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l. Contexte de I'étude

Depuis plusieurs années, une attention croissante est portée aux micro-organismes responsables
d’infections en milieu hospitalier. Celles-ci sont définies par le comité américain consultatif des
pratiqgues pour la maitrise des infections liees aux s&liSRAC United States Healthcare
Infection Control Practices Advisory Committee) comme toute infection contractée dans un
établissement de soins, y compris les hospitalisations & domicile (Babady, 2016). Les patients
immunodéprimés sont particulierement exposés a ces maladies qui peuvent étre mortelles pour
ces personnes. En effet, 2 millions de cas dont pres de 80 000 décées sont recensés ékrague ann

aux Etats-Unis, et 750 000 cas dont 7 000 & 10 000 décés en Francee(Bio&@007).

Ainsi, sur la période de 2001 a 2017, le geBreéerococcusreprésentait 9,4% des micro-
organismes les plus frequemment retrouvés en France (Metugiat2018). Les infections a
entérocoques sont majoritairement causées par deux représentants dtnigeaceccusqui
compte pourtant 47 espéeces (Van Tgt@ilmore, 2014) Enterococcus faeciugenviron 40%
des cas aux Etats-Unist notre bactérie d’intérét, E. faecalis(environ 60% des cas aux Etats-
Unis) (Gaoet al, 2017). Sur la période de 2011 al207,4% des signalements d’infections

nosocomiales aux Etats-unis impliquai&nfaecalis\Weineret al, 2016)

Ces infections attirent de plus en plus 1’attention des soignants et des scientifiques, notamment

a cause d&acquisition croissante de résistances aux traitements et plus particuliérement aux
antibiotiques. En effet, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), a dressé le 27 février 2017

une liste de bactéries pathogenes pour lesquelles il est urgent de trouver de nouveaux
antibiotiques (Figure 1). Ces microorganismes sont classés en trois catégories représentatives
du niveau de priorité : Critique (priorité 1), Elevée (priorité 2) et Moyenne (priojyité 3
(Tacconelliet al, 2018). Parmi ces organismes se trouvent les entérocoques résistants a la

vancomycine (priorité 2), en majorité. faecium Ces souches sont appelées VRE, pour
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« Vancomycin Resistant Enterococci ». Environ 80% des isolats clindjiesaeciumsont

des VRE, contre 8 a 9% pokr faecalis(Miller et al, 2016).

Priorité 2 : Elevée Priorité 3 : Moyenne

Priorité 1 : Critique

eEnterococcus faecium, eStreptococcus
résistance a la vancomycine pneumoniae, insensible a la
eStaphylococcus aureus, pénicilline

résistance a la méthicylline,
résistance intermédiaire ou

eHaemophilus influenzae,
résistance a I'ampicilline

complete a la vancomycine
eHelicobacter pylori,
résistance a la
clarithromycine
eCampylobacter spp.,
résistance aux
fluoroquinolones
eSalmonella spp., résistance
aux fluoroquinolones
*Neisseria gonorrhoeae,
résistance aux
céphalosporines, résistance
aux fluoroquinolones

eShigella spp., résistance
aux fluoroquinolones

Figure 1: Classification de I’Organisation Mondiale de la Santé des bactéries pathogenes pour
lesquelles la recherche de nouveaux antibiotiques est prioritaire. (Adapté de Tacealelli
2018).

Il. Le genre Enterococcus

1. Historique

Les entérocoques ont été identifiés pour la premiére fois en 1899 par Thiercelin qui leur donna
le nom d’« entérocoques » en référence a leur origine intestinale (Thiercelin, 1899), puis la
méme année par MacCallum et Hastings (1899) sous le noWialecoccus zymogenes
lorsqu’ils isolérent une souche d’une endocardite. Cette méme bactérie fut ensuite détectée
comme responsabiune endocardite par Andrewes et Horder (1906), qui lui donnérent le nom

deStreptococcus faecaliBe ce fait, les autres entérocoques actuglout d’abord été classés
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dans le genréStreptococcusavant d’étre transférés en 1984 dans le genre Enterococcus
nouvellement créé, sur la base de la séquence de leur ARN 16S (SetlKitpper-Bélz,
1984). Cependant les bactéries du gé&mterococcusont toujours répertoriées dans le groupe
D de la classification de Lancefield,classification sérologique des streptocoques (Lancefield,

1933; Murray, 1990).

2. Caractéristiques du genre Enterococcus

Les entérocoques sont des bactéries lactiques du phylum des Firmicutes, a Gram positif et a
faible pourcentage de GC (35% dans le cas d’E. faecali$. Elles appartiennent a la famille des
Enterococcacea€Gilmoreet al, 2014). Ces bactéries sont de forme ovaideviron 0,6 a

2,5 um de diametre (Thiercelin, 1899) (Figure 2), isolées ou groupées en paire, anaérobies
facultatives et non sporulantes (Murray, 1990), et ont une température optimale de croissance
d’environ 35°C. Elles sont chimioorganotrophes, leur métabolisme est homofermentaire et elles
sont considérées comme catalase négatise qu’elles possédent un géne fonctionnel puisque

I’activité catalase est détectable dans certaines conditignsomme en présence d’héme

(Frankenbergt al, 2002).

BREOL 4.BKU

Figure 2: E. faecalis, souche V19, vue en microscopie électronique a balayage (source : cette
étude).
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Les entérocoques se distinguent des streptocoques notamment par leur grande capacité de
résistance a de nombreux stress. Ainsi, les entérocoques sont capables de croitre a des
températures comprises entre 10°C et 45°C, et de survivre a un choc chaud a 60°C pendant 30
minutes. Elles tolerent également de grandes concentrations gnss@la 8% de NaCl), des
variations de pH importantes (pH 4,8 a 9,6), un stress oxydatif, et une exposition aux
rayonnements ultra-violets (UV a 240 nm) (Sherman, 1937; Haittlad, 1998; Yuen et
Ausubel, 2014). En conditions de carence prolongée en glucose (plus de 24h), leur résistance a
certains stress augmentégst le cas notamment pour les stress thermique, oxydatif et acide

(Giardet al, 1996).

Chez I’homme adulte, le genré&nterococcugeprésente environ 1% de la flore intestinale
(Gilmore et al, 2014), qui est un écosysteme bactérien trées complexe et bénéfique pour

I’organisme.

3. Enterococcus faecalis

a) Environnement et applications
Les entérocoques sont généralement associés au tractus gastro-intestinal des mammiferes, mais
sont également retrouvés chez les reptiles, les oiseaux, et méme les insectegtMartif,
1972).E. faecalisne fait pas exception, et elle est méme considérée comme ubiquitaire (Rincé
et al, 2003) : elle est retrouvée dans de nombreux environnements et est notamment utilisée

comme indicateur de contamination fécale (Ostroktrad., 1947).

E. faecalisest aussi utilisée comme probiotigeleez 1’homme avec le mélange de souches
Symbioflor® (Fritzenwankeet al, 2016)et dans 1’élevage porcin, oU une souche particuliere
empéche le développement$amonella TyphimuriurgKim et al, 2017). Elle pourrait aussi

avoir des applications dans le domaine médical. En eféetaines souches ont montré des
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propriétés cytotoxiques contre des lignées cellulaires cancéreuses tout en épargnant les cellules

saines (Namet al, 2014; Raret al, 2018).

b) Données génomiques
D’apres la base de données NCBI, 23 souches d’E. faecalisont été complétement séquencées.
Le génome de la souche type V583 contient potentiellement 3412 genes répartis sur le
chromosome (3,22 Mb, 3257 genes) et sur trois plasmides : pTEF1 (66 kb, 74 genes), pTEF2
(58 kb, 62 génes) et pTEF38(kb, 19 génes). Plus d’un quart de ce génome est composé
d’éléments génétiques mobiles comme des prophages, des séquences insérées, des transposons

et un Tlot de pathogénicité (Paulssral, 2003; Van Tyneet Gilmore, 2014).

c) Opportunisme et virulence
Comme la plupart des entérocoquesfaecalisest le plus souvent inoffensive chez les sujets
sains. Cependantgtte espéce est 1'une des plus fréquemment impliquées dans les infections
liées aux soins : on parle alors de pathogene opportuniste. Certaines souches peuvent provoquer
des infections urinaires, mais également des septicéngesndocardites et des méningites
dans les cas les plus graves (Babady, 2016). Les infections urinaires a entérocoques sont le plus
souvent acquiseda des dispositifs médicaux comme les cathéters urinaires, notamment lors
d’hospitalisations a longue durée. Des bactériémies résultent le plus souvent de ces infections,
et ellesmémes sont susceptibles d’évoluer en endocardites, forme la plus grave d’infection a
entérocoques. Le genemterococcu®st la cause de 5 a 15% des endocardites bactériennes, et
E. faecalisst I’espéce la plus souvent retrouvée pour ces pathologies, avec un taux de mortalité

quis’éléve a9 a 15% (Gilmoreet al, 2014).

Ce caractére opportuniste est di a de nombreux facteurs tres divers et dont les principaux sont

répertoriés dans le Tableau 1.
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Tableau 1: Principaux facteurg opportunisme ou de virulence décrits chezEnterococcus
faecalis avec leurs roles connus lors du processugfection et leur pathologie associée.

FEEEIE Pathologie
de Exemples Réles principaux 109 Références
. associee
virulence
Substance Interaction et internalisatio
d’agrégation par les cellules de [I'hote .
(Ascl0 (PrgB), évasion du system ENEOEEIEE
Aspl, Asal) immunitaire
. Formation de biofilm, associé .
Protéine de - Infection
aux souches résistantes -
surface (Esp) , T urinaire
I'ampicilline )
Adhési Attachement ti (frias et
esine au . tachement aux tissus ¢ o0 o e Murray,
Facteurs @ collagene (Ace), [I'hote, bactérigie 2012:
de la Protéine A liant la Attachement & la matrice extr Madsenet
surface fibronectine cellulaire Endocardite al., 2017 ;
cellulaire | (EfbA), Gilmoreet
Métalloprotéase al., 2014)
de membrane Endocardite
(Eep),
Glycolipides

(BgsA, BgsB), Endocardite

Polysaccharides Capsule, échappement

(CpsA, CpsB, systéme immunitaire
Epa) formation de biofilm
Hémolysine, L (Arias et
Cytolysine (Cyl), Cytotoxicite Murray,
Facteurs | Cclatinase (GelE) Endocardite 2012;
secrétés MEDIEETE
Sérine  protéas: Survie en infection intra al., 2017 ;
(SprE) péritonéale (souris) Gilmoreet
al., 2014)
5 Protane genérale . .1once aux stress Endocardite (Madsenet
Protéines | de stress Gls24, al., 2017 ;
de stress | peroxydases (NpI Résistance dans le Gilmoreet
Tpx) macrophages al., 2014)
Pili et Adhérence au collagén (;\flagzir;ett
L EbpABC formation de biofilm, Endocardite ’
IrlsfiEE interaction avec les plaquette: SlEE!
plaguette: al., 2014)

Les génes codant ces facteurs peuvent étre situés sur le chromosome bactérien, mais aussi sur

des éléments mobiles comme des plasmides ou un ilot de pathogénicité présent chez certaines
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souches. On trouve ainsi des toxines sécrétées dans le milieu extérieur, comme par exemple
I’hémolysine-cytolysine Cyl, capable de lyser les hématies chez ’homme, le cheval et le lapin
(AriasetMurray, 2012), ou encore la gélatinase GelE, qui dégrade le collagéne, le fibrinogene,
la fibrine et des éléments du systéme du complément (Matds#n2017). Des protéines de
surfacecomme les substances d’agrégations, mais également des protéines de réponses aux
stress (notamment la protéine Gls24), ont été montrées comme étant impliquées dans la

virulence d’E. faecaligpour revue Madsenret al, 2017).

Bien queE. faecalisposséde relativement peu de facteurs de virulence en comparaison a
d’autres pathogénes, elle est redoutable par sa grande capacité de résistance intrinséque et sa
facilit¢ d’acquisition de résistance a de nombreux antibiotiques et a d’autres agents anti-
microbiens. Ces dernieres années ont notamment vu émerger un nombre croissant de souches
résistantes a la vancomycine, antibiotique de seconde ligne contre cette famille de bactéries
(Murray, 1990; Paulseet al, 2003; Ariaset Murray, 2012) E. faecalisa également un effet

sur les cellules de 1’hote en étant capable d’induire la caspase-1 et I’inflammasome chez les

cellules ostéoblastiqgues humaines, et a terme provoquer leur apoptos¢ §R@018). Ainsi,

des caractéristiques comme les facteurs de virulence, 1’antibiorésistance mais aussi la grande

capacité a se multiplier dans emvironnement hostile participent a la persistance d’E. faecalis

en milieu hospitalier.

d) Meétabolisme
Comme tous les entérocoqués,faecalisest une bactérie lactique homofermentaire, ce qui
signifie qu’elle produit de ’acide lactique comme principal produit de la fermentation. Son

cytochrome bd n’est actif qu’en présence d’héme (Winstedtet al, 2000) et elle ne possede pas

18



de porphyrine, ellest donc incapable de produire de 1’énergie par voie oxydative, se reposant

presque uniqguement sur la voie fermentaire (Bretlal, 2007). Les principales sources
d’énergie sont les sucres, ou carbohydrates. E. faecalisest capable de métaboliser au moins 13
sucres différentsia ses trois voies de métabolisation : Emben-Meyerhof-Parnas (glycolyse),
Entner-Doudoroff et pentoses phosgehhes deux premicres permettent la synthése d’ATP par

des phosphorylations successives. La voie des pentoses phosphates induit la production de
pentoses, nécessairada synthése des acides nucléiques a partir du glucose. Elle permet

également la prodtion d’énergie sous la forme de NADPH (Brock et al, 2007).

Pour pouvoir métaboliser les carbohydrates, la bactérie doit d’abord les importer. Pour cela, E.
faecalisdispose de trois types de de systemes transport : les perméases (transport simple), les
systemes ABC (ATP-Binding Cassette) et les systémes PTS (Phospho-Transferase System).
Chez les entérocoques, les systemes de transport des sucres les plus couramment utilisés sont
les systemes PT8es systémes sont spécifiques d’un ou plusieurs sucres qu’ils importent dans

la cellule tout en les phosphorylant, les rendant ainsi immédiatement métabolisables. lls sont
composés d’au moins 5 enzymes (Figure 3) : El, Hpr, EIIA, EIIB et EIIC. El et Hpr ne sont pas
spécifiques d’un sucre, contrairement aux trois enzymes EII. Les protéines El, Hpr et Ella sont
cytoplasmiques, tandis qu’EIIB est liée a la membrane et EIIC est intégralement membranaire.
Parfois, une sixieme enzyme est présente, EIID, quégagtment membranaire. L’énergie
nécessaire au fonctionnement du PTS est fournie par le phosphoénolpyruvate (PEP) et est
transportée jusqu’a 1’enzyme EIIC via une cascade de phosphorylation (Postivad, 1993;

Brocket al, 2007; Gilmoreet al, 2014).
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Figure 3 : Les systemes PTS chez les bactéries. Le groupement phosphate est fourni initialement
par le PEP (Phosphoénolpyruvate) qui est converti en pyruvate lors de la phosphorylation de
[’enzyme EI. Le groupement phosphate est ensuite transféré a Hpr, puis a EIIA et enfin a EIIB

et EIIC qui vonphosphoryler le sucre (en vert) en le transportant a l’intérieur de la bactérie.

ChezE. faecalis 97 génes annotés comme codant des protéines de systemes PTS ont été
référencés sur la base de données KEGG (Kanethida2017). lls transportent des sucres tres

variés, que ce soient des monosaccharides ou des sucres plus complexes.

Lessystémes PTS d’une bactérie ne sont généralement pas tous exprimés de facon simultanée.
En effet, la bactérie adapte I’expression des génes codants ces systémes de transport en fonction
des sources nutritives présentess le milieu. Cette modulation de I’expression des génes PTS

permet d’éviter de synthétiser des transporteurs pour des carbohydrates non disponibles mais
aussi de privilégir I'utilisation des sucres les plus facilement métabolisables. Elle fait appel a

des mécanismes d’induction de I’expression des génes PTS en présence du sucre correspondant

et a des mécanismes qui au contraire permettent de réprimer des génes PTScerl préses

sucres facilement assimilables (comme le glucose) (Meyeal, 2011). Le principal
mécanisme de répression est appelé « répression catabolique » et implique une protéine clé
appelée CcpA chez la plupart des bactéries a Gram positif Eddaecalis Cette protéine,

active en présence de glucose, va se fixer sur une séquence spécifique appelée boite
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cre (catabolite responsive element), située dans la région promotrice des génes a réprimer.
CcpA utilise comme co-facteur la protéine Hpr phosphorylée sur la sérine 46 (Maetialak

2012). En formant un complexe, les deux protéines acquiérebapacité de fixation a I’ADN
(Joneset al, 1997). Ce systeme de régulation permet a la bact&igrimer les génes
nécessaires a I’assimilation du sucre le plus facilement métabolisable, et aihéconomiser

une grande quantité d’énergie. C’est un bon exemple d’adaptation régulée par une protéine. Il

existe cependant d’autres acteurs de la régulation de 1’expression des génes comme les ARN

régulateurs.

lIl.  La régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle par les
ARN régulateurs

1. Généralités sur la régulation de I'expression des genes

Chez une bactérie, les génes dits « de ménage » ou domestiques sont exprimés en permanence
guelles que soient les conditions extérieuMsis d’autres génes impliqués dans des voies
métaboliques voient leur expression modulée. Ces gadessitent d’étre exprimés
uniquementorsque les conditions I’exigent, comme par exemple un stress ou la présence d’un
sucre pour son PTS correspondant. Cela passe en premier lieu par la captation d’un signal (de
nature physique, chimique, ou encore biologique) qui aboutit 4 une modulation de 1’expression

des genes et ainsi permettra de répondre a une condition spécifique.

Cette régulation est souvent exercée par des protéines, comme par exemple les régulateurs Fur
d’Escherichia coli(Troxell et Hassan, 2013) df. faecalis(Latorreet al, 2018), TstR chez
Lactobacillus brevis(Pagliai et al, 2014), au encore CcpA, évoqué précédemment. Sont
¢galement trés connus les systémes a deux composantes, constitu¢ d’un senseur membranaire

et d’un régulateur de transcription cytoplasmique (Monedercet al, 2017). Les facteurs sigma
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sont également trés étudiés, étantadesirs centraux de la transcription et de 1’expression de
nombreux genes (essentiels, impliqués dans la réponse au stress, dans le quorum-sensing, la

synthése des flagelles et des endospores,...) (Daviset al, 2017).

Cependant, il existe d’autres moyens de modulation de 1’expression des génes comme les ARN
régulateursCes ARN régulateurs permettent de modifier I’expression des génes de maniére

fine et précise et constituent un mode de régulation rapide et économe en énergie
comparativement aux régulateurs de nature protéique qui nécessitent une étape de traduction.
Il en existe différents types : les petits ARN (SARN), les ARN liant les protéines, les CRISPR,

et les S’UTR (UnTranslated Region). Leur action régulatrice peut s’effectuer a plusieurs

niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel (Figure 4

Transcription +

Régulation

transcriptionnelle
Terminateurs de

transcription
ARN ’
_ Régulation post-
Traduction transcriptionnelle
sARN,
riboswitches,
thermosenseurs
. Régulation post-
Protéine ‘ : i ’
traductionnelle
ARN liant les
protéines

Figure 4 : Les différents imeaux de régulation de [’expression des génes par les ARN
régulateurs.
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2. Les petits ARN

Les petits ARN, ou sARN, ont une taille variant généralement de 50 a 500 nucléotides
(Gottesmaret Storz, 2011), et agissent en se liant directement a leur cible. lls ont été découverts
pour la premiere fois en 1984 chezcoli (Mizunoet al, 1984). Chez de nhombreuses especes,

les SARN ont été montrés comme étant impliqués dans des mécanismes extrémement variés,
allant du métabolisme du carbone, des acides aminés ou du fer, a la formation de biofilms, le
guorum sensing, la réponse au stress et la virulence (Miehalx2014b). Il en existe deux

catégories principales : les SARN codé<isnet les SARN codés drans

a) Les petits ARN codés en cis
Les sARN codés eais, dits antisens, sont codés sur le brin opposé de leur ARNm cible. lls
sont ainsi capables de s’y lier par complémentarité parfaite de plus de 75 nucléotides (variable
selon le sARN) et par conséquetiinhiber leur expression (blocage de la séquence RBS,
inhibition de la traduction et dégradation de ’ARNm cible) (Figure 5, A) ou dd’induire
(fixation sur des structures secondaires inhibitrices). lls sont le plus souvent impliqués dans la
régulation du nombre de copies d'éléments mobiles (plasmides, transposons,...), ou du taux de
protéines potentiellement toxiques pour la bactérie, comme par exemple IstR et OhEC chez

coli (Waterset Storz, 2009; Gottesmaat Storz, 2011; Michauet al, 2014b).

D’autres sARN antisens ont un rdle dans la régulation de I’expression de geénes faisant partie
de structures opéroniques (Figure 5, B). Par exemple Echadi, le SARN antisengadY est
complémentaire de I’extrémité 3’ du premier géne de I’opéron gadXW impliqué dans la
résistance au stress acide (Tramentl, 2008). La fixation dgadY sur ce site de liaison de
I’ARNm provoque une augmentation de la transcriptiorgaX et réprime celle dgadwW
probablement via un clivage de ’ARNm entre les deux ORF. Le sARN RNAP constitue un

autre exemple : il est localisé sur le plasmide de virulence pJMVdbrez anguillarum(Stork
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et al, 2007)et provoque une terminaison prématurée de la transcription de 1’opéron ITB (pour
I[ron-TransportBiosynthesis). Il couvre une région intergénique enticre de 1’opéron, et agit

comme un terminateur de transcription.

A B
ADN J,—:Ig_ RS f_
SARN sARN
RBS
i S >
Sans
- @ _
AN
Traduction Traduction
ﬁ M
Clivage de 'ARNm
Avec e (o —_— Terminaison de la
sARN transcription
Inhibition de la traduction [ R
Dégradation de I’ARN : | : |
S [F—— _ [Sp—
Induction  Répression

Figure 5: Modes/ action des sARN codés en Cis régulant [’expression d’'un gene isolé (4) ou
d’un opéron (B). Les sARN se lient a leur cible par complémentarité parfaite de bases,
occasionnant une répressiem une induction de l’expression des génes cibles par clivage,
degradationde [’ARNm par des RNases ou terminaison prématurée de la transcription. RBS
Ribosome Binding Site (adapté de Wat#iStorz, 2009)

b) Les petits ARN codés en trans
La deuxieme catégorie de SARN désigne des ARN codés dans une région génomique €éloignée
de leur ARNm cible (codés « @rans»). Contrairement aux sARN antisens, ils partagent
généralement une complémentarité limitée avec leur ARNm cible, et leur zone de liaison varie

généralement de 10 a 25 bases environ (Wet&terz, 2009). Beaucoup de ces sARN agissent
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en se liant au niveau du site de liaison du ribosome RBS (Ribosome Binding Site), bloquant la
traduction (Figure 6, A). Dutres SARN peuvent au contraire se ligr niveau d’une zone
normalement capable de former une structure secondaire, et agissent en empéchant ce
repliement, ce qui libere le site RBS et déclenche la traduction (Figure 6, B) (Gotttsman
Storz, 2011). Parfois, la liaison se produit hors du site RB&gilation de I’ARNm cible se

fait alors par une augmentation de la sensibilité aux RNases, qui dégradent le complexe SARN-
ARNmMm, comme c’est le cas pour les SARN SgrS et RyhB de E. coli, dont I’action eSt conjointe

a la RNase E (Moritat al, 2005).

