min, the RR0219 protein was added and the phosphotransfert from
radiolabeled ¢cHK0220 (¢cHK0220-P) to RR0219 was observed after different times of co-incubation. C: EMSA of
LSEI 0219 promoter with cellular extract of L. casei ATCC 334 and the A0219 mutant. D: Corresponding SDS-

PAGE 12.5%
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Physiological role of d-ala-d-ala carboxypeptidase for L. casei

The LSEI 0221 gene encodes a D-Alanyl-D-Alanine carboxypeptidase. This function is essential
for peptidoglycan synthesis and, since no other L. casei genes are predicted to encode this enzyme,
LSEI 0221 inactivation should be lethal. As a matter of fact, A0221 is viable and grows as well as
the ATCC 334 in culture medium (4). Yet, we wondered if LSEI 0221 encoded the predicted
function. Transmission Electron Microscopy (TEM) analysis of the A0221 mutant cultivated in
exponential and early stationary phases of growth demonstrated that its cell morphology was similar
to the ATCC 334 with length between 1 and 2 um and width between 0.4 and 0.6 um (Fig. 3).
Moreover, its peptidoglycan thickness was not altered in the mutant with value of 19.4 + 3.6 nm.

Analysis of the muropeptide profiles revealed that the peptidoglycan composition of the mutants
A0219, A0220, A0221 differs from that of the ATCC 334: tripeptides (peaks 1, 4, 5, 6, 7, 9) are less
represented while tetrapeptides (peaks 2, 3, 8 and 10) are more represented than the ATCC 334.
However peptidoglycan cross-linking index are not significantly modified in the mutants (Fig. 4A
and B). These results suggest a L,D-carboxypeptidase activity, which cleaves the peptide chain of
peptidoglycan between L-Lys and D-Ala, rather than the predicted D,D-carboxypeptidase activity
(Fig. 4C). Also, the recruitment of other enzymes to compensate the lack of LSEI 0221 cannot be
excluded. Inactivation of LSEI 0219-0221 operon triggers a significant modification of
peptidoglycan composition that could impact other surface components.

ATCC334 o= 70221 )

Fig. 3: Transmission electron microscopy micrographs of L. casei ATCC 334 and A0221 mutant grown in MRS
medium until the early stationary phase of growth.
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Tetramers and more 13.6 7.7 162 8.9
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Fig. 4: Muropeptides profiles of L. casei ATCC 334 and A0219, A0220 and A022]1 mutants. A. RP-HPLC separation
profiles of muropeptides of L. casei and mutants, peptidoglycans were digested by mutanolysin, Numbers correspond
to the main muropeptides which amounts changed between ATCC 334 and mutants. B. Main muropeptides
compositions,Tri, disaccharide tripeptide (L-Ala-D-iGlIn-L-Lys); Tetra, disaccharide tetrapeptide (L-Ala-D-iGln-L-
Lys-D-Ala); Disaccharide, GleNAc-MurNAc: iGln, isoglutamine: N, D-Asn; D, D-Asp. Percentage of each peak was
calculated as the ratio of the peak area to all peak areas. Cross_linking index was calculated according to (12) with the
formula (1/2 3 dimers +2/3 ¥ trimers + 3/4 ¥ tetramers and more) / 3 all muropeptides. C. Schematic structure of L.
casei ATCC 334 peptidoglycan. The arrow indicates the cleavage site of PBP0221 coded by LSEI 0221 gene and the
crossed arrow indicates the incorrect, predicted function.
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Consequences of the peptidoglycan composition on the surface properties

The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of four antimicrobials (penicillin, bacitracin, nisine
and vancomycin), which inhibit peptidoglycan biogenesis at different levels, was determined for the
three mutants and compared to the ATCC 334 (Tab. 1). Concerning vancomycin, mutations in the
LSEI 0219-0221 do not altered peptidoglycan synthesis in a way that would render L. casei
sensitive to vancomycin, meaning that peptidoglycans of mutants still contains pentadepsipeptides
ending with D-Ala-D-Lac. On the contrary, the three mutants displayed an increased sensitivity to
penicillin, bacitracin and nisin. An increase of susceptibility to penicillin corresponds to the
expected phenotype for penicillin-binding protein defective mutants. The increased bacitracin
susceptibility, antibiotic that inhibits undecaprenyl phosphate regeneration, an indispensable step to
synthesize a new peptidoglycan strain, suggests a slower renewal of peptidoglycan. Also, mutants
are a little more susceptible to nisin than ATCC 334. Nisin seems to go easier through the cell wall,
most likely due to a change in surface polarity and disturb the membrane of the mutants.

To assess if mutations trigger a change in charge and hydrophobicity of the bacterial surface, the
affinity to chloroform (acidic solvent and electron acceptor), ethyl acetate (basic solvent and
electron donor), and hexadecane (hydrophobic solvent) was determined by Microbial Adhesion To
Solvents (MATS) tests. In addition to the three mutants of the LSEI 0219-0221 operon and the
ATCC 334, three mutants of the dlt operon (ditA,dltC and ditD respectively LSEI 0794,
LSEI 0796 and LSEI_0797) were tested because they are altered in teichoid acid D-alanylation,
(Fig. 5). The MATS values indicate that L. casei ATCC 334 surface displays basic, acidic and
hydrophobic properties in agreement with previous observations (13). dltA, ditC and dltD mutants,
display a higher surface hydrophobicity than the ATCC 334. Surface properties of LSEI 0219-0221
mutants are the same as the ATCC 334. Thus, peptidoglycan modifications in mutants do not impact
surface properties and do not seem to alter teichoic acid presentation at the cell surface.

Table 1: Minimal inhibitory concentration (MIC) of ATCC 334 and three mutants of L. casei in pg.ml'l

Penicillin Bacitracin Nisin Vancomycin
ATCC 334 0.1 <MIC< 02 200 <MIC< 400 10 <MIC< 20 500 <MIC <_
A0219 0025 <MIC< 0.05 50 <MIC< 100 5 <MIC < 10 500 <MIC <
A0220 005 <MIC< 0.01 50 <MIC< 100 5 <MIC < 10 500 <MIC <
AD221 005 <MIC< 0.01 50 <MIC< 100 5 <MIC < 10 500 <MIC <
8/27
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Fig. 5: MATS tests of ATCC 334 and the six mutants of L. casei (A0219, A0220, A0221, AdltA, AdltC, and AdltD
mutants). Errors bars represent standard deviations between three biological repeats.

Consequences of the genes inactivation on the regulation of genes involved in the
peptidoglycan synthesis

Autolysis profiles of L. casei ATCC 334 and the A0219, A0220 and A0221 mutants were made by
exposing bacteria cells in exponential growth phase (ODgypy, of 0.8) to 0.05% Triton X-100 (v/v)
and measuring the ODgo,m during incubation (Fig. 6). Triton X-100 is a detergent known to remove
the lipoteichoic acid, which acts as inhibitors on the general bacterial autolytic system (endogenous
autolysins) (14). As L. rhamnosus GG AdltD mutant has been reported to d an increased autolysis
(15), L. casei AdltA, AdltC and AditD mutants were also submitted to this autolysis test for
comparison. The A0219 and A0221 mutants exhibited a higher Triton X-100 induced autolysis rate
than the ATCC 334 strain. Autolysis rates of A0219 and A0221 mutants were similar to the Ad/iA,
AdltC and AdltD mutants during the two firsts hours, then they were higher which suggest either a
higher recruitment of autolysins in these mutants or a weakened peptidoglycan (PG). Unexpectedly,
the A0220 mutant had an equal autolysis rate than the ATCC 334.

Transcriptomic analysis of PG-related genes in A0219, A0220 and A0221 mutants compared to the
ATCC 334 was carried out in exponential and stationary phases of growth for two main purposes:
determining if the lack of PBP0221 was partly compensated by another enzyme and identifying the
possible PG-related genes regulated by the RR0219-HK0220 TCS (Fig. 7 and S1). Two genes are
up-regulated in A0221 mutant, at least in one of the two phases of growth: LSEI 0393, a 1,4-beta-
N-acetylmuramidase (for exponential phase only), and LSEI 0539, a cell wall-associated hydrolase
with no biochemical function attributed. These proteins potentially bring functional compensation
of the PBP0221 absence. Overall, whereas only a few PG-related genes are differentially transcribed
in exponential phase, a lot are down-regulated in stationary phase of growth in A0219 mutant and
9/27
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even more in A0221, which suggests a gene regulation directed to slow down the turnover of
peptidoglycan. The strongest down-regulated genes in all mutants are LSEI 0020, 2029 and 2226.
LSEI 2029 and LSEI 2226 encode cell-wall associated hydrolases. Also, LSEI 0020 and
LSEI 2029 are annotated as a surface antigen.

By searching differences of relative transcript level between A0219 (inactivated TCS and lack of
LSEI 0221) and A0221 (functional TCS and inactivated LSEI 0221), we proposed 17 candidate
genes to be regulated by the RR0219-HK0220 TCS. They can be split into 2 sub-groups: those
which were differently expressed in A0221 (LSEL 0539, 0810, 0906, 1089, 1269-1272, 1314, 1802
and 2570), meaning a LSEI 0221-dependent regulation, and those differently expressed in A0219
(LSEI 0223, 0251 and 0435), meaning a LSEI 0221-independant regulation. Also, LSEI 0393 and
1909 belong to the genes possibly regulated by the TCS but, since their expression profiles vary
between exponential and stationary phases, they cannot be classified in these subgroups. All the
other tested genes are regulated in a RR0219-HK 0220 TCS-independent manner.

Among the tested genes, 23 were transcribed at similar level whatever the condition (Fig. S1 and
Table S1)
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Fig. 6: Autolysis profiles of the ATCC 334 and three mutants of L. casei. Exponential culture of strains L. casei
ATCC 334, A0219, A0220, A0221, AdltA, AdltC, AdItD were grown to an ODggny of 0.8; then the cells were pelleted
and resuspended in PBS containing 0.05% Triton X-100 (v/v) and incubated at 30°C.
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exponential phase stationary phase
A0219  A0220  A0221  |AD219  A0220  AD221
LSEI_0020 -1.30 -1.21
LSEI_0248 -2.06 -2.24
LSEI_0599 1.03 1.23

LSEI_1072 -138  -1.36 Adaptation or compensation of the
LSEI_1116 | -1.77  -1.52 > lack of LSEl 0221.

LSEI_1481 74 181 TCS-independent regulation.
LSEI_1662 -2.12 -1.66

LSEI_1725 -1.33 -1.28

LSEI_2029 -1.44 -1.75

LSElI 2226 -2.29 -1.88 . - -3.98 -/

LSEl_0539 1.02 . . 2.93| "\
LSEI_0810| -1.27 -1.14
LSEI_0906 | -1.54  -1.24

LSEI_1089 | -121  1.06 -145 -1.99 -181 -2.61

LSEI 1269 | -133  -1.13  -124 -172 -148 -2.05

tsel_1270| -134 -114  -1200 -181 -150 -2.19 Adaptation or compensation of the
Lsel_1271| -122 -118 -111 -1.74 -143 -2.31 > lack of LSEl 0221.

LSEI_1272| -117  -135 -125 -161 -140 -2.17 . - .
LSEI 1314 1.10 1.35 122 162 152 2.42) Possible TCS-dependent regulation.
LSEI_1802 | -1.07 -1.15 109 -1.65 -1.61 -2.06

LSEI_2550 | -124 -1.15 -281 -145 -1.18 -3.76

tsel 2570 -116  -126  -109 -168 -154 -2.14|

LSEI_0393 110 101 2 202 -184 122 )

Strois| 135 13 1of 215 126 s~ ) PossibleTCS-dependent regulation
Sl 0251 | -172 142 121 232 -110 -1.24 No link with the lack of LSEI_0221.
LSE1 0435 |26 1244 118 104 117 1.08

Fig. 7: Relative transcript levels of genes implicated in peptidoglycan synthesis in A0219, A0220 and A0221 mutants
compared to the ATCC 334 grown either exponential or stationary phase. Values are the mean RTL obtained for three
biological repeats. In bold letters, significant values; in red, up-regulation, p<0.01; in light red, up-regulation, p<0.05;
in blue, down-regulation, p<0.01; in light blue, down-regulation, p<0.05. Genes for which no significant value was
obtained are not presented. The list of the tested genes and their corresponding annofations are presented as
supplemental information.

Impact of the gene inactivation on the surface proteins

Surface protein isolations by LiCl extraction were carried out for the ATCC 334, A0219, A0220,
A0221 and analyzed by SDS-PAGE (Fig. 8). In the mutants’ profiles, two bands, corresponding to
proteins of about 40 kDa, were 5-fold lower than the ATCC 334 (Fig. 8). Proteins sequence analysis
of these spots revealed that they correspond to LSEI 0020 and LSEI_ 2029 genes, both annotated as
surface antigens. This decrease is consistent with the down-regulation of LSEI 0020 and
LSEI_2029 genes in mutants (see above). The protein encoded by LSEI_0020 is the orthologous of
Msp2 (or named p40) of L. rhamnosus GG (16) and L. casei BL23 (85% and 95% identities
respectively). The N-terminal part of LSEI_ 2029 protein sequence presented 46% identity with the
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224 first amino acids of LSEI 0020 whereas the C-terminal part presented 50% identity the 112
amino acids of the C-terminal part of LSEI 0281, the Msp1 (p75) orthologous.

The very low level of these two proteins in mutants could result from an alteration of their
peptidoglycan anchoring (because of the change in PG composition) and/or from a transcriptional
regulation. The differential expression of LSEI 2029 suggests at least the second hypothesis. This
regulation would be RR0219-HK0220 TCS-independent.

The other differences in protein profiles between ATCC 334 and mutants should be due to
intracellular proteins which should be more released from mutants because of their increased
susceptibility to the extraction procedure.

kDa M

50
40 ‘
30
25
20

15 .

10. .

Fig. 8: SDS-PAGE of surface proteins extracts from L. casei ATCC 334 and A0219, A0220 and A0221 mutants in
stationary phase of growth. 1: Surface antigen (LSEI 2029), 2: Surface antigen (LSEI_0020)

Impact of gene inactivation on some deleterious factors characterizing the gut

Adhesion to eukaryotic components is one of the bacterial strategies to escape gut stresses. Thus, L.
casei ATCC 334 and A0219, A0220, A0221 mutants were tested for their ability to adhere to
polystyrene coated with mucin. The adhesion to mucin was similar for the ATCC 334 and the
mutants (about 1.5%) (data not shown) . Thus the change in PG composition and the decrease of
surface antigens did not impact the mucin adhesion ability of L. casei.

The resistance of the three mutants to environmental changes was assessed by the following
procedure. Each of the three mutants was inoculated with ATCC 334 (2% of mutants and 98% of
ATCC 334) during 16 h at 37°C in the following stressful media which replicate some of the ileal
condition: (i) low-nutrient, acidic (pH 3.5), (ii) low-nutrient, bile supplemented (3 g.l'l), (ii1) low-
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nutrient, lysozyme-supplemented (10 g.I'"), then their viability was assessed by determining the
ratio of mutant to the ATCC 334 and comparing it to the initial ratio (Fig. 9).. The conditions
demonstrated that the three mutants were not equal regarding their stress resistance. A0219 is altered
for all the conditions whereas A0220 and A0221 are as resistant as the ATCC 334 to all conditions.
These results suggest a specific involvement of the RR0219-HK0220 TCS in response to stress.
independently modifications of cell surface architecture. These results also demonstrated that, taken
separately, ileal physicochemical conditions are not enough to alter the three mutants.

Propidium iodide was used to assess the effect of antimicrobial peptides, hBD1, hBD2, LL37 and
CCL20 on three mutants and L. casei ATCC 334 (Fig.10). Lipoteichoic acid D-Alanylation reduces
the negative net charge of the cell wall surface, allowing the resistance against antimicrobial
cationic peptides (17). Thus, the ditA, dItC and dltD mutants were added to this test as predicted
susceptible mutants. The A0219, A0220 and A022Imutants for HBD1 and CCL20 are more
susceptible than d/f mutants. The three mutants of operon are at least eight-fold more susceptible to
hBDI than the ATCC 334, and at least six-fold more susceptible to hBD2 and CCL20. However,
the three mutants are less or equally susceptible than the ATCC 334 to LL37. The antimicrobial
cationic peptides susceptibility could be responsible for the mutants decrease in the ligated rabbit
ileal loop (4).