Beaucoup de sARN de ce type sont impliqués dans la virulence. Par exemple, le SARN VR-
RNA chezClostridium perfringenségule positivement des génes codant pour les toxines
K, et est lui-méme régulé par un systéme a deux composants, VirR/VirS (VR-RNA pour « VirR

regulated RNA ») (Shimizat al, 2002).

SARN
ADN ™ )y L ——
A B
RBS .
s <10 '
Sans
sARN -
- ®
Traduction Inhibition de la traduction
RBS
E | | >
Avec
sARN --_-_ -p l/’ \\i
Inhibition de la traductit;n .
et/ou dégradation de 'ARN Traduction

Figure 6 : Modes! action des sARN codés en trans. lls peuvent agir négativement (A) en se
liant a I’ARNm au niveau du motif RBS ou positivement (B) en dépliant une structure
secondaire qui bloque le motif RBS (adapté de Wats3torz, 2009).
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c) Cas particuliers
Il existe des cas particuliers de sSARN codégisnmais qui agissent également sur d’autres
ARNmM que leur cible complémentaire. Cl&taphylococcus aureuRNAIII est connu comme
¢tant un ARN antisens capable de réprimer toute une classe d’ARNm de geénes impliqués dans
la virulence. Sa liaison avec son ARNm cible (codéigncrée un long ARN double brin qui
est ensuite pris en charge par les RNases, en particulier la RNase Ill, ce qui conduit a sa
dégradationll se fixe également par complémentarité imparfaite de base a ’ARNm du géne
rot (codé ertrans), ce dernier codant un régulateur transcriptionnel impliqué lui aussi dans la

virulence (Boissegt al, 2007).

3. Les ARN liant les protéines

Certains ARN sont capables de moduler I’activité des protéines en s’y liant directement. Il s’agit
alors d’une régulation au niveau post-traductionnel (Figure 4). Leur action consiste le plus
souvent a séquestrer une protéine cible agissant sur I’ADN ou I’ARN en ayant une séquence

mimant celle de la cible de la protéine (Figuye 7
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Figure 7 : Les différents mod@Sactions des ARN régulateurs liant les protéines. Ces ARN
agissent en séquestrant des protéines dont [’action repose sur la liaison a ’ADN ou a [’ARN.
En mimant le site de liaison de la cible, ils séquestrent la protéine et |’empéchent d’agir sur sa
cible.

¢ De l'action du sARN

y

Le plus connu de ces ARN est I’ARN 6S de E. coli, un ARN codé par le gérmssrS et qui réegule

0

la transcription par interaction avec le site actif de I’ARN polymérase-6’° au niveau d’une

structure secondaire imitant la structure ADN cible (Odval, 2015).

D’autres sSARN, csrB et csrC, modulent I’activité de la protéine CsrA chez E. coli. Cette
protéine liant ’ARN a un rdle dans la régulation du métabolisme du carbone et la motilité
bactérienne. Les sARN csrB et csrC possedent des sites imitant la séquence nucléotidique du
site de liaison de CsrA présente sur I’ARNm cible. Ils se lient ainsi a cette protéine et inhibent

son activité de liaison a I’ARNm (Waterset Storz, 2009).

L’ARN rsmZ constitue un autre exemple, il inhibe les effets de la protéine RsmA, un régulateur

négatif de la synthese de facteurs de virulence tels que la pyocyanine et des molécules du
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guorum sensing, mais aussi un régulateur positif du swarming (mouvement coattiorné
population de bactéries sur une surface semi-solide) ainsi que de la production de lipases et de

rhamnolipides chePseudomonas aeruginogideurlieret al, 2004).

4. Les CRISPR

Les CRISPR (Clustured Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) sont composés de
régions constantegles courtes séquences palindromiques (24 a 47 paires de bases) répétées de
2 a 249 fois sur et de séquences variables complémentaires des acides nucléiques de
bactériophages et de plasmides entre autres. Les CRISPR sont un moyen de défiense c
I’ADN exogene dont les bactériophages : en se fixant sur leur ADN, elles empéchent la
réplication et/ou la transcription de ceux-ci. Elles sont aussi impliquées dans des mécanismes
qui empéchent la conjugaison de plasmides (Waters et Storz, 2009). Des génes Cas (CRISPR-
associated) flanquent les CRISPR et codent des protéines essentielles a leur fonctionnement qui
permettent la liaison avec leur ADN ou ARN leibL’association entre les CRISPR et la

protéine Cas-9 constitue un puissant outil de biologie moléculaire, grace a sa capasigee cli

ciblé de I’ADN (Charpentier, 2015; Luet al, 2016).

5. Les 5’UTR (UnTranslated Region) régulatrices

Les 5’UTR sont des portions d’ARN localisées a I’extrémité 5° de certains ARNm. Ces régions
sont transcrites avec I’ ARNm, mais ne sont traduites en protéines. Elles contiennent notamment

la séquence de Shine-Dalgarno (SD, ou RBS) et ont une fonction régulatrice.
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a) Régulation par blocage ou déclenchement de la traduction

Cette régulation s’opére souvent via la formation de structures secondaires, qui, en fonction de
leur conformation, peuvent bloquer ou déclencher la traduction (Ruiz de los 8@tp2013)

( Figure 8). Larégulation par ces 5’UTR peut aussi impliquedes protéines de liaison a I’ARN

ou des SARN, comme par exemple la 5’UTR du géne chiR (codant un facteur de transcription
induisant les genes codant des chitinases) Skeatia marcescengui est la cible du sARN

répresseur ChiX (Suzukt al, 2016).

Il existe également des types particuliers de 5’UTR, tels que les riboswitches et les

thermosenseurs (Olivat al, 2015).

ADN I o)

5’UTR
A B
ﬁ'l RBS bloquée RBS libre
> Ll >
Sans
signal
& ®
Inhibition de la traduction Traduction
Signal < < -
N\ RBS libre 3 ﬁj RBS bloquée
| AN
— > >
Avec
signal _
Traduction Inhibition de la traduction

Figure 8: Exemples d’action régulatrice par des 5°'UTR. L induction ou la répression du gene

régulé est modulée par un signal inducteur (A) ou répresseur (B) qui aboutit au relachement
ou a la formation de structures secondaires. Ce signal peut étre de nature protéique,
ribonucléique, chimique ou physique.
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Les riboswitchesont des 5°UTR capables de fixer un métabolite. Cela produit un changement
de conformation de I’ARN, ce qui induit ou réprime la transcription ou la traduction du(es)
géene(s) en aval, qui est(sont) le plus souvent impliqdé(s)l’acquisition ou I’utilisation de

ce métabolite (Waterst Storz, 2009; Olivaet al, 2015). Certains riboswitches permettent la
résistance aux antibiotiques. En effet,elial ont mis en évidence I’existence d’un riboswitch
répondant aux aminoglycosides et présent dans la région 5’UTR de génes impliqués dans la

résistance a cette familigantibiotique (Jiaet al, 2013).

Les thermosenseurs, quant a eux, gesnit’UTR capables de moduler I’expression des génes

par des changements de conformations dus a des variations de températuet &DIRA15).
Classiquement, une augmentation de la température défait des structures secondairés bloquan
la séquence RBS. Le thermosenseur fourU par exemple est situéSsuRade plusieurs

genes de virulence chez des bactéries pathogénes cofemseia pestis Samonella

Typhimurium etListeria monocytogend&ortmannet Narberhaus, 2012).

b) Régulation par terminaison prématurée de la transcription

D’autres 5’UTR agissent en provoquant une terminaison prématurée de la transcription de
I’ARNm (Ruiz de los Mozogt al, 2013) par laformation d’un terminateur sur le fragment
d’ARN néo-transcrit. Ce terminateur peut étre déroulé par exemplé’quaion d’un anti-
terminateumou d’une autre molécule effectrice.

Ainsi chezE. coli, I’opéron bgl est constitué de deux génbg|G et bglF, le premier codant
pour I’anti-terminateur, et le deuxiéme pour un systéme PTS spécifigygglasosides. Le
role de BglG est d’auto-réguler I’opéron bgl en déroulant le terminateur situé sur sa 5’UTR

(Amster-Choder, 2005) (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma explicatif de la régulation de type terminateurfamiicnateur de ’opéron

bgl chezE. coli. L activité de la protéine BglG est modulée par BglF, qui la déphosphoryle en

présence de son sucre spécifique. BglG est ainsi activee, et peseéiker suria 5’UTR en

amont de [’opéron bg\, permettant ainsi la transcription et la traduction de I’opéron, ce qui a

terme permet une augmentation de la quantité de protéines du systeme PTS et ainsi favorise
["importation du sucre (adapté de Amster-Choder, 2005).

6. Les 3’UTR régulatrices

Comme les 5’UTR, les 3’UTR ne sont pas traduites en protéines et ont elles aussi un réle dans
la régulation posteanscriptionnelle des génes. Comme leur nom I’indique, elles sont situées en

position3’ de certains ARNm et peuvent agir enis sur ces ARNm.

Certaines 3’UTR ont ét¢ montrées comme étant régulatrices dexbression de leur transcrit.
Cette régulation peut étre positive en protég&aRNm contrel’action des RNAses, ou en

favorisant I’initiation de la traduction en interagissant avec les 5S’UTR. Les 3’UTR peuvent
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aussi exercer une répression de leur transcrit en tant que cible de fixation de petits ARN ou de

protéines (Reet al, 2017).

ChezSalmonella entericaerovar Typhimurium, I’ARNm hilD codant pour un régulateur de
virulence, possedene 3’UTR agissant en CiS. La liaison d’un sARN sur cette 3’UTR et
I’intervention de protéines de liaison a I’ARN comme Hfq, Spot42 et ProQ comme co-facteurs

influencent la traduction du transcrit (EI MoualiBalsalobre, 2018).

N’étant étudiées que depuis trés récemment, peu d’informations sont disponibles concernant
ces régions 3’ non traduites. On estime cependant qu’un tiers des ARNm de S. aureugortent
des 3’'UTR d’une longueur supérieure a 100 nucléotides (Ruiz de los Mozost al, 2013).

Beaucoup reste donc encore a découvrir sur ce mode de régulation post-transcriptionnelle.

IV.  Les protéines impliquées dans le métabolisme des ARN

La régulation par les ARNs met également en jeu des protéines impliguées dans leur

stabilisation ou leur dégradation.

1. Les protéines chaperonnes a ARN

La liaison entre un sARN et un ARNm peut étre modulée par une protéine chaperonne, comme
la protéine Hfg découverte ch&z coli, et présente chez de nombreuses espéces bactériennes
mais aussi chez certaines Archeae (Attaetc, 2017; Santiago-FrangesWoodson, 2018).

Son rOle est de faciliter la liaison entre les SARN et leur ARNm cible, mais elle est aussi
impliquée dans d’autres mécanismes tels que la traduction et le quorum-sensing (Lenzt al,

2004; Santiago-FrangesWoodson, 2018). Cependant, les Firmicutes des geaodscoccus

Streptococcuset Enterococcusme possedent pas cette protéine (8ual, 2002) D’autres
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protéines chaperonnes de I’ARN ont été découvertes, comme ProQ chez Salmonella enterica
ou RocC chez egionella pneumophilamais il s’avére que ces protéines sont également
absentes chez les Firmicutes (Attaiethl, 2017). CheE. faecalis une Cold-Shock Protéine,

CspR, est soupgonnée de tenir ce role de chaperonne de I’ARN (Michauxet al, 2012).

2. Le dégradosome

Le dégradosome est un complexe de protéines dont le réle premier est la dégradation des
ARNmM. Il est notamment directement impliqué dans la régulation post-transcriptionnelle en
dégradant les ARN bicaténaires formés par la liaison entre les SARN et leur ARNm cible. Le
réle du dégradosome est prépondérant pour le fithess de la cellule (KéeDagpousis, 2003;

Lehnik-Habrink et al, 2010).

ChezE. coli, les principale proténes du dégradosome sont les exonucléases RNase E et
PNPase (polynucléotide phosphiase), 1’hélicase RhIB et I’enzyme glycolytique énolase.
L’enzyme centrale de ce mécanisme est la RNase E, qui clive les ARNm par son activité
endonucléase. La dégradation de ’ARNm se poursuit ensuite grace a la PNPase, qui possede

une activité 3’exonucléase.

Chez les bactéries a Gram positif, la RNase E est le plus souvent absent. SDihéfiset S,
aureus les acteurs principaux du dégradosome ont été identifiés : la RNase J1, la RNase J2, la
RNase Y, la PNPase, 1’énolase, la phosphofructokinase PfkA et une hélicase a motif DEAD

(CshA) (Figure 10}Lehnik-Habrink et al, 2010; Rowet al, 2011).

Le rdle de I’énolase est peu connu, bien que son importance dans la dégradation des ARNm ait
déja été démontré@arpousis, 2007; Lehnik-Habrink et al, 2010). ChezB. subtilis elle

interagit avec la phosphofructokinase PfkA, toutes deux étant des enzymes glycolytiques, et
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avec la RNase Y, elle-méme associée a la RNase J1, indiquant un réle dans la coordination de

la formation du dégradosome (Newnetral, 2012; Lehnik-Habrinlket al, 2012).
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Figure 10 : Schéma des composants principaux du dégradosddaeitias subtilisLa RNase
Y initie la formation du complexe et se lie a la PNPase, aux RNases J1 et J2, etavemes
glycolytiques énolase (Eno) et phosphofructokinase (PfkAlicase CshA permet de
derouler les structures secondaires de I’ARN pour le rendre accessible a ’action des RNases

(Lehnik-Habrinket al, 2012).

a) Les RNases
La RNase Y d8. subtilisest une endoribonucléasmsidérée comme 1’équivalent fonctionnel
de laRNase E d’E. coli.Liée a la membrane, elle initie la dégradation des ARN en interagissant
avec le reste du dégradosome (Lehnik-Habein&l, 2011) et en effectuant un clivage interne
des ARN a extrémité triphosphate, générant un ARN a extrémité monophosphate (Btalami
Putzer, 2011). Elle est également impliquée dans le turnover des ARN, dans le fonctionnement
de certains riboswitches, et dans la dégradation d’ARNm trés structurés (Lehnik-Habrink et al,

2010; Rouxet al, 2011).
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Les RNases J1t & sont deux enzymes paralogues (70% de similarité d’acides aminés chez B.

subtilis) possédant des activités endonucléolytique et exonucléolytique. Elles jouent un role
prépondérant dans la maturation des ARN, mais aussi dans leur dégradation. Elles sont en effet
des acteurs principaux du dégradosome ehesubtilisetS. aureusElles exercent ensemble

une activité de clivage interne équivalente a celle de la RNadelé’la RNase E d’E. coli

(Roux et al, 2011; Jamalliet al, 2014), mais aussi une activité exonucléasique des ARN a

extrémités monophosphate issus de tels clivages (Laat&uizer, 2011).

La RNase lll est une autre RNase présente Eheali et chez certaines bactéries a Gram positif
commekE. faecalig39% d’identité protéique, Johnsemnal, 2011), ouS. aureugLioliou et al,

2012). Elle a un réle dans la dégradation des ARN, notamment par sa capacité a cliver les ARN
a extrémité triphosphate, fonction absente chez les RNases E, J1 et Y. Les ARN a extrémité
monophosphate ainsi produits sont ensuite ciblés par les autres RNases du microorganisme.
Elle est également capable de cliver les ARN double brins, ce qui indiquerait un réle dans la
dégradation des complexes sARN-ARNmM. Elle est aussi connue pour son activité de répression
sur I’expression de plusieurs génes codant pour des facteurs de virulence Shaareus

(Johnsoret al, 2011; Lioliouet al, 2012).

La PNPase est une RNase avec une activiteuekasique 3°-5°. Son role est de dégrader les

ARN de petite taille générés par les clivages des RNases J1 et Y (Lehnik-HualahinR012).

b) Les hélicases a motif DEAD
Les hélicases a ARN jouent un réle crucial dans le métabolisme des ARN. Elles forment 6
superfamilles avec les hélicases a ADN et les translocases a ADN et ARN, selon leur séquence
en acides aminés. Ces superfamilles regroupent des enzymes eucaryotes comme procaryotes,
les hélicases bactériennes appartenant aux superfamilles 2 et 5 (Kab&ldsi, 2013). De

maniere générale, les hélicases @ ARN sont capables de modifier les structures de I’ARN et les
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interactions protéines-ARN. Elles sont ainsi impliquées dans de nombreux processus essentiels
pour la cellule tels que le turnover des ARN, la synthése des ribosomes, la traduction et le

métabolisme des petits ARN (Owttrim, 2013; KheneidiLinder, 2016).

Les hélicases a motif DEAD sont une famille d’hélicases monomériques ou dimériques faisant

partie de la superfamille 2. Elles possédent au moins 12 motifs conservés en acides aminés
(Figure 1), dont celui qui leur a donné leur nom, le motif DEAD (pour les 4 acides aminés qui

le compose : Asp Glu— Ala— Asp). Ces motifs sont contenus dans deux domaines répétés en
tandem, appelés « RecA-like » en raison de leur ressemblance structurelle avec la protéine
recombinase RecA. Ces deux domaines forment une crevasse qui correspond au site de liaison
de I’ATP (Linder et Jankowsky, 2011). Leurs domaines terminaux (N-terminal, C-terminal ou

les deux), déterminent leur spécificité avec leur substrat ARN ou un cofacteur protéique (Cordin
et al, 2006; Owttrim, 2013). Contrairement aux autres hélicases, elles ne sont capables de
dérouler que des structures ARN ou ADN-ARN courtes (Kheeticinder, 2016), mais elles

sont impliquées dans presque 1’ensemble des métabolismes de I’ARN, de leur synthése a leur

dégradation (Cordiet al, 2006).

Domaines communs a toutes
les Hélicases a motif DEAD

A
r N\

Doma|‘ne Domaine RecA-like 1 Domaine RecA-like 2 Domal‘ne
N-Terminal C-Terminal
A A A A
r NT AV 4 AN 4 hY
‘ 7:\:‘ nm“ | 727‘

Q | la 1Iblc I 1] IV  IVa \ Va VI

Figure 11 : Les différents domaines et séquences conservées des hélicases a motif BEAD. Ce
domaines (au moins 12) sont a des positions conservées et sont caracteristiques de cette famille
d’hélicase. Les lettres et chiffres présents sous la figure (Q, I, la, Ib, Ic, II, lll, 1V, Iva, V, Va,

VI) correspondent a ces différents domaines. Le motif DEAD est localisé dans le domaine II.
(adapté de Owttrim, 2013).
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ChezB. subtilis I’hélicase CshA posséde les deux domaines RecA-like, ainsi qu’un domaine
C-terminal. Ce domaine est essentiel pour la dimérisation de I’hélicase et pour son interaction
avec les autres protéines du dégradosome, notamment la RNdsghnyk-Habrink et al,

2010).

De par leur role central dans le métabolisme des ARN, les hélicases a motif DEAD sont
primordiales pour la croissance bactérienne. Mais il a été¢ également montré qu’elles ont une

fonction dans la virulence et la résistance aux stress, en particulier au choc froid. Ainsi la seule
hélicase a motif DEAD du pathogehkelicobacter pyloriest impliquée dans la colonisation

chez la souris, et est essentielle pour la croissance a 33°C, mais pas a 37°C. Cela indigue une
fonction dans la croissance en choc froid (El Modsagl, 2018). De méme, les hélicases RhIE

de Caulobacter crescentu€rhB et CrhC dé\nabenasp PCC7120 et CsdA de coliont un

role dans la résistance et I’adaptation au choc froid (Reschet al, 2010; Kaberdirt Blasi, 2013;

Aguirreet al, 2017).

V. Les ARNs régulateurs chez E. faecalis

ChezE. faecalis les ARNSs régulateurs ont été relativement peu étudiés. Des études globales
réalisées ces dernieres années ont permis d’identifier prés d’une centaine de SARN putatifs

(Fouquier d’Hérouel et al, 2011; Shioyaet al, 2011; Innocentiet al, 2015), certains
surexprimés en conditions de stress, notamment le stress acide ou le stress oxydatif (Fouquier

d’Hérouel et al, 2011; Shioyaet al, 2011).

Cependant, peu de ces sARN ont été confirmés et caractérisés (listés dans le Tableau 2
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des SARN caractérisés phénotypiquemeht ¢aeealis

SARN | Localisation Type Fonction Référence
Qa pCF10 SARN Régulation de la conjugaison de pCF10 @ (Weaver, 2007
antisens Michaux, 2013)
mD pAD1 SARN Régulation de la conjugaison de pAD1 (Tomita et
antisens Clewell, 2000)
ARNII | pAD1 SARN Systéme toxine/antitoxine (Weaver, 2007
antisens Michaux, 2013;
Weaver, 2015)
eutX | Chromosome sARN liant| Métabolisme de I'éthanolamine (DebRoy et al,
les protéines 2014a)
ef0408- Chromosome sARN Virulence, colonisation, résistance a (Michaux et al,
ef0409 antisens phagocytose, résistance aux stress 2014a)
ef0605- | Chromosome sARN non! Virulence, résistance a la phagocyto (Michaux et al,
ef0606 caractérisé | résistance au stress oxydatif 2014a)
ef1368- Chromosome sARN Virulence, colonisation, résistance a  (Michauxet al,
ef1369 antisens phagocytose, résistance au stress osmot| 2014a)
stress acide
ef3314- Chromosome sARN non Virulence, résistance aux sels biliaires (Michaux et al,
ef3315 caractérisé 2014a)

Des génes codant des sARN situés sur le chromosome ont été montrés comme étant impliqués

dans la réponse au stress, notamment le stress acide, le stress oxydatif et la survie en

macrophage, mais aussi dans la virulence d’E. faecalis(Tableau 2) (Michauet al, 2014a).

D’autres sont impliqués dans la régulation de voies métaboliques.

Le systeme le mieux caractérisé est le l@uiscomposé de 19 génes permettant de métaboliser

1’éthanolamine et régulé par la présence d’éthanolamine et d’adénosyl cobalamine (Del Papa et

Perego, 2008 DebRoyet al, 2014b) (Figure 12). kexpression du géne codant le petit ARN

eutX est contrélégar un riboswitch liant I’adénosyl cobalamine. En présence de ce ligand, la

transcription s’arréte et le SARN est inactif. En absence du ligand, la transcription continue et

il se forme sur le SARN des structures tige-boucle (P3 et P4) capables detaékied’ inhiber

I’activit¢ d’une protéine régulatrice, EutV. Cette protétag partic d’un systéme a deux

composants avec le senseur EutW, sensible a 1’éthanolamine. L’activité de ’opéron eut est
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donc dépendante de la présence d’éthanolamine pour activer EutV et d’adénosyl cobalamine

pour empécher la production d’EutX, inhibiteur d’EutV.

Mili Ari Cytopl eutX
ilieu exterieur ytoplasme Adénosy
J__‘ cobalamine
-
transcription /
P3 P4
Terminaison de la
eutX alse
transcription
Riboswitch
Ethanolamine Eutw /

+ +

/ﬁ —_— —_—
N, ‘

EutV

\ Régulation des

geénes du locus eut

HO

Figure 12 : Schéma explicatif de la régulation du syst@ue La protéine régulatrice
principale du systeme EutV (en vert) est elle-méme régulée par deux mécanismes : le petit ARN
répresseur eutX (en rouge), iéme réprimé par [’'adénosyl cobalamine, et le senseur

histidine kinas&utW (en jaune), dépendant de la présence d’éthanolamine.

Des génes codant pour des sARN impliqués dans la virulence ont aussi été identifiés sur des
plasmides conjugatifs. Par exemple, le géne codant le SARN mD est localisé sur le plasmide
pAD1 qui porte des géenes codants des hémolysines et des bactériocines. Ce sARN entre dans
la régulation de la conjugaison du plasmide (Tomidi@lewell, 2000). Il est en effet induit en
I’absence de la phéromone cADI, et permet de contrdler la formation de terminateurs qui sont

situés en amont de genes codant des protéines régulatrices. Cela donne lieu a un contréle fin et
spécifique de la conjugaison de ce plasmide ¢hefaecalis Le SARN Qa dont le gene est

porté par le plasmide pCF10 semble fonctionner selon le méme principe (Weaver, 2007).
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Un autre petit ARN dont le géne est également situé sur pAD1 a été identifié : RNA I,
convergent et complémentaire ll@RNm RNAI (Weaver, 2007; Weaver, 2015). RNAorte

un gene codant une toxine, nommeée Estir extrémité 3’ et deux motifs répétés en 5” portés

a la fois par RNA | et Il sont complémentaires (Figure 13). Une structure en U, présente sur
RNAL, permet I’interaction destrois motifs. La liaison RNAII-RNAI au niveau de leurs motifs

en 5’ bloque la traduction de la toxine Fst. Ce systéme de répression est similaire a un systéme

toxine-antitoxine.

RNA I
EEE—
—————
—_—— J—\‘ fst — —
RNA I
RNA I
r

J

Figure 13: Conformation et association entre les motifs complémentaires du locus
RNAI/RNAII sur le plasmide pAD1. Chacun des motifs complémentaires est représenté de la
méme couleur (jaune, orange, rouge).
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VI.  Contexte et objectifs

L’Unité de Recherche Risques Microbiens (U2RM) est un laboratoire dont la thématique est
centrée sr I’interaction des bactéries a Gram positif dont celles du geriaterococcusvec
leur environnement. Les études concernent le métabolisme, la résistance aux antibiotiques, la

virulence et la réponse aux stress.

Ces dernieres décennies, de nombreux petits ARN non codants ont été mis en lumiere en tant
que régulateurs de la virulence, de la réponse au stréssytets processus impliqués dans la
croissance et le fithess bactérien chez de nombreux pathogenes. Cependant, si des études
globales ont permis la détection de nombreux sARN régulateursechiaecalis tres peu

d’entre eux ont été confirmés, et encore moins caractérisés de maniére précise chez cette

bactérie pathogene.

Lors de cette étude, nous avons commenceé par la détection par RNA-seq de petits ARN putatifs
potentiellement induits en conditions d’infections. Cette expérience a été initi€e dans 1’unité

U2RM avant ma theése, et le traitement et I’analyse des résultats ont constitué la premiére étape

de ce travailCela a permis d’avoir une vue d’ensemble du transcriptome d’E. faecalisen
condition d’infection et dans différentes conditions stressantes, et ainsi de sélectionner les

meilleurs candidats ARN non codants pour la suite de cette these.

Les ARN sélectionnés n’avaient jamais été étudiés au début de mon travail. La deuxiéme étape
a donc été de caractériser ces ARN non codants, au moyen d’études génomiques, protéomiques
et physiologiques, et de déterminer leur mddetion, leur fonction ainsi que celle du (des)
géne(syu’ils régulent (métabolisme concerné, implication ou non dans la réponse au stress ou

la virulence).
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Matériel et Méthodes
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Cette section présente le matériel et méthodes des expériences réalisées hors publications.

1. Souches et conditions de culture

La soucheenterococcus faecalig19 a été utilisée pour cette étude et a été cultivée a 37°C en
milieu M17 supplémenté en glucose (0,5%) (GM17) ou en ribose (0,5%) (RM17) pour les tests
devant étre réalisés en absence de répression catabolique. Pour les conditions stressantes, le
milieu a été supplémenté en sels biliaires (0,06%) ou son pH a été ajusté a 5,8. Le milieu a été
supplémenté avec du chloramphénicol (10 pg/ml) pour les souches contenant le plasmide
PAGENt, pLT06 oupNZ273, et avec de I’agmatine (40mM) pour toutes les souches contenant
PAGENt. Les souchel. coli DH5a ont été cultivées en milieu LB a 37°C. Pour les souches

contenant le plasmide pLTO06, les cultures ont été incubées al3Gcoccus lactisitilisé

pour la réalisation des constructions dans le plasmide du pAGEnt a été cultivé en GM17 a 30°C.

2. Techniques de biologie moléculaire

Les PCR ont été réalisées avec les enzymes Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA) ou GoTag DNA Polymerase (Promega,
Madison, Wisconsin, USA)Le kit 5°/3° RACE kit, 2" generation (Roche, Bale, Switzerland),

a été utilsésuivant les recommandations du fournisgeur les S’RACE-PCR. Celles-ci ont

été obtenues en ajoutant des extensions poly-A ou paly*@&DN complémentaire et en

utilisant les amorces SP1, SP2 et SP3 (Tableau 3). Ce kiént@¢é utilisé pour les 3’RACE-

PCR apres avoir ajouté une extension polyn 3° des ARN, avec le kit poly(A) polymerase
tailing kit (Epicentre, Madison, Wisconsin, USA). Toutes les purifications de produits PCR ont
été effectuées a I’aide du kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany), et toutes les extractions plasmidiques ont été réalisées avec le kit NucleoSpin

Plasmid (Macherey-Nagel).

44



Tableau 3 : Liste des oligonucléotides utilisés dans les parties hors articles.

Nom Séquence Utilisation
SRC65_SP1 GGCTCCACCTACTGGCATA RACE-PCR, Northern Blot
SRC65_SP2 TAGAGCCGTCAGAAATTCAG RACE-PCR
SRC65_SP3 ACAAACACGTAATTATTGGTGT RACE-PCR
SRC85_SP1 GAACAATCCCGTTAAACATGTT RACE-PCR, Northern Blot
SRC85_SP2 ATTGTACACCACATTGTATTAC RACE-PCR
SRC85_SP3 CACATTGTATTACGAAATTCTTC RACE-PCR
ef1515R AGTCCTTCTGGCTCCATCAC RACE-PCR, RT-PCR
ef1515_SP2 TATTAAACCCGACGCCTTTAC RACE-PCR
ef1515_SP3 TTCTCCTGTCCTTCGTCAAG RACE-PCR
SRC90_SP1 GGAAACATGCCAAGTATGGAA RACE-PCR, Northern Blot
SRC90_SP2 ACTTGACACGCATTGACTAATT RACE-PCR
SRC90_SP3 AACGTTGCCATAAGTTGATGT RACE-PCR
ef1377-SP1 ATAGTTGGCTTAACTTTATCCA RACE-PCR
ef1377-SP2 TTCGTTGATAAAAGGTTGAAATT RACE-PCR
ef1009-SP1 TTCAGCAATTTGCATAGCTAATT RACE-PCR
ef1009-SP2 TTCCAGTTCCTGTCGGCGA RACE-PCR
ef1009-SP3 AAACATTTTCTCCTTCGCGAA RACE-PCR

src65_Forward

ACACCAATAATTACGTGTTTGT

Northern Blot

src85_Forward

GAAGAATTTCGTAATACAATGTG

Northern Blot, RT-PCR

src90_Forward

ACATCAACTTATGGCAACGTT

Northern Blot

ef0160L GGCAAACAGTCAATGGAGGT gPCR
ef0160R TGGCAAACATATGCCCTGTA gPCR
ef2221L TTATGAACCGTTACGCAGCA gPCR
ef2221R TATCCCAGCCAGCTGTTTTT gPCR
ef3251L ACAGTACCGCCACAGGAAAC gPCR
ef3251R CCGTCTTCCTCCACAAAGAA gPCR
gusA-G GTGTGGGTCAATAATCAGG gPCR
gusA-D GAAATCATGGAAGTAAGACTGC gPCR
GyrAL GATGGGGAAATCAGGGATTC gPCR
GyrAR TCTTTTCCATTCGGCATTTC gPCR
pAGEnt_For GATAGTAAACTCTTCGCTAAA Surexpression
pAGEnt_Rev CGAATATCAGTAATTGCTTTATC Surexpression
RPV_AGEnt+1 ACATTGACTTTACCAAGTTTAG Surexpression
FRV_AGEnt_Term AATTACAGCACGTGTTGCTTT Surexpression

FPI_SRC65_+2 CTAAACTTGGTAAAGTCAATGTATCATAATAAAGGAGGTGAAATAT Surexpression

RPI_SRC65_Term AAAGCAACACGTGCTGTAATTAAAAACGTAACATCCTTGTAAT Surexpression

SRC_65_1 GGATACCGAGCTCAACTCACGAAGACTAATATTATT Construction du mutant ASRC65
SRC_65_2 TCCACCTACTGGCATATTTCACCTCCTTTATTATGAT Construction du mutant ASRC65
SRC_65_3 ATGCCAGTAGGTGGAGCC Construction du mutant ASRC65
SRC_65_4 GGGTTTATCGACAATATTACTTAGCGAACCACG Construction du mutant ASRC65
SRC_65_5 TAATGTGTTAGCCTTCCCTG Construction du mutant ASRC65
SRC_65_6 AAATAGTAGGGTATTTACTTTCT Construction du mutant ASRC65
SRC_90_1 GGATACCGAGCTCTTATCCTGTAATCGTAAATCAC Construction du mutant ASRC90
SRC_90_2 ATGTACCTCCTTTAATTGATAAT Construction du mutant ASRC90
SRC_90_3 TTAAAGGAGGTACATATGGTCTTCCATACTTGGCA Construction du mutant ASRC90
SRC_90_4 GGGTTTATCGACTAACTATGGTAGAAACATCATTA Construction du mutant ASRC90
SRC_90_5 ATTTGCGTTTCAAACGTGAAAA Construction du mutant ASRC90
SRC_90_6 TTGCATACCGTTGAGTTAGG Construction du mutant ASRC90
pLTO6_1 GAATTCGAGCTCGGTATCC Construction des mutants
pLT06_1_bis GAATTCGAGCTCGGTACC Construction des mutants
pLTO6_2 CTGCAGGTCGATAAACCC Construction des mutants
ef1518-1b ATCACCCGGGGCTGATGCTAATGTAACTTCT Construction du mutant Aef1518
ef1518 2 TAGACTCGAGTTACTCTACGCATCGAATCAT Construction du mutant Aef1518
ef1518 3 ACTTCTCGAGAAATGGTGGCAATATGTTCTAT Construction du mutant Aef1518
ef1518-4b TCATGGATCCAACTTAATGACACCTGTTGTC Construction du mutant Aef1518
ef1518_5 AATGATGTTGGTGGTTCAAGG Construction du mutant Aef1518
ef1518 6 TTTACCTTCTGTAATCGTTCC Construction du mutant Aef1518
1518_Seq_for AACGTTCAATCTTGCGAAGTT Construction du mutant Aef1518
1518_Seq_rev CTTGGCAACTTCTTCTGTACT Construction du mutant Aef1518
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3. Construction d’un plasmide permettant la surexpression de SRC65

Le plasmide pAGENt (Linarest al, 2014) a été utilisé pour surexprimer SRC65 grace au
promoteur inductible pal’agmatine. Le plasmide a été amplifié par les oligonucléotides
RPV_AGEnNt+1 et FRV_AGENt_Term, sans inclure le His-Tag et la séquence Shine-Dalgarno.
Le fragment a insérer a été amplifié avec les oligonucléotides FPI_SRC65 +2 et
RPI_SRC65_Term qui possedent des queues flottantes complémentaires au plasmide (Tableau
3). L’ensemble a été assemblé par recombinaisaivo, ou avec le kit NEBuilder HiFi DNA
Assembly Cloning Kit (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA) en utllisant

lactisMG1363 comme héte. Le plasmide a ensuite été extrait et introduiEdfaescalisv19.

4. Construction du mutant ASRC65

La souche mutantASRCG65 a été construite chEz faecalisV19 et en utilisant la souche

coli DH-5a pour toutes les étapes de clonage. Le plasmide pLTO6 a été amplifié avec les
amorces pLTO06-1 et pLT06-2, et les régions flancesae SRC65 ont été amplifiées avec les
couples d’oligonucléotides SRC_65 1/SRC 65 2 et SRC 65 3/SRC 65 4 (Tableau B Le

clonage a été réalisé a 1’aide du kit NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England
BioLabs) et le plasmide obtenu a été utilisé pour transfofneoli. Un fois répliqué, le
plasmide a été introduit ch&z faecalispar éléctroporation selon le protocole décrit pard&ae

al., 2002 (avec 10 g/ml de lysozyme et mutanolysine 10 U pour le traitement des cellules
compétentes) et intégré dans le chromosome par double crossing over, comme décrit auparavant
(Thurlow et al, 2009). Le mutant a été veérifié par PCR et par séquencage avec les amorces
SRC _65 5 et SRC_65 6. La procédure utilisée pour la tentative de construction du mutant
ASRC90 a été la méme, avec les oligonucléotides SRC 90 1, SRC 90 2, SRC 90 3,

SRC_90 4, SRC_90 5 et SRC_90 6.
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5. Northern blot

Les expériences ont été réalisées dvacg d’ARN total comme décrit antérieurement (Shioya

et al, 2011). La sonde utilisée a été synthétisée par PCR avec les abop@gmucléotides
SRC65_Forward/SRC65_SP#&t src90_ Forward/SRC90_SP1 pour SRC65 et SRC90
respectivement (Tableau 3). Des dA[P2P] ont été incorporés aux sondes lorsl'@epe

d’¢longation de la PCR.

6. Extraction d’ARN total

Pour les conditions non stressantes, 10 a 100 ml de cultures en bouillon GM17 ont été incubés
a37°C jusqu’a DOs00 0,5. Pour les conditions stressantes, les bactari€g cultivées jusqu’a

DOe0o 0,3, centrifugées et resuspendues dans Madiquide supplémenté en sels biliaires
(0,06%) ou avec un pH ajusté a 5,8 et incubées a 37°C pendant 30 minutes. Les cellules ont été
centrifugées puis lysées au FastPrep (MP Biomedicals, lllkirch Graffenstaden, France).
L’extraction des ARN a été réalisée au moyen d’une séparation avec du TRIzol Reagent
(ThermoFisher) et dohloroforme isoamylique. Puis les ARNs ont été purifiés a 1’aide du kit
Direct-Zol RNA Miniprep kit (Zymo-Research, Irvine, Californie, USA), et quantifiés au
Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher). Leur qualité a été vérifiee par migration sugalrl’agarose

contenant de la javel, comme précédemment décrit (Aretrala 2012).

7. RT-PCR et RT-PCR quantitative (RT-gPCR)

Les étapes de rétrotranscription ont été réalisées a 1’aide du kit QuantiTect Reverse
Transcritption kit (Qiagen, Venlo, Pays-Bas). Les PCR pour les expériences de RInPCR

ete réalisées comme une PCR classique, avec une amorce sens complémentaire du gene amont,
et une amorce antisens complémentaire du géne aval (Tableau 3). Le kit GoTaq gPCR Master

Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA) a été utilisé pour les expériences de qPCR, avec
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I’appareil C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, Californie, USA). Les
oligonucléotides utilisés (L/R ou G/D) sont listés dans le tableau 3. Les conditions suivantes
ont été utilisées pour toutes les expériences : 95°C pendant 3 minutes, suivies de 40 cycles a
95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute. La ap&difiI’amplification a été

vérifiée grace a une courbe de fusion faisant suite aux cycles d’amplification. Le géne de
ménageagyrA (oligonucléotides GyrAL et GyrAR3 servi de géne de référence pour normaliser

les niveaux de transcription de chaque gén&DN génomique de la souche V19 a été utilisé

pour I’établissement des courbes standards et le calcul de’efficacité de la qPCR.

8. Extraction des protéines totales

Pour chacune des extractions, 50 ml de culture ont été incubées jusqu’a DOsoo 0,5. Les cellules

ont été lavées avec du Tampon 2DE (Tris 50 mM pH8.0, 1 mM PMSF) et lysées au FastPrep
(MP Biomedicals). Les cellules lysées ont été centrifugées et le surnageant a été récupéré. Les
acides nucléiques ont été éliminés en ajoutant 10 pl de Nuclease Mix (GE Healthcare, Chicago,
Ilinois, USA) par ml de surnageant. L’ensemble a été incubé a température ambiante pendant

45 min. Les protéines ont été précipitées en ajoutant 4 volumes de tampon de précipitation
(Acétone 80%, 20% Tris 50 mM pHB8.0, DTT 20 mM, TCEP 5mM) et en laissant incuber une

nuit a -20°C. Les protéines ont été quantifiées par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).

9. Expériences d’iTraq

Ces expériences ont été réalisées a lafplate PROTEOGEN de I’Université de Caen par

Benoit Bernay et Julien Pontin.
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a) Préparation des échantillons, réduction, digestion, marquage iTrag et
fractionnement.

Les échantillons ont été réduits et alkylés avant d’étre digérés par la trypsine puis le marquage
iTraq avec les étiquettes 114 et 117 a été reéalisé selon les recommandations du fabricant (AB
Sciex, USA) avant que les deux échantillons ne soient combinés. Apres marquage, les peptides
trypsiques marqués ont été fractionnés, sur la base du point isoélectrique, sur un appareil 3100
OFFGel fractionator selon les recommandations du fabricant (Agilent Technologies, Japan) en
utilisant une barette de gel Immobiline DrySttrip de 13 cm avec un ph 4-7 (GE Healthcare).

Apres électrofocalisation, 12 échantillons ont été collectés puis concentrés.

b) Analyse en spectrométrie de masse
Les extraits peptidigues ont été dans un premier temps concentrés et dessalés sur des
microcolonnes pC18 Omix (Varian) avant fractionnement en nanoLC (Prominence,
Shimadzu). Les peptides sont concentrés dans un premier temps sur une précolonne Zorbax
5x0.3mm C18 precolumn (Agilent) avant d’étre séparés sur une colonne Zorbax 150x75um
C18 (Agilent). Les phases mobiles sont constituées de 0,1% acide trifluoroacetic (A) et 0,1%
acide trifluoroacetic ; 99,9% acétonitrile (B). Le gradient appliqué est le suivant : 2% B constant
pendant 5 minutes, de 2 a 5% B en 1 min, de 5 a 32% B en 144 min, de 32 a 70% B en 10 min,
de 70 a 90% B en 5 min et retour a 2% B en 10min. Le débit est de 300nl/min, auxquels sont
ajoutés 1,2uL/min d’une solution contenant Smg/mL de matrice CHCA diluée dans une
solution de 50% ACN ; 0,1%TFA. Les fractions sont déposées toutes les 26 secondes sur une

cible Opti-TOF™ 384 par un “spotter” AccuSpot (Shimadzu).

Les analyses en spectrométrie de masse sont réalisées sur un instrument ABSciex 5800 équipé

d’une source Maldi, d’un analyseur TOF TOF et d’un laser OptiBeam™. L’appareil est calibrg,
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avec une précision supérieure a 50 ppm, avant chaque analyse avec un mélange de 5 peptides

(Angiotensin I & Il, Neurotensin, ACTH (1-17), ACTH (18-39)).

Les analyses sont réalisées en mode automatique avec les parameétres suivants :

- Les spectres MS sont acquis en mode réflecteur positif avec une intensité de laser de I’ordre
de 3400 en sommant 1000 spectres indépendants (5 x 200) dans la gamme de masse 700 a 4000

m/z.

- Les spectres de fragmentation sont réalisés avec une intensité de laser de 4300, en mode
MSMS réflecteur positif, en sommant 2500 spectres (10 x 250). L’air est utilisé en tant que gaz

de collision.

c) Traitement des résultats, recherches en banque
La recherche en banque, pilotée par le logiciel Mascot 2.6.1 (Matrix Science), est réalisée su
la base des fragmentations obtenues en MSMS en utilisant, selon 1’étude, deux banques, la
premiere contenant des séquences de contaminants connus (kératines et trypsine, 21 séquences),
les séquences protéiques d’Enteroccocus faecalig583 (3264 séquences). Les modifications
« non fixes» sélectionnées pour I’identification sont les suivantes : oxydation et dioxydation
des méthionines, actélyation des lysines et methyl methanethiosulfonate des cystéines. Le
parameétre trypsine est sélectionné et 2 erreurs de coupures sont autorisées. Le parametre
guantification est sélectionné sur la base « iTrag4pl&Xerreur de masse est fixée, pour la
MS et la MSMS, a 300 ppm et 0.6 Da respectivement. Les données Mascot ainsi obtenues sont

ensuite transférées dans le logiciel de validation Pratine/fvww.profiproteomics.fr/proling/

afin d’étre filtrées selon un seuil <0,05d&liminer les redondances protéiques. Les données
validées sont ensuite analysées par le logiciel Protein Pilot, en utilisant I’algorithme Paragon
(Sciex) en sélectionnat les parametres suivants : digestion trypsique, modification methyl

methanethiosulfonate des cystéines, marquage iTRAQ 4-plex, paramétres de correction
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auomatique, quantification, correction des biais, modification biologique et identification
stringenteLe seuil de détection protéique a été fixé a 95% et une analyse de faux pésitifs a

réalisée.

10. Expérience de retard sur gel

Les protéines CcpA, Hpr et HprKV267F ont été extraites comme décrit précédemment
(Galinieret al, 1997). La phosphorylation de Hpr sur la sérine 46 (HprP) a été obtenue par
I’action de HprKV267F comme précédemment décrit (Moneeleab, 2001). CcpA et HprP

ont été diluées en séries, mises en contact avec les ADN test et ttmoins dans du tampon de
liaison (Tris pH 7,5 40 mM, DTT 4 mM, EDTA 4 mM, KCI 200 mM, Mg@0 mM, Fructose-

1,6 biphosphate 10 mM, Glycerol 20 %, ADN de saumon 2 mM, BSA 0.04%) et incubées 15
minutes a température ambiante. Les mélanges ont ensuite été mis a migrer en gel de
polyacrylamide en condition native dans du tampon TBE 0,5 X. Un fragin€bBiN du gene
gusAd’E. colia été utilisé comme témoin négatif, et la séquence promotrice deiP292

contenant une boitere comme témoin positif.

11. Détermination de la CMI et de la CMB

Du milieu RM17 a été distribué dans une microplaque 96 puits (Bio-Rad) a la moitié du volume
final, puis chaque antibiotique de concentration 4X a été ajouté au premier puits puis dilué en
série d’un facteur 2. Les cultures de nuit ont été diluées pour obtenir ungd@ 0,02 dans du

milieu RM17 et incubées a 37°C jusqu’a DOsoo €nviron 0,2, puis ont été diluées au 1/19Cet
distribuées (moitié du volume final) pour obtenir envirorf 16FC/ml par puits. Les
microplaques ont ensuite été incubées 24 h a 37°C. La quantité d’inoculum a été vérifiée par
dénombrement sur boites de M17 glucosé (incubées 24h a 37°C). La concentration minimale
inhibitrice (CMI) correspond a la concentration en antibiotique la plus basse ayant inhibé la

croissance bactérienne. Pour déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), 100 pl
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de chaque puits ou la croissance bactérienne est inhibée ont été étalés sur boite de GM17 gélosé
Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h et le nombre d’UFC/ml a été déterminé. La
CMB correspond a la concentration la plus faible pour laquelle on observe une baisse du

nombre d’UFC de 103 par rapport a I’inoculum de départ.

12. Microscopie électronique a balayage

Les expériences ont été réalisées par le Dr. Didier Goux a la plateforme CMABGIORE a

I’Université de Caen Normandie.