S g 35
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Acid Bile Lysozyme
WAD219 ' A0220 W A0221

Fig. 9: Competition in stressful conditions between L. casei mutants (A0219, A0220 and A0221) and ATCC 334. The
competition were carried out in diluted MRS broth (1/20) in 16 h at 37°C; Acid pH 3.5; Bile 3 g.I"; Lysozyme 10 g.I
'. The percentage was determined by counting on Petri dishes. Three biological repeats were performed, and bars
indicate standard deviations. Statistical analysis was performed using the unpaired Student ¢ test: *, P< 0.01; **, P <
0.001.
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Fig. 10: Percentage of Pl (+) bacteria (permeabilized cell) after treatment with hBDI, hBD2, LL37 and CCL20.
Values were obtained by flow cytometry. * Indicate significant differences (P<0.05)

Discussion

In this study, we have presented how the RR0219-HK0220 TCS (two-component system encoded
by LSEI 0219-0220 gene) and the PBP0221 (penicillin-binding protein encoded by LSEI 0221
gene) can operate in modeling the surface architecture and therefore modify bacterial ability to
establish in the gut. The LSEI 0219-0220 genes (encoding the TCS) are in operonic structure with
LSEI 0221 gene (encoding PBP0221), thus we hypothesized that it is related to cell wall biogenesis
regulation. This was confirmed by the comparison of transcriptomic profiles of the A0219 and
A0221 mutants showing a differential expression for 17 over the 50 cell wall-related genes tested.
Also, other cell wall-related genes were differently regulated in the absence of the PBP, in a
RR0O219-HK0220 TCS-independent manner. As the RR2808-HK2807 TCS (encoded by
LSEI 2808-2807 genes) is structurally close to the WalK-WalR TCS, a TCS playing a role in cell
wall metabolism (18-20), it is the best candidate to control these genes. In silico analysis of proteins
structures lead to the assumption that RR0219-HK0220 TCS-dependent genes are rather dedicated
to PG strand biogenesis whereas the other ones are rather dedicated to PG hydrolysis/degradation.
On the opposite, LSEI 0539 and LSEI 0393 are overexpressed in A0221 mutant in stationary phase
for both genes and in exponential phase for the second gene, thus they are likely regulated by the
RR0219-HK0220 TCS. LSEI 0539 encodes a cell-wall associated hydrolase with a NLPC-P60 and
a glucosamidase domain which could be predicted to act as a N-acetylglucosamidase or an
endopeptidase (21). LSEI 0393 encodes a 1,4-beta-N-acetylmuramidase with a glyco hydro 25
and a LysM domain which could act as a N-acetylmuramidase (21). Also, in addition to its cell wall
related function, the RR0219-HK 0220 TCS is required to resist to several stresses since the A0219
mutant was less able to survive to bile, acid or lysozyme than the ATCC 334 and the A0221 mutant.
This particular phenotype is consistent with previous reports on L. casei (22).
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The PG composition analysis made to confirm the PBP0221 predicted function did not lead to the
expected structure. The PBP0221, annotated as a D-Alanyl-D-Alanine carboxypeptidase, acts as a
L,D carboxypeptidase. The same difference between predictive and empiric functions was observed
for DacB of Lactococcus lactis (23). Also, the differential regulation of some cell wall related genes
in the TCS mutants did not trigger significant changes in the PG composition compared to the
A0221 mutant. Also, the lack of PBP0221 did not altered cell morphology contrary to what we
observed for other PG hydrolases (for instance in LSEI 0281 mutant corresponding to p75 or mspl
mutant in L. casei BL23 and in L. rhamnosus GG; (24, 25)), nor PG thickness. PG hydrolases group
the whole PG degradation functions (N-acetyl muramidase, N-acetylglucosamidase, N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase, endopeptidase and carboxypeptidase) required for the insertion
of neosynthetized PG strands during cell growth and also for cellular division. According to their
cleavage specificity, they can be autolysins, defined as enzymes that can, alone, induce bacterial
lysis (26). Carboxypeptidases, therefore PBP0221, are not autolysin.

The global down-regulation of predicted PG hydrolases was observed in the A0221 mutant,
particularly during stationary phase of growth. This lower need of PG hydrolases for mutants could
be due to the PG structure itself (less cross linkings to hydrolyse) or to a lower PG turnover. The
genes whose down-regulations are the strongest for the three mutants are LSEI 0020, LSEI 2029
and LSEI 2226, which encode peptidoglycan hydrolase for which no precise function could be
predicted. Their lower expression has no detectable incidence on the resistance to stress since their
down regulation is identical for the three mutants whereas the TCS mutants (A0219 and A0220
mutants) are more susceptible to stress than the PBP mutant (A0221 mutant). Nevertheless, a
differential post-transcriptional regulation between mutants cannot be excluded. Indeed, PG
hydrolases activity can be modulate by their own O-glycosylation (27, 28), or by PG modifications
such as NAG O-acetylation (29), NAG N-acetylation (30), or by teichoic acids d-alanylation (31,
32).

We assumed that the change in PG structure would also affect the barrier function of the cell wall
and also modify the nature of the released muropeptides, thus the immune response. Above all, for
the mutants, the two surface antigens (LSEI 0020 and LSEI 2029) are less present at the surface.
This can be explained by a decrease of gene expression and/or by an alteration of the anchoring at
the PG layer. The first proposal is validated for both genes. The protein encoded by LSEI_0020 is
the orthologous of p40 (or msp2) that can bind mucin (33). Nevertheless, in our conditions, no
differences between mutants and ATCC 334 were observed for adhesion to mucin. In L. rhamnosus,
p40 was attributed several intestinal epithelium homeostasis promoting functions. It can activate
Akt (PKB; protein kinase B), inhibit cytokine-induced epithelial cell apoptosis., induce colon
epithelial cell growth, decrease epithelial barrier damages induced by hydrogen peroxyde (34, 35).
The protein encoded by LSEI 2029 shares 72% identity with LGG 02225 of L. rhamnosus, a
protein that seems to be glycosylated (28). The mutant for LSEI 2029 is not altered in gut
establishment in the rabbit ligated ileal loop model (4), suggesting that the decrease of LSEI 2029
alone is not enough to explain TCS and PBP mutants phenotypes in the rabbit gut. The phenotype of
the three mutant can be explain either by the change in PG composition or the decrease of the two
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antigens presentation or the combination of these two changes of the L. casei cell surface
architecture.

The A0221 mutant was not susceptible to stress in our conditions. /n vivo, bacteria have to cope with
various stressful environments but also with defense molecules produced by the host. We have
tested the three mutants for their susceptibility to four antimicrobial peptides (AMP) commonly
used to study interactions with bacteria. Human beta defensins are cationic AMP. hBDI is
constitutively expressed by epitheliums whereas hBD2 has to be activated, as it is especially done
during inflammation (36). L. casei ATCC 334 is resistant to hBD1, hBD2, LL37 and CCL20
whereas L. rhamnosus GG and L. delbrueckii subsp. bulgaricus are susceptible to HBD2 (37, 38).
All the tested mutants were resistant to LL37 at the tested concentrations. The dff mutants (d/tA,
dltC and dltD mutants) altered in teichoid acid D-alanylation, used as susceptible controls, are
mainly susceptible to hBD2, as it is the case for L. rhamnosus dlt mutant (15). The TCS-PBP
mutants are more susceptible than the ATCC 334 to hBDI1, hBD2 and CCL20 and also more
susceptible than d/t mutant to hBDI and CCL20. These results indicate that the increase
susceptibility is due to the PBP absence and not related to the TCS. It makes sense since in
Gram(+), the AMPs have first to pass through the PG. Inhibition of PG synthesis is an important
mechanism of action of AMPs. PG precursors are activated and transported through the plasmic
membrane, they can disturb PG synthesis but also its translocation and organization
(transglycosylation et transpeptidation) (39).

In conclusion, we reported that the LSEI 0219-0221 operon is composed of a functional TCS
involved in the regulation of peptidoglycan synthesis and a PGH re-annotated by a L,D-
carboxypeptidase instead of a D-Alanyl-D-Alanine carboxypeptidase. This operon is necessary for
antigens presentation and a suitable architecture of the bacterial surface to establish in the gut and
resist to host defenses.

Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in table 2. L. casei ATCC 334 and
mutants were grown statically at 37°C in MRS medium (Difco), supplemented with 5 pg.ml’
erythromycin for mutants. Mutants A0219, A0220, A0221, AdItA, AdItC, and AdItD, were obtained
by transposon mutagenesis with Pj,-TpaselS;,,; and identified by individual sequencing as
previously described (4, 40, 41). Escherichia coli strains TG1 and BL21(DE3) were used as cloning
and expression hosts, respectively. They were grown in LB medium at 37°C with shaking.
Recombinant plasmids in E. coli were selected in LB medium containing 50 pg.ml” kanamycine.

DNA techniques

All DNA manipulations were performed according to standard procedure (42). Plasmids were
isolated by using Nucleospin plasmid miniprep kit (BioBasics). Ligation and restriction analysis
were carried out according to the manufacturer’s instructions. PCR was performed using 0.02 unit
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of Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo Scientific), according to the manufacturer’s
recommendations, in an automatic thermocycler (Bio-Rad).

RNA extractions and gRT-PCR-analysis

Whole RNA extraction from 50 ml of culture in exponential phase (ODgy,y, = 0.6) and 10 ml in
stationary phase (ODggpnm = 3.5) was extracted after bead beating disruption using Tri reagent
method (Sigma) and cDNA were synthesized as previously described (43). Quantitative reverse
transcriptase PCRs (qQRT-PCR) were performed in a CFX384 real-time detection system (Bio-Rad)
using. The total volume of the PCR mixture was 15 ul containing 1X SsoAdvanced™ Universal
SYBR" Green Supermix (Bio-rad), 25 ng ¢cDNA and 0.8 uM of each primer (table 3). PCR
amplification was one step at 95°C for 30 s followed by 40 cycles of 95°C for 5 s and 60°C for 10 s.
An additional cooling step from 90 to 60°C (3°C/min) was performed to establish a melting curve in
order to verify the homogeneity of the amplicon. All sample and primer combinations were assessed
in three biological replicates with two technical replicates per biological replicate. In each run, a
negative control using sterile water instead of cDNA was included. Normalized expression levels
were calculated using the comparative critical threshold (AACq) method in (44). The Real-Time
data were processed with CFX Manager Software (Bio-Rad).

Plasmid constructs and generation of E. coli strains overproducing RR0219 and cHK022(

Full-length ~ LSEI 0219 was  amplified using primers LSEI 0219FbisNcol  (5°-
ATACCATGGGCAAAATTTTAATTGTTGA-3") and LSEI 0219RXhol (5-
GTGCTCGAGGGCCTCAACCTTATAGCCGA-3"), and the cytosolic domain of HKO0220
(residues 137 to 396) was amplified wusing primers LSEI 0220FHAMPNcol (5°-
ATACCATGGGCACCGTCAATTCAATGGCC-3) and LSEI_0220RXhol (5°-
GTGCTCGAGTTTTGACTTTCCTGCTTCCT-3") from the L. casei genomic DNA. The forward
primers contained the Ncol site in frame with the translation start codon and the reverse primers
contained the Xhol site. After restriction digestion, the amplicons were ligated to Ncol-Xhol
digested pET28a+ expression vector using T4 DNA ligase HC (Fermentas). The resulting ligation
products were directly transformed by electroporation into the E. coli TG1 strain as described by
Dower et al. 1988, to obtain pET0219 and pET0220HAMP constructs. Plasmids were isolated from
selected transformants and subjected to sequencing reactions (GATC Biotech). The pET0219 and
the pET0220HAMP were transformed into competent £. coli BL21 (DE3) cells by CaCl, procedure
(45) and protein expression was induced at ODggpp = 0.5 in 1 L of LB with the addition of 0.5 mM
IPTG for 3 hat37°C.

Cell extracts and protein purification

E. coli or L. casei cells were washed and resuspended in 6 ml of 50 mM Tris-HCIL, 1 mM PMSF,
150 mM NaCl, pH 7.5 and disrupted with 50 pm glass beads in FastPrep system (QBiogene). The
lysate was clarified by centrifugation and the supernatant was filtered through a 0.2 pum filter
(Millipore). For protein purification, the filtrates were applied to a Protino® Ni-NTA column
(Macherey-Nagel). The RR0219 and cHK0220 proteins were eluted with a 20-250 imidazole
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gradient (36 ml). Electrophoresis in 12.5% SDS-PAGE was performed to monitor the presence of
the protein. Fractions containing purified protein were stored at 4°C in elution buffer. All proteins
extracts were dialyzed against 4 L of buffer containing 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl.

Autophosphorylation and phosphotransfert assay

Immediately before use, 0.5 ml of purified RR0219 and ¢cHK0220 proteins (0.5 ml) were applied to
a ultrafree-0.5 centrifugal filter unit (Millipore) and centrifuged for 10 min at 11000 rpm. The
concentrated proteins were washed with 0.5 ml with 50 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl, pH 8 using
the filter unit. This washing was repeated two times. Protein concentrations were determined using
Bradford protein assay kit (Bio Basic Inc.). For the autophosphorylation reaction, 6 pug of cHK0220
protein was incubated in a final volume of 20 pl phosphorylation buffer containing 50 mM Tris-HCI
pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20 uCi of [ y- 32 P]- ATP (3000 Ci/mmol) for
1, 5, 15, 30 and 60 min at 37°C. Reaction was started by addition of radiolabelled ATP and stopped
by addition of 4 ul SDS loading buffer. For the phosphotransfert reaction, 10 pg of RR0219 protein
was added after 60 min of ¢cHK0220 protein autophosphorylation and samples were taken at 0, 15
and 60 min at 37°C and quenched by addition of 5 ul SDS loading buffer. The reaction mixtures
were analyzed by a 12.5% SDS-PAGE, followed by autoradiography.

Phosphorylation of RR0219 protein by small molecule phosphoryl donors

[**P]-acetyl phosphate was prepared by incubating acetate kinase (0.4 units; Sigma A7437) in 55 pl
of 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM potassium acetate, 10 mM MgCl12, 100 uCi [y-"’P]- ATP (3000
Ci/mmol) for 30 min at 25°C. The [**P]-acetyl phosphate solution was mixed with 40 pl of 50 mM
Tris-HCI pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI containing 40 pg of RR0219 protein.
After incubation at 37°C, samples of 18 ul were taken at 15, 30, 60 and 120 min and quenched by
addition of 2 ul of SDS loading buffer. The reaction mixtures were analyzed by a 12.5% SDS-
PAGE, followed by autoradiography. RR0219 protein (3 pg) was incubated with 60 mM of acetyl
phosphate 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2.5 mM MnCl,, 5 mM MgCl,, and 50 mM KCl, in a final
volume of 10 pl for 5, 15, 30, 60 and 120 min at 37°C.

EMSAs

EMSAs were carried out on cytosolic protein extract as previously described with some
modifications (46). The 443-pb DNA probe, named Prom0219, corresponding to the whole
LSEl 0218-LSEI 0219 intergenic region was PCR amplified with primers PO219F-189 (5°-
GCTAAGGCTTTTGTCAATATGG-3") and PO219R254 (5°- CTTAGTAATTCGACGATTTC-3").
The fragment was 3’ end-labeled with digoxigenin (DIG)-11-ddUTP with dig gel shift kit, 2™
generation (Roche) according to the manufacter’s recommendation. Before binding reactions,
protein extract was heated for 10 min at 65°C, then it was incubated with 1 pl of 1/500 Prom0219
probe in 15 mM Tris-HCI pH 7.5, 5% glycerol (v/v), 2 mM EDTA, 50 mM NaCl, 25 mM KCI, 2.5
mM MgCl,, 2 mM DTT, 2.5 pg.ml" of BSA (bovine serum albumin) and 2.5 pg.ml”" of salmon
sperm DNA as an unspecific DNA competitor in a 15 pl reaction volume for 20 min at 30°C. The
samples were resolved onto 5% (w/v) PAGE gel in 20 mM Tris-HCI, pH 7.8, 400 mM glycine, |
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mM EDTA at 4°C. The DNA was transferred to nylon membrane by electroblotting, probed with
anti-DIG-AP antibody (Roche) and visualized using chemiluminescence.

Transmission electron microscopy (TEM)

Cells were pelleted by centrifugation and fixed overnight at 4°C in 3% glutaraldehyde (v/v), 2%
formaldehyde (v/v), 5 mM MgCl,, 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. Then, cells were pelleted and
embedded in 2.25% (w/v) low-gelling temperature agarose. Samples were fixed in 0.5% OsOy4 (m/v)
in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2 for 1 h at 4°C then dehydrated through graded concentration of
ethanol then propylene oxide and embedded in Epon 812 (Merck, Lyon, France). Ultrathin sections
were stained with PATAg method as described previously (47) and observed at 80 kV on a
transmission electron microscope (H-7500, Hitachi, Tokyo).

Peptidoglycan (PG) extraction and analysis

L. casei ATCC 334 and mutants were purified and analyzed as described (48) with some
modifications (49).

Minimal inhibitory concentration (MIC) determination

The MICs of penicillin, bacitracin, nisin and vancomycin against L. casei ATCC 334 and mutants
were determined by a microdilution technique. Overnight cells cultures were diluted 1:100 in fresh
MRS media and added in individual wells containing various concentrations of antibiotic (series of
two-fold dilutions). The MIC was defined as the lowest antimicrobial concentration preventing
visible turbidity after 24 h of incubation at 37°C.

Microbial adhesion to solvents (MATS) test

A MATS test was performed as described previously (50). Overnight cultures of each strain were
washed and resuspended at ODgy nn = 0.4 in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) (Ay). This
suspension (3 ml) was mixed with 1 ml of solvent (chloroform, ethyl acetate or hexadecane) for 3
min with vortex. After 15 min (partition of phases), the DOgg,, of the aqueous phase was measured
(A,). The percentage of adhesion was calculated as follows: % adhesion = 100 x ((Ag-A;) / Ay). All
experiments were repeated at least three times on three biological repeats.

Triton X-100-induced autolysis

L. casei strains were grown on MRS medium to mid-exponential phase, (ODgyg = 0.8). Cells were
harvested by centrifugation, washed, and then resuspended to ODy ,, 0f 1.0 in a 50 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0 supplemented with 0.05% Triton X-100 (v/v). Cells suspensions were then
transferred in 96-well sterile clear microplates (Nunc) and incubated 24 h at 30°C under agitation.
Autolysis was monitored by measuring the ODgg,. All experiments were repeated at least three
times on three biological repeats.

Surface proteins extraction and identification
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Surface proteins were extracted by 5 M of LiCl according to the Smit ef al. (2001) procedure (51,
52). Briefly, 20 ml of bacterial cultures were washed twice with ice distilled water. The cell pellets
were resuspended in 2 ml of 5 M of LiCl and incubated 1 h at 37°C with shaking. Suspensions were
centrifuged 10 000g at 10°C for 20 min then supernatants were precipitated with 4 ml of cold
acetone and incubated 2 h at -20°C. The precipitated proteins were harvested by centrifugation
(10 000g, 10 min at 4°C). The precipitates were resuspended in loading SDS buffer then boiled 3
min and analyzed by 12.5% SDS-PAGE. Briefly, for proteins identifications, proteins were reduced,
alkylated then digested by trypsin (Promega) 3 h at 37°C. Tryptic digests were separated and
analyzed by liquid chromatography coupled to tandem mass spectroscopy (LC-MS/MS) (nanoLC-
ESI-Trap, Orbitrap ELITE, ThermoScientific). Protein identification was performed using Proteome
Discoverer 1.4 software against a protein database of L. casei ATCC 334 strain (GenBank:
NC_008526.1 and NC_008502.1).

Challenge in stressful conditions

Overnight cultures were assembled to get a proportion of 2% of mutant and 98% of ATCC 334. The
resulting mixed cultures were washed with PBS pH 7.4, resuspended to a final ODgyg , 0f 0.1 and
challenged during 16 h at 37°C in stressful conditions in diluted MRS (1/20): acidity (pH 3.5), bile
supplemented (3g.I""), lysozyme supplemented (10g.1"). The concentrations of mutant relative to
ATCC 334 were determined by counting (CFU.ml™") on MRS + Ery 5 pg.ml™" and MRS plates.

Susceptibility to cationic peptides

Cationic peptides susceptibility tests were performed as previously described (38). 50 ul of bacterial
cultures diluted in 50 mM N-2-hydroxyethylpoperazine-N9-2-ethanesulfonic acid (Hepes) buffer pH
7.5 at 4.10" CFU.ml™" were incubated with 50 ul of hBD1, hBD2, LL37 or CCL20 (abcam) at 20
pg.ml" in Hepes buffer for 1 h at 37°C with 5% CO,. Then, treated and non-treated bacteria were
incubated 5 min at room temperature with 400 ul of propidium iodide (PI) at 5 ug.ml”'. The ratio of
PI(+) cells was assessed by flow cytometry (FACSCanto, Diva software; Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA). For each sample, 10 000 events were analysed.
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Table 2: Bacterial strains and plasmids

Résultats

Strains and plasmids

Genotype and/or relevant feature(s)

Source or reference

Strains

L. casei ATCC 334

Wild type, CIP 107868, genome sequenced

Collection Institut
Pasteur, France

A0219 ATCC 334 LSEL 0219.:pVI110, Erm"® 4)

A0220 ATCC 334 LSEI 0220::pVI110, Erm® 4)

A0221 ATCC 334 LSEI 0221::pVI110, Erm® 4)

AdItA ATCC 334 LSEI 0794::pVI110, Erm* 4)

AdltC ATCC 334 LSEI 0796::pVI110, Erm" 4)

AditD ATCC 334 LSEI 0797-:pVI110, Erm* 4)

E. coli TG1 SupE hsdA5thi A(lac-proAB)F’ [tra D36 pro AB™ lac I’ (53)
lacZAMI15]

E. coli BL21 (DE3) F ompT hsdS; (rBmB’) gal dem (DE3) Invitrogen

Plasmids

pET28a+ Kan', vector for overexpression of His-tagged proteins using Novagen
the T7 bacteriophage promoter

pET0219bis pET28a+ containing LSEI 0219 gene between Ncol and This work
Xhol sites to overproduce RR0219 His, tag

pET0220HAMP pET28a+ containing truncated LSEI_0220 gene coding for This work

residues 137-396 of the HK protein between Ncol and Xhol
sites to overproduce cHK 0220 His, tag
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Table 3: qRT-PCR primers

Name Forward

Sequence (5'— 3)

Name Reverse

Sequence (5" — 3

LSEI 0020

GTGATTTCTGGGTTTCCAATG

LSEI 0020

TTGATGCCGTGACAGTTGCC

LSEL 0143

ATCACCAAATCGCCGTAGTC

LSEl 0143

GTCATTGAAGCCAACAACCTG

LSEL 0219

CGOGTAAGGAAGCCATTACTAA

LSEl 0219

CAACATCCATCCCAGACATATTA

LSEI 0220

TCGCAGTGAAGAAGAGCTACTC

LSEI 0220

TGGTCGATTTAACCTTGGTGTA

LSEI 0221

CAGGTGGCACAACATTTACTG

LSEl 0221

CGCATCACTGGTTCCCTTAC

LSEI 0223

CGGCTGCTATTATTGGTIGCT

LSEI 0223

CGGCAACTTTCGTATGCTCC

LSEI 0233

GACTGGTGGATTGCTTTGGT

LSEI 0233

GGCTACCCGTCACATTACC

LSEI 0234

2

CTGGAAGTGGGCAGCAGTTA

LSEl 0234

b

TGTTAGCGGAATCTGGCGAA

LSEI 0236

CTCAAAGAAGCACGGACGAG

LSEl 0236

ATGACGACTGAATGCCAAGC

LSEI 0249

AAACCAGACC

LSEl 0249

CGACAGAAACAACCACCAAC

LSEI 0251

IATTTAGTTGCTT

LSEI 0251

LSEL 0281

GCCTGGTGATTTGCTCTTCT

LSEI 0281

CAATGAGATCCCAGCCACG
CTGGTTC IGCCTGAATC

LSEI 0314

GCCGTCAGTGTCTTGCTTT

LSEl 0314

GOAACCGCCCACAATCTC

LSEI 0393

GTAATGGCAGCAGATGTGGA

LSEl 0393

GCTTTGACCGTTTGGAGAAA

LSEL 0435

GACGCCTCTATGTCGAGCTT

LSEl 0435

GCCGTTTACCCTTCAAACAA

LSEI 0539

AATTTGGAGCAGATGCCAGT

LSEl 0539

CTTCGCTTCGGTAATGATGG

LSEL 0599

GCTACATCTGOGTATGGTGITGG

LSEI 0599

ATGCTTCCCTTTGOGTGTCTG

LSEL 0708

GGTCCTGTTCATICATCTGCT

LSEl 0708

TCGCTTACTCAAGGCTGTCA

LSEL 0799

2

LSElI 0799

[

CATCCGITIGOCTCOAAC

LSEI 0810

GOAAATGACCGCTGAAGAAA

LSElI 0810

COGGTITTATTCGGCGGCTAT

LSEL 0906

LSElI 0906

AAATCGGCAAATACCTGTGG

LSEI 1003

LSEI 1003

AAGACCGACCCGCAAGAAG

LSEL 1072

LSEI 1072

CTGCTCGTTGICGGOTTCOT

LSEL 1089

LSEI 1089

TAACACAAATAGACTCAGGGC

LSEL 1110

CCTTACCAAACGAGCGAGAA

LSEI 1110

TTCAAGCGACGATACCCTTC

LSEI 1116

GTATGACAACGACAGTGAATCG

LSEI 1116

TCCTTAGCGGCACGAACT

LSEI 1152

3

TTCCCACACACAACCACTTT

A R R E E E E E E E E E EE E E E E

LSEI 1152

GTCATCAACGCCTGTTTCAG

LSEI 1153

GCOGACTGTAAGGCGTAAACC

LSEI 1153

TGOATTTGGGACGGCAAT

LSEI 1269

CGTGACTCGCTTGITGAAGA

LSEI 1269

GGGTGATACTTGCCACTTTGA

LSEIL 1270

TGTTGGCAGTGGTTGCTATC

LSEI_1270

CTGGCTGTTTCGGTGACATAA

LSEI 1271

GATTATCACTGAACCCGAGTT

LSEI 1271

ATCAAGCCAATCAGCGTGGT

LSEI 1272

TGCCCAAAGTCTAACGAAACA

LSEI 1272

TCTTCCATCAAGGTCACAACC

LSEI 1314

ACTTTCGGCTAAGGCAGATG

LSEI 1314

CCACGACCAATGTAATCAAGA

LSEI 1351

AAACGCATCCAGTCAATCGTG

LSEI 1351

CAGAGTCGCCAATAGCAGTG

LSEI 1481

GTGATGCCGAACTCCAACA

LSEI 1481

GGTCCAAACCGAAATGACTC

LSEI 1536

TGACCAACCTTCGCAATG

LSEI 1536

TGACCGCATACCAATCATCT

LSEI 1554

GGCAAGAACCAGTCGGTATT

LSEl 1554

CGCAGCATCTCCTGTTATGA

LSEI 1662

ACCTGCGTTTGACTCTTGGA

LSEI 1662

TGGCTATGCTCGGAATGAC

LSEI 1711

CGTGGAAGTAAGCATCAAAGC

LSEI 1711

TTATGGGATTAGTGACCGTGA

LSEI 1725

GCTTCTTCGTTGITAGCGTCA

LSEI 1725

CGGGTTCTCTGCTTGGTTTA

LSEI 1802

CTGTGTGCTTCAGGTTGAGC

LSEI 1802

CGTGTTACTTGCTGGTGTGA

LSEI 1805

CGTCAGAAAGCGAAGCACTC

LSEI 1805

GGACAGGCAAGCAAGTTACC

LSEL 1909

GTAGGTCTTGCCGCTGTCA

LSEI 1909

TGCTGGTGGACTTGATGGTA

LSEL 2029

CGOGTGCTGGTTGAAGAAGTAG

LSEl 2029

AAAGATAAGTTGGCTCAGTTGG

LSElI 2137

LSElI 2137

GGGATTGTGCGTCAAGTTAC

LSEI 2226

LSEl 2226

ACGACACAACCAACCCAAAG

LSEI 2550 F2 LSElI 2550 R2 TGGGTTGTTGACG
LSEl 2553 LSEl 2553 iITTGATAGAGCGAT
LSEl 2560 LSEl 2560 GATTCCAACCACACC

LSEI 2563 F2 LSElI 2563 R2 |GCAC TCCGCTTGATGA
LSEL 2570 LSEI 2570

LSEI 2677

LSEl 2677

LSEI 2773

I
I
I
I
I
I
I
B
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
F
I
I
I
I
I
I
I
T
T
F
T
F
F
F
F
F
F
F
F
T
T
B
B
T
T
B
F
F
F
F
F
F
F
F

=zl=|=|=l=|=|==|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=

LSEI 2773

LCLEUSF

LCLEUSR

LCRECGF

LCRECGR

TTCCAAAGATTGCTGCTTCA

Primers names correspond to names of target genes.
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Supplemental data:

Table S1: Tested genes and corresponding annotations in L. casei genome

Résultats

Igene function

LSEI_0020 [surface antigen

LSEI_0143  |D-alanine-D-alanine ligase and related ATP-grasp enzymes
LSEI_0223  |UDP-N-acetylmuramyl tripeptide synthase

LSEI_0233 |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_0234  |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_0236 |Lyzozyme M1 (1,4-beta-N-acetylmuramidase)

LSEI_0249 |Cell wall-associated hydrolase

LSEI_0251 |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_0281 |Cell wall-associated hydrolases (invasion-associated proteins)
LSEI_0314 |Cell division protein Ftsl/penicillin-binding protein 2
LSEI_0393 |Lyzozyme M1 (1,4-beta-N-acetylmuramidase)

LSEI_0435 [Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
LSEI_0539 [Cell wall-associated hydrolases (invasion-associated proteins)
LSEI_0599  [1,4-beta-N-acetylmuramidase

LSEI_0708  |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_0799 [Xanthosine triphosphate pyrophosphatase

LSEI_0810 |Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding protein)
LSEI_0906 |Uncharacterized bacitracin resistance protein

LSEI_1003 |UDP-N-acetylmuramate dehydrogenase

LSEI_1072 |Lyzozyme M1 (1,4-beta-N-acetylmuramidase)

LSEI_1089 |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_1110 |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_1116  |Muramidase (flagellum-specific)

LSEI_1152 [Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
LSEI_1153 |UDP-N-acetylmuramyl tripeptide synthase

LSEI_1269 [Cell division protein Ftsl/penicillin-binding protein 2
LSEI_1270 |UDP-N-acetylmuramyl pentapeptide phosphotransferase/UDP-N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase
LSEl_1271 |UDP-N-acetylmuramoylalanine-D-glutamate ligase

LSEI_1272 |UDP-N-acetylglucosamine:LPS N-acetylglucosamine transferase
LSEI_1314 |Bacterial cell division membrane protein

LSEI_1351 |Predicted acyltransferases

LSEI_1481 |[Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding protein)
LSEI_1536 |N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

LSEI_1554 |N-formylglutamate amidohydrolase

LSEI_1662 |Cell division protein Ftsl/penicillin-binding protein 2
LSEI_1711 |UDP-N-acetylmuramate-alanine ligase

LSEI_1725 |Membrane carboxypeptidase (penicillin-binding protein)
LSEI_1802 |Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
LSEI_1805 |Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
LSEI_1909 |1,4-beta-N-acetylmuramidase

LSEI_2029 [Cell wall-associated hydrolases (invasion-associated proteins), surface antigen
LSEI_2137 |Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
LSEI_2226 |Cell wall-associated hydrolase

LSEI_2550 |Uncharacterized protein conserved in bacteria

LSEI_2553  |hypothetical protein

LSEI_2560 |Alanine racemase

LSEI_2563 |UDP-N-acetylmuramyl pentapeptide synthase

LSEI_2570 |UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase

LSEI_2677 |Glycosyltransferases involved in cell wall biogenesis
LSEI_2773 |Beta-lactamase class C and other penicillin binding proteins
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Fig. S1 : Relative transcript levels of genes implicated in peptidoglycan synthesis in A0219, A0220 and A0221 mutants compared to the ATCC 334 (WT)
grown either until exponential (A) or stationary phase (B). Values are the mean RTL obtained for three biological repeats. Statistical analysis was performed:
¥ P<0.01; *, P<0.05.
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Résultats complémentaires a 1’article 4.