13. Analyses bio-informatiques

Lesrecherches d’homologies de séquences nucléotidiques et protéiques ont été fait&aide

de I’outil BLAST (Madden, 2003). Les recherches de terminateurs de transcription ont été
effectuées avec 1’outil FindTerm, SoftBerry (Li, 2011) avec un seuil d’énergie de -11. Les
alignements de séquenaeas été réalisés a 1’aide du logiciel Multalin (Corpet, 1988). Les outils
Phobius (Kéllet al, 2004) et InterPro (Mitche#t al, 2018) ont été utilisés pour la recherche

de domaines caractéristiques dans une séquence en acides aminés. Pour prédire les cibles
potentielles d’un sARN, le logiciel TargetRNA2 (Kery et al, 2014) a été utilisé, avec une
recherche localisée a 80 nucléotides en amont et 20 nucléotides en aval du +1 de transcription
des genes cibles. La base de données DOOR @tlab 2009) qui référence les structsire
opéroniques chez les bactéries a sedétécter d’éventuelles co-transcriptions entre les génes

étudiés.
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Résultats
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Chapitre 1 : Identification de petits ARN putatifs induits in vivo et en

conditions de stress

Cette premiere partie a été écrideus la forme d’un article actuellement soumis pour
publication dans le journal FEMS Microbiology Lettelra.détection d’ARN régulateurs non

codants dans le génome d’Enterococcus faecaliainsi que la mise en lumiere de leur expression

in vivo et en conditions stressantes grace a une approche transcriptomique constituent le point
de départ de cette thése. Les études qui suivront concernent des ARN régulateurs détectés lors

de ce travail.
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Abstract

Enterococcus faecalis an opportunistic pathogen responsible for nosocomial infections which
have to cope with major stress factors during colonization. To better understand the effects of
stress encountered during infection and colonizatioR.lfgecalis the present study assessed

the transcriptomic response of the bacteria facing exposure to serum, urine, bile salts, acid pH
or oxidative stress. Compared to non-stressed culture in exponential growth phase, 30% of the
E. faecalisgenes were differentially expressed, that may represent the infection stimulon. The
transcriptome analysis reveals common but also specific responses, depending on the stress
encountered. Urine exposure has the most important impact on mRNA abundance, and the
highest number of genes with modified expressimmode proteins involved in transport and
metabolic pathways. The results also pinpoint many stress-related sRNA not yet characterized
or intergenic regions that require further investigations to precisely characterize their cellular
function. This study allowed the identification of the general stress stimulon related to infection.
Indeed E. faecalisconfronted to stress potentially encountered during host infection induces a
stress response more than expression of virulence factors. Thus when the bacterium shifts from
commensal to pathogen, it increases its ability to survive to rough conditions allowing it to

colonize its host, and becomes this redoubtable opportunistic pathogen that thrives in hospitals.
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Introduction

Enterococcus faecalis a Gram positive bacterium, facultative anaerobic and common resident
of mammals’ gastrointestinal tract. It is part of the microorganisms used as indicator of faecal
contamination in environment, water and food (Ostrolein&l, 1947). This bacterium has a
very wide genome plasticity: studies showed Ehdaecalisstrain V583 genome contains more
than a quarter of mobile and foreign DNA, like a pathogenicity island (PAI) (Paelsan

2003) or prophages (Mates al,, 2013) Its ability to grow in hostile environment and its high
resistance to several antibiotics (Arias and Murray, 2012; O’Driscoll and Crank, 2015; van
Hartenet al, 2017) make it an important cause of hospital-acquired infections (urinary tract
infection, bloalstream infection, endocarditis...) especially in immunocompromised patients

(Arias and Murray, 2012; Babady, 2016; Murray, 1990).

Thus,E. faecaliss a model for opportunistic pathogens, through several factors that contribute
to enterococcal virulencéGarsin et al, 2014), like aggregation substance, hemolysins,
gelatinase, cytolysin, general stress protein 24 (Gls24) (Maetsah, 2017) or molecules
exposed on the surface of the cell like EfaA and SalB antigere(&l, 1997). However,
opportunism mainly relies on the ability to cope with stresses or to grow in a wide range of
environmental conditions, thanks to stress response proteins, metabolism adaptation or nutrient
acquisition, that allow bacteria to colonize and invade their host. These mechanisms can be
investigated by studying their expression with global transcriptomic studies to obtain an overall
vision of all these characteristids. faecaliscan replicate in presence of bile salts (Riecal,

2003), and grow in urine (Vebat al, 2010) that bacteria encounter in the intestinal tract or
during urinary tract infection. This bacterium can also translocate across the intestinal tract
through intestinal epithelial cells and causes systemic infection (\&tells, 1990). TheE.
faecalisahlities to survive in serum and blood (Nallapareddy and Murray, 2008; ¥ebl

2009) allow it to invade the entire host body and to generate persistent bloodstream infection.
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It was also shown that serum resistance is a trait associated with strains that cause bacteremia
(Johnson, 1991). Despite the fact that enterococci are considered mainly as extracellular
pathogen, they have the ability to persist and survive within macrophages, fully armed with
destructive antimicrobial features, like acid pH or production of reactive oxygen species

(Flannagaret al., 2009).

The global transcriptomic response study includes the expression of non-coding RNA. These
molecules are generally post-transcriptional regulators that allow bacteria to adapt rapidly and
subtly to hostile environmental conditions (Oletal, 2015). They include riboswitches that

are untranslated region in 5’ of the coding sequence (5’UTR) capable of binding ligand to fold

or unfold secondary structures, small RNA (sRNA) binding proteins able to modulate their
activity, CRISPRs (clustered regulatory interspaced short palindromic repeats), and mRNA
binding sSRNA (Michawet al., 2014a; Waters and Storz, 2009). This last type of SRNA includes
the cis- and thetransencoded sRNA that act through a base-pairing mechanism between the
sRNA and its target, leading to a change in the efficiency of the translation or the degradation
of the double-stranded RNA (Oliw al.,, 2015; Waters and Storz, 2009). Experimental studies
showed that enterococci SRNA are involved in numerous cellular mechanisms like metabolism
(carbon, aminagcids, iron...), quorum sensing, biofilm formation, stress response,
pathogenesis (Michawet al, 2014b; Shioyat al, 2011) and antibiotic resistance (Siathl,

2017).

The inherent abilities dt. faecalisto adapt rapidly (notably thanks to SRNA) and to survive to
stress make it a redoubtable opportunism pathogen. The aim of this study was to establish the
transcriptomic response &. faecalisin order to determine how this bacterium adapts to its
environment during its commensal lifestyle or during colonization, and we focused on stressors
relevant to the human host, like body fluids (urine, serum) or stressors miminkirigp

scenario (bile salts (BS), acid pH or oxidative stress).
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Materials and Methods

Bacterial strain and growth media

E. faecalisV19 (plasmid-cured V583 strain) was cultured in BHI medium until exponential
growth phase (O&onn=0.6). This culture was divided in order to have the same conditions
right before stress exposure. After centrifugation, the cell pellets were re-suspended in fresh
BHI medium (control), BHI containing 0.06% Bile Salts (Sigma, Saint-Louis, MO, USA) (BS),
BHI set at pH5.8 (acid), BHI with 1 mM 4@- (Sigma) (oxidative), horse serum (serum), or
filtered human urine from 3 different volunteers (urine). For the urine samples, written consent
from all volunteers was obtained and they were informed of the goal of this study. No health
information was collected and no analysis of the samples was performed. Cultures were
incubated at 37°C during 15 min and then cells were harvested by centrifugation at 6000g
during 10 min at 4°C supernatant were eliminated and pellets were stored at -80°C prior to

RNA isolation.

RNA-extraction and sequencing

Pellets were resuspended in TE (10 mM Tris pH8.0, 1 mM EDTA). Suspensions were added to
2 volumes of acid phenol (Ambion Austin, TX, USA) and 1 volume of glass beads, and then

agitated during 30 min at 30 Hz using a MM200 system (Retsch GmbH, Haan, Germany). After
centrifugation, agueous phase was added to 1 volume of TRIZol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA), mixed and incubated 5 min at room temperature. After centrifugation, one volume of

ethanol was added to the supernatant and RNA was purified using Direct-Zol RNA Miniprep

(Zymo Research, Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
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RNA integrity was checked on a denaturing agarose gel. RNA quality and quantity were
determined using a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,

USA). RNA-Seq assays were performed as described by Mulér(Muller et al, 2015).

Reads processing, transcriptome de novo assembly, annotation
Raw sequencing reads were trimmed by removing low quality bases and adapter sequences, as
well as sequences shorter than 50 base pairs. To determine gene expression levels, the CLC

Genomics Workbench v.10.0 softwalgtp://www.clcbio.com/genomicsivas used to alig

reads ork. faecalisv583 reference transcriptome (AE016830). RNA-Seq analysis was carried
out for sequence reads obtained from control and stressed conditions using default parameters
as previously described (Aeébal, 2015). Gene expressions were represented by the logCPM

(Counts Per Million) values based on the TMM (Trimmed Mean of M values) normalization.

RNA-Seq data from this study are available in NCBI SRA repository, reference number

PRJINA507568.
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Results and discussion

Global transcriptional analysis

Individual stress conditions were chosen to be representative of stresses encounkered by
faecalisduring colonization. We studied the transcriptomic responge &@decalisV19 after

15 min incubation in media mimicking vivo conditions encountered during its commensal

life or during infection,.e. in urine or serum, or in presence of bile salts (0.06%). We also
tested stresses encountered in phagosome like acid pH or oxidative stress using BHI medium
adjusted to pH 5.8, or containing 1 mM®4. All these stress conditions were previously

studied and no growth alterationef faecaliswas observed (Le Bretaat al, 2003).

Gene expression under these conditions was compared to that of a control corresponding to V19
strain in exponential growth phase (OD = 0.6) and harvested after 15 min of incubation at 37°C
in BHI medium. RNA-sequencing gave a total of 8.7%#2ds andle novoassembly mapped
8.4x10 reads on the genome Bf faecalisvV583 (96% of the reads). Figure 1A gives the size

of the libraries that varies between 3.2%a0d 1.8x10reads per condition. The transcriptomes

of the bacteria exposed to urine or serum were highly different from that obtained for the
conditions tested in BHI medium, like exponential growth phase (control), acid pH, oxidative
stress or bile salts (BS) (Figure 1B). Table 1 lists the counts of affected genes according to their
functional category (fold-change FC>5, p<0.05), which represents 997 genes encoding proteins
or 30% of the genome. Figure 2 shows the distribution of differentially expressed genes for
each stress condition. The number of genes that showed increased or decreased expression
ranged from 327 for the BS stress that had the least impact to 526 for bacterial cells exposed to

urine (Table 1 and Table S1).
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Figure 1. Global analysis of the RNA-Seq data (CLC Genomics Workbench). (A) Total

number of RNA-Seq reads per sample. (B) Principal Component Analysis (PCA) plot of the

culture conditions used in this study.
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Table 1: Numbers of differentially expressed genes after 15 min exposure to the stress
encountered during infection Iy faecalis(FC>5, p<0.05).

BS Urine Serum Acid Oxidative

up down up down up down up down up @ down

Amino-acid biosynthesis 3 10 3 7 10 1 10 9 11 9

Cell envelope 12 12 14 25 8 18 10 19 7 12

Cellular process 8 5 9 17 6 9 17 10 7 12

Central and intermediary 27 15 39 23 32 12 34 15 22 20
metabolism

DNA metabolism 3 3 4 2 1 3 9 3 6 1

o

Fatty acid/phospholipid 5 0 21 0 11 9 8 8 8
metabolism

Mobile/extrachromosomal 10 11 30 13 17 19 27 5 4 19

Other metabolism 1 1 2 5 2 2 3 3 1 1
Proteins fate 7 6 9 5 9 2 7 3 6 3
Proteins synthesis 2 14 7 46 1 38 9 33 24 5
Purines, pyrimidines, 1 13 14 26 18 15 3 16 3 1
nucleosides, nucleotides
Regulatory functions 9 11 19 15 6 7 7 9 4 16
Signal transduction 2 12 9 9 4 12 10 9 9 14
Transport 41 43 58 50 50 30 44 39 40 27
Unknown/Hypothetical 22 18 27 18 11 15 41 11 20 29
proteins
Total 148 179 244 282 175 194 240 192 172 177

A common response was observed when we cross-checked transcriptomes (Table 2). Thus,
almost 40% of the genes with higher or lower expression during urine exposure were common
with those of serum or acid stress exposure (a total of 218 and 191 genes, respectively). In the
same way, response to BS, acid and oxidative stresses are closer with almost half of the genes
common between acid or oxidative conditions and BS exposure (154 and 150 genes,
respectively). In contrast, serum and oxidative stress conditions transcriptomes shared less

similarities (81 genes).

64



Table 2: Numbers of genes common between the different stresses studied. The total number
of genes are indicated and in parenthesis the number of genes with higher (+) or)lower (-
expression compared to the control condition.

BS Urine Serum Acid Oxidative
BS 327 (148+,179-)
Urine 137 (47+,90-) 526 (244+,282-)
Serum 109 (44+,65-) 218 (87+,131-) 369 (175+,194-)
Acid 154 (70+,84-) 191 (72+,119-) 140 (52+,88-) 432 (240+,192-)
Oxidative 150 (59+,91-) 102 (28+,74-) 81 (30+,51-) 105 (50+,55-) 349 (172+,177-)

This analysis enforces the previous transcriptomic study. éaecalisduring mice peritoneum
infection (Muller et al, 2015). If all stresses tested were considered, 51% and 64% of the

differentially expressed genes were common to this previous study.

Identification of the general stress stimulon related to infection

The RNA-Seq data revealed changed expression in most functional gene categories for all 5

conditions compared to exponential growth phase in BHI medium (Table S1).

Genes encoding hypothetical or unknown proteins constituted a large part of genes with

differential expression including 126 core-genome ORFs.

It is interesting to note that categories that undergo the most important changes during stress
exposures were transport and metabolism, especially for urine and serum that may represent
the most drastic conditions for nutrients recovery (Table 1). Some categories were more
affected by a specific stress, summarized in Figure 3. For example, many gengx oteine

synthesis group (translation or ribosomal structure) were less expressed in all conditions except
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for the oxidative stress group that showed only 5 genes with lower expression and 24 genes

with higher expression compared to the control.
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Figure 3: Simplified summary figure of the transcriptomic study. The principal pathways that
undergo changes in their expression are indicated. Regulation, mobiles elements and
hypothetical proteins were excluded for more clarity. Hsp: Heat shock proteins, Gsp: General
and universal stress protein, PPP: Pentose Phosphate Pathway, PG: Peptidoglycan.

Fermentation and citrate metabolism are the preferred metabolic pathways during stress

exposure.

A number of genes showed pattern expression similarities between the different strgsses,

genes encoding proteins involved in fermentation. Indeed, for almost all stress conditions (BS,

serum, urine, oxidative stress), glycerol assimilation genes were highly induced (Figure 3 and

Table S1). This issue is in agreement with results previously observed in urieedlp2016;
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Vebget al, 2010), or BS iLactobacillus(Lv et al, 2017).E. faecalisuses two pathways for
glycerol metabolism: the dihydroxyacetone pathway (DHA) and the GlpK pathway (Bazzini

al., 2010). The DHA pathway allows oxidation of glycerol to DHA by glycerol dehydrogenase
GIdA that reduces one molecule of NAnd then DHA kinase DhaKL phosphorylates DHA

in DHA-P. For the second pathway, glycerol kinase GlpK phosphorylates glycerol by
consuming ATP, and then glycerol-3-P oxidase GIpO oxidizes it to DHA-P by generating one
molecule of HO». Thus, the no energy consuming DhaK pathway is used preferentially during
stress exposure. DHA-P phosphate is then metabolized by methylglyoxal synthase (EF0939)
whose corresponding gene was overexpressed in the same conditions, giving fermented
products as 1,2 propanediol (Saxenal, 2010). Inversely, genes of the GlpK pathway and

glycerol transport were less expressed in BS and oxidative stress conditions.

Citrate metabolism allows the synthesis of pyruvate using a pathway independent from
glycolysis, through citrate lyase CitDEF that synthesizes oxaloacetate and acetylHeoA.
CitCDEFXM cluster expression increased during BS stress (5.1 fold) and more highly after
serum, urine and acid pH exposure (19.3, 30.8, and 10.5 fold, respectively). It was the same for
the citrate transporter CitH (13.5 and 136.2 fold for acid and urine, respectively), indicating that
this metabolism is probably promoted during colonization (Figure 3 and Table S1). Moreover,
glucose uptake was less expressed in almost all conditions (except urine). There were important
changes in the expression of genes involved in glycolysis, pentose phosphate pathway, or
metabolic pathways of carbohydrates other than glucose (maltose, galactose, maltodextrine, N-

acetylglucosamine), specifically depending on stress.
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Cell surface molecules undergo high expression alteration.

Due to their spatial location, bacterial surface proteins are naturally involved in complex
interactions of bacterial cells with host tissues. Some of these interactions, and proteins or other
molecules involved in these interactions, might be essential during the colonization stage,
invasion, or spread to other host tissues. Changes in gene expression encoding 36 proteins
thought to be bound to the cell membrane or exposed on the cell surface, like membrane proteins
and lipoproteins were observed in all conditions. Among thenaltk BCDoperon (EF2750-
EF2746), which is responsible for lipoteichoic acid D-alanylation, was shown to be less
expressed in all conditions (Figure 3 and Table S1). This repression (or the absence of
induction) could contribute to the autolysis process and cell wall remodeling in the different
stress conditions (Steat al., 2005). Different external stressors also trigger modification in

the fatty acid composition in the cell membrane. Actors identified as involved in lipid,
isoprenoid or phospholipid metabolism had lower expression in most of our stress conditions,
especially fabZ1-fabF1 ispE or pgsA suggesting thak. faecalis adjusts its fatty acid

composition and membrane fluidity (Figure 3 and Table S1).

It has also to be noted the reduction in all conditions of the expression of the ABC transporter
EF2652-EF2649, annotated as a spermidine/putrescine transporter (Figure 3 and Table S1). The
putrescine is involved in a variety of cellular processes such as cell growth, stress response or
pathogenesis inSalmonella enterica serovar Typhimurium (Gevrekci, 2017), and its
intracellular concentration has to be strictly regulated. The low expression of the transporter

could suggest that bacterial cell synthetizes polyamines during stress exposure.
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E. faecaligorioritizes stress response than virulence factors expression when it is confronted to

host stress.

Genes that encode virulence factors were also highly differentially expressed, but surprisingly
mostly downregulated such aalBandsalAantigens involved in biofilm formation (Mohamed

et al,, 2006) or hlylll, tlyA andEF0700encodinghemolysins (Figure 3 and Table S1). Stresses
encountered b¥. faecalisduring infection also have an important impact on stress-related
genes, like those encoding heat-shock protaicé\-grpE-dnaK-dnaJr groEL-groESthat

have an induced expression in at least 4 conditions, and mostly in urine. Consequently, it
appears thdt. faecalismay adapt its transcriptome to colonize its host, rather than to increase

its virulence.

Transcription regulators expression is highly impacted by stress related to colonization.

Modulation of gene expression is a fundamental adaptation response to varying extracellular
environment, and is mandatory for bacteria to replicate and survive. Transcriptional regulators
or signal transduction systems coordinate genes expression to allow cell to adapt rapidly. A
total of 57 transcriptional regulators were found to have a modified expression in all conditions

such as HypR (EF2958, +7.3 fold) or SoxS (EF2063, -9.4 fold) involvedOa &tlaptation.

Genes encoding 10 of the 18 TCS preseht iimecalisv583 (Hancock and Perego, 2002) were
also found to be significantly regulated, likwRSthat is upregulated during serum exposure
(EF3289-EF3290, +7.0), and was previously shown to be involved in virulence and antibiotic
resistance (Comengs al, 2003; Kellogget al, 2017; Mulleret al, 2018, 2006), oerrl10-

ehk10that was less expressed in all tested conditions except acid stress @viallle2008).
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Stress encountered during host colonization influence mobile elemé&nttaetalisgenome.

Most of the genes differentially expressed during host encountered stresses were found into the
core genome. The V19 strain derives from V583 strain and harbors an incomplete pathogenicity
island (PAI) (Shankeet al, 2002). Genes within the PAI were expressed in all stress conditions
tested here but did not exhibit transcriptional variation. However, each stress exposure appeared
to significantly regulate genes of the 7 prophages found in the V583 genome @¥latos

2013) (Table S1). Some prophages had a specific expression profile depending on stress. For
example, more than 30% of the pp5 prophage genes showed more transcripts as a consequence
of urine exposure. In the same way, transposases had stress-related altered expression, like
during culture in serum where we detected less mMRNA for 16 transposases (with fold change

(FC) between -5.7 to -90.6 compared to our reference).

Stress encountered during infection induced a specific response
Bile salts stress response involved specific metabolisms.

Bacteria encountered very arduous conditions during infection, like in the gastrointestinal tract,
where they are confronted to bile salts that facilitate digestion through emulsification of fatty
food. This biological detergent induces membrane and nucleic acids damages, protein
misfolding or denaturation, and osmotic stress. Bile salts can be considered as a signal of
entering the small intestine (duodenum), and are found at a concentration between 0.05 to 2%.
Some observed changes in gene expression correlated with previous studieal(L2017;
Solheimet al, 2007). For example, among the highly differentially expressed genes (FC>10),
we found that genes related to metabolism and transport of maltose but also of maltodextrine
were highly expressed suggesting that these carbohydrates were used preferentially by the cell

during BS stress (Figure 3 and Table S1). We also found genes specifically inducediks BS
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that encoding the efflux pump EF0420 (+15.6 fold), or several cell membrane-associated
proteins (EF0673, EF2794, EF2795, EF2929, EF3245). The secreted antigen SalB expression
was induced (EF0394, +16.6 fold) as it was previously shown (Metllak, 2006), as well as

the adhesion lipoprotein EF0577 (+5.5 fold) and the ferredoxin EF1543 (+8.7).

Urine exposure had the most impacttrfaecaligranscriptome.

In its quality of opportunistic pathogeh, faecalisis able to colonize the urinary tract, which

in turn is a common source of origin for bloodstream infections. During urinary infeEtion,
faecalisis confronted to several antimicrobial characteristics of urine: low pH (around 6.0),
hypertonicity, high urea concentration, iron limitation, and is starvation of several nutrients like
amino acids, fatty acids, citrate or sucrose. The urine stress condition displayed the larger
transcriptomic changes, especially for gene categories involved in membrane or cell wall
metabolism/constitution (cell envelope, lipids, transport, and stress response). As expected, the
E. faecalistranscriptomes in urine previously published (Vebal, 2010) for MMH, OG1RF

and Symbioflor 1 strains showed a lot of similarities with our RNA-Seq study, especially for
genes linked to metabolism (citrate, ethanol, N-acetylglucosamine, xylose or galactose
utilization), and stress response (Gls24 or Clp protease) which were more strongly expressed,
or for genes of peptidoglycan synthesis which were less expressed (EF0992-EF0994) (Figure 3
and Table S1). Nevertheless, we showed in our V19 strain that exposure to urine causes
additional high transcriptional responses corresponding to strong modifications in several gene
categories such as transport with 58 genes highly expressed, notably metal transport like iron
(EF1641-EF1639, +10.8), manganese (EF1057, +28.1), copper (EF0298-EF0299, +34.2), or
cadmium (EF1400, +12.6k. faecalisadapts the anabolism of proteins, fatty acids or nucleic

acid bases and nucleotides to stress conditions, as evidence the lower expression in each
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category (46, 21 and 26 genes downexpressed during urine exposure, respectively). Moreover,
genes encoding enzyme potentially involved in respiratory metabolism such as the fumarate
reductase (EF2556, -35.9 fold) or enzyme of demethylmenaquinone metabolism (EF0445-

EF0450, -11.9 fold) have a reduced expression compared to our control condition.