Adhésion a une surface biotique et abiotique

Des tests d’adhésions des mutants A0219, A0220, A0221 et de la souche parentale L. casei
ATCC 334 ont été réalises sur des plaques polystyréne 6 puits non traitées recouvertes ou non
de mucine d’estomac de porc (Sigma). L’adhésion a été testée apres une incubation de 3h30 a
37°C pour les plaques recouvertes de mucine et apres 48 h a 37°C pour les plaques non
recouvertes. Le pourcentage d’adhésion a été calculé en utilisant comme témoin les cultures
initialement ensemenceées et incubées dans les mémes 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).
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5 2,00 5 01
(7] (7]
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< 1,50 I .- T
® : ® 0,06 - T
T 1,00 — T
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Figure 34 : Adhésion des mutants de I’opéron (A0219, A0220 et A0221) et de L. casei ATCC 334 sur plaques
recouvertes ou non de mucine.

Le % d’adhésion a été calculé aprés dénombrement sur boite des bactéries ayant adhéré aprés 3h30 sur plague polystyréne
recouverte de mucine (A) et apres 48h sur plaque polystyrene (B).

Détermination du motif de liaison a [’ADN du RR0219.

La protéine RR0219 purifiée a été utilisée pour réaliser des EMSAs. La capacité de
phosphorylation avec de 1’acétyl-phosphate a eté vérifiée apres 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 hypothése eémise, a ce moment |3, était que
I’étiquette Hisg en C-terminal de la protéine pouvait empécher 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 Hisg en N-terminal de la protéine qui permet ensuite le clivage
de 1’étiquette Hisg grace au site reconnu par la thrombine présent dans le pET28a" et codé
dans la protéine. Pour cela, le pTZ0219 (pTZ19R avec clonage du gene LSEI_0219 au niveau
du site de restriction Smal) a été construit et utilisé pour construire le pET0219N. La
phosphorylation de la protéine ainsi produite et clivée nommée RR0219N a aussi éte vérifiée
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et des EMSAs réalisés. Cependant, aucun retard n’a pu étre observé malgré les différentes
conditions testées. La protéine a peut-étre besoin d’un cofacteur (protéine ou ion) pour se
fixer a ’ADN ou ne se replie pas dans une bonne conformation lors de 1’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 A0219 (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 1’extrait protéique cytoplasmique de L. casei ATCC 334 (Figure 37). Deux
sondes de taille réduite, correspondant a la premiere partie (F-189R-1) et a la deuxieme partie
(F1R254) de la sonde Prom 0219 (F-189R254) ont été realisées (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.

Acétyl-phosphate(60mM) - + + + + +
temps(min) 0 5 15 30 60 120

<——RR0219
<——RR0219-P

Figure 35 : Phosphorylation du RR0219 en présence d’acétyl-phosphate.

Les produits de phosphorylation ont été analysés par BN-PAGE 12,5% aprés différents temps d’incubation en présence
d’acétyl-phosphate (60mM). 5 pg de RR0219 a été utilisé pour chaque réaction.

Gene LSEI_0219 (687 pb)

Protéine  N-ter RR0219 (228 aa) C-ter

Domaines  N-ter _l REC }_{ Trans_reg_C l_ C-ter
4 v 116 131 225
\ Asp52 ) \ }
\
Domaine de phosphorylation Domainede fixation a ’ADN

Figure 36 : Représentation schématique du géne LSEI_0219, de la protéine RR0219 et des différents domaines la
constituant.
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Figure 37 : EMSA de I’extrait protéique cytoplasmique de L. casei ATCC 334 avec trois sondes ADN représentant la
région intergénique des génes LSEI_0218 et LSEI_0219.

Le retard a été réalisé avec 20 pg d’extrait protéique cytoplasmique en absence ou en présence de 2,5 pg.ml™ de BSA et ASS.
BSA, sérum albumine bovine ; ASS, ADN de sperme de saumon.

5 GCTAAGGCTTTTGTCAATATGGTTATTGAGTCGTGGCGGGCTGATGATGCTGGTAAGACAACCTGTAGCTG

—

—
ACGAACACCTCGTAACCAATGGGGATGTGTGGCAAGGCGTAAGGTGAGCCATTGGGAGGATTGCCTTAATA

GCCAGTAAGTACTTCCGCTTGAGCGGGCAATGTTAATGCCAGCGATGTGCATGGT TGAGGGTAAACT TGCT

I R —

GTGACCATTTTTGTCAAATCTTTEAATTAGCCGCCTTCTTTCGCGATTAAATCAACACTTTTGTACCTATT
CTAGCCCTGTTTTCTTAGGCTTTTCGTAAAGAATTCCCCGGTCAACTTTGGTACAATGGACTTTGATGTAA

CAGACCCTACAGTTCTTCTCATAAACGGAGCCAATACAATGAAAATTTTAATTGTTGACGACGATAAAGAA

ATCGTCGAATTACTAAGT 3’

Figure 38 : Représentation des motifs putatifs de liaison a ’ADN du RR0219.

La séquence représentée correspond a 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 génes LSEI_0218 et LSEI_0219. Les fleches de méme couleur représentent
les différents domaines de fixation possible. Les nucléotides soulignés correspondent soit a ceux qui se répétent soit a ceux
qui sont inversés répétés.

Induction du systéme a deux composants RR0219-HK0220

Pour déterminer, les conditions d’induction du systtme a deux composants, le taux de
transcrits du gene LSEI_0219 a éte évalué chez la souche parentale en phase exponentielle de
croissance dans différentes conditions en comparaison au taux de transcrits en condition
témoin incubee a 37°C dans du MRS ou du tampon phosphate. Les ARNs de la souche
parentale ont été extraits aprés 1 h d’incubation dans les différents milieux. Les différentes
conditions testées sont les suivantes :

— NaCl : MRS + NaCl 1M

Pénicilline : MRS + Pénicilline 0,1 ug.ml™
Vancomycine : MRS + Vancomycine 0.5 g.I*
- Bile: MRS +Bile 3 g.I"
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— EtOH : MRS + Ethanol 12% (v/v)

— HCI: MRS acidifi¢ avec de I’HCl a pH 3.0

— Aclactique: MRS acidifié¢ avec de 1’acide lactique a pH 3.0

— Sans Glc : MRS sans glucose

— PPB 4°C : tampon phosphate maintenu au bain marie a 4°C

— PPB 42°C : tampon phosphate maintenu au bain marie a 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 gene 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 étre 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 (HCI et acide lactique) et lorsque la température est a 42°C. Ces
conditions peuvent toutes induire une perturbation au niveau de la membrane cellulaire. Cette
hypothése a alors été vérifiée par mesure de la fluidité membranaire apres 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 1’éthanol
semblent fluidifier la membrane de maniére transitoire, une température de 55°C induit une

fluidification suivie d’une rigidification de la membrane.

L’induction du systéme a deux composants serait donc une modification de la fluidité
membranaire, ce résultat coincide avec la structure du senseur qui d’aprés 1’analyse in silico
possederait un domaine senseur de 25 résidus d’acides aminés et serait capable de détecter des
signaux liés au stress de I’enveloppe cellulaire (Mascher 2006; Mascher et al. 2006).
Cependant le contexte génomique ne permet pas de classer ’HK0220 ni dans la catégorie des
HKs BceS-like qui sont fonctionnellement et génétiqguement liées a des ABC transporters ni
dans la catégorie des HKs LiaS-like qui font parties d’un systéme a trois composants, le
troisieme composant étant une protéine membranaire agissant comme régulateur du systéme a
deux composants en empéchant le transfert du phosphate de ’HK vers son RR.
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Figure 39 : Taux de transcrits du géne LSEI_0219 obtenu apres 1h dans les différentes conditions testées.

Les barres représentent 1’écart-type entre les trois répétitions biologiques indépendantes.
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Figure 40 : Fluidité membranaire de L. casei en différentes conditions par mesure d’anisotropie de fluorescence.

Les cellules marquées au DPH (2uM) ont été mises en contact, a partir du temps 8 min, avec 0,003% de bile ou 12%
d’éthanol ou soumis a une augmentation de la température a 55°C.

Expériences complémentaires a réaliser pour finaliser ’article 4

La compétition ex vivo en lumen de lapin pour les trois mutants par rapport au sauvage doit
étre testée de la méme facon que la bile, I’acide et le lysozyme.

L’extraction des protéines de surface des mutants et de la souche parentale doit étre réalisée
en phase exponentielle de croissance afin de déterminer si la présentation des deux antigenes

147



Résultats

de surface est aussi affectée a ce stade de croissance et de voir si les résultats de transcription
a 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 a partir de la protéine RR0219 purifiée peut étre
testé. Le senseur peut peut-étre aider a la fixation ou au bon repliement du régulateur
(Bisicchia et al. 2007).
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La mutagenése par transposition

Différentes approches globales existent pour étudier les genes bactériens impliqués dans la
réponse a des stress ou 1’adaptation a des milieux ou écosystémes divers. Par exemple les
études post-génomique : études transcriptomiques et protéomiques. L’étude transcriptomique
peut étre réalisée par la méthode des puces a ADN qui permettent d’analyser le niveau de
transcrit correspondant aux ADN cibles ordonnés sur la puce (généralement 1’ensemble des
genes du génome) dans une condition donnée. L’étude protéomique permet quant a 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 génes est
réalisé comparativement & une condition témoin (généralement une culture in vitro).

La stratégie d’étude que nous avons utilisée pour la recherche globale des génes impliqués
dans I’établissement de L. casei dans I’intestin est la mutagenéese aléatoire associée a une
stratégie de criblage approprié. La méthode la plus appropriée pour la stratégie d’étude et la
plus informative était la mutageneése par transposition. Cette méthode permettait de
caractériser les mutants avec un phénotype d’intérét directement apres criblage et d’éviter de
réaliser une mutagenése ciblée sur les génes d’intérét par la suite. La méthode de mutagenése
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 mutagenese a été mise au
point et utilisée pour pallier le faible taux de transformation de la souche et peut étre utilisé
pour d’autres bactéries lactiques. L’obtention de la banque de mutant constituait une étape clé
pour la réalisation de cette thése.

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 séquencage de la région d’insertion du transposon a été réalisé.
Ceci a été rendu possible grace a I’optimisation (i) de I’extraction d’ADN en plaque 96 puits
pour une bactérie difficile a lyser comme L. casei et (ii) du protocole de séquencage par la
technique de Sanger (Article 2). Ainsi, 87% des mutants ont pu étre identifiés. La banque
ainsi annotée peut étre utilisee pour différents criblages fonctionnels et constitue un outil
d’intérét pour 1’équipe.
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Le criblage fonctionnel des mutants quant a leur capacité a s’établir dans I’intestin

La Signature Tagged Mutagenesis (STM) a été développée a partir de la mutagenése par
transposition afin de réaliser le criblage en ensemble de mutants et par consequent de limiter
le nombre d’animaux utilisés pour 1’étude in vivo. Grace au séquencage de ’insertion du
transposon des mutants de la banque, les mutants ayant un gene interrompu ont pu étre
sélectionnés et réorganisés pour créer une banque de mutants ayant le transposon d’intégré
dans la séquence d’un géne. Le criblage de cette banque annotée in vivo permettait d’identifier
sans a priori les génes impliqués dans 1’établissement de L. casei dans 1’intestin mais aussi
ceux qui ne le sont pas. Ainsi 47 genes ont été identifiés, ils encodent pour des protéines de
fonctions variées : les processus cellulaires basiques, le métabolisme, la biosynthése de la
paroi cellulaire et 1’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 I’ADN et
sont davantage impliquées dans la physiologie, 1’adaptation de la bactérie. Le milieu intestinal
n’est pas percu 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 étre identifiés. Pour ces mutants Ia, il
faudrait faire un autre criblage ou les mutants seraient cette fois testés individuellement sur
culture cellulaire par exemple.

Caractérisation fonctionnelles de protéines impliquées dans 1’établissement dans 1’intestin

Choix des genes a caractériser

A la suite du criblage in vivo, plusicurs génes pouvaient étre caractérisés, le choix s’est porté
sur I’opéron LSEI 0219-0221 pour trois raisons principales. Premiérement, les trois mutants
(A0219, A0220 et A0221) de chaque geéne avaient des difficultés a s’établir in vivo.
Deuxiémement, le géne LSEI_0221 code pour une enzyme intervenant dans la biosynthése du
peptidoglycane (PG), le PG étant le constituant majeur de la paroi cellulaire et cette paroi
¢tant le premier site de reconnaissance/contact entre 1’hote ou le milieu et la bactérie. Et
troisiemement, les deux autres genes de I’opéron codent pour un systéme a deux composants
(TCS). Ce TCS était le seul des 16 TCS complets de L. casei (voir synthése bibliographique) a
afficher un phénotype in vivo d’aprés notre criblage (au moins un mutant pour le géne codant
soit pour le RR soit pour I’HK pour 10 des 16 TCS).
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De plus, I’enzyme codée par LSEI_0221, intervenant dans la biosynthése 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’aprés 1’annotation du génome. Sur ces 13
génes, 9 mutants ont été obtenus (génes soulignés ci-dessus). Le mutant pour le géne
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 tres différente
de la souche parentale (L. casei ATCC 334). Cette morphologie en filament trés long
engendrait un défaut de corrélation DO/UFC empéchant ainsi de savoir si le phénotype in vivo
était d a I’incapacité de s’établir in vivo ou seulement la conséquence de la morphologie du
mutant. Le mutant pour le géne LSEI_0221 a donc été considéré comme le seul mutant pour
une PGH a avoir un phénotype différent in vivo. La position des génes codant pour le TCS (en
amont du gene LSEI_0221) laissait supposer une implication de ce TCS dans la biosyntheése
du PG. Les protéines codées par les genes de 1’opéron ont été caractérisées fonctionnellement

puis I’implication de ces protéines dans 1’établissement dans 1’intestin a été recherchée.

Caractérisation du systéme a deux composants

La fonctionnalité de transfert de phosphate de la HK0220 (histidine kinase codée par le gene
LSEI_0220) vers le RR0219 (response regulator codé par le géne LSEI_0219) du TCS a été
verifiée (voir synthése bibliographique pour la définition des fonctions protéiques citées et
article 4 pour la vérification de la fonction). Le RR0219 annoté comme appartenant a la
famille d’OmpR posseéde un domaine effecteur de liaison a I’ADN (voir synthése
bibliographique). Malgré diverses tentatives infructueuses de retard sur gel avec une sonde
couvrant la région intergénique entre les genes LSEI_0218 et LSEI_0219, aucun retard avec
le RR0O219 purifié phosphorylé ou non n’a pu étre observé. Le mauvais repliement de la
protéine chez E. coli ou la nécessité d’un élément cellulaire, et/ou d’un cofacteur peut étre une
hypothese expliquant 1’absence de fixation de la protéine sur la sonde. Les retards sur gel ont
alors été réalisés avec 1’extrait protéique cellulaire de la souche parentale et celui du mutant
A0219 (ALSEI 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 I’implication du RR0219 dans la formation du complexe. D’autres retards sur
gel ont été réalisés avec deux sondes correspondant a la moitié de la plus grande sonde, un
retard avec 1’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 a présent a étre confirmés. Le signal percu par le domaine senseur
(voir synthése bibliographique) de 1’HK0220 reste quant a lui encore inconnu, cependant,
d’aprés les résultats de transcription et d’anisotropie de fluorescence, une perturbation
membranaire semble induire le systeme. L’identification du motif reconnu par le RR0219
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permettra de déterminer quels génes sont potentiellement régulés et la prédiction des
fonctions des protéines codées permettra de réduire le champ des possibilités de signaux
percus.