E. faecalis=xposed to serum shows transcriptomic response closed to that of urine.

In the case of microorganisms that enter the bloodstream and cause infection, bactearal cells
exposed to the host innate immune response, through the proteins of the complement system or
antimicrobial peptides/proteins (phospholipases, lysozyme, defensing or lactoferrin) found in
the serum. Vebgt al (Vebget al, 2009) studied thE. faecalistranscriptome during growth

in blood, which partially overlaps with the one in serum condition (Figure 3 and Table S1), as
example genes predicted to be involved in virulence and stress respongks2theperon
(EFO076-EF0080, +7.0) (Nanniat al, 2005; Tenget al, 2005),dps (EF0606, +5.8) (Xiaet

al., 2017; Yaret al, 2014),salB (EF0394, -84.9) (Mohameet al, 2006),ahpCF (EF2739-
EF2738, -24.9) (La Carboret al, 2007), a gene encoding a cell wall surface anchor family
protein (EF2713, +13.0) (Paulsenal, 2003),efaA(EF2076, +5.8) (Garsiat al, 2014), or

cpsG that intervenes in capsule synthesis (EF2489, -6.5) (Hanebek, 2003). About
metabolic pathways, we also found enhanced expression of genes involved in citrate (EF3322-
EF3317, +19.3) and arginine (EF0104-EF0106, +6.7) metabolisms or branched chain amino-
acids catabolism (EF1663-EF1659, +19.3). A total number of 50 transport-related genes were
highly transcribed during serum exposure including 7 PTS and 10 ABC transport systems,
favoring the entry of gluconate, mannitol, galactose or maltose, but also iron and nucleotides.
It also has to be noted that this transcriptome due to serum exposure shared 60% with the urine
gene expression response (Table 2), suggesting that cells have close behavior in these two

liquids.

72



Transport and stress response genes are highly expressed in order to respond to acid stress.

Many enterococcal infections are from endogenous origins (gastrointestinal tract), and
macrophages may serve as a vehicle facilitating invasion. Once the infection started, phagocytic
cells are recruited in order to eliminate invading pathogens by phagocytosis and incorporation
into a phagosome. The phagosome maturates and leads to phagolysosomes (Féarahagan
2009) that is achieved in 12-15 min after internalization of pathogen (Ressdll 2009).

During maturation, phagosomal membrane is altered and lumen becomes an extremely acidic
(pH 4.5 to 5.5), degradative (proteases, lytic enzymes, antimicrobial peptides) and oxidative
(reactive oxygen or nitrogen species) environment. After phagosome maturation the immune
functions intervene, with inflammation and antigen presentation following lysosomal
proteolysis. Thus, bacterial abilities to survive to acid pH are essential for the colonization
process and have to be considered. As expected, expression of several ATPases was increased
during acid pH to maintain intracellular pH and metal ion homeostasis (Figure 3 and Table S1).
This was the case KdpABC (EF0567-EF0570, +9.6 fold), EF0875 (+9.6 fold), EF0298-
EF0299 (+11.6 fold), EFO758 (+11.6)tpFHAGDC (EF2607-EF2612, +12.2 fold), and also

the arginine deiminase system (EF0104-EF0106, +8.3 fold) that releases alkaline molecules
such as ammonia. The RNA-Seq results revealed that the expression of several genes associated
with pentose phosphate pathway was enhanced by acid pH (EF0556-EF0557, EF2961, and
EF3235). Acid pH exposure also increased the level of expression of general stress protection
genes includingysp64 (EF2797, +5.6 fold), EF1744 (+5.5 fold), EF3035 (+5.8 folah)y
(EF0453, +17.8 fold)gls24 (EF0080, +19.1 fold)fer (EF1543, +34.8 fold)groEL-groES
(EF2634-EF2633, +6.6 fold), genes involved in virulence diteed (EF2076, +14.3), and the
vanBoperon (EF2297-EF2293, +17.3 fold). Cell envelope and membrane fatty acid synthesis

was much less expressed, as examplentreey-murDG(EF0992-EF0994, -5.4 fold) or the
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ditXABCD(EF2750-EF2746, -9.8 fold) operons, suggesting that cells may inhibit their growth

to use their resources to survive.

H20O> causes specific oxidative response genes and proteins synthesis.

As previously mentioned, during the process of infection, bacteria are also exposed to massive
oxidative stress (Thomaat al, 1988) that damages lipids, proteins and DNA biomolecules.
NADPH oxidase of the phagosome generates superoxide during the first 20 min following the
phagosome formation. This superoxide can be converted into hydrogen peroxidg ki
superoxide dismutase and can combine with nitric oxide, producing peroxynitrite, or iron,
generating hydroxyl radical and hypervalent iron (Russtedil, 2009). Oxidative stress has
been well studied i&. faecalis and a link was reported with survival within macrophages (La
Carboneet al, 2007; Riboulett al, 2007). As expected, in presence @Oy we found that

genes encoding the NADH peroxidase Npr (EF1211), the alkyl peroxide reductase AhpC
(EF2739) and Ohr (EF0453) had an enhanced expression (+10.2, +8.2, +6.3 fold, respectively)
(Figure 3 and Table S1). Also was awaited a higher expression of DNA repair functions. Sub
lethal dose of hydrogen peroxide induced several metabolic functions, such as protein (24
ribosomal proteins) and phospholipid synthesis (EF2882-EF2875, +5.4 fold), or general stress
response chaperonedn@K EF1308, +5.6 fold). In addition, significantly altered expression

was observed for gene of amino-acid synthesis and transport.

Thus this study allowed to complete other transcriptomic studies carriedEuaicaliswvith
cells grown in presence of bovine bile, urine or blood (Solletiat, 2007; Vebeet al, 2010,

2009), but also gave additional information about gene expressions during serum exposure, acid
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or oxidative stress. Moreover, we dissect the non-coding transcriptome involved in stress

response.

Expression of non coding-RNA was strongly affected whEn faecalis copes with host

stresses.

RNA-Seq allowed identification of new expressed intergenic regions and sRNA.

In this RNA-seq assay, the expression of many stress-related SRNA was modified in response
to the stress exposure: we chose to select SRNA with a cutoff of 2 (p<0.05) to allow the
identification of a higher number of relevant intergenic regions. We have detected 65 putative
SRNA and other untranslated intergenic regions (that we designed by the genes flanking the
sRNA/untranslated region) , with 25 of them that have never been highlighted so fardtivny

al., 2008; Innocentet al., 2015; Shioyaet al, 2011; Fouquier d’Hérouel et al, 2011) (Table

3). Although, not all the putative SRNA listed by Fouquier d’Hérouel et al. or Shioyeet al. have

been experimentally confirmed as being SRNA. Among these, 10 sRNA have been confirmed
by Northern Blot or ther methods (Fouquier d’Hérouel et al, 2011; Shioyat al, 2011) (Table

3). EF0129 EF0130, EF0147_EF0149, EF1146_EF1147, EF1350 EF1351, EF1412 EF1413
and EF2085_EF2086 have been found to probably act by pairing to mRNA, and then affect the
translation or modulate the activity of proteins (Innocental, 2015). The other intergenic
transcripts can potentially be SRNA or 5’UTR, and more investigations are needed to determine

which categories they belong to. For instance, EFO869_ EFO0871 is strongly suspected to be a
riboswitch or a 5’UTR of the EF0869 gene, encoding a putative transcriptional regulator

(Fouquier d’Hérouel et al, 2011).
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Table 3: Differential expression of SRNA genes and intergenic regions during host relevant
stress. SRNA and intergenic regions differentially expressed in at least one stress condition,
with a cuteff fold >2, p<0.05 and logCPM>1 are indicated.

Small RNA BS Urine Serum Acid Oxidative
EF0096_EF0097 2.2
EF0129 EF0130 4.3 3.8
EF0147_EF0149 2.4
EF0156_EF0157 -2.6
EF0401_EF0402 -2.0 2.3
EF0408_EF0409 4.3 4.1 3.3 4.5 4.0
EF0513 EF0514 2.4
EF0595 EF0598 2.2 2.8 2.3
EF0605_EF0606 2.3 2.0 2.4 2.8 2.3
EF0628 EF0629 2.8 3.1
EF0631 EF0633 2.3 3.3
EF0723 EF0724 -2.0 -2.8
EF0747_EF0748 2.0
EF0806_EF0807 2.5
EF0827_EF0828 -3.2
EF0845 EF0846 3.0 3.2
EF0865 EF0867 2.0 2.2
EF0868_EF0869 4.7
EF0869 EF0871 4.1 4.8
EF0913 EF0914 2.4
EF1097_EF1098 2.0 2.4 3.4 2.7 2.4
EF1146_EF1147 2.1
EF1151 EF1152 2.1
EF1204 EF1205 4.4 3.1 2.4 4.3 2.4
EF1244 EF1246 2.1
EF1303_EF1304 2.0
EF1350_EF1351 2.2
EF1368 EF1369 2.7
EF1378 _EF1379 2.7 2.6
EF1412_EF1413 -2.4
EF1452_EF1453 2.7 3.1 2.6 2.1
EF1513 EF1515 2.7 2.7 3.2 2.9 2.2
EF1540 EF1541 -3.5 -2.9
EF1599 EF1601 3.0 2.4 3.3
EF1634 EF1635 2.7 3.1
EF1635 EF1637 2.1 2.2
EF1935 EF1936 2.7
EF1979 EF1980 -6.8 -3.8 -2.9 -4.4
EF1989 EF1990 3.3 2.2
EF2021 _EF2022 4.6 3.9 3.9
EF2085 EF2086 3.1 2.8 3.8 4.3 3.3
EF2205 EF2206 2.4 2.9 2.2
EF2255 EF2257 -3.0 -3.4
EF2365 EF2366 2.2
EF2463 EF2464 -2.3
EF2484 EF2485 2.0 2.2 2.6
EF2542 EF2543 2.4 2.0 3.2
EF2665 EF2666 2.2
EF2696_ EF2697 -2.2
EF2740 _EF2741 4.6 3.1
EF2770_EF2771 -2.5 -3.0
EF2771 _EF2772 2.1 2.9
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EF2778_EF2780 -4.5

EF2858_EF2859 2.1

EF2863_EF2864 2.3 2.8

EF2944 EF2945 2.1 2.4 2.2

EF3081_EF3082 2.9

EF3086_EF3087 2.3 -2.4 -2.3
EF3087_EF3088 2.6

EF3158_EF3160 -2.3

EF3160_EF3161 8.7 8.8 6.1

EF3247_EF3248 2.9 3.1 3.3 3.4 2.2
EF3260_EF3261 5.7 3.0

EF3262_EF3263 4.1 4.5

EF3314_EF3315 2.5 2.2 2.6 3.8

Untranslated regions had common or specific expression during host stress exposure.

Most of the sSRNA or untranslated intergenic regions had higher expression following stress
exposure, especially for acid pH and urine: thus, among 34 and 32 sRNA differentially
expressed, 29 and 23 were more abundant, respectively (Table 3). Seven of them, like
EF1097_EF1098 (SsrA) and EFO605 EF0606, had a higher expression in all the tested stresses,
suggesting a major role in the general stress response. SsrA is the tmRNA involvédirsthe
translation process, which is a RNA gquality control mechanism rescuing blocked ribosome on
aberrant mRNA, and releasing the incomplete protein. Studies suggest that it could also be
involved in virulence, sporulation, cell division, antibiotic resistance and stress response in
other bacterial species (Hayes and Keiler, 2010). The fact that SsrA expression was elevated in
all the tested stresses agrees with its crucial function during stress response, also documented
by Shioyaet al (Shioyaet al, 2011).

EF0605 EF0606, located in the V583 pathogenicity island, was shown to be more transcribed
whenE. faecalisis confronted to an oxidative stress (Fouquier d’Hérouel et al, 2011), but also

during bile salts, acid stress, urine or serum exposure (Table 3).

EF3314 EF3315 showed a higher expression in almost all the tested stresses, except acid stress
compared to our control condition. This could mean also an implication in global stress

response. Indeed, this SRNA have been already detected and studied byeSlabynd
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Michauxet al, who found that it could be involved in the turnover of some abundant proteins
(Shioyaet al, 2011) and stress response (Michatal, 2014b).

Some sRNA or intergenic regions were differentially expressed in one specific condition, like
EF1412 EF1413 and EF2696_EF2697 that had a reduced expression specifically in bile salts
condition, or EF0806_EF0807, EF1303_EF1304, EF0096_EF0097, EF0868_EF0869,

EF2365_EF2366 and EF3081_EF3082 that were more expressed only in acid stress condition.

Some sRNA could impact expression of genes located in their direct genomic environment.

As small RNAs often regulate mRNA stability of genes located immediately upstream or
downstreanof the sSRNA locus, we were interested in expression of genes located in the direct
genomic environment of the SRNA (Table S2). Interestingly, EFO806_EF0807 upstream gene,
EF0806, encoding an amino acid ABC transporter, had also an increased expression in acid
condition. In contrast, EFO097 (encoding a hypothetical regulatory protein), downstream of
EF0096_EF0097, was less expressed in acid conditions. There were other sSRNA and their
upstream or downstream (sometimes both) genes that were expressed in the same way, like
EF1989 EF1990 and EF1990 in acid stress, EF2778 EF2780 and EF2780 in oxidative stress,
and EF3087_EF3088 and EF3087 in bile salt (Table S2). The three corresponding genes are all

encoding hypothetical proteins.

EF1989 EF1990 had also a higher expression in oxidative stress, which could be interesting
considering its upstream gene, EF1989, encoding the ferrochelatase HemH, an enzyme able to
produce heme by inserting a?Fénto porphyrin ring (Almiréret al, 2001). Although, ag.
faecalisis known to be unable to synthesize heme (Frankerdiealy 2002), the function of

this enzyme in this bacterium is not clear. Nevertheless, it has been shown that this enzyme is

involved in intracellular survival ilNeisseria gonorrhoeaandBrucella abortugAlmirén et
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al., 2001), where it could be linked to an oxidative stress. This gene showed no variation of
expression in any tested stress, but may be regulated at the translational level by its associated

SRNA.

The putative SRNA EF0628 EF0629 was more expressed in bile salts and oxidative stress, as
well as its downstream gene (Table S2). The latter gene EF0629 was also more present in serum,
and encodes an oxidoreductase, which is coherent with its expression during an oxidative stress

This suggests that EF0628 EF0629 could be involved in response to this stress.

On the contrary, transcription of some sRNA varied in an opposite manner to that of the gene
located upstream or downstream. For example, EF1368 EF1369 was less expressed in
oxidative stress while its downstream gene (EF1368) was more expressed in this same stress
(Table S2). It is also the case in urine for EF2858_EF2859 and its downstream gene, encoding
a 4-oxalocrotonate tautomerase, an enzyme involved in degradation of aromatic hydrocarbons
(Whitman, 2002). Also, EF1204_EF1205 and EF1204 (hypothetical protein) have opposite
expression in almost all the stresses (except oxidative stress). It may be speculated that the
interaction between the sRNA and mRNA in these cases led to an increase of mMRNA

degradation.

Conclusion

With the present study we provide novel information about the gene regulation relevant to an
adaptation process during commensal life or colonization. The overview of transcriptomic
response in five stress conditions encountered in heshile salts, urine, serum, acid pH or

oxidative stress, is usefully informative. Indeed, this work allowed the detection of 65 intergenic
regions and sRNA, including 25 unknown until yet, involved in stress response encountered

during host colonization. Moreover, these transcriptome studies highlight the fadf. that
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faecalisrepresents a redoubtable opportunistic bacterium because of its very efficient stress

responses rather than because of virulence factors.

Supplementary data

Note : Afin de privilégier la clarté du manuscrit, les données supplémentaires précédemment
citées sont disponibles en Annexe 1.
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Chapitre 2 : Etude durdle et de ’action d’un petit ARN régulateur agissant
entrans

1. SRC65 est un petit ARN régulateur

SRC65 est un petit ARN régulateur putatif mis en évidence lors de précédentes études (Shioya
et al, 2011; Innocentet al, 2015) et détecté comme étant fortement expiimeévo lors

d’infections intra-péritonéales chez la souris (Mubéal, 2015).

SRC65 est situé sur le brin négatif du chromosome bactérien. Il mesure approximativement 166
bases selon les données du RNA-Seq, et son locus est situé entre lesl@ddesef1205de
la souche V19 (Figure 14). Le gép&l204code une petite protéine de fonction inconnue
(protéine hypothétique) tandis qu’efl205code un régulateur transcriptionnel non caractérisé.
Ces deux genes scsitués sur le brin positif de I’ ADN ce qui écarte la possibilité que SRC65
soit une 5’UTR.

-10 -35

5" AGCTTCATTATAACATTATCTGTAAAATGATGGTATGTTTAATACA 37
3" TCGAAGTAATATTGTAATAGACATTTTACTACCATACAAATTATGT 5’

306 pb +e | 1170 pb

g—ﬂ T >
3 SRC65 . -
‘ , Proteine L. Régulateur transcriptionnel

hypothétique

Figure 14 : Environnement génomique du petit ARN SRC65 (en orange). Les terminateurs
detectés par l'outil FindTerm et la localisation de la sonde pour le northern blot (SRC65 SP1

et src65_Forward, en vert) sont indiqués. Les tailles des parties codantes sont précisées. La
séquence promotrice et le +1 de transcription (en orange) de SRC65 sont indiqués (en double
brin).
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Des terminateurs de transcription ont éteedés grace a I’outil FindTerm en aval d’ef1204et
en fin de séquence de SRC65. Nous avons aussi décelé la présence de séquences
caractéristiques d’un promoteur (boites -10 et35), et observé I’absence d’une séquence Shine-

Dalgarno, ce qui sousitend que I’ARN SRC65n’est pas traduit.

La réalisation d’une 5’RACE-PCR nous a permis d’identifier le +1 de transcription de SRC65,
situé au méme endroit que celui suggéré par le RNA-seq (Malidr 2015) Une 3’ RACE-
PCR nous a également montré que le transcrit avait une taille comprise entre 149 et 153 bases,
une séquence riche emTayant pas permisde situer précisément I’extrémité 3’ par rapport a

la queue poly-A ajouté@ vitro pour la réaction de 3’ RACE-PCR.

Pour prouver définitivement I’existence de SRC65, une expérience de northern blot a été
réalisée avec des ARN extraits de la souche V19 en phase exponentielle de croissance, en
condition de stress acide, enprésence de sels biliaires (Figure 15), avec une sonde localisée
comme indiqué sur la figure 14. Les données de RMAeHt montré que I’expression de

SRCB65 était induite dans ces conditions de stress (voir Chapitre | et Chapitre Il partie 3), qui

sont fréquemment rencontrées garfaecalislors de la colonisation.

pH acide SB exp

160-170 bases -

Figure 15 : Northern blot mettant en éviderdieed RN SRC6S5. L expérience a été réalisée avec

des ARN extraits en phase exponentielle de croissance (exp) et en condition de dgess : se
biliaires 0,06% (SB) et pH 5,8 (pH acide) et hybridés avec une sonde géneérée par RidR

des amorces SRC65_SP1 et src65_Forward (voir Tableau 3 et Figure 14).

Nous avons obtenu un signal correspondant a usctiad’environ 160-170 bases, ce qui

concorde approximativement avec la taille prédite par le RNA-Seq et avec celle déduite des
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expériences de RACE-PCR. Ce transcrit est exprimé dans les trois conditions testées, avec un

signal observé sur le northern blplus fort pour la condition pH acide par rapport aux

conditions phase exponentielle de croissance et sels biliaires.

SRC65 réunit donc toutes les caractéristiques d’un petit ARN régulateur : pas de co-

transcription avec les génes flanquants, absence de séquence Shine-Dalgarno, et une taille qui

concorde avecelle d’un sARN.

2. SRC65 est homologue a un autre sARN putatif

Afin d’identifier les cibles de SRC65, une recherche d’homologie en utilisant ’outil BLAST a

éte réalisée. Une séquence homologue a SR&85 d’identité dont 79% de bases identiques

sur une région de 72 nucléotides) a ainsi été mise en évidence, correspondant a un autre SARN

putatif détecté par le RNA-Seq et nommé SRC90 (voir ChapéteShioyaet al, 2011)

L’homologie entre les deux SARN se situe principalement sur leurs 100 premieres bases (Figure

16).

SRC65
SRC90

SRC65
SRC90

SRC65
SRC90

1
UAUCAUAAUA
.AUCA.AUUA

51
CUGGAAUUUC
CUGGAACAUC

101
UUAACUGAAU
GUGUC. .AAG

151
UUUAUUUAAU

AAGGAGGUGA
AAGGAGGUAC

AGUUCGUGGC
AACUUAUGGC

UUCUGACGGC
UAUGGUCUUC

169
AUUAUAAAA

AAUAUAUGUU
AUGCUAUGUU

AAUGCACCAC
AACGUUCCCC

UCUACCUAUG
CAUACUUG.G

UGAUUUACUU
UGAUUUACUU

ACCAAUAAUU
AUGUUUAAUU

CCAGUAGGUG
CAUGUUUC. .

50
GCUUUAUUAA
GCAUUAUUGA

100
ACGUGUUUGU
A.GUCAAUGC

150
GAGCCAUUUU

Figure 16 : Alignement des sARN potentiels SRCEREV(. L alignement a été réalisé en
utilisant le programme MultAlin. Les bases conservées sont montrées en rouge. Les points noirs
représentent les bases absentes sur la séquence de SRC90.
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En utilisant la méme démarche que pour SRC65 (northern blot présenté sur la Figure 17, et la
localisation de la sonde sur la figure 18), nous avons pu montrer que SRC90 possédait son
propre promoteur, qu’il n’est pas co-transcrit avec les génes localisés immédiatement en amont

ou enaval, et qu’il mesure environ 150 bases (Figure 18) s’agit donc également d’un SARN.

De plus nous avons relevé que 1’expression de ce sSARN était fortement induite en condition de
pH acide, et plus légerement en présence de sels biliaires par rapport a la phase exponentielle

(Figure 17).

pH acide SB exp

150 bases ->

Figure 17 : Northern blot mettant en évidence le SARN SRCO&Qérience a été réalisée avec

des ARN extraits en phase exponentielle de croissance (exp) et en condition de diess : se
biliaires 0,06% (SB) et pH 5,8 (pH acidé)hybridation a été réalisée avec une sonde générée

par PCR a ['aide des amorces SRC90 _SP1 et src90 Forward (voir Tableau 3 et Figure 18).

-35 -10 +1
5/ TTGTATTATTATGTAAATTCATTAAAARATGTTATACTTTGATTA 3'
3" ARCATAATAATACATTTAAGTAATTTTTTACAATATGAAACTAAT 5’

846 pb L e 1929 pb

< ef1599 }—J—u< ef1601 \\
, SRC90
Régulateur ‘ » Systéme PTS IIABC, spécifique
transcriptionnel, du saccharose

famille Cro/ClI

Figure 18: Environnement génomique du petit ARN SRC90 (en orange). Les terminateurs
détectés par ’outil FindTerm et la localisation de la sonde pour le northern blot (SRC90_SP1

et src90_Forward, en vert) sont indiqués. Les tailles des parties codantes sont précisées. La
séquence promotrice et le +1 de transcription (en orange) de SRC90 sont indiquées.

89



3. Implication dans la réponse générale au stress

Nous nous sommes appuyés sur les résultats du RNA-Seq effectué précédemment (voir

Chapitre 1) pour observer dans quelles conditions les SARBrE&diprimés.

Nous avons ainsi relevé que SRC65 était induit en présence de sels biliaires (0,6%), d’urine, de

sérum, en condition de pH acide (pH 5,8) et de stress oxyda@k (HnM) en comparaison

avec une culture en phase exponentielle de croissance (milieu non stressant) (Tableau 4).
SRC90 est quant a lui surexprimé en présence de sels biliaires, d’urine, et en condition de stress

acide. Pour les deux sARN, les surexpressions en pH acide et en sels biliaires ont été confirmées

par northern blot (voir résultats précédents décrits en Figures 15 et 17).

Tableau 4 Facteurs de variation de [’expression de SRC65 et SCR90 chez la souchedvi9
faecalissoumise a des conditions de stress, et corsparécellules en phase exponentielle de
croissance en milieu BHI non stressant (p-value <0,05). Cases vides : pas de changement
d’expression statistiquement significatif.

Conditions Sels . :
(15 minutes Biliaires Urine Sérum pl-zsagl)de S(:_rleés ?szq?wa)tlf
d’exposition) (0,06%) ’ a2
SRC65 4,4 3,1 2,4 4,3 2,4
SRC90 3,0 2,4 3,3

On peut donc émettiéhypothése que SRC65 et SRCI0 sont potentiellement impliqués dans la

réponse générale au stress.

4. Implication dans le déclenchement de la phase exponentielle

Afin de déterminer dans quel(s) métabolisme(s) pouvait étre impligué SRC65, un mutant
portant une délétion du géne correspondainii qu’une souche le surexprimant ont été

construites, nomm&aASRC65 et SRC65+, respectivement. La surexpression du sARN a été
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obtenue par clonage de la séquence correspondante dans le plasmide pAGEnNt sous le contréle
du promoteuraguB inductible par I’agmatine, et a été vérifiée par qPCR (données non
montrées)Une souche d’E. faecalishébergeane plasmide pAGEnNt vide a été utilisée comme

contréle pour SRC65+ (hommée « souche pAGENt »).

Nous avons ensuite analysé la croissance des soucheASRG65, pAGEnt et SRC65+ en

milieu RM17 supplémenté en agmatine (Figure 19).

‘;gg85355000ooooooooooiigg@m@gggggg

DOgyo
]
o
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Figure 19: Courbes de croissance des souches V19 (cercles plehi),65 (cercles vides),
pPAGENt (triangles pleins) et SRC65+ (triangles vides) a 37°C en RM17 supplémenté en
agmatine 40 mM. Expérience répétée trois fois.

Dans ces conditions, la croissance du mus&RC65 est similaire a celle de la souche V19.

De méme, la souche pAGEnt ne présente pas de différence de croissance avec la souche V19,
ce qui mont¢ que le plasmide vide n’a pas d’influence sur la croissance de la bactérie. En

revanche, nous avons constaté chez la souche de surexpression SRC65+ un allongement de la

phase de latence de 12 heures.

L’agmatine pouvant étre métabolisée par la bactérie, nous avons ensuite cherché a déterminer

si la reprise de croissance au bout de 12h n’était pas due a un épuisement de ce substrat. Lorsque
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des bactéries SRC65+ collectées au cours de la phase exgbnéncroissance (¢’est-a-dire

aprés 16 heures d’incubation) sont transférées dans du milieu RM17 supplémenté en agmatine
fraichement préparé et préincubé a 37°C, la croissance exponentielle reprend sans repasser par
une phase de latence (données non montrées). Ceci signifie donc que le déclenchement de la
phase exponentielle n’était pas dii a un épuisement de I’inducteur agmatine. Nous avons
€galement répété cette expérience en présence de chloramphénicol (antibiotique dont le gene
de résistance est porté par le vecteur pAGENt) avec les mémes observations, ce qui montre que
cesrésultats ne sont pas non plus la conséquéhoe perte du plasmide de surexpression

(données non montrées).

Nous pouvons donc en conclure que SRC65 a une influence négative sur le déclenchement de
la phase exponentielle de croissaritexercerait donc un réle dans une fonction primordiale

de la bactérie pour sa croissance.

5. Mise en évidence de cibles potentielles

Pour détecteiin silico les cibles potentiellede SRC65, 1’outil TargetRNA2 qui permet
d’identifier des cibles d’un SARN en se basant sur la séquence des ARNm cibles a été utilisé.
Il prend notamment en compte la conservation du sARN, son accessibilité ainsi que celle de

I’ARNm, et I’énergie nécessaire a 1’hybridation (plus elle est faible, plus I’interaction est

probabl8.

L’analyse nous a révélé 56 cibles potentielles, listées dans le tableaubns 1’ordre décroissant

de probabilité de liaison calculée par le logiciel.
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Tableau 5 : Cibles potentielles de SRG&&tifiées a ['aide du logiciel TargetRNA2 (p-value
< 0,05). Les genes sont listés dans [’ordre croissant d’énergie nécessaire a la liaison.

Rang | Géne | Locus Produit Rang | Géne | Locus Produit
1 - ef3251 | hypothetical protein 29 |[pepQ-2| ef1743 | proline dipeptidase
ABC transporter substrate- . .
2 - ef2221 T e e 30 - ef0886 | hypothetical protein
3 - ef2207 | Fis family DNA-binding protein 31 - ef0888 | hypothetical protein
PTS system transporter
4 folE | ef3267 | GTP cyclohydrolase 32 - ef3212 subunit I1C
5 - ef2820 | major capsid protein 33 - ef1272 | hypothetical protein
6 - ef1925 | hypothetical protein 34 feoB | ef0476 T;errous Iron transport protein
7 - ef0571 e response | sg - ef3197 | sensor histidine kinase
regulator
. . NAD-dependent
8 - ef0160 | hypothetical protein 36 - ef2165 X e
9 - ef0740 | deoxynucleoside kinase 37 IplA-2 | ef2741 |lipoate-protein ligase A
10 i ef1804 PTS system transporter subunit 38 ) ef1240 Lacl famlly sugar-binding
IIB transcriptional regulator
11 |rpmG-2 | ef2731 | 50S ribosomal protein L33 39 ftsQ | ef0995 | cell division protein FtsQ
12 i ef1326 TetR family transcriptional 40 ) €f0941 ABC ‘Fransporter ATP-binding
regulator protein/permease
13 - ef1720 | uracil permease 41 rexB | ef1112 |exonuclease RexB
14 recN | ef0984 | DNA repair protein RecN 42 - ef2777 | hydroxyethylthiazole kinase
15 - ef2832 | hypothetical protein 43 - ef2910 | potassium uptake protein
16 i ef1018 PTS system transporter subunit a4 ) ef3138 PTS . system transporter
A subunit IID
17 proS | ef2379 | prolyl-tRNA synthetase 45 - ef0660 | MATE efflux family protein
18 - ef3168 | hypothetical protein 46 - ef2621 | hypothetical protein
19 - ef1023 | hypothetical protein 47 - ef0707 | hypothetical protein
20 - ef1871 | thioredoxin family protein 48 - ef2229 | hypothetical protein
51 i ef0873 Cro/Cl family transcriptional 49 drrc | ef1032 daunc?rublcm resistance
regulator protein
PTS system transporter subunit cation  transporter  E1-E2
22 ef1017 I 50 ef1938 il AT e
23 thrC | ef2421 | threonine synthase 51 - ef3216 |transcriptional regulator
24 - ef0336 | hypothetical protein 52 - ef0738 | hypothetical protein
55 i €f0022 PTS system mar'mose—specﬂc 53 | naga-1| ef1317 N-acetylglucosamine-6-
transporter subunit 11D phosphate deacetylase
26 | pyrD-2 | ef1714 |dihydroorotate dehydrogenase | 54 - ef0318 | hypothetical protein
mannitol-1-phosphate 5- . .
27 mtiD | ef0413 O 55 - ef1123 | hypothetical protein
dihydrolipoamide . .
28 aceF | ef1355 56 - ef1887 | hypothetical protein

acetyltransferase
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Nous avons ensuite cherché a évaluer si la transcription des genes et/ou la stabilité des ARNm
correspondant aux cibles potentielles préditeslico état controlée par SRC65. L’expression

des 15 premiers genes de la liste ainsi que celle des genes encadrant SRC&D et 8ieC
déterminée par une approcheRIEgPCR,a partir d’ARN extraits des souches VIESRC6E5,

PAGENt et SCR65+. lexpérience a été répétée pour les geref916Q ef2221 et ef3251
(Tableau 3) qui ont présent@e potentielle variation d’expression entre les souches sur la

premiéere analyse.

Ces analyses ont révélé que la quadtiddRNm de la grande majorité des genes testés ne variait
pas selon la souche, a I’exception d’ef0160dont I’ARNm était présent en plus grande quantité
chez la souche SRC65+,a#8251dont I’ARNm était moins abondant chez le mutantASRC65

(Figure 20). Ces deux geénes codent des protéines hypothétiques.

16

Quantification relative

0,5
0,25

0,125
ef0160 ef2221 ef3251

Figure 20 : Résultats d€analyse de I’abondance des ARNm codés par les gene®f016Q
ef2221etef3251 par RT-qPCReéalisée avec leBARNdes souchesSRC65 (barres pleinesgt
SCR65+ (barres vidésQuantification relative rapport avec I’expression du gene de I’ARN
5S, puis avec les témoins respectifs des deux souches (V19§aiid5 et pAGEnNt pour
SCR654.
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Cependant, les SARN agissant teans exercent généralement leur action au niveau post-
transcriptionnel. Il n’est donc pas aberrant d’observer peu de variation au niveau
transcriptionnel, bien que la liaison SARN-ARNmM puisse affecter la stabilitAB&Im et ainsi
diminuersaquantité dans la cellule (Staezal, 2004; Wateret Storz, 2009). Il convient donc

d’analyser 1’expression de ces génes au niveau post-transcriptionnel.

Pour cela, une expérience d’iTRA(q a été réalisée en partenariat avec le plateau PROTEOGEN,
a partir de protéinestales (a I’exception des protéines sécrétées) extraites des souches V19 et

ASRCG65 (Tableau 6).

Tableau 6 Liste des protéines détectées lors des expériences d’iTRAq avec un facteur
d’induction ou de répression (ASRC65/V19) d’au moins 2, et pour lesquelles le test statistique
(t-test) montre unp-value inférieure a 0,05.

Nom Produit ASRCE5/V19 | \pva®
EF0106 carbamate kinase -2.11 0,026
EF1963 phosphoglycerate kinase -2.17 0,011
EF2406 glycyl-tRNA synthetase subunit beta -2.23 0,031
EF0210 30S ribosomal protein S19 -2.25 0,039
EF1613 formate acetyltransferase -2.29 0,005
EF2718 50S ribosomal protein L1 -2.58 0,03
EF2398 30S ribosomal protein S2 -2.68 0,002
EF0284 (3R)-hydroxymyristoyl-ACP dehydratase -2.91 0,001
EF0916 50S ribosomal protein L20 -3.16 0,021
EF0022 PTS system mannose-specfic transporter subunit [ID -3.44 0,026
EF0419 hypothetical protein EF0419 -3.56 0,017
EF3256 pheromone cAD1 lipoprotein -4.29 0,006
EFO105 ornithine carbamoyltransferase -5.81 0
EF0104 arginine deiminase -6.10 0,008
EF1167 fructose-bisphosphate aldolase -7.46 0,002

Au terme de cette expérience, 15 protéitwes 1’expression est réprimée d’au moins un facteur
2 chez la souch&SRC65 ont éte identifieep € 0,05). Aucune protéine avec une expression

induite d’un facteur supérieur a 2, et associée a phalue acceptabl@; a été mise en évidence.
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La protéine EF0022, réprimée d’un facteur 3,44 était la seule protéine correspondant au produit

d’un gene identifién silico comme cible potentiell&Cette protéine est I’'un des composants

d’un systéme phosphotransférase (PTS) spécifique du mannose. On observe aussi la répression

de trois protéines d’un méme opéron (EF0104, EF0105 et EF0106) impliqué dans le
métabolisme de I’arginine. Cependant il a été obseraglaboratoire que ces genes avaient une
expression modifiée chez de trés nombreuses souches mutantege{@ia@D01; Yaret al,

2015; Ladjouziet al, 2015). Des protéines impliquées dans la traduction (protéines
ribosomales, aminoacyl ARNt synthétase), la bidsysetdes acides gras (EF0284), ainsi qu’un
précurseur de phéromone (EF3256) avaient aussi leur expression altérée. Les protéines EF1963
(phosphoglycerate kinase) et EF1167 (fructose-bisphosphate ajdimgsigjuées dans la

glycolyse présentaient égalemant différence d’expression significative.

Afin d’affiner la recherche de cibles potentielles de SRC65, nous avons réalisé une recherche
in silico des cibles potentielles de son homologue SRC90. Nous avons ainsi pu révéler 42 cibles

potentielles pousRC90, qui feront 1’objet d’une prochaine étude (Tableau 7).

Il est intéressant de noter que le géne en amont de SBf1909 a été détecté comme cible

potentielle, bien que ce gene ne figure pas dans les cibles potentielles de SRCE5.

Nous avons relevé trois genes communs parmi les cibles potentielles de SRC65 et de SRC90 :
ef3251 ef2731 et ef2165 codant respectivement une protéine hypothétique, la protéine

ribosomale L33 et une épimérase/déhydratase NAD-dépendante.
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Tableau 7 : Cibles potentielles de SRG&&tifiées a ['aide du logiciel TargetRNA2-value

< 0,05).
Rang | Géne | Locus Produit Rang | Gene | Locus Produit
Cro/Cl family transcriptional .
1 ef1599 P~ 22 cyIM | ef0527 | CylM protein
. ABC transporter ATP-binding
2 - 2132 | RecT 2 - 1732
ef213 ecT protein 3 efl173 L Lt
3 - ef0964 | hypothetical protein 24 - ef0033 | hypothetical protein
4 | - |ef0266 |chaperonin, 33 kDa 25 | - |epazo|HD/KH  domain-containing
protein
. . UDP-N-acetylglucosamine  1-
5 - ef1456 | hypothetical protein 26 | murAA | ef2605 T Sy S —
. NAD-dependent
6 - ef3023 | polysaccharide lyase 8 27 - ef2165 L T
7 - ef2124 | methyltransferase 28 - ef2138 Cre)e) Gzl Grmearisdone]
regulator
8 - ef3251 | hypothetical protein 29 - ef0871 U L 2
ATPase
9 - ef1745 | hypothetical protein 30 - ef3135 | mannonate dehydratase
PT i
10 |rpmG-2 | ef2731 | 50S ribosomal protein L33 31 - ef2603 “AS SR TPl e
11 - ef1496 | V-type ATPase subunit C 32 dnal | ef0883 | primosomal protein Dnal
12 - ef1879 | hypothetical protein 33 - ef3081 | pheromone binding protein
13 - ef2205 | hypothetical protein 34 - ef2357 | hypothetical protein
14 - ef2389 | hypothetical protein 35 - ef2672 | hypothetical protein
15 | msra |ef1681 peptide methionine sulfoxide 36 i ef0887 egcF)syI tra.nsferase group 2
reductase family protein
16 - ef1695 | acetyltransferase 37 - ef0161 | hypothetical protein
17 i €f0850 PemK family transcriptional 38 | purk-1 | ef1786 phosphoribosylaminoimidazole
regulator carboxylase ATPase
18 radC | ef2926 | DNA repair protein RadC 39 thyA | ef1576 | thymidylate synthase
19 - ef2851 | hypothetical protein 40 - ef1259 | HAD superfamily hydrolase
. . sigma-54 factor interaction
20 ef2786 | hypothetical protein 41 ef1010 T
21 - ef1537 | integrase/recombinase XerD 42 - ef2484 | hypothetical protein

EF3251 a été analysée par les logiciels Interpro et Phobius qui permettent de détecter des
domaines caractéristiques des protéines. Cette protéine ne présente pas de domaine, spécifique

mais elle possede cependant un peptide signal et serait donc extracytoplasmique. Nous avons

¢galement observé qu’elle présente de fortes homologies avec des protéines non caractérisées

chez le genreEnterococcusmais aussi chetisteria monocytogenest Mycobacteroides

abscessu®9% d’identité sur 95% de couverture), Streptococcus agalactiast Streptococcus
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pneumonia€29% d’identité sur 67% de couverture) et Chlamydia trachomati€3% d’identité
su 98% de couvertureD’apres la base de données DOOR (Dam et al, 2007; Maoet al,
2009), ef3251 est transcrit en opéron ave€325Q codant une autre protéine hypothétique

contenant un domaine WxL, qui est un domaine de liaison a la paroi (Behgte2007).

Discussion

A T’aide d’analyses in silico et de techniques de biologie moléculaire, nous avons pu acqueérir
la certitude que SRC65 est un petit ARN agissant probableméainaiétant donné 1’absence

de variation des génes flanquants chez les souPRE65 et SRC65+.

Nous avons également mis en évidence une homologie importante entre SRC65 et un autre
SARN, SRC90. CheBrucella abortus deux sARN homologues sont impliqués daas |
virulence et la survie en macrophages au travers de fonctions régulatrices redondantes (Caswell
et al, 2012) Dans I’étude réalisée cheR. abortus le double mutant de ces deux sARN
homologues est affecté dans ses facultés de colonisation mais pas les simples mutants, ce qui
pourrait expliquerl’absence de phénotype de croissance chez notre mutant SRC65. La
réalisationd’un double mutant SRC65/SRC90 pourrait étre intéressante. Cependant, malgré

différentes tentatives, le mutant de SRC90 n’a pu étre obtenu.

Nous avons utilisé plusieurs méthodes pour tenter de détecter la ou les cibles de SRC65 et
SRC90. Nous avons commencé par des étundsesico qui hous ont permis de repérer trois
potentiels genes cibles communsf3251 ef2731et ef2165 ef3251 nous semble étre le plus
prometteur, puisque les données deqRTR ont montré que I’ARN messager correspondant

était moins abondant chez le mutA®RC65. La protéine correspondanta pas de fonction

ni de domaine fonctionnel identifiél’exception d’un peptide signal, ce qui signifie qu’elle est
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probablement sécrétée. Cela pourrait expliqadhit qu’elle n’ait pas été détectée lors des
expériences d’iTRAq, puisque la technique d’extraction des protéines utilisée ne permettait pas

de récupérer les protéines sécrétées.

Un gene semblableef3251est retrouvéhez toutes les espéces du gelBnéerococcusnais
aussi chez.. monocytogenes, M. abscessbisagalactiaeS. pneumoniaet C. trachomatis

qui sont des pathogenes connus de I’homme.

Il estintéressant de noter qu’ef3251 d’aprés la base de données DOOR, est transcrit en opéron
avec un gene codant pour une autre protéine hypothétique, EF3250, porteuse d’un domaine

WxL. Il s’agit d’un domaine de liaison a la paroi bactérienne présent chez de nombreuses
bactéries a Gram positif (Brinster al, 2007). Il a récemment été démontré que des protéines
d’E. faeciunporteuses d’un tel domaine étaient capables de se fixer a la matrice extracellulaire,
en particulier au collagéne de type | et a la fibronectine, mais également entreal®say
Peflaet al, 2015) L’implication de ces protéines dans la résistance aux sels biliairesa

également été mise en évidence (Galloway-e@dd, 2015).

Par ailleurs, il semble y avoir un lien entre SRCE5 et la réponse aumiisgsil a été observé
gue ce sARN est surexprimé en présence de sels biliaires, urine, sérum, et en condition de stress

acide et stress oxydatif.

Nous pouvons également penser que SRC65 pourrait étre impligué dans le métabolisme des
sucres. En effet, la protéine EF0022 détectée grace aux experiéfitesqet dont le géne
était préditin silico comme cible potentielle de SRC65, code pour un systeme PTS spécifique

du mannose.

D’autres protéines en rapport avec le métabolisme des sucres ont également été relevées par les
expériences d’iTRAQ. EF1963 et EF1167 sont des protéines impliquées dans la glycolyse, mais

aussi vraisemblablement dans la virulence : EF1963 est une phosphoglycerate kinase, exprimée
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ensurface et jouant un rot&ans 1’activation des neutrophiles chez S. pyogenefUhlmannet

al., 2016); et EF1167 est une fructose-biphosphate aldolase également impliquée dans
I’interaction avec le systéme immunitaire chez L. monocytogeng®/lendoncgaet al, 2016), mais

est également soupconnée de lier le plasminogéneNgisgeria meningitidigShamset al,

2016) Cependant, aucune de ces protéines n’est apparue comme cible potentielle de SRC65n

silico.

Nous avons également pu observer que la surexpression de SRC65 prolongeait la phase de
latence lors de la croissance bactérienne, ce qui signifie que SRC65 serait probablement
impliqué dans le déclenchement de la phase exponentielle de croi§bastgsssible qu’un

tel phénotype soit lié & un défaut métatpadi (répression d’une enzyme métabolique par
exemple), ou encore a la réponse au stress. En effet, des liens entre modification de la phase de
latence et réponse au stress ont été mis en évidence auparav&d#lci®rlleenterica Chez

cette bactérie, le facteur sigma alternatif RpoS, connu pour son implication dans la réponse
générale au stress, influence la durée de la phase de latence en condition de choc osmotique

(Shirodaet al, 2014).

De plus, il a éténontré que des souches d’E. coli ayant acquis des mutations provoquant un
allongement de la phase de latence développaient une tolérance accrue a I’ampicilline (Levin-
Reismaret al, 2017). Des manipulations préliminaires ont été entreprisesnous n’avons

pas observée phénotypehez la souche surexprimant SRC65.

100



Chapitre 3 : Etude des mécanismes de régulation d’une 5’UTR possédant

un terminateur de transcription

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a un SARN putatif qui s’est révélé étre une
5’UTR. Nous avons commencé par révéler I’existence de cette 5S’UTR. La suite de I’étude est
présentée sous forme d’un article qui sera prochainement soumis. Des résultats
complémentaires que nous n’avons pas souhaité inclure dans I’article viendront clore ce

chapitre.

1. Contexte : découverte de la 5’UTR

Dans ce chapitre, nous avons étudié la régulattoriopéronefl515-ef1516/ia sa 5’UTR,

5’1515, ainsi que le role des protéines EF1515 et EF1516 dans le métabolisme des sucres.

5’1515 a d’abord été détectée en tant que sARN putatifr ples expériences de RNA-Seq
(Muller et al, 2015). Daprées ces données5’1515 alors nommée SRC85, était surexprimée en
condition d’infection intra-péritonéale chez la souris (Mullet al, 2015). Nous avons pu
observer que SRC85 était aussi surexprimé en condition de stress acide et en présence de sels
biliaires (voir Chapitre 1). Ce sARN putatif est localisé entre les géfiéd 3(amoté comme

codant uneprotéine de liaison aux phéromones) et I’opéron ef1515-ef151@amotés comme
correspondants a un antiterminateur de la famille Bgl et une protéine PTS spécifique du N-

acétylglucosamine, respectivement

Une expérience de S’RACE-PCR ciblant SRC85 a confirmé la présenceitud’initiation de
la transcription de SRC85 dans la région prédite par le R&APar 3’RACE-PCR, un petit
transcrit a clairement été mis en évidence aveextrémité 3’ localisée 120 bases en aval de

I’extrémité 5°. Cependant, cette méme réaction de 3’RACE-PCR a montré ’existence d’un

101



autre ARN dont’extrémité 3’ se situe bien au-dela de celle du premier petit transcrit (données

non montrées).

Afin de rechercher la présence de terminateur, une analggieo a été effectuée ente¢1513
et efl515au moyen du logiciel FindTerm. Cet outil a localisé un terminateur efittd 3et
SRC85, mais aucun n’a été détecté entre SRC85 et ef1515(voir Figure 1A de la publication

« Characterization of a Bgl antiterminatorEinterococcus faecalis ci-apres, page 124).

Afin d’explorer la possibilité de co-transcription de SRC85 e&tf1515 une RT-PCR a été
réaliséeau moyen d’amorces ciblant SRC85 pour 1’une (src85 Forward) et ef1515pour 1’autre
(efl515R) (Tableau 3 et Tableau S1 de la publication « Characterization of a Bgl antiterminator
in Enterococcus faecalis, Annexe 2, page 22%t en utilisant des ARN extraits de cellules
d’E. faecalisv19 en phase exponentielle de croissance, en condition de pH aeitjerésence

de sels biliairesL’expérience a également été réalisée avéc I’ADN génomique comme

matrice pour le témoin positif (Figure 21).
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Figure 21 : RT-PCR effectuées avec des oligonucléotides localisés sur SRC85 (src85_ Forward)
et sur ef1515 (efl515R). Chaque test a été réalisé avec (+RT) ou-Bdreefvant de témoin
négatif) rétrotranscriptase: partir d’ARN extraits en phase exponentielle de croissance (Exp),

en condition de pH acide (pH ac) et en présence de sels biliaires [BB)’'ADN
chromosomique (ADNg) de la souche V19 a été utilisé comme contrdle positifkiMPlus

DNA Ladder (ThermoFisher).