Aucun mutant n’a été obtenu pour les génes LSEI 2808 et LSEI 2807 codant pour le TCS
RR2808-HK2807 qui semblerait lui aussi d’aprés 1’annotation impliqué dans la biosynthése
de la paroi. Il serait intéressant d’obtenir un mutant pour ce TCS et de le tester quant a sa

capacité a s’établir dans I’intestin et de caractériser sa fonction.

Caracteérisation fonctionnelle de la PBP0221 (Figure 41)

La caractérisation fonctionnelle de I’enzyme impliquée dans la biosynthése du PG, la
PBP0221 (penicillin-binding protein codée par le gene LSEI_0221) a montré une fonction
différente de celle attendue d’aprés I’annotation du génome. La PBP0221 aurait plutot 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
I’assemblage du PG puisqu’elle enléve le dernier résidu du pentapeptide des brins de PG
permettant la transpeptidation (voir Fig. 23 de la partie Synthese Bibliographique). Aucun
autre géne n’est annoté de cette fagon dans le génome de L. casei (Cai et al. 2009) cependant
la recherche in silico de génes potentiellement impliqués dans cette fonction permet de
proposer plusieurs candidats tels que les génes annotés comme étant des « Beta-lactamase
class C and other penicillin-binding proteins » (LSEI_1152, 0435, 1802, 1805, 2137, et 2773)
(Figure 41). Le gene LSEI 2553 annoté comme hypothetic protein (impliqué aussi dans
I’établissement in vivo) pourrait lui aussi avoir cette fonction, en effet, la séquence protéique
codée par ce gene montre 63 % d’identité avec une protéine annotée comme D-alanyl-D-
alanine carboxypeptidase chez L. rhamnosus K32 (Figure 41).

Role de ['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 I’intestin.

L’analyse transcriptionnelle des génes impliqués dans la biosynthése du PG a montré une
diminution de la transcription en phase stationnaire plus importante pour trois genes
(LSEI_0020, 2029 et 2226) codant tous les trois pour des PGHs (voir article 4). Alors que la
transcription de ces trois génes est diminuée, la transcription du gene LSEI_0539, codant
aussi pour une PGH, est quant a elle augmentée chez le mutant A0221 sans pour autant
modifier la structure du PG du mutant A0221 par rapport aux autres mutants (A0219 et
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A0220). L’augmentation de transcription du géne LSEI_0539 semble étre régulée par le TCS
(pas d’augmentation dans les mutants du TCS). Cependant I’analyse des protéines de surface
a montré une diminution de la présentation uniquement des deux antigenes de surface (AgS)
codés par les genes LSEI_0020 et LSEI_2029. L’augmentation de transcription du géne
LSEI 0539 pour le mutant A0221 n’engendre pas un profil de protéines de surface différent,
la protéine est peut étre sécrétée ou bien ancrée dans la membrane ou encore liée de maniere
covalente au peptidoglycane.

La modification de présentation des AgS peut étre due a la composition du PG différente de la
souche parentale (probléme d’ancrage) et/ou seulement a la régulation transcriptionnelle en
réponse a I’absence de la PBP0221. L’absence de I’AgS codé par le géene LSEI_2029 ne peut
expliquer a elle seule I’incapacité des mutants a s’établir dans ’intestin car le mutant pour ce
géne n’a pas de phénotype in vivo. Il serait intéressant de déterminer si, chez ce mutant, la
présentation de I’AgS codé par le géne LSEI 0020 est augmentée pour compenser 1’absence.
Le mutant pour le gene LSEI 0020 n’a pas été obtenu dans la banque de mutant, il est donc
difficile de statuer quant a la nécessité de la protéine dans 1’établissement dans I’intestin.
Cependant le géne LSEI 0020 n’est pas indispensable a cette espéce car un mutant pour ce
géne a eté obtenu chez L. casei BL23 (Bauerl et al. 2010) mais est indispensable a L.
rhamnosus GG car aucun mutant n’a pu étre obtenu (Claes et al. 2012). La surexpression d’un
ou des deux AgS de L. casei pourrait étre réalisée chez la souche parentale et la capacité a
s’établir dans I’intestin pourrait étre testée.

Les protéines permettant d’hydrolyser les liens peptidiques du PG (endopeptidases et N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidases) d’aprés les domaines les constituants (Layec et al. 2008)
sont codeées, chez L. casei, par les génes LSEI_ 0020, 0281, 0539, 2029 et 1536 (Figure 41).
Chez L. rhamnosus GG toutes ces protéines sont présentes a 1’exception de celle codée par le
géne LSEI_0539 ; I’absence de cette protéine peut peut-&tre expliquer pourquoi aucun mutant
pour le géne correspondant au géne LSEI 0020 n’a pu étre obtenu chez L. rhamnosus GG.
Chez le mutant A0221, I’augmentation d’expression du geéne LSEI 0539, potentiellement
régulé par le TCS, a peut-étre finalement lieu pour compenser la diminution d’expression du
géne LSEI_0020 et pas I’absence fonctionnelle de la PBP0221.

La diminution de transcription de nombreuses enzymes impliquées dans la synthése du PG et
la sensibilité augmentée des mutants a la bacitracine laisse supposer un renouvellement moins
important du PG. Le suivi de I’incorporation de [*H]GIcNAc dans le PG des mutants pourrait
étre testé en comparaison a celle de la souche parentale et permettrait de déterminer si
I’absence de la PBP0221 engendre un turnover du PG diminué.

La composition différente du PG des mutants peut aussi moduler I’ancrage des protéines liées
de manieres covalentes ou non au PG (voir synthése bibliographique pour les types de
protéines ancrées). Une analyse transcriptionnelle pourrait étre réalisée pour étayer cette
hypothése.
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Conclusion genérale

Role de I’opéron dans l’interaction avec I’hote

Les mutants A0219, A0220 et A0221 ont montré une sensibilité aux peptides antimicrobiens
cationiques hBD1, hBD2 et CCL20 alors que la souche parentale n’est pas sensible. Cette
difference peut expliquer a elle seule la diminution de quantité des mutants lors du séjour dans
I’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
a des conditions physicochimiques et (ii) au niveau de I’interaction hote-bactérie, une
reconnaissance différente de 1’hote induisant alors une réponse différente (peptides
antimicrobiens cationiques). La composition de la surface cellulaire induit-elle une différence
de réponse de I’hote (hypothése n°1) ou est-ce la bactérie qui ne peut pas faire face, de par sa
composition de la surface cellulaire différente, a la réponse basale de 1’hote (hypothése n°2)?
Le criblage qui a été conduit a permis de valider I’hypotheése n°2 alors qu’il n’a pas permis de
statuer quant a I’hypothése n°1. En effet, si une protéine de surface (ou sécrétée), nécessaire
pour induire ou réprimer une réponse de 1’hote, est absente chez un mutant, la modulation de
la réponse de I’hote est néanmoins réalisée par cette protéine de surface présente (ou sécrétée)
chez les autres mutants. L’hypothése n°1, qui n’a pas été expérimentalement testée, n’est
cependant pas exclue puisque les deux hypothéses peuvent coexister.

Une sensibilité plus importante du mutant A0221 est observée pour les défensines hBD1 et
hBD2 par rapport aux autres mutants, cette augmentation de sensibilité peut étre due a
I’augmentation de la présence de la PGHO0539 (protéine codée par le gene LSEI_0539
surexprimé chez ce mutant) ou a la diminution de présentation des 16 autres protéines
impliquées dans la biosynthése du PG ayant potentiellement une régulation transcriptionnelle
contrdlée par le TCS.

Les PGHs peuvent induire a 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 génes
LSEI_0020 et LSEI_0281. De la méme fagon, la réponse cellulaire des cellules épithéliales
pourrait étre déterminée en présence des protéines PGH0539, AgS2029 et PGH2226 codées
respectivement par les génes LSEI_0539, LSEI_2029 et LSEI_2226. L’activité catalytique
des protéines AgS0020, PGH0539, AgS2029 et PGH226 codées respectivement par les génes
LSEI_0020, 0539, 2029 et 2226 pourrait étre 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’étre reconnus par les cellules constituant 1’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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Conclusion genérale

Ce travail de theése 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, I’annotation permet de prendre en compte I’intégralité des génes qui
sont testés en opposant les génes 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 mutagenése ciblée (par recombinaison homologue)
aprés un criblage pour caractériser les mutants d’intérét. La banque de mutant annotée peut a
présent étre utilisée pour de nombreux criblages avec diverses retombées a la fois
fondamentales et appliquées. A la suite du criblage dans I’anse iléale ligaturée de lapin, nous
avons pu démontrer qu’une architecture convenable de la surface cellulaire bactérienne est
indispensable a la survie dans D’intestin et plus particulierement que les hydrolases du
peptidoglycane (PGH) sont nécessaires a la protection de la bactérie dans 1’environnement
intestinal. Parmi les 44 autres protéines identifiées d’aprés le criblage, de nombreuses
méritent d’étre caractérisées afin de trouver d’autres voies d’implication originales dans
I’établissement de L. casei dans I’intestin.
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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 genes intervenant dans la synthése du peptidoglycane. Le nom des génes correspond aux protéines impliquées dans la réaction indiquée par les fleches noires. Les génes en gras et
soulignés en rouge correspondent a 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 ’opéron. Les protéines codées par les genes LSEI_0281 et LSEI 0221 ont des fonctions expérimentalement démontrées. La fonction des autres protéines a été attribuée selon 1’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 géne annoté pour une protéine ayant cette fonction n’a été trouvé
dans le génome. RR0219 : Response Regulator codé par le géne LSEI_0219 ; RR0219-P : RR0219 phosphorylé ; HK0220 : Histidine Kinase codée par le géne LSEI_0220 ; PBP0221 : Penicillin-Binding Protein
ou L,D-carboxypeptidase codée par le géne LSEI_0221 ; AgS0020 : Surface Antigen codé par le géne LSEI_0020 ; AgS2029 : Surface Antigen codé par le géne LSEI_2029 ; PGH2226 : Peptidoglycan hydrolase
codée par le géne LSEI_2226 ; PGH0539 : Peptidoglycan hydrolase codée par le géne LSEI_0539
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Au cours de ma these, 1’équipe a réalisé une collaboration scientifique avec 1’équipe d’Aldo
Corsetti et Giovana Suzzi (Université de Teramo, ltalie), 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 génes de cette
bactérie impligués dans sa capacité a croitre dans ce milieu cumulant plusieurs facteurs de
stress microbien (pH acide, pauvreté en nutriements, saumure NaCl, composé phenoliques
antimicrobiens...). Une approche de génétique inverse globale, en utilisant le systéme Pjync-
TpaselSi223, combinée a un systeme de criblage reposant sur un milieu combinant ces stresses,
a été réalisée et a permis d’identifier les mutants et donc les génes nécessaires a la bactérie
pour survivre dans ce milieu. Les mutants inaptes a la croissance sur ce milieu ont été
caractérisés notamment dans leur capacité a former des biofilms a la surface des olives. Dans
ce cadre, je me suis impliquée dans la réflexion méthodologique et dans la formation
technique de 1’étudiante Giorgia Perpetuini, qui a réaliseé 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.
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Olive brine represents a stressful environment due to the high NaCl concentration, presence of phenolic compounds known as
antimicrobials, and low availability of nutrients. Thus, only a few strains of lactic acid bacteria (LAB) are adapted to grow in and
ferment table olives. To identify the mechanisms by which these few strains are able to grow in olive brine, Lactobacillus pento-
sus C11, a particularly resistant strain isolated from naturally fermented table olives, was mutagenized by random transposition
using the P;,,, -TpaselS1223 system (H. Licandro-Seraut, S. Brinster, M. van de Guchte, H. Scornec, E. Maguin, P. Sansonetti, J. F.
Cavin, and P. Serror, Appl. Environ. Microbiol. 78:5417-5423, 2012). A library of 6,000 mutants was generated and screened for
adaptation and subsequent growth in a medium, named BSM (brine screening medium), which presents the stressful conditions
encountered in olive brine. Five transposition mutants impaired in growth on BSM were identified. Transposition occurred in
two open reading frames and in three transcription terminators affecting stability of transcripts. Thus, several essential genes for

adaptation and growth of L. pentosus C11 in olive brine were identified.

Tab]e olives represent one of the most important fermented
vegetables, as they are widespread both in the Mediterranean
area and in Australia, the United States, and South America; they
are highly appreciated for their sensory characteristics and nutri-
tive value, and their use is extensive in all markets. Even if table
olives represent an important economic source for the producing
countries, the fermentation process is still empirical and craft
based (1). Table olives can be elaborated in several ways, but the
main industrial elaborations are the green Spanish style and the
naturally black olives, or Greek style. These treatments aim to
remove the natural bitterness of olives through the hydrolysis of
oleuropein. In the Spanish style bitterness is removed by adding
lye (NaOH solution), while in the Greek style olives are directly
brined and the debittering is slow and only partial (1, 2). These
processes are unpredictable and can lead to low-quality products.
Many studies have focused on standardizing the quality of prod-
ucts through the use of starter cultures composed of lactic acid
bacteria (LAB) and yeasts (3-8). Among yeasts, the species pro-
posed as starters are Candida diddensiae (3), Saccharomyces cerevi-
siae (9), and Debaryomyces hansenii (10). Regarding LAB, Lacto-
bacillus plantarum (11-13) and Lactobacillus pentosus (14, 15),
which are very closely related species, are the main bacteria used as
starters. They possess general stress resistance genes that have been
identified in L. plantarum for other food fermentations (14). Dur-
ing the olive fermentation process, an ecological succession of
different strains of these two species takes place. These strains have
different biochemical and physiological characteristics and are
adapted to the particular conditions of olive brines (15-17). In
recent years, the interest of researchers was focused on the study of
the antimicrobial effects of phenolic compounds present in table
olives (18-20). Particular attention was paid to L. plantarum,
while only few analyses were performed with L. pentosus (20).
Some bacterial responses to phenolic compounds were deeply
characterized, particularly the phenolic acid stress response
(PASR) in Pediococcus pentosaceus (21), L. plantarum (22-24), and
Bacillus subtilis (25, 26), which allows the bacteria to face ferulic,
p-coumaric, and caffeic acid stresses.
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The species of LAB encountered most frequently during table
olive fermentation are L. plantarum and L. pentosus (17). Effec-
tively, previous studies demonstrated that, at the end of fermen-
tation of Itrana Bianca table olives (naturally fermented green
table olives), the bacterial population was clearly dominated by L.
pentosus and L. plantarum species (11-13). The mechanisms in-
volved in the ability of these strains to grow in such a hostile
environment are not known. So, the aim of this study was the
identification of genes involved in the capability of L. pentosus C11
to adapt and to grow in olive brine and thus to perform olive
fermentation. Therefore, by using random transposon mutagen-
esis, one of the most powerful approaches widely used for genetic
characterization of bacterial phenotypes (25, 27, 28), a library of
6,000 random transposon mutants was generated using the Py, -
TpaselS1223 system (29) and screened for the ability to grow in
olive brine, using BSM (brine screening medium).

MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids, and growth conditions. Bacterial strains and plasmids
used in this study are listed in Table 1. Multiplex PCR on the recA gene was
performed to check the assignment of strain C11 to the L. pentosus species,
as previously described (30). Wild-type (WT) L. pentosus C11 and its
corresponding mutants were routinely grown either in liquid or in agar
MRS medium (20 g/liter; Difco) at 37°C without shaking, whereas for
several growth ability tests, liquid or agar (20 g/liter) YG medium com-
posed of 10 g/liter yeast extract and 10 g/liter glucose was used as the basal
medium. Escherichia coli cells were grown aerobically at 37°C in Luria-
Bertani (LB) medium. Relevant antibiotic concentrations were as follows:
150 pg/ml erythromycin (Em) and 50 pg/ml ampicillin (Am) for Esche-
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TABLE 1 Bacterial strains and plasmids
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TABLE 2 Primers

Strain or plasmid  Relevant characteristics Source or reference

Use and name” Sequence (5'—3")

Strains
L. pentosus C11 University of Teramo

culture collection

Isolated from table olives

E. coli TG supE hsdA5 thi A (lac-proAB) F' 54
[traD36 proAB* lacI"
lacZAM15]
Plasmids
pvI129 Ap' Cm', pVI1056 containing 29
Prua-1S1223A1R
pVIl10 Em’, pBR3220ri, ;.. 29

richia coli, and 10 pg/ml chloramphenicol (Cm) and 5 pg/ml Em for
recombinant strains of L. pentosus C11 (Table 1). The olive-extracted
phenolic compounds mix used for phenotypic analysis of selected mu-
tants was obtained through high-performance liquid chromatography
purification of olive oil vegetation waters (31) and contained 131 mg/g
3,4-dihydroxyphenylethanol (3,4 DHPEA), 20 mg/g p-hydroxyphenyl-
ethanol (p-HPEA), 64 mg/g verbascoside, 165 mg/g 3,4-DHPEA-EDA
(dialdehydic form of elenolic acid linked with 3,4-dihydroxyphenyletha-
nol), and 381 mg/g other phenolic compounds.

Development of BSM. A solid medium called brine screening me-
dium was developed in this study to isolate mutants affected in their
ability to grow in olive brine. In particular, the brine was taken from the
end of fermentation of Itrana Bianca table olives (naturally fermented
green table olives), when antimicrobial phenolic compounds reach the
highest concentration. The main characteristics of this brine were previ-
ously described (2, 32). In particular, the brine (70 g/liter NaCl, pH 4.0)
was mainly characterized by the presence of 3,4-DHPEA, p-HPEA, and
verbascoside (32), and also glucose and lactic acid (2). In order to obtain
a 100% concentration of brine in the agar medium, brine was 2-fold
concentrated with a rotary Buchi vacuum apparatus at 52°C and then
supplemented with 20 g/liter glucose and 20 g/liter yeast extract as nutri-
ents. The pH was adjusted to 4.0 with HCI, corresponding to the general
olive brine pH. Then, the supplemented brine was pasteurized at 65°C for
45 min, a treatment sufficient to destroy any vegetative microorganisms
(determined by agar plating [data not shown]), and mixed with an equal
volume of sterile melted agar at 40 g/liter in water just before pouring the
plates. Mutants were spotted on BSM plates (diameter, 150 mm) by using
a 96-solid-pin replicator and incubated for 72 h at 37°C. YG medium at
pH 6.0 was used as the positive growth control. Absence of growth on
BSM plates was confirmed in a replicate experiment.

DNA techniques. All DNA manipulations were performed according
to standard procedures (33). Plasmids were isolated by usinga Nucleospin
plasmid miniprep kit (Euromedex). Ligation and restriction analysis were
carried out according to the manufacturer’s instructions. PCR was per-
formed using 0.1 unit of Platinium Taq DNA polymerase high fidelity
(Invitrogen), according to the manufacturer’s recommendations, in an
automatic thermocycler (Bio-Rad).

Transposon mutagenesis. L. pentosus Cl1 and E. coli were trans-
formed by electroporation as described by Aukrust et al. (34) and Dower
etal. (35), respectively, using a GenePulser and a pulse controller appara-
tus (Bio-Rad). Plasmids were prepared from E. coli by using a Nucleospin
plasmid miniprep kit (Euromedex). Mutagenesis was performed using
the P, ~TpaselS1223 system as previously described (29) with the fol-
lowing modifications. Electrocompetent cells of L. pentosus C11 were first
electroporated with pVI129, which provided the transposase of 1S1223,
plated onto MRS agar with Cm at 10 pg/ml, and incubated at 37°C for 48
h. Electrocompetent cells of a pVI129 transformant were then trans-
formed with pVI110. The cells were plated on MRS agar plates supple-
mented with 5 pg/ml Em and incubated at 42°C for 48 h to select inte-
grants.
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pVI110 target sequencing

IRR6 TCACCGTCATCACCGAAACG
IRL6 GCCGCACTAGTGATTAAAATAC

qRT-PCR
obaA F GATTGGGCTCGTCCTAGTCA
obaA R TATTGTTGGAAGCCGTCGAT
obaB F CTTGACCGTTGTCACCCAAT
obaB R AGAAACAGTGCGGGTTCAAA
i F ATCGGGATTGGTGGTTCATA
iR TGTGGGAATTTACGGTCTTCA
obaCF CGTTTAACAACGCTGAGCAA
obaCR AACCCTTCACCACAACAAGC
obaE F ATAGCGACAGCACCTGCAC
obaER CGATGATTTGGTCACGGAAC
obaF F TCAGGCACCATAAGCATCG
obaF R TGCAACCGAATTAACAGGA
enoAl F GCAAGGTAGTCCGTGTTCGT
enoAl R ACTGGGAAGACTGGCAAATG

“F, forward; R, reverse.

Sequence analysis and mapping of transposon insertion site.
Genomic DNA was digested simultaneously with Clal and BstBI (Fer-
mentas), and ligation was performed using T4 DNA ligase HC (Fermen-
tas) according to the manufacturer’s instructions. The resulting ligation
products were directly transformed into the E. coli TG1 strain, in which
circularized fragments that contain the transposon replicate as plasmids.
Plasmids were isolated from selected transformants and subjected to se-
quencing reactions (GATC Biotech) using the primers IRR6 and IRL6,
which target the transposon sequence extremities ( Table 2). Identification
of transposon target sequences was performed with the BLAST software
from the National Center for Biotechnology Information (http://blast
.ncbi.nlm.nih.gov/).

RNA extraction and qRT-PCR analysis. Total RNA from 10 ml of
culture was extracted after bead beating disruption using the Tri reagent
method (Sigma) as previously described (24). Quantitative reverse trans-
criptase PCR (QRT-PCR) and calculations of relative transcript levels
(RTLs) were carried out as previously described elsewhere (24), using the
primers listed in Table 3. The genes tpiA and rpoD were used as internal
calibrators for all QRT-PCR analyses.

RESULTS

Transposon mutagenesis of L. pentosus C11. L. pentosus Cl1,
isolated from olive brine (unpublished data), was mutagenized

TABLE 3 Analysis of transposon integration in 10 randomly selected L.
pentosus C11 mutants based on sequencing of the transposon target and
BLAST analysis with the L. pentosus IG1 genome sequence

Mutant
no. Locus of pVI110 insertion

IGR Ipent_00526/lpent_00527
ORF Ipent _00833

OREF Ipent_00835

IGR Ipent _01101/lpent _01102
IGR Ipent _01190/lpent _01192
IGR Ipent _01719/lpent _01720
IGR Ipent _01772/lpent _01773
OREF Ipent _02891

IGR Ipent_02977/lpent _02978
IGR Ipent_03116/lpent_03117
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Brine growth test: spotting on BSM
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FIG 1 Photographs of plates obtained during screening of 48 L. pentosus C11 mutants for their sensitivity to olive brine after replication from fresh titration
microplate individual cultures on either YG or BSM and incubation at 37°C for 72 h.

using the P;,,,.-TpaselS1223 system, which was specially designed
for LAB random transposon mutagenesis and successfully used
for Lactobacillus casei mutagenesis (29). This system is composed
ofthe thermosensitive pVI129 plasmid, which is used for transient
expression of the 1S1223 transposase and the nonreplicative plas-
mid pVI110, which contains dedicated inverted repeat sequences
that require the transposase for pVI110 random integration into
the genome. The segregational stability of pVI129 in L. pentosus at
42°C was estimated to be 80% per generation by using the calcu-
lation method of Heap et al. (36). Thus, the mutagenesis proce-
dure applied for L. pentosus was the same as that described for L.
casei, but the final incubation was at 42°C. With approximately
4,000 mutants obtained from 10 viable cells (carrying pVI1129)
transformed with 1 pg of pVI110, the transposition efficiency was
similar to that of L. casei (29). Less than 10 Em" colonies were
obtained for WT L. pentosus electroporated with pVII110, con-
firming the necessity for pVI129 to promote pVI110 integration.
Eighteen pVI110 integration mutants were randomly selected and
analyzed by Southern blotting with a pVI110-specific probe as
previously performed (29). Southern blot analysis indicated that
pVI110 was integrated randomly at a single locus of genomic DNA
of L. pentosus C11 (data not shown). This was confirmed by se-
quencing of the genomic DNA target of pVI110 in 10 randomly
selected mutants (Table 3). The transposon was integrated into
different loci, strongly supporting the randomness of pVI110 in-
tegration in L. pentosus. Thirty percent of the mutants were dis-
rupted in open reading frames (ORFs) (Table 3). Moreover, the
target sequence of pVI110 was reanalyzed for 5 of the 10 randomly
selected mutants after 50 generations and gave the same results,
demonstrating the stability of pVI110 integration. Altogether,
these results confirmed the efficiency and the randomness of the
transposon mutagenesis in L. pentosus when using the Py, -
TpaselS1223 system. Thus, a collection 0f 6,000 colonies, in which
about one-third of the mutants in an ORF are expected, were
randomly picked and prepared in 96-well plates for phenotypic
screening.

Screening for mutants unable to grow on olive BSM. In order
to select mutants from the mutagenized library of L. pentosus C11
affected in their capacity to grow in brine, a solid agar medium
named brine screening medium was developed by supplementing
YG-agar medium with olive brine (see Materials and Methods).
Mutants of the library were spotted on BSM plates, with a positive
growth control on YG plates (Fig. 1). After 48 h of incubation at
37°C, of the 6,000 mutants screened, 5 failed to grow on BSM but
grew on YG plates. This inability was also confirmed in BSM broth
(BSM without agar): there was no increase of the optical density at
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600 nm (ODgq,) monitored during the 48 h following the inocu-
lation at an ODg, of 0.1.

Phenotypic analysis of the selected brine-sensitive mutants.
Phenolic compounds and osmotic stress triggered by salt concen-
tration, which can reach 70 g/liter, are the main stresses encoun-
tered in olive brine. To establish the main factors responsible for
mutant growth inhibition in brine and to better understand the
niche adaptation phenomenon, the growth of the 5 selected mu-
tants was compared to that of WT L. pentosus under the main
stress conditions encountered in olive brine. Bacterial growth was
tested in YG broth (pH 4) containing an increasing concentration
of NaCl and supplemented or not with either oleuropein (0.2 g/li-
ter) or an olive-extracted phenolic compounds mix (0.4 g/liter).
Only a few differences between the growth of WT L. pentosus and
mutants were detected in YG broth at pH 4 after 24 h, in the
absence of stress conditions (Fig. 2) or with 10 g/liter NaCl (data
not shown), with a similar final OD,, (about 1.3) for WT L.
pentosus and mutants. These results demonstrated that the iden-
tified mutants were not sensitive to acidic conditions nor to 10-g/
liter NaCl supplementation. The growth of all mutants was par-
tially inhibited with 20 g/liter NaCl (Fig. 2), and none of the 5
mutants was able to grow in the presence of 30 g/liter NaCl or
higher concentrations, contrary to findings with WT L. pentosus
(data not shown).

Contraryto WT L. pentosus, the growth of the 5 brine-sensitive
mutants was affected in the presence of the olive-extracted phe-
nolic compound mix (Fig. 2). This result agrees with that obtained
for L. pentosus ATCC 8041, which was able to grow in the presence
of different phenolic compounds, such as hydroxytyrosol and its
glucosides, oleoside, tyrosol, secoxyloganin, secologanoside, and
oleuropein (20). Supplementation with 20 g/liter NaCl increased
the inhibition triggered by phenolic compounds for all mutants
(final OD,,, of about 0.3), whereas it had no consequence on WT
L. pentosus growth (Fig. 2). These observations confirmed that the
inability of the mutants to grow in brine results from the com-
bined stress induced by phenolic compounds and NaCl, as re-
ported for other LAB strains not well adapted to this inhospitable
environment (37). For example, oleuropein, one of the most
abundant phenolic compounds in olive pulp, exerts an inhibitory
effect on bacterial growth by a mechanism that remains unknown
(20). It is suspected to induce leakage of glutamate and inorganic
phosphate from bacterial cells, cause degradation of the cell wall
itself (19, 38), and also cause a decrease in the ATP content of cells
(39). The growth of the five brine-sensitive mutants was inhibited
at the same level, with a final OD, of 0.6 in YG containing 0.2
g/liter oleuropein, with or without 20 g/liter NaCl (Fig. 2). Notice-
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FIG 2 Growth of WT L. pentosus C11 (dotted line connected plus signs) and brine-sensitive mutants 2585 (), 20B10 (A), 31B11 (X), 51D12 (O), and 42G1
(O) under different stress conditions with phenolic compounds, oleuropein, and NaCl.

ably, the inhibition of the mutant was particularly strong during
the first hours of growth, in comparison with WT L. pentosus
(Fig. 2).

From phenotype to olive brine adaptation genes. Transposon
chromosomal targets were determined by sequencing and com-
parison of the insertion site sequence with L. pentosus 1G1
genomic sequence using BLAST database searches (NCBI). The
disrupted genes were named obaA to obak, for olive brine adapta-
tion, when no putative function was already attributed.

In mutant 20B10, the transposon was inserted in obaD, an
ortholog of Ipent_00392, which encodes a small hypothetical inte-
gral membrane protein of unknown function. The obaD gene
seems to be specific to L. pentosus/L. plantarum species, since nei-
ther ortholog nor even homologs of the ObaD-encoded protein
were found in other bacterial species. This gene is located 379 bp
upstream of obaE, an ortholog of Ipent_00391, which encodes a
transcriptional regulator of the Tet" family. Despite the quite large
intergenic region (IGR) between obaD and obaE, no putative tran-
scriptional terminator was found in this IGR, and RT-PCR with
two primers designed for obaD and obaE, respectively, on WT L.
pentosus also indicated that obaD was cotranscribed with obaE
(data not shown). The consequence of transposon integration on
obaE was evaluated by qRT-PCR performed on mutant cultures
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grown in MRS until the early stationary phase of growth, using
WT L. pentosus under the same culture condition as the reference
(Fig. 3). In the 20B10 mutant, obaE transcripts were under the
detection level (lower than 1/1,000 of that measured for the WT),
indicating that obaF, in addition to obaD, is silenced in this mu-
tant.

The mutant 42G1 is disrupted for enoAl, an ortholog of
Ipent_01085, which is predicted to encode an enolase (EnoAl), an
essential enzyme for glycolysis (Fig. 3). L. pentosus C11 is likely to
carry another enolase gene, as is the case for the sequenced L.
plantarum strains, which would explain the fact that this disrup-
tion is not lethal. The RTL of the gene downstream of enoAl, the
Ipent_01086 ortholog, was not modified by the transposon inte-
gration in enoA (RTL of 1), and a putative transcription termina-
tor was found downstream of enoA1 (Fig. 3).