L’apparition d’une bande de taille égale au témoin positif (333 pb) a été observée pour les tests
réalisés en présence de rétrotranscriptase (Figyrd.2bsence de bande pour les témoins
négatifsmontre que ces bandes sont bien dues a I’ADNc provenant de la rétrotranscription de

I’ARN, et pas aune amplificatiord’ ADN génomique résiduel.

De plus, une expérience d&RACE-PCR ciblantefl515avec les oligonucléotides ef1515R,
efl515 SP2 et ef1515 SP3 a montrélquée d’initiation de la transcription d’ef1515était le

méme que celui de SRC85.

103



Ces données mettent en évidence une co-transcription de SRC85IbAfsdont le produit
correspondrait au transcrit de plus grande taille observédatsxpérience de 3> RACE-PCR

précédente. Ainsi, la région SCR85 serait donc tres probablenfebtllR d’ef1515

2. Publication 2: Characterization of a Bgl antiterminator in

Enterococcus faecalis

La publication suivante porte sur 1’étude du réle régulatur de la 5°UTR précédemment décrite,
ainsi que suP’implication des protéines EF1515 et EF1516 dans le métabolisme des sucres et
la virulence. Cette publication est en phase finale de rédaction, et les manipulations pour

répliquer les expériences et approfondir certains points sont en cours.
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Abstract

Carbohydrate is essential for growth of the chemo-organotrophic bactEmtenococcus
faecalis The metabolismn microorganism responsible for hospital-acquired infections is
crucial for its colonization abilities. This includes carbohydrate tranbg&hosphotransferase
systems (PTS). In this study, we were interested in an operon encoding a PTS EIIABC subunit
(EF1516) and a BglG/SacY family antiterminator (EF1515). The involvement of this operon
into sugar metabolism was studied and revealed it was implicaiédcetyl-glucosamine and
D-gluconate metabolism. The characterization of the genomic environment has demontrated
the presence of a 5°UTR with regulatory functions on the operon through binding of the
antiterminator EF1515. This BglG-like protein also regulates the expression of thef3fe2@

which encodes a polysaccharide lyaseiarsthown to be involved in virulence.

105



Introduction

Enterococcus faedia is a ubiquitous, aero-anaerobic gram-positive bacterium that is most
commonly found in mammal intestinal tract. While it is mostly harmless for immunocompetent
subjects, this bacterium is a major hospital-acquired infection agent that can cause bacteremia,
urinary tract infection (Murray, 1990; Rine¢ al, 2003) and that is responsible of almost 20%

of bacterial endocarditis (Madsenhal, 2017).

E. faecalisis present in the human gut microbiota at a small proportion but a nosocomial
infection by this bacterium is often linked to an intensification of colonization in the
gastrointestinal tract (Arias and Murray, 2012). As a chemo-organotrophic and
homofermentative bacteriunk,. faecdis relies on fermentation of carbohydragsenergy

source (Brocket al, 2007). Previous work has shown tHat faecalis metabolism and
carbohydrate transport, including phosphotransferase systems (PTS), are crucial for its
colonization abilities (Mulleet al, 2015). These protein complexes transport sugars into the
cell while phosphorylating them, making them immediately available for metabadlihis

occurs from a phosphorylation cascade, where the phosphoryl group is successively transferred
from phosphoenolpyruvate (PEP) to Hpr, El, and Ell enzymes. This last enzyme assumes the

role of transport and phosphorylation of the carbohydrate (Deutsthkr2006).

PTS encoding genes can be regulated by the Bgl antiterminator that is a good exaoygde- of
dependant adaptation. Escherichia colithebgl (for B-glucoside) operon is composed of three
genespglG, bglF andbgIB (Houmanret al, 1990; Amster-Choder, 2005). BgIB is a phosphor-
B-glucosidase that hydrolyzephosphorylated B-glucosides. BgIG is a RNA specific
antiterminatorthat unwinds a transcription terminator located in the 5’Untranslated Region
(5’UTR) of the operon and allows transcription downstream of the terminator. BglF is a
EIIABC subunit of a PTS transporter, abdamportspecific sugars (B-glucosides in this case),

phosphorylates them during the transport, and consequently makes them available for the
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processing enzymes. BglF also plays a sensor and regulator role, as it phosphorylates BgIG in
the absence of the specific sugar, making the antiterminator inactive (Amster-Choder, 2005;

Harwaniet al, 2012).

Although thebgl system was firstly described i coli, systems that work on the same pattern

are also present in gram-positive bacteria, likesdeX-sacYoperon inBacillus subtiligCrutz

et al, 1990; Aymerich and Steinmetz, 1992). In this system, the antiterminator SacY is
regulated by phosphorylation by SacX, a sucrose-specific PTS, and inshci@gene
expression with its antitermination activity (Idelson and Amster-Choder, 1998). In this system,
SacY is an antiterminator regulating the expression of the ganB which encods a
levansucrase involved in the metabolism of sucrose and SacX is a saccharose-specific PTS
protein which controls the activity of the SacY antiterminator by phosphorylation (Idelson and

Amster-Choder, 1998).

To our knowledge, nbgl system was studied until now i faecalis but genes encoding
proteins of this family have been identified by homology in the genome of V583 strain. A RNA-
seq experiment revealed a transcript corresponding to a non-coding region located upstream of
efl515gene and overexpressed during mouse peritonitis (Metllalr, 2015). Theef1515and
efl516genes are annotated as encoding a BglG/SacY antiterminator and a PTS transporter,

respectively

In the present study, we showed that this regian fact a 5’UTR, renamed 5’1515, and we
highlighted its controls over thef1515-ef151@®peron. The role of each gene was investigated
and the regulation mechanism of EF1515 identified. In addition, we found that this

antiterminator controls the expression of EF3023, a potential virulence factor.
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Material and Methods

Bacterial strains and growth conditions

The reference strain used in this study.isaecalisvV19 (Zhaoet al, 2010), which corresponds

to aplasmid-cured strain derived from the V583 strain of clinical origin (Paesah 2003)
Overnight cultures were achieved in M17 medium supplemented with 0.5% glucose (GM17).
Cultures for physiological tests were carried out usiMdodel 680 Microplate reader (Bio-

Rad, Hercules, Californie, USA) in carbon-cured M17 MOPS (M17cc MOPS) (Bizali

2010), supplemented with 0,5% glucose, ribose, N-acetylglucosamine or D-gluconate and
incubated at 37°C, or 30°C to maintain pLT06-derived plasmids. Media were supplemented
with chloramphenicol (10 pg/ml), kanamycin (25 pg/ml) or ampicillin (100 pg/ml) when
needed, and agmatin 40 mM was added for pAGEnNt containing staiosli strains TOP10,
NEB-5a (New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA) and M15 pRep4 were used for
RNA in vitro production, mutant constructions and recombinant protein synthesis, respectively.

They were grown in LB medium at 37°C or 30°C for strains containing pLT06-derivatives.

Molecular biology techniques

5’"RACE experimentswere performed with the 5°/3° RACE kit, 2" generation (Roche, Bale,
Switzerland), usingPlor EF1515R (retrotranscription), SP2 (PCR with anchor primers) and
SP3(sequencing) primers (Table S1) and palg+ poly-C tailing. Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA) and GoTag DNA Polymerase
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) were used for the PCR. Purifications of PCR products
were performed with NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Duren,
Germany), and plasmid extractions were achieved using NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-

Nagel) following the manufacturer’s recommendations.
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Constructionof E. faecalismutant strains

All mutant strains 45’1515, Aef1515 Aef1516 Aef3023 were constructed i&. faecalisvV19

using E. coli DH-5a0. as an intermediate cloning host. For all constructions exoeiitt16

pLTO6 vector (Thurlowet al, 2009) was amplified with pLT06_1 bis and pLT06_2 primers,
and flanking regions of the region to be deleted were amplified by PCR using oligonucleotides
1 and 2 (SRC85 primers fas’1515; 1_IVR and 2_IVR_bis foin vivorecombination method)

for the upstream fragment, and oligonucleotides 3 and 4 (3_IVR_bis and 4_IVR) for
downstream fragment (Tabtl). Primers 1 and 4 have overlapping tails compatible with
pLTO6_1 bis and pLT06_ 2 primers, and primers 2 and 3 have overlapping tails compatible
with each other. Cloning was performed usingithéivo recombination method (Huareg al,

2017) or the NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs). Deletion
was obtained by double crossing over, as previously described (Thatredyw2009), and was
verified by PCR with primers 5 (SRC85_5 primerdéft515 and 6 (Table S1) and sequencing

The Aefl516mutant was constructed by insertion of the plasmid composed of the pUCB300
suicide vector containing an internal fragment of efiE516gene beforehand amplified with
1516F BamH and 1516RPst primers (Table S1), and cloned into pUCB300 using the
corresponding restriction enzymes. Vector insertion into V19 chromosome was checked with

1516 verifF and 1516_verifR primers (Table S1).

Construction of a strain overexpressing1515
The pAGENt vector (Linarest al, 2014) used fothe overexpression of 5’1515 was amplified
using RPV_AGEnNt+1 and FRV_AGEnNt_Term primers, without including the His-Tag and

Shine-Dalgarno sequence (Table S1). Insert was amplified with FPI_SRC85 +1 and
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RPI1_SRC85 Term primers that possess plasmid-compatible overlapping tails (Table S1)
Assembly was performed with NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England
BioLabs) and the product was used to transf&rnecoli NEB-50. The resulting plasmid was
introduced intoE. faecalisV19, and the induction was performed in ribose-supplemented

medium in presence of agmatin 40 mM.

Total RNA extraction

Cultures of 10 ml were performed at 37°C in M17 supplemented with the appropriate sugar to
ODeoo 0.5 for non-stressing conditions. For stressing condition, strains were grown at 37°C to
ODsoo 0.3, resuspended in GM17 supplemented with bile salts (0.06%) or in GM17 with pH
adjustedto 5.8, and grown at 37°C for 30 minutes. Cells were pelleted and lysedausing
FastPrep device (MP Biomedicals, lllkirch Graffenstaden, France). RNA extraction and
purification were achieved with TRIzol Reagent (ThermoFisher) and chloroform/isoamyl
alcohol separation before using Direct-Zol RNA Miniprep kit following thenufigeturer’s
recommendations (Zymo-Research, Irvine, Californie, USA). RNAs were quantified using
Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher) and their quality was checked by electrophoresis in bleach

agarose gel as previously described (Aragtda. 2012).

RT-PCR and RT-gPCR

Reverse Transcritption for RT-PCR and RT-gPCR assays were performed using QuantiTect
Reverse Transcritption kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) with L/R oligonucleotides (Table S1)
The GoTag gPCR Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA) was used for quantitative
PCR (gPCR), as well as tkd 000™ Thermal Cycler (Bio-Rad) apparatus, using the following
conditions: 95°C for 3 min, and 40 cycles at 95°C for 15sec, 60°C for 1 min. We uggtdAhe

(primers GyrAL and GyrAR) reference gene in order to normalize transcription levelslior eac
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gene. Standard curves of each gene and PCR efficiency were obtained using genomic DNA of

the V19 strain.

Northern blotting

Northern blot assays were performed using 10 pg of total RNA as previously described (Shioya
et al, 2011). The probeargeting 5’1515 was synthesizetly PCR using src85_Forward and
SRC85_SP1 primers (Table S1) and dAGFR. Storage phosphor screens (Packard Instrument
Company, Canberra, Australia) were used for exposition of hybridized membranes, and

Cyclone (Packard Instrument Company) for the reading.

In vitro production of RNA

RNA synthesis was achieved with the pTOPO plasmidimnidro synthesis. DNA regions of
interest were amplified by PCR using primers containing tails overlapping with pTOPO:
topo85_FP1 and topo85_RMdr 5’1515, topo5'3023 FP1/topo5'3023 RP1 for 5’3023, and
topo65_FP1 and topo65 RP1 for SRC6E5 (T&de Plasmid was amplified with topo_FP2 and
topo_RP2 primers (Table S1). PCR products were inserted into the plasmid with NEBuilder
HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs) and products used to trang&orm

coli TOP10. RNA production was performed the resulting plasmid, linearized with t6pé
restriction endonucleasasing MAXIScript™ T7 in vitro Transcription Kit (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Unincorporated nucleotides were eliminated by ammonium
acetate/ethanol precipitation, as recommended on the kit protocol, and RNA were quantified

with Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher).
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Synthesis and purification of a recombinant EF1515 protein

efl515gene was amplified with primers efl515 pQE3pH and efl515 pQE7®glll
carrying restriction sites (Table S1). pQE70 plasmid and PCR products were digest&ohlith
andBglll enzymes, ligated together and used to transtrmoli M15 pRep4. The resulting
construction was verified by sequencing. The bacteria obtained were grown at 37°C with
agitation in Terrific Broth medium supplemented with kanamycin (25 pg/ml) and ampicillin
(200 pg/ml) until OB 0.5. Transcription induction was triggered with 0.5 mM IPTG during

4 h at 37°C under agitation. EF1515 protein (carrying His-Tag) was purified with Protino Ni-
NTA Agarose kit according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel), and desalted
with PD10 columns (GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA). Protein concentration was
determined with the Bradford test (Bradford, 1976), and its purity checked on 12.5% SDS-

PAGE.

MicroScale Thermophoresis

Recombinant EF1515 was marked onto its His-Tag using the His-Tag Labeling Kit RED-tris-
NTA 2" generation Monolith (Nanotemper Technologies, Miinchen, Germany) following the
manufacturer’s recommendations, and diluted in ES-Buffer (10 mM Tris pH8.0, 40 mM NacCl,

10 mM KCI, 1 mM MgCb, 0.05% Tween-80) at a final concentration of 25 nM. Before the
assay, RNA were heated for 5 min at 70°C and slowly cooled down at room temperature to
allow a proper formation of secondary structures. RNA were dilutaccamcentration range,
mixed with the labeled protein, inserted into capillaries (Nanotemper Technologies) and
introduced into the Monolith NT.115 device (Nanotemper Technologies). Data analyses were

performed with NTAnalysis software V2.3 (Nanotemper Technologies).
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Virulence study on a Galleria mellonella model

Infection assays were performed @nmellonellalarva as previously described (Benacheiur
al., 2012). Bacteria were inoculated with a dose of 2X4C to 15 caterpillars per strain for
each experiment. At least three experiments were performed for each corlitoellonella

survival was followed from 16h post-infection and during 24h.

API 50 CH assays
Metabolism of carbohydrates was investigated using the API 50 CH strips (Biomérieux, Marcy-
I’Etoile, France) and the API 50CHL medium according to the manufasturer

recommendations.

Extraction of total proteins

Cultures of strains V19 anxb’ 1515 were performed to Olno 0.5. Cells were washed with Tris

50 mM pH8.0, 1 mM PMSF, and lysed with FastPrep (MP Biomedicals). Lysed cells were
centrifuged and the supernatant was retrieved. Ten microliters of Nuclease Mix (GE Healthcare,
Chicago, lllinois, USA) pemilliliter of supernatant were added and the solution was incubated
for 45 min at room temperature. Protein precipitation was performed overnight after addition
of 4 volumes of a solution of 80% acetone and 20% Tris 50 mM pH8, 20 mM DTT, 5mM

TCEP. Proteins were quantified with the Bradford method (Bradford, 1976).

Sample preparation, digestion, iTRAQ labeling and Offgel fractionation

Proteins were reduced, alkylated, digested with trypsin, labeled with 114 and 117 iTRAQ
chemistry and then combined according to the manufacturer’s instructions (AB Sciex, USA).

After labeling, the pooled peptide samples were fractionated using a 3100 OFFGel fractionator

according to the manufacturer’s instructions for Peptide fractionation (Agilent Technologies,
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Japan) using 13cm Immobiline DrySttrip with ph 4-7 (GE Healthcare). After focusing, 12

samples were collected and reduced by evaporation in a vacuum concentrator.

Sample peparation for Mass Spectrometry analysis

For nanotC fragmentation, protein or peptide samples were desalted and concenttated on
10pL C18 Omix tips (Agilent) before analysis.

The chromatography step was performed on a nano-LC system (Prominence, Shimadzu).
Peptides were concentrated on a Zorbax 5 x 0.3mm C18 precolumn (Agilent) and separated
onto a Zorbax 150 x 75um C18 column (Agilent). Mobile phases consisted of 0.1%
trifluoroacetic acid, 99.9% water (v/v) (A) and 0.1% trifluoroacetic acid in 99.9% ACN (v/v)
(B). The nanoflow rate was set at 300 nl/min, and the gradient profile was as follows: constant
2% B for 5 min, from 2 to 5% B in 1 min, from 5 to 3B4n 144 min, from 32 to 70% in

10 min, from 70 to 9098 in 5 min and return to 2% B in 10min. The 300 nl/min volume of the
peptide solution was mixed with 1.2 pL/min volumes of solutions of 5 mg/ml CHCA matrix
prepared in a diluent solution of 50% ACN with 0.1% TFA. Twenty second fractions were

spotted by an AccuSpot spotter (Shimadzu) on a stainless ste@l(@{3ti- 384 targets.

Mass Spectrometry analysis

MS experiments were carried out on a Sciex 5800 proteomics analyzer equipped with TOF
TOF ion optics and a@ptiBeam™ on-axis laser irradiation with 1000 Hz repetition rate. The
system was calibrated before analysis with a mixture of des-Arg-Bradykinin, Angiotensin I,
Glul-Fibrinopeptide B, ACTH (18-39), ACTH (7-38) and mass precision was better than 50
ppm for reflectron mode. A laser intensity of 3400 was typically employed for ionizing. MS
spectra were acquired in the positive reflector mode by summarizing 1000 single spectra

(5 x 200) in the mass range from 700 to 4000 Da. MS/MS spectra from the twenty most intense
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ions were acquired in the positive MS/MS reflector mode by summarizing a maximum of 2500
single spectra (10 x 250) with a laser intensity of 4300. For the tandem MS experiments, the
acceleration voltage applied was 1 kV and air was used as the collision gas. Gas pressure

medium was selected as settings.

Peptide sequencing and protein precursor identification

The fragmentation pattern was used to determine the sequence of the peptide. Database
searching was performed using the Mascot 2.6.1 program (Matrix Science). Two databases
were used: a homemade list of well known contaminants (keratins and trypsin; 21 entries) and
anE. faecalisv583 protein database (including 3264 entries).

The variable modifications allowed were as follows: methyl methanethiosulfonate modification

of cysteines, Kacetylation, methionine oxidation, and dioxidation. “Trypsin” was selected and

two miscleavages were also allowéilraq 4plex” was selected from “Quantitation”. Mass

accuracy was set to 300 ppm and 0.6 Da for MS and MS/MS mode respectively. Mascot data
were then transferred to Proline validation software (http://www.profiproteomics.fr/proline/)

for data filtering according to a significance threshold of <0.05 and the elimination of protein
redundancy on the basis of proteins being evidenced by the same set or a subset of peptides.
Validated proteins where quantified using Protein Pilot with the Paragon algorithm (Sciex) and
with the following settings: trypsin digestion, methyl methanethiosulfonate modification of
cysteines, iTRAQ 4-plex labeled peptides, default iTRAQ isotope correction settings,
guantification, bias correction, biological modifications and thorough ID parameters selected.
The detected protein threshold (unused protein score and confidence of results) was set to 95%

and false discovery rate analysis was enabled.
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Bioinformatic analyses

FindTerm, SoftBerry (Li, 2011) program was used for terminator prediction, with -11 energy
threshold. Multalin (Corpet, 1988nd Clustal Omega (Sievessal, 2011) tools were used for

DNA sequences alignements. To predict secondary structures, we used KineFold
(Xayaphoummineet al, 2005) software, with co-transcriptional fold simulation, pseudoknots
allowed and non-crossing entanglements parameters. Signal peptides and protein localization
were predicted with the Phobius web tool (Ketllal, 2004), and protein predicting domains

were investigated with the InterPro software (Mitcle¢lal, 2018).

Results
Genetic environment of the ef1515-ef1516 locus
The genomic environment of thef1515-ef1516peron was firstly investigated to identify

potential regulation mechanism.

According to the DOOR databasf1515andefl516genes belong to the same operon (Dam
et al, 2007; Maocet al, 2009), and are respectively annotated as a Bgl family antiterminator

and a N-acetylglucosamine (NAG) specific EIIABC PTS subunit.

To determine the transcription start s&é;RACE assay was achieved with ef1515R (as SP1),
efl515 SP2 and efl515 SP3 primers (Table S1), and revealed the existence of a 172 bp long
5’UTR upstream of the predicted initiation codorenamed 5°1515. The presence of this 5’UTR

was confirmed by RT-PCR assays with forward primer (src85_ Forward), whose sequence
corresponds to the nuolkédes 49 to 71 of 5’1515, and reverse primer (efl515R), whose
sequence corresponds to the nucleotide 142 to 1&f16fl50RF (Figure 1 and data ho

showr).
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A
ef1513 SIS ef1515 ef1516 ef1517  of1518
— )
Pheromone binding BglG family transcription  PTS system transporter Hypothetical ~ Hypothetical
protein antiterminator subunit I1ABC protein protein,
lysozyme-like
ef3022 ef3023 ef3024
—] :>~<:
Sodium dicarboxylate Polysaccharide lyase 8 53023 Hypothetica
symporter family protein protein
1 > 0
B 5'1515 .GUUAACAAA UGAAUAGCGU UUUCAUGUGA CUAGAUAAUA CUAGGCAUGG
5'3023 CGUAAACA.. UGUAUAAUAU UU.CAUGUGA CUAGGGAAAA CUAGGCAUGA
1 > 100
5'1515 AA.GAAUUUC ....GUAAUA CAAUGUGGUG UACAAUGGUU ACGCAACAUG
5'3023 AAAGUCUGUC UGAAGUAAUU ACUUUAGGUU GUCUUUUCAU GC.CUAAUUU
101 150
5'1515 UUUAACGGGA UUGUUCUAUG CUUUUUUUGU UGUUU....U CACUGAAAAU
5'3023 UUAUAUAGAA UACUUAGUAG AGGAGGAAGU UGAUUAAAUU AUCAGAAAAA
151 200
5'1515 GUUAGAAUUA CUUCUGCAGA AGAGGGUCAU UU. ..t eter tewenanann
5'3023 AAGUGUUUGG AAAAGUCGGA UUGGUUGCUU AAAAAUAGAA AGAUAUGGGG
201
5'1515 ......
5'3023 AAAAAU

Figure 1: A: Genetic environment @f1515-ef151@peron an@f3023gene irkE. faecalisv19.

5’1515 and 5’3023 (5’UTR) are represented with a hatched bar. B: Alignment of 5’1515 and

3’3023 by Multalin and Clustal Omega programs, and their putative secondary structures
detected by Kinefold software. Identical bases are represented in red. The different putative
secondary structures are with arrows and highlighted with different colors. The blue highlighted
region corresponds to the putative terminator on 5°1515.

Considering that EF1515 is a Bgl family antiterminator, and th&t icoli, the BglG protein

regulates the expression of its own operon by unrolling a transcription terminator located in its

5’UTR (Amster-Choder, 2005), the Kinefold web tool was used to predict secondary structures

in 5°1515. This allowed the identification of a potential terminator (free-energy: -32 kcal/mol,

Figure 1B).
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To study this UTR, northern blot assay was performed using total RNA extracted in glucose
M17 in three different conditions: exponential phase, acid pH (pH 5.8) and bile salts 0.06%
conditions wheré’1515 is overexpressed according to previous RNA-Seq assay (Salze et al.,
submitted). RNA were hybridized with a labelgd 515-specific DNA synthesized by PCR

using src85_Forward and SRC85_SP1 primers (Table S1) and corresponding to the nucleotide

49 to 110 of 5°1515.