In mutants 31B11, 51D12, and 25B5, the transposon was inte-
grated into the predicted transcription terminators (TT) (Fig. 3).
In mutant 31B11, the transposon was integrated into the TT of gpi,
an ortholog of Ipent_02771, which encodes glucose-6-phosphate
isomerase, whereas in mutant 51D12 it is integrated into the TT of
obaC, an ortholog of Ipent_00851, which encodes a putative fatty
acid binding protein. The transposon of mutant 25B5 was inte-
grated into a TT that could serve for the two convergent genes
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A B
hyp. membrane prot. regulator, tetR family 508 ribosomal prot. Mutant  Gene RTL mutant vs WT
20B10 20810 obaD ND (disrupted)
enolase 1 hyp. prot. obaE <1/1000
42G1 42G1 enoAl ND (disrupted)
Lpent_01086
Ipent_01086 ortholog 1
transcription regulator membrane-bound protease
2o — ) GE— 2585 ooA <1/1000
. obaB <1/1000
glucose-6-phosphate isomerase
31811 31B11 gpi 1/6
Ipent_02770
30S ribosomal prot. fatty acid binding prot. Ipent_02770 ortholog 1
a0 — R D e W Y
500bp obaC <1/1000
C
Mutant  Transposon insertion site sequences
20B10 TTTTAGTCAGTTTTGTTAGTTTCTTTATCTTT/TGATTGTATAATGCCAATGTGCAAGATAAGAA
42G1 AGGGTGAAGGCGAARATGGTCAATCATTTACT /GTGCCGGTTACAAGCCTGGTARGGATATTGCC
25B5 GARAGCGGGATATTGTTGCCACATAGGTAAGA/AATTATTCAGGGAAGCTTTTTTAACATACTTA
31B11 AAGCCCCCARAACAAGCAGCCTATCAGCCAGC/TGATAGTTGTTTGTTTTAGGAGCTTCCATCTT
51D12 GTTCAGCATTTGAAGCTGAACTGAAAGTTATG/ TCATATAGCCAGAAAATGTTGATARAACAACG

FIG 3 (A) Schematic representation of transposon integrations in the 5 olive brine-sensitive mutants. Transposon integration is represented by a vertical, curved
double line. (B) RTLs of genes of the locus affected by the transposon, using WT L. pentosus C11 as the reference. ND, not determined (gene disrupted). (C)

Transposon insertion site sequences.

obaA, an ortholog of Ipent_01150, which encodes a putative re-
dox-sensitive transcription regulator, and obaB, an ortholog of
Ipent_01149, which encodes a putative membrane-bound pro-
tease.

Olive brine sensitivity of IGR integrants could be due to polar
effects of the transposon on the flanking genes. To check this hy-
pothesis, QRT-PCR analysis of genes flanking the transposon was
performed for each mutant, using WT L. pentosus as the reference
(Fig. 3). The RTL of gpi in mutant 31B11 was 6-fold lower than in
the WT, while transposon insertion did not change the RTL of the
upstream gene, the Ipent_02770 ortholog. The lower gpi RTL
could be explained by an alteration of the transcript stability, as
bacterial single-stranded RNA is rapidly degraded from the 3’ end
(40, 55). The consequence should be a decrease of the glucose-6-
phosphate isomerase (GPi) concentration in the cell, which could
alter carbohydrate-related metabolic functions. As Gpi plays a
central role in carbohydrate metabolism, a stronger reduction of
the gpi RTL, or its inactivation by transposon insertion, would
have been lethal. Interestingly, these results illustrate an unex-
pected aspect of IGR mutants, in which in some cases transposon
integration into a TT reduces the transcript level of an essential
gene without affecting growth and viability under nonstressful
conditions. The transcript level of obaC was under the detection
level in mutant 51D12 (<1/1,000 of that in WT), while the RTL of
the divergently transcribed gene, rpsl, did not change (Fig. 3). This
is consistent with the presence in the IGR for these two genes of
two independent hairpin structures predicted to be transcription
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terminators. The drastic reduction of the 0baC RTL could be due
to instability of obaC mRNA presenting an altered TT. Further-
more, a hairpin structure downstream of obaC displays high sim-
ilarity level with the RF01676/P31 noncoding RNA family (http:
/Irfam.sanger.ac.uk/). Interestingly, in mutant 25B5, transposon
insertion reduced drastically the RTL of the two flanking genes,
obaA and obaB. No alignment with noncoding RNA ofa known
family was found, but their presence cannot be excluded. From
a functional point of view, 51D12 can be considered an obaC
knockout mutant and 25B5 as a double obaA-obaB knockout
mutant.

Despite the fact that we did not obtain two or more mutants in
each of the five genes identified in this screening, indicating that
testing of 6,000 mutants is not sufficient to reach saturation, our
drastic screening conditions allowed us to identify some of the
most essential genes for growth in olive brine.

Transcriptional analysis of the genes interrupted, or silenced
by transposon integration, was carried out on WT L. pentosus after
16 h of growth in BSM broth, or in YG broth for the reference
condition (Fig. 4). All genes identified in olive brine-sensitive mu-
tants displayed a significantly higher RTL in BSM broth than in
YG broth, with particularly high increases for enoA1 (60-fold) and
obaE (35-fold) (Fig. 4). This analysis reinforces their role in the
resistance to the olive brine stress and in olive fermentation adapt-
ability and demonstrates that this adaptation results in an upregu-
lation of oba gene transcription in WT L. pentosus.
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FIG 4 Relative transcript levels of L. pentosus C11 genes after 16 h of growth in BSM broth. Transcript levels of each gene are expressed as the relative fold change,
with YG medium as the reference condition (fold change = 1). Four biological repeats were performed, and bars indicate standard deviations. Statistical analysis

was performed using the unpaired Student ¢ test: *, P << 0,05; =%, P << 0.005.

DISCUSSION

Olive brine represents a stressful environment due to the high
NaCl concentration, presence of phenolic compounds considered
antimicrobials, and low availability of nutrients. It was observed
that the inhibitory effect of olive phenolic compounds on LAB
growth was higher when they were associated with NaCl, showing
a combined effect in the inhibition (37).

Oleuropein and hydroxytyrosol (the product of oleuropein hy-
drolysis) are the most abundant phenolic compounds found in
olives, and they show antimicrobial effects (20). The mechanisms
ot bacterial growth inhibition have not been elucidated, and often
controversial results have been obtained, depending on the differ-
ent antimicrobial assays used (19). However, several studies
agreed that oleuropein and its hydrolysis products could impact
cell wall structure. These compounds could induce leakage of glu-
tamate and inorganic phosphate from bacterial cells, as well as the
degradation of the cell wall itself (19, 38) and changes in the typical
bacillary structure of Gram-positive bacteria (38). Moreover,
oleuropein has been reported to cause a decrease in the ATP con-
tent of the cells without affecting the rate of glycolysis (39).

The response to osmotic stress implies involvement of several
genes whose expression, coordinated by osmosensing regulation,
leads to an adjustment of cytoplasmic properties, cell turgor, hy-
dration, and thus protein activity (42, 43). The sequence analysis
of L. pentosus 1G1, a strain isolated from Spanish-style green olive
fermentations, revealed that this strain presents 16 putative two-
component regulatory systems, which may reflect an extensive
ability to adapt to changing environmental conditions (56).

The stress response in LAB and particularly in Lactobacillus has
been reviewed recently (44). The genes involved in the generalized
stress response in Gram-positive bacteria and LAB appear to be
highly conserved (45). Thus, the ability of only some strains of L.
plantarum and L. pentosus to face olive brine stresses is probably
related to the presence of a genotypic diversity in the “lifestyle
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adaptation island,” which is a chromosomal region suggested to
be involved in niche adaptation (45).

The strategy used in this work allowed us to select 5 mutants of
L. pentosus C11 unable to grow in olive brine because of the simul-
taneous presence of inhibitory concentrations of NaCl and the
phenolic compounds that characterize this medium.

Thanks to genetic and transcriptomic analyses of mutants,
enoAl, gpi, and obaC were clearly identified as essential genes for
growth in olive brine. Concerning mutants 20B10 and 25B5, our
results did not discriminate between obaD versus obaE or obaA
versus obaB, respectively, since these mutants can be considered
double knockouts and since these four genes are upregulated in
the presence of olive brine. Further studies are required to estab-
lish which one of obaA or obaB is needed for adaptation to olive
brine.

Gene expression analysis demonstrated that all oba genes are
upregulated in the presence of olive brine, reinforcing the evi-
dence of their involvement in brine stress resistance and growth in
this medium. These genes can be classified into three groups: the
first group includes gpi and enoA1, both of which encode enzymes
involved in energetic metabolism; the second group includes
obaB, obaC, and obaD, which encode putative membrane pro-
teins; the third group includes obaA and obaE, which encode pro-
teins with a putative regulatory function.

Under stress conditions, carbon metabolism, which is involved
in energy production and saving, can be disturbed, as reported for
L. plantarum challenged with tannic acids (46) and for Lactobacil-
lus rhamnosus in the presence of acid stress (47). The enolase gene
is generally one of the upregulated metabolic genes in response to
stress; for instance, its expression is induced with decreasing tem-
peratures of growth in Lactobacillus helveticus (48) and in a
low-pH environment for Lactobacillus reuteri (49). So, enolase
gene disruption, as well as a glucose-6-P-isomerase (gpi) RTL de-
crease, could affect the efficiency of metabolic pathways involved
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in stress adaptation. Amazingly, enolase 1 has also been described
as a surface protein able to bind fibronectin in L. plantarum (50),
indicating that other roles for enolase 1 in sensing the environ-
ment or in interacting with olive brine molecules are possible.

The obaD/obaE operon encodes two putative proteins of un-
known function. ObaD, a putative membrane protein without an
identified conserved domain, is exclusively found in L. plantarum
and L. pentosus species, while ObaE is a putative transcription
regulator of the Tet" family. Thus, ObaD/ObaE could constitute
an element of a system for sensing and responding to environ-
mental changes like osmotic pressure variations and appearance
of phenolic compounds. This is consistent with previous work
that indicated that phenolic compounds are responsible for alter-
ations of the cell wall and modifications of fatty acid membrane
composition in L. plantarum (51).

The L. plantarum ortholog of obaB, which encodes a mem-
brane-bound protease CAAX family protein, is upregulated in the
presence of ethanol (52). It has been proposed that this protein
could be involved in the lipid ordering and bilayer stability and it
could influence permeability, fluidity, and the functioning of
membrane-embedded enzymes (52). Regarding obaC, which en-
codes a putative DegV family protein, its cellular function remains
unknown, but it could be involved in lipid transport or in fatty
acid metabolism (53).

In this study, five mutants unable to grow in olive brine were
isolated, and their analysis led to the identification of at least 5
genes essential for the growth of L. pentosus under olive fermen-
tation conditions, which are characterized by a particularly high
concentration of salt and phenolic compounds. The identified
genes encode proteins involved in carbohydrate metabolism,
membrane structure and function, or regulation of gene expres-
sion. As obaD encodes a putative membrane protein strictly spe-
cific to L. pentosus/plantarum species, it is one of the key elements
that deserves further characterization in order to understand the
particularly efficient adaptation mechanisms in these two closely
related species to environments that present these specific stresses,
which are found in many fermented food processes and also nat-
ural ecosystems.
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Ability of Lactobacillus pentosus C11 and the “olive brine adaptation™ derivated mutants to
form biofilms on olive skin during fermentation.
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Abstract

Lactobacillus pentosus C11 is one of the few LAB strains capable of surviving in olive brine and
thus desirable during table olive fermentation. In thus study, the ability to adhere and form biofilm
on olive skin was investigated for L. pentosus C11 and five derivative mutants unable to survive to
olive brine conditions. These five mutants are interrupted in metabolic genes (enoAl and gpr), and
in genes of unknown function (oba genes). Confocal microscopy together with live bacteria count
revealed that the sessile state represented the prevailing L. pentosus C11 life-style during table olive
fermentation. The characterization of cell surface properties showed that mutants presented less
hydrophobic and basic properties than the wild type (WT). In fact, their ability to adhere to both
abiotic (polystyrene plates) and biotic (olive skin) surfaces was significantly lower than that of the
WT. Confocal microscopy revealed that mutants adhered sparsely to the olive skin instead of
building a thin, multilayer biofilm. Moreover, qRT-PCR showed that the three genes enoA [, gpi and
obaC were upregulated in the olive biofilm compared to the planktonic state. Thus enoAl, gpi and
oba genes are necessary in L. pentosus to form an organized biofilm at the olive skin, the only state
allowing the bacteria to undergo a complete fermentation of olives.

Introduction

Olive fermentation is still carried out following artisanal practices despite its economic impacts. The
most significant production methods of table olives are: the Spanish-type and the Californian style
involving both a de-bittering process with sodium hydroxide solutions (Gomez et al. 2006), and the
Greek style where olives are directly brined and the debittering is slow and only partial (Tofalo et
al. 2012). Olive microbiota is mainly composed of lactic acid bacteria (LAB), vyeast and
Enterobacteriaceae (Corsetti et al. 2012). Recently, a systematic use of suitable starter cultures,
mainly belonging to Lactobacillus plantarum and Lactobacillus pentosus species, was proposed to
initiate and to accelerate the fermentation process in order to prevent the development of
undesirable spoiling bacteria, and, in fine, to preserve the sensory quality of the final product
(Hurtado 2010; Arroyo-Lopez et al. 2012; Corsetti et al. 2012). In fact, these two species are able to
adapt, grow and survive in olive brine until the end of fermentation despite a low availability of
nutrients, a high salt concentration, a low pH, and the presence of phenolic compounds with
antimicrobial activity, which generate a global hostile and stressful environment.
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To identify genetic mechanisms involved in the capacity of these species to face the olive
fermentation conditions, we have previously carried out a global reverse genetic strategy on L.
pentosus C11, a strain isolated from naturally fermented Itrana Bianca table olives (Perpetuini et al.
2013). In particular, a library of 6000 random transposon mutants was generated and screened for
the capacity to grow in a medium named BSM (Brine Screening Medium), displaying the stressful
physical and chemical conditions encountered in olive brine. Five transposon mutants that had lost
their ability to adapt and to grow in olive brine conditions were identified (Perpetuini et al. 2013).
Genes involved in this adaptation are the metabolic genes enoAl and gpi, encoding respectively a
putative enolase and a glucose-6-P-isomerase, and three genes of unknown function, which were
named oba for “Olive Brine Adaptation™.

One of the main bacterial strategies to survive, adapt and even colonize new environment is surface
adhesion and biofilm formation (Hall-Stoodley et al. 2004). A biofilm is a well organized,
cooperating consortium of microorganisms, formed by one or more species, embedded in a matrix
of extracellular polymeric substances (EPS) they have produced, and attached to either an inert or
living surface (Wimpenny 2009; Remis et al. 2010). The benefits of growing in a biofilm
environment include an increased ability to retain extracellular enzymes near the cell, protection
from toxic compounds, increased resistance to stress conditions (Costerton et al. 1995; Lapaglia and
Hartzell 1997). A first microscopic observation of bacteria and yeast adhering to black olive skin
(Greek style) has been reported by Nychas et al. (2002). Thereafter, dynamics of a LAB population
on olive skin (De Bellis et al. 2010) and a mixed-yeast/LAB population (Dominguez-Manzano et al.
2012), were characterized. The in situ observation of olive skin showed that bacterial cells are
embedded in an exopolysaccharide matrix, forming biofilms much more complex and consistent
than on abiotic surfaces. Thus, this structure could enhance resistance to olive brine stresses,
offering a physical barrier.

The aim of the present study was to assess the importance of biofilm formation ability for L.
pentosus to complete table olive fermentation and to investigate a possible role of oba genes of L.
pentosus C11 in the adhesion and subsequent biofilm formation on olive skin.

Materials and methods

Bacterial strains and culture media

L. pentosus C11 and the five mutants impaired for growth in olive brine (Tab. 1) were routinely
grown at 37°C in MRS medium (Oxoid). For some experiments, these strains were cultivated in YG
medium (10 g/L yeast extract, 10 g/L glucose) at pH 6. Strains were stored at —80°C in MRS broth
supplemented with glycerol (20% v/v).

Olive samples and brine

Table olives, Itrana Bianca cultivar, were supplied by an artisanal producer located in Lazio region
(Italy). The brine was taken from the end of fermentation of Itrana Bianca table olives (naturally
fermented green table olives). This brine containing 70 g/L NaCl, and at pH 4.0, was mainly
characterized by the presence of 3,4-DHPEA, p-HPEA, verbascoside, glucose and lactic acid
(Servili et al. 2012; Tofalo et al. 2012). The brine-derivated medium, used to grow bacteria in the
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stressful conditions encountered in brine, was supplemented with 20 g/L glucose and 20 g/L yeast
extract (Oxoid), adjusted to pH 6.0, and pasteurized at 65°C for 45 min.

Olive fermentations process and subsequent bacterial count

L. pentosus Cl1 was subcultured overnight at 30°C in MRS broth containing 40 g/L NaCl for
adaptation to the saline environment of olive brine. Bacteria were harvested by centrifugation
(10000 x g), washed with PBS, and finally inoculated in three sterile glass jars, containing 300 mL
pasteurized brine (70 g/L NaCl, pH 4) and 300 g of olives to a final concentration of 10" CFU/mL.
Jars were maintained at 25°C for 2 months. The planktonic (non-attached) cells were incubated 1 h
at 4°C, collected by centrifugation at 10000 = g, for 10 min at 4 °C and resuspended in 10 ml PBS
(10 mM, pH 7.0). To collect sessile (attached) bacteria, olives samples (300 g) were washed three
times in PBS and then placed in one liter erlenmeyer flask containing 300 mL of PBS and 10 g of
glass beads (2 mm) (Biosigma) which was agitated on a shaker at 200 rpm for | h at 4 °C to detach
microorganisms from olive skin. Then the liberated bacteria were harvested by centrifugation
(10000 = g, 10 min, 4 °C) washed twice in PBS and suspended into 10 mL of PBS. Bacteria count
were made on the harvest sessile and planktonic cells by plating serial dilutions on MRS. Also, the
first washing from olive sample was plated and added to the count of planktonic cells, knowing that
the bacterial count on the second and the third washing were negligible. The experiments were
performed twice. The absence of contaminant on olive surface and in brine was checked by colony
morphology and by multiplex PCR on the recd gene on randomly picked colonies, as previously
described (Torriani et al. 2001).

Biofilm assay on polystyrene surface

L. pentosus C11 and its mutants were grown in MRS at 37°C for 24 h. Bacteria cells were harvested
by centrifugation at 5000 x g, and suspended in saline to yield an initial concentration of 10’
CFU/mL. The ability to form stable biofilms was monitored by growing the cells in flat-bottom 6
wells cell culture plates (Costar, Corning, NY) containing 5 mL YG medium at pH 6 for 72 h. Wells
containing uninoculated growth medium were used as negative controls. Media and unattached cells
were removed by rinsing with saline solution. The remaining bacteria were carefully rinsed with 1
mL of saline and dispersed by pipetting up and down ten times as previously described (Kubota et
al. 2009). Finally, the cell suspension was serially diluted in saline, and plated on solid MRS.
Bacteria count obtained for 1 ml correspond to bacteria adhesion for one well. Three biological
repeats were made.

Microbial adhesion to solvents (MATS) test

The physic-chemical characterization of bacterial surface properties was evaluated by the MATS
method (Bellon-Fontaine 1996) with some modifications. Bacteria in early stationary phase were
harvested by centrifugation at 10000 = g for 10 min, washed twice and suspended in PBS to an
ODg e 0f 0.8 (A0). A volume of 1 ml of solvent was added to 3 ml of cell suspension, and after a
10 min-incubation at room temperature, the two phase system was mixed by vortexing for 5 min.
After a 15 min-incubation at room temperature the aqueous phase was removed and its ODy o, Was
measured (Al). The percentage of microbial adhesion to solvent was calculated as follow:
(1-A1/A0)y<100. This procedure was applied to three different polarity solvents: hexadecane,
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chloroform and ethyl acetate. The analysis of an eventual bacterial lysis under the action of these
solvents was previously monitored by phase-contrast microscopy.

Colonization of olive skin, detachment of bacteria from olive skin and plate counts

To test the ability of colonization of olive skin, olives were washed in 10 mM PBS to eliminate
planktonic cells of the surface. Then, slices of olive skin {about 1 cm®) were meticulously peeled
using a scalpel and each slice was added in a tube of 1 ml YG medium or brine-derivated medium.
L. pentosus was grown overnight in MRS broth, harvested by centrifugation, washed twice in PBS,
suspended in PBS at 10" CFU/mL, and used to inoculate brine-derivated medium or YG tubes
cultures containing olive skin. Cultures were incubated at 25 °C for 10 days. Then, the olive skin
was removed from tubes, washed three times in PBS, placed in tubes containing 0.5 g glass beads (2
mm) and then vortexed for 5 min. Then, glass beads were eliminated, bacteria cells were collected
by centrifugation and suspended into 1 mL of PBS. Samples of detached cells were serially diluted
in saline solution (0.85% v/v NaCl) and plated for bacteria count. Three independent cultures were
made for each condition. The absence of contaminant on olive skin was checked as described above.

Confocal microscopy and image analysis

Examinations of biofilms were performed using a confocal laser scanning microscopy Eclipse TE
2000E (Nikon). The amount of attached bacteria was estimated by fluorescence microscopy after
staining for 5 min with 2 pg/mL of 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI D-9542, Sigma). Images
were obtained with a Nikon Plan Apochromat VC 100x/1.4 oil-immersion numerical aperture (NA)
objective. 3D image were recorded at an excitation wavelength of 408 nm by using an argon laser in
combination with an emission long pass filter LP 505 nm. Digital image acquisition and analysis of
the CLSM optical thin sections were performed with NIS Elements AR (version 4.10.01).

RNA extraction and qRT-PCR analysis.

After 2 months of olive fermentation with L. pentosus, planktonic and sessile bacteria were
recovered (see “Olive fermentations process and subseguent bacterial count™ for details). Total
RNA was extracted using the Tri Reagent (Sigma) as previously described (Licandro-Seraut et al.
2008). Quantitative Reverse Transcription-PCR (qRT-PCR) and calculations of relative transcript
levels (RTLs) were carried out as previously described (Perpetuini et al. 2013), using the primers
listed in Table 2, and the genes tpiA and rpoD as internal calibrators.

Results

Balance between planktonic and sessile states of L. pentosus Cl11 cells during olive
fermentation.

The localization of L. pentosus C11 during table olive fermentation and its ability to colonize olive
skin were determined after inoculation of 3 x 10° CFU of L. pentosus C11 in a jar containing 300 ml
of sterile brine and 300 g of washed olives of Itrana Bianca cultivar. Despite the fact that L.
pentosus used here as the starter were pre-adapted to salt in MRS supplemented with 40 g/l NaCl,
the population was decreased to 3 x 10° CFU/jar afier 72 h of fermentation. After 2 months of
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the population was decreased to 3 x 10° CFU/jar after 72 h of fermentation. After 2 months of
fermentation, L. pentosus succeeded in survival and colonization in brine with values of 6 x 10
CFUjjar of planktonic bacteria in the brine and 2.4 x 10" CFU/jar of sessile bacteria on olive skin.
So, about 98% of L. pentosus cells adhered to olive skin, indicating that the sessile state represented
the prevailing L. pentosus C11 life-style during table olive fermentation. Confocal microscopy of 1
em” slices of olive skin taken from the fermented olives obtained showed that a considerable
amount of L. pentosus Cl1 adhered to the olive skin and appeared embedded in a matrix which
keeps them in close proximity or attached to each other (Fig. 1), which is in agreement with
bacterial counts. Also, some bacterial cells appeared outside the matrix.

L. pentosus C11 WT and “olive brine adaptation™ mutants ability to form biofilm on abiotic
surface (polystyrene) and adhesion properties.

Since sessile state was shown to be the main life-style during table olive fermentation, it was of
interest to compare the capacity of the wild and mutant strains to form biofilm on abiotic surface.
The strains were grown in crystal polystyrene 6-well plates containing YG medium during 72 h.
The mean cell numbers in biofilms of the WT was 2.5 x 10° CFU/well. The three mutants
ATTobaAB, AobaD and ATTgpi showed lower values of one Log compared to the WT (Fig. 2). For
mutants ATTobaC and Aenodl, the number of cells in biofilms was even lower (about 3 Log
lower), whereas growth rates of mutants were similar to WT for planktonic cells grown in the same
ligquid medium. These results reveal a difficulty for all mutants to form biofilm on abiotic surface.
To evaluate the cell surface characteristics of WT L. pentosus and its mutants, MATS test was
applied (Fig. 2). WT L. pentosus display average affinities (about 50% adhesion) to chloroform (an
acidic, electron-donor solvent), ethyl acetate (a basic, electro-acceptor solvent) and hexadecane (a
hydrophobic solvent). All mutants present significant differences of surface properties, compared to
the WT. In more detail, all mutants, except ATTobaC, display less basic (or electron acceptor)
properties than the WT. They are even less acid than basic since their affinity to ethylacetate is more
decreased than that to chloroform, compared to the WT. They are also less hydrophobic than the
WT. ATTobaC has even lower affinities to all solvents than the other mutants.

L. pentosus C11 WT and “olive brine adaptation™ mutants ability to form biofilm on olive skin
The 5 brine-sensitive mutants were assessed for their ability to form biofilm on olive skin afier
incubation in either a rich medium (YG) or a brine-derivated medium at pH 6, which contains the
brine chemicals (phenolics) and salinity but which permits the mutants to grow as the WT (Fig. 3).
Peeled olive skin samples (about | cm’) were covered with medium, inoculated with the WT or one
mutant, and incubated for 10 days. In brine-derivated medium, the WT formed biofilm on the skin
with a cell density of 5.1 x 10° CFU/em” after 10 days (Fig. 4). The mutants showed values ranging
from 4.5 x 10° CFU/em” (AenoAl) to 6.6 x 10" CFU/em” (ATTgpi), highlighting a difficulty in the
colonization process. The lower values were observed for Aenod ] and ATTobaC mutants. Confocal
microscopy observation of olive skin in presence of olive brine revealed that, after 10 days, the WT
L. pentosus started to colonize olive skin forming a thin, multilayer biofilm. Also, some cells
appeared outside the matrix. Regarding mutants, they adhered sparsely to the olive skin. The same
approach was used to test ability of the WT and mutants to colonize olive skin in presence of YG
medium, so in absence of phenolic compounds characterizing olive brine and osmotic stress
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triggered by salt concentration (70 g/l NaCl). WT and mutants adhesions in YG were similar to that
obtained in brine-derivated medium. These results suggest that L. pentosus colonize olive skin even
in absence of stressful liquid environement.

Expression of “olive brine adaptation™ genes in L. penfosus C11 sessile cells during olive
fermentation.

To investigate the biofilm-related role of the interrupted genes, L. pentosus Cl11 was used as
inoculum for olive fermentation of Itrana Bianca table olives at an initial cell concentration of about
10" CFU/mL. After two months of fermentation, biofilms from the surface of the olives were
detached using mechanical methods and gRT-PCR was performed, to compare olive brine
adaptation genes expression in sessile and planktonic bacteria from the same fermented olive flask
(Fig. 5). Genes fish and luxS, used as positive control since they are generally overexpressed in
bacteria forming biofilms (Lebeer et al. 2007; Bove et al. 2012), were upregulated in sessile state
comparing to the corresponding planktonic bacteria. Concemning olive brine adaptation genes,
enodl, obaC and gpi were upregulated in sessile bacteria by 33, 13 and 9-fold respectively.
Expressions of obad, ebaB, obaD and obaE were not significantly changed.

Discussion

Generally, bacterial attachment to surfaces depends on complex physicochemical interactions
among the bacterial cells, the surface, and the liquid phase, which are caused by the cell surface
charge, the hydrophobicity, and electron acceptor and donor properties (van Loosdrecht et al. 1987,
Dickson et al. 1989; Briandet et al. 1999). The adhesion mechanism to olive skin is very complex
and not completely understood due to the complexity of olive surface. Firstly, olive skin is coated
by a highly-hydorphobic epicuticular wax. Secondly, it is the first place of olive release of nutrients
but also of antimicrobials that should let microorganisms away. Some authors have observed that
indigenous bacteria and yeast can form biofilm structures on olive skin (Nychas et al. 2002;
Dominguez-Manzano et al. 2012). Epicuticular wax could provide a substrate on which biofilms can
develop (Nychas et al. 2002) and thus resist to antimicrobials and benefit from the release of
nutrients (Wimpenny 2009). By confocal microscopy analysis, we have revealed that olive surface
provides a biotic support for L. pentosus Cl1 adhesion and development of living micro-
architecture. This could explain the ability of this olive indigenous strain to face the olive brine
stresses and complete table olive fermentations. In this study, we have also measured that sessile
state represent almost the only life-style of L. pentosus C11 during olive fermentation (98% of the
cells). The remaining planktonic cells could be considered as those that, detached from the biofilm,
establish new communities and extend the biofilm, as commonly observed (Davey and O’Toole
2000). Moreover, we have demonstrated that the presence of the stressful factors of the olive brine
(NaCl and phenolic compounds) do not influence L. pentosus C11 ability to colonize olive skin at
least during the first phases of fermentation since adhesion on olive skin is similar when the skin is
incubated in YG medium and when it is incubated in brine-derivated medium.

Characterization of the olive brine adaptation mutants allowed obtaining a deeper comprehension of
the biofilm building at the olive surface. These five mutants presented modified surface properties,
especially a decrease of hydrophobic and basic (electron-acceptor) properties. Therefore, their
ability to adhere to polystyrene plates strongly decreased and, above all, they all lost their ability to
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colonize olive skin. These two results could be related to the reduction of the hydrophobic character
of their cell surface since the plates used in this study are negatively charged and the olive
epicuticular wax is mainly made up of lipids comprising alkanes, alkyl esters, methyl phenyl esters,
aldehydes, triacylglycerols, alcohols, triterpenols, fatty acids and triterpene acids (Bianchi 2003)
thus generating repulsive electrostatic interactions between mutants and olive skin. Our results
indicates that all the oba, enoAl and gpi genes are required for biofilm formation on the olive skin,
at least because they contribute to maintain adequate cell surface properties, which is one of the
major determinant in the formation of biofilms on biotic and abiotic surfaces (Courtney et al. 2009).
Among these genes, qRT-PCR results indicate that enodl, obaC and gpi were significantly
upregulated in the bacterial biofilm, compared to plankionic state, which suggest that they are
regulated to fit biofilm lifestyle. Genes enoAl and gpi encode two ubiguitous cytosolic enzymes
involved in the glycolysis pathway. Their up regulation could be explained by the fact that sessile
bacteria are more metabolically active than planktonic ones because they are closer to nutrients.
However, some studies revealed that their function can vary as a consequence of changes in their
cellular localization. In particular, the EnoAl protein of Lactobacillus plantarum (a very close
species of L. pentosus) was localized at the cell surface and was capable of binding to human
fibronectin (Castaldo et al. 2009). Surface enolases presenting various binding specificity have also
been described in other LAB such as Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii and
Streptococcus suis (Pancholi and Fischetti 1998; Pancholi 2001: Antikainen et al. 2007;
Hurmalainen et al. 2007; Esgleas et al. 2008). Gpi proteins have also been described as adhesive
moonlighting enzymes in Lactobacillus crispatus that associate on the cell surface in acidic
conditions (Kainulainen et al. 2012). Probably, Gpi and EnoAl enzymes could be involved in the
adhesion to some specific components of olive skin. Regarding obaC, it encodes a putative fatty
acid binding protein of the DegV family which could bind lipids of the epicuticular wax.

This study proves that biofilm at the olive surface is the main lifestyle of L. pensosus C11 to achieve
olive fermentation. This olive-adapted strain is able to form biofilm despite the antimicrobial
compounds and the hydrophobic epicutilar wax of the olives thanks to its surface properties and
probably with the help of surface proteins (ObaC, EnoAl, GpiA) that could bind olive surface
compounds. As enodl and gpid are also considered as genes of interest in beneficial host-bacterial
interaction, their up-regulation in sessile state on olive is one more claim to propose table olives as
functional food (Lavermicocca et al. 2005; De Bellis et al. 2010; Abriouel et al. 2011).
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Fig.1. 3-D reconstructed images showing L. pentosus C11 biofilms formed on olive surface
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Fig. 3. Growth of WT L. pentosus C11 (- - -) and brine sensitive mutants ATTobaAB (W), Aoha D { &), ATTgpi (%),
ATTobaC (o), AenoAl {2) inthe modified brine
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Fig. 2. A, Viable cell counts of bacteria aggregated in biofilms on polystyrene surface: B, Adhesion of L. pentosus
C11 and its mutants to hexadecane, chloroform and ethylacetate
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Fig. 4. Colomzation ofolive skin by L. pentosus C11 and mutants. A, B. Confocal microscopy observations of olive
skin after meubation for 10 days n moditfied olive brine with L. pentosus C11 {A) or mutants (B). C. Enumeration of’
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Fig. 5. Relative transcript levels of L pentosus C11 genes afta two months of fermentation with olive m brine.
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