The experiment showed the existence of a RNA of approximately 140 bases (Figure 2),

confirmingthat 5’1515 contains a terminator that cause a premature transcription termination.

This assay also showed that this small RNA covered part 615 is strongly overexpressed

in acid pH condition.

expo BS acid pH

Figure 2: Northern blot assay targeting 5’1515, performed with RNA extracted front. faecalis

V19 strain in exponential growth phase (expo), after 30 min exposure to bile salts (BS) or pH
adjusted at 5.8 (acid pH). Labeled probe was synthesized by PCR using src85_Forward and
SRC85_SP1 primers.

Role of ef1515-ef1516 in carbohydrate transport

To characterize thefl515-ef1516operon,A5°1515, Aefl515and Aef1516 mutants were
constructed as described in the Material and Methods section. An overexpressing strain
harboring a pAGENt derivative anthmed 5’1515+, was also constructed to determine if

5’1515 had a regulatory RNA function.
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The strains\efl515andAefl516were grown in M17cc MOPS supplemented with glucose or
ribose, representing a PTS and a non-PTS transported sugar, respectively. Wealsegerf

a growth test in M17cc MOPS supplemented with NAG, considering EF1516 predicted
function. Whatever the carbohydrate used, each strain grew at the same rate (data not shown),
suggesting that this PTS protein does not transport NAG, or that there is another transporter

that compensates for the loss of a functional EF1516 protein xefiaé&16strain.

To test if EF1516 transports another sugar, we screened a large variety of sugar using API 50
CHL assays. These analyzes showed a difference of acidification in the presergteaifiate

for the 5’1515+ strain compared to its control (empty pAGEnNt containing V19 strain). Growth

of the constructed strains was then followed into M17cc medium supplemented with D-
gluconate, and showed a delayed exponential grpidte for Aef1515and Aefl516strains
compared to V19 (Figure 3, A), thaas even longer for the 5’1515+ strain (Figure 3, B). These

results suggest that te€l515-ef151@peron plays a role in the D-gluconate uptake. Moreover,

we can not exclude that1515 may have another distinct activity when the transcription is

prematurely terminated.
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Figure 3: Growth of E. faecalisstudied strains in M17cc MOPS supplemented with 0.5% D-
Gluconate: (A) V19 strain (black circleshefl515 (black triangles) and Aef1516 (empty
triangles), (B) V19 strain (black circlesh5 1515 strain (empty circles), pAGEnt (black
triangles) and 5’1515+ (empty triangles).

Induction of ef1515-ef1516 is sugar-dependent
In orderto understand how 5’1515 affects the expression ef1515-efl151®peronaA5’1515

mutant was constructeBT-qPCR analyzes were then performed to evaluate the expression of
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efl515andefl516genes in this mutant and in the wild type strain grown in the presence of

ribose, NAG or D-gluconate as sole carbon source.

Theefl515gene showed an overexpression inAllél 515 strain for all conditions (factors of
6.7+£2.5, 2.8+1.7, and 8.4+7.6, for ribose, NAG and D-gluconate, respectively) (Figure 4)
compared to the V19 strain and this was also the cas#1f6i6(data not shown). This result

was confirmed at the proteomic level with iITRAQ experiment, where EF1516 was shown to be
more abundant in th&5’1515 background (1.7 fold higher than in V19 in ribose condipen,
value=0.0017). These results suggest that the 5’1515 could have a repressing effect on the
expression oéf1516-ef151@peron, potentially through the transcription terminator mentioned

above.

32

16

HH

V19 A5'1515

Relative quantification

0,25

0,125
0,0625
Figure 4: gPCR assay targetirgjl515and performed on RNA extracted fradnfaecalisvV19

or A5’1515 strains grown on ribose (black), NAG (whjter D-gluconate (hatched) as sole

carbon source.
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Surprisingly, we also observed that in VE®1515was overexpressed (4.9+1.05 fold) in the
NAG condition, but not in the presence of D-gluconate (0.84+0.78 fold), comparatively to the
ribose condition. This result seems inconsistent withAgid@515andAef1516growth defect
observed in D-gluconate but not in NAGc#nbe explained by the fact that the repression of
efl516-efl516could be linked to an increase of the 51515 small RNA abundance. This
increasing could lead to the growth phenotype similar to that of 51515+. This would support

the hypothesis of another function of 5°1515.

EF1515 regulates its own expression

To look deepeim the regulation mechanism invahg 5’1515, the direct interaction between

the EF1515 protein and the1515 RNA was studied by MicroScale Thermophoresis. A
recombinant His-tagged EF1515 protein (EF1515-6xHis) was purified after cloning the EF1515
coding sequence into the pQE70 plasmid. This protein was labelled on the His-tag and

incubated in presence tife 5’1515 RNA producedn vitro.

From this experiment, we observed a dose-response binding of EF151%6%$HiS15 RNA,

with a Kd of 1.42 nM (Figure 5). A sSRNA (SRC65, Mullerral, 2015) was used as negative
control and did not show any interaction with EF1515-6xHis. These results indicate that
EF1515 has a high affinity for its 5’UTR and strongly suggest that it regulates both its own
expression and that of EF15b§ interacting with 5’1515 and thus probably releasing the

transcription terminator.
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Figure 5: Binding of EF1515xHis to 5’1515 (black circles) or 5’3023 (empty circles) RNA
(ligand). The same experiment was carried out using the SRC65 sRNA (btwdle2015) as
negative control (black triangles). Error bars represent the standard error in triplicate
measurements.

EF1515 directly regulagsthe ef3023gene expression

In order to find other targets of EF1515, the BLAST tool (Madden, 2003) was used to detect
homologieswith 5’1515 on theE. faecalisgenome sequence. A sequence located upstream of
theef3023gene encoding a polysaccharide lyase shares 48% sequence identity (Clustal Omega
software, based on sequences from transcription start to downstream gene start codon) with
5’1515 (including 88% sequence identity on 32 nucleotides) (FiguB),lwith a terminator
locatedat the 3’ end of this sequence, detected by the FindTerm tool. This suggests teé023
possesses a 5’UTR (named 5°3023) on which EF1515 could potentially bind to regulate the
expression of the polysaccharide lyase. toise noted that a putative SRNA corresponding to

the 5’3023 sequence was previously identified during RNA-Seq study (Salze et al., under
review), and corresponds to the sequence between 2,906,072 and 2,905,955 position on V583

strain genome (complementary strand).
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The interaction between EF15156xHis aimgl5°3023 RNA was then studied by MST (Figure
5). This assay highlighted a binding of the protein EF15156xHis 71023 RNA, but with

a lower affinity than or3’1515 RNA (5.16 nMvs 1.42 nM).

This result is consistent with the hypothesis that EF1515 also regulates the expre<Sio23of

suggesting that EF1515, EF1516 and EF3023 belong to the same regulon.

Role of ef3023

EF3023 is annotated as a polysaccharide lyase, and is therefore part of the enzymes that degrade
uronic acid-containing polysaccharides. This group of enzysrdigided into 29 families, and

EF3023 is annotatenh the 8th family which targets uronic acid-containing polysaccharides
such as some glycosaminoglycans that are components of the extracellular matrix (hyaluronate,
chondroitin or xanthan) (CAZy database, Lombatdl, 2014). For now, the function and
substrate of EF3023 are unknown, although it is annotated as hyaluronate lyase by KEGG

database (Kanehisd al, 2017).

Using the BLAST tool, we compared EF3023 with two polysaccharide lyases from
Staphylococcus aureuBTCC BAA-39 (HysA proteif and Streptococcus pyogend82

(HylA protein) that share strong homology (29% identity, 64% cover and 28% identity, 46%
cover, respectively). Firstly, EF3023 is twice bigger than the other two. Secondly, the Phobius
and InterPro web tools showed that homologies between the three enzymes are narrowed to the
three characteristic polysaccharide lyase domains (Figure 6). Indeed, the regionsatissdrare

in S. aureusandS. pyogenesnzymes correspond to a signal peptide, a coagulation factor 5/8
C-terminal domain, arg-like domain, a Gram-positive LPxTG cell-wall anchor domain
(commonly found in gram-positive bacterial surface proteins), a transmembrane domain and a

small intra-cytoplasmic domain (Figure 6). This strongly suggests that the EF3023 protein is
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mostly extra-cytoplasmic, and the coagulation and Ig-like domain are characteristic of the
Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMM) family,

a class of adhesion proteins.

E. faecalis V583
EF3023 (1372aa)

S. aureus ATCC BAA-39
HysA (735 aa)

S. pyogenes 4282 “ - ‘!
HylA (694 aa) '
: Signal Peptide
: Coagulation factor 5/8 C-terminal domain ; Galactose-binding-like domain superfamily
: Bacterial Ig-like, group 2 ; Invasin/intimin cell-adhesion fragments
: Polysaccharide lyase 8, N-terminal alpha-helical
: Polysaccharide lyase 8, central domain
: Polysaccharide lyase 8, C-terminal
: Gram-positive cell wall anchor

: Transmembrane domain
: Intra-cytoplasmic domain

O 0O ~NOULLA WNBR

Figure 6: Signal peptide and domain prediction on EF3023, according to the Phobius and
Interpro softwares. Proteins homologous to EF3023, HysA 8oaureusATCC BAA-39and
HylA from S. pyogene4282, are also represented.

After growth tests in M17ccMOPS supplemented with 0.5% hyaluronic acid, we fourl that
faecalis V19 is unable to grow with this compound as a substrate. According to previous
studies,S. aureusandS. pyogenesan grow with this sugar as sole carbon source (Smith and
Willett, 1968; Marion et al, 2012). This could mean that EF3023 targets another
polysaccharide, that its hyaluronidase function is defective or that another element of the

corresponding metabolic pathway is absent or non-functional.
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Role in virulence

To determine whether the genes studied here are involved in the viruleBcéaetalis we

infectedG. mellonellalarvae with V19, A5°1515, Aef1515 Aefl5160r Aef3023strains and
monitored their survival (Figure 7). The experiment showed that the deletideftB150r

Aefl516does not affect larval mortality. However, larvae infected\by1515 and Aef3023

strains showed a significant increased in survival relative to the parental V19 strain.

100

50+
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15 20 25
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Figure 7: Survival curve ofGalleria mellonellainfected byE. faecalisvV19 (line), A5 1515
(dashed line) andef3023(dotted line) strains. The experiment was performed at least three
times using 15 caterpillars per strain and per testp#*alue <0.01 comparatively to the V19
strain. ***: p-value <0.001 comparing to the V19 strain (log-rank test).

Discussion

For its developmentE. faecalisneeds to produce energy from carbohydrates fermentation.
Thus, it has to use specific mechanisms to adapt to a new environment and to a new type of
carbohydrate. In this study, we showed that éfieb15ef15160peron is involved in sugar
metabolism andis controlled by an antiterminator system. We observed that this operon

possesses 5’UTR, named 5’1515, which represses the operon expression probably thraugh
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hairpin structure that causes a termination of the transcription. Indeed, a small transcript was
observed in Northern blot assay and the whole operon was overexpressed in aliséfité. of

We proved that the BgIG family antiterminator EF1515 wtds to bind this 5’UTR. In fact,

the regulation of this operon probably works on the same model ds. @i bgl system
(Amster-Choder, 2005), where the PTS transporter ggthBX6in our case) is transcribed with

the antiterminator (EF1515), phosphorylatésin absence of the specific sugar, and

consequently deactivates it.

We noted that the EF1516 PTS transporter was annotated as specific for NAG. We indeed
observed an induction of the operon in presence of this sugar. However, neither the growth of
the ef1515mutant nor that oAefl516was affected with NAG as sole source of carbon. We

therefore deduced that NAG could enter the cell by another transporter.

To determine if EF1516 could transport other sugars, we screened a wide range of
carbohydrates and we observed that the growth oéftt&l5or ef1516mutants was affected
when cultured with D-gluconate. Surprisingly, the operon expression was not induced in the
presence of this sugat:has to be noted th&t faecalispossess PTS shown to be D-gluconate
specific (EF3136, EF3137, EF3138 and EF3139, Brockreeadr, 2009) that could be induced

in the presence of this carbohydrate.

However, another hypothesis is that the phenotype observed in D-gluconate is not caused by
direct effect of theef1515-ef151@®peron, but by the small RNA resulting from a transcription
terminaion at the 3’end of the 5’UTR. We indeed observed that the growth of E. faecaliswas

even more affected when 5’1515 was overexpressed. Its action could be througinans-coding

SRNA activity, or protein sequestration (Waters and Storz, 2009).

The small RNAcorresponding to the 5’1515 sequence might also be involved in virulence, as

a lower larval mortality was observed whenmellonellawas infected by tha5°1515 strain,
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but not when infected bgefl5150r Aefl516strain. This phenotype could be related to the
growth phenotype. Indeed, D-gluconate metabolism can be linked to virulence, as this sugar
was previously shown to be preferentially usedebyoli during colonization (Chang et al.,

2004).

We have also found that EF1515 not only regulates the expression of its own operon, but also
that of theef3023gene This lattergene possesses a 5’UTR, named 5’3023, which shares
homology with 5°1515. In addition, we haveroved that EF1515 binds 5’3023 which suggests

that EF1515 have a regulatory function on the expressi@fi30R3 RT-gPCR assays using

RNA from A5’1515 strain did not show any variation of ef3023expression. Knowing that the
efl515-efl51@®peron is overexpressedAd’1515 strain, we can say that the overexpression

of the antiterminator does not affef8023expression.

B. subtilispossess 3 others Bgl/SacY RNA-binding antiterminators, and it has been shown that
there are sequence similarities between the different RNAs that bind to the antiterminator in
this bacterium. These sequences form a hairpin structure with two internal loops, which can
correspond to antiterminator binding bases (Hukhat, 2011). A previous study also showed

that these structures form spontaneously (Clettal, 2013). We predicted that in their
homologous regions, 5’1515 and 5’3023 are able to form similar hairpin structures with one

internal loop and we strongly suspect this structure to be the EF1515 binding site (highlighted
in yellow in the Figure 1B). There is another Bgl anti-terminatdt.ifaecalisvV583, EF2599.

This does not appear to be part of an operon, but its upstreanet58s is annotated as a -
glucoside-specific PTS transporter. It is to be noted that EF2599 and its binding region share a
very strong homology with the BgIG protein fraf coli (Mahadevaret al, 1987) and its

5’UTR. However, this 5’UTR doesn’t share any homology with 5°1515.
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The EF3023 protein is annotated as a polysaccharide lyase 8, and possesses characteristic
domains of this group of enzymes that are known to specifically target hyaluronate. We
observed thaE. faecalisis unable to grow with hyaluronate as the only carbon source, even if
EF3023 shares strong homologies with the known hyaluronate Iydge& and Hyl
respectively frons. aureusandS. pyogene<. faecalisprotein is twice bigger than the other

two, and possesses characteristic domains from another class of proteins: the MSCRAMM
family. Moreover, Sillanpa&t al have observed that EF3023 possesses a cell-wall anchor
domain and a ligand-binding site including an Ig-like domain, and aligned it with other
MSCRAMM proteins fronE. faecaligSillanpaeet al, 2004; Sillanpaat al, 2009). However,

it appeared that the EF3023 protein does not fit the typical model of MSCRAMM, as its Ig-
folded region is shorter than the others and as a lower binding potential (<50%) than those of
other MSCRAMM proteins (Sillanpaat al, 2004). Therefore, EF3023 is probably a cell-wall

protein with catalytic functions, although we have not identified its substrate yet.

We observed that EF3023 might be involvedEirfaecalisvirulence as its absence leads to a
defect of thebacterium’s ability to kill Galleria mellonellalarvae. This agrees with previous
studies IinE. faecalisand S. aureuswhere EF3023 and its homolog were suspected to be

virulence factors (Makrist al, 2004; Tsigrelist al, 2006).

Concluding remarks

In this study, a regulation network involving EF1515 protein and5tWd'R was highlighted.

The fixation of this protein on 5’UTR located upstream efl1515 and ef3023 genes was
evidenced. The regulated proteins, EF1515 itself, EF1516 and EF3023, play a role in both
virulence and carbohydrate metabolisnEinfaecalis In depth study of its sugar metabolism

may lead to the identification of new therapy targets against this hospital-acquired pathogen.
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Note: Afin de privilégier la clarté du manuscrit, les données supplémentaires préecédemment
citées sont disponibles en Annexe 2.
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3. Résultats complémentaires

La régulation de I’opéron ef1515-ef1516e dépend pas de la répression catabolique

Etant donné le role de 1’opéron dans le transport des sucres, nous avons cherché a déterminer

si I’expression de I’opéron ef1515-ef151@tait sous la dépendance de la répression catabolique.
Une séquencetrés proche d’une boite cre caractéristique chezE. faecalis
(WTGWAARCGYWWWC) (Suarez et al, 2011) a été détectésur 5’1515, cette
séquence (ATGAATAGCGTTTT iffere du consensus décrit par I’insertion d’un T.

Afin de déterminer si cette boitee potentielle est effective ou non, une expérience de retard
sur gel a été réalisée dans le but de déterminer si la protéine CcpA était capable de se fixer sur
I’ADN 5’1515 (Figure 22).L’interaction a été effectuée en présence de la protéine Hpr
phosphorylée sur sa sérine 46 (HPrP) qui est le co-facteur de CcpA, permettant sa liaison a
I’ADN (Joneset al, 1997.

Un retard dans la migration de ’ADN a été observé sur le gel dans les puits tests (mise en
présence de 5’1515, CcpA et HPrP) et les puits témoins négatifs (témoins sans HprP ou avec

de ’ADN compétiteur), ce qui signifie qu’il y aurait une fixation, mais qu’elle serait non

spécifique.
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Figure 22 : Gel retarpermettant d’étudier |a fixation de CcpA sur 5’1515 en présence de Son
co-facteur HprP Les témoins négatifs sans 5’1515 (5’UTR seule, ADN témoin seul et avec
CcpA et HprP) et les témoins positifs sont représentés. T- : fragment interne duglaer.
coli; T+ : région promotrice du genef0292

Etude d’un facteur de virulence potentisitué dans la méme régiagénomique que l’opéron
ef1515-ef1516
Au cours de cette étude, nous nous sommes également intéressés a un gene situé dans la région

génomiquele I’opéron ef1515-ef1516ef1518

Ce géne code pour une protéine hypothétique contenant un domaine « lysozyme-like ». De
telles protéines sont connues pagdrolyser les liaisons f1-4 du peptidoglycane, lui-méme
contenant du N-acetyl-gtusamine. Un lien avec ['opéron efl515-efl516est donc

envisageable.

Un mutant de ce géne a été construit selon les mémes méthodes que celles décrites dans le
précédent articletau moyen des oligonucléotides ef1518-1b, ef1518 2, ef1518 3, ef1518 4b,

ef1518 5, ef1518 6, 1518 Seq_for et 1518 Seq_rev (voir Chapitre 11.2 et Tableau 3).
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Le mutantAef1518n’a montré aucun défaut de croissance par rapport a la souche sauvage, mais
il semble étre affecté dans sa virulence chez le md@ekaellonnella(Figure 23). Aucune
variation de 1’expression d’ef1518en absence de 5’1515 n’a pu étre mise en évidence parRT-
gPCR, ce qui signifierait que le genefl518 n’est probablement pas régulé par

I’antiterminateur EF1515.

[N
o
o

Pourcentage de survie
a
o
1

15 20 25

Figure 23 : Survie de larveSalleria mellonellanfectéespar E. faecalisv19 (ligne) ou par le
mutantdef7518 (pointillés). * : différence significative entre les deux courbes (p-value < 0,05).

L’étude de la 5’UTR 5’1515, de I’opéron ef1515-ef1516d’ef3023 et defl518a montré
I’implication de ces régions génomiques dans la virulence d’E. faecalis L’opéron ef1515-
efl516joue un rble dans le métabolisme du NAG mais aussi dans celui du D-gluconate. La
fonction exacte d’EF3023 etelle d’EF1518 restent encore a démontrer, mais leur implication
certaine dans la virulence d’E. faecalis fait que leur étude mérite d’étre approfondie.
L’importance de 5’1515 dans la régulation de son opéron a été démontrée. Cette régulation
s’opére via la liaison d’EF1515 sur 5’1515, et EF1515 agirait alors probablement en séparant
des structures secondaires terminatrices de transcription. Cette action d’EF1515 s’effectue

¢galement sur la 5’UTR (5°3023) du géne ef3023 Nous avons donc ici deux exemples de
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régulation par un ARN régulateur agissantienmais il existe d’autres mécanismes impliquant

des ARN de ce type.
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Chapitre 4 : Caractérisation d’une hélicase a motif DEAD régulée par une

région 5’ non traduite (3°UTR).

Dans ce chapittenous allons étudier 1’action d’une 5°UTR sur la régulation de I’expression

d’une hélicase a motif DEAD, fortement soupgonnée d’étre impliquée dans le dégradosome

chezE. faecalis Nous nous intéresserons a cette fonction de la protéine, mais également a son
implication dans la virulence et la réponse au stress. Les résultats sont présentés sous la forme
d’un article qui est actuellement soumis pour publication dans Journal of Bacteriology. Des
résultats complémentaires qui ne seront pas inclus dans [’article sont présentés en fin de

chapitre.

1. Publication 3: Study of RNA metabolism actors in Enterococcus

faecalis
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Abstract

RNase and DEAD-box helicases are key elements in RNA processing and are present in most
organisms. They have been well-studied in bacteriaH#@herichia coliandBacillus subtilis

but not in the hospital acquired pathodarierococcus faecali$n this study, we got interested

in the function of the four RNases (J1, J2, Y and Ill) and the three DEAD-box helicases (CshA,
CshB, CshC) of this bacterium, and their involvement in bacterial stress response or virulence.
RNase J1 was shown to be essential whereas, RNases J2 and lll play a role in cold, oxidative
and bile salts response, and RNase Y interferes in general fitness. It was also established that
RNases J2, Y and lll mutants have a reduced virulence iGdferia mellonellainfection

model. Concerning DEAD-box helicases, all of them are involved in cold shock response. In
our study conditionAcshAwas the most stress impacted mutant, and we focused on the DEAD-
box helicase CshA. We demonstrated that CshA regulates its own expression by binding to a
5’Unstranslated Region (5’UTR). We also showed that this protein would be involved in the

degradosome function thanks to its privileged interaction with the enolase.
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Importance

Enterococcus faecalis a bacteria able to cope with a wide range of environmental conditions
that makes it a redoubtable opportunistic pathogen. This study demonstrates the importance of
proteins involved in RNA metabolisime. RNases J2, Y and lll, as well as DEAD-box helicases
CshA, CshB and CshC, in the general stress response or the virulence properties of the bacteria.
RNase J1 was shown to be essentiél.ifaecalis CshA, which autoregulates by a mechanism
involving its binding to a 5 ‘untranslated region, plays a prominent role in general fitness. This
DEAD-box helicase interacts with the enolase through its C-terminus, suggesting a role of

CshA in the degradosome.

Introduction

Enterococcus faecaliss a gram-positive, facultative anaerobic and ubiquitous bacterium
commonly found in mammal’s gastrointestinal tract. This bacterium is also an opportunistic
pathogen which is one of the major causes of hospital-acquired infections. It causes mainly
urinary tract infections, but also bacteremia, endocarditis and meningitis (Babady, 2016). If
several virulence factors, such as the hemolysin Cyl, the gelatinase GelE, or the general stress
protein Gls24 (Arias and Murray, 2012; Mads#ral, 2017) have been described, the ability

of E. faecalisto adapt to a wide range of environments and its high resistance to stress are also
important traits in the infection process. These require a tight control of the gene expression for
a quick and efficient adaptation. Thus mRNA turnover is crucial for bacteria, and this role is
performed by a multi-protein complex called the degradosémiiae gram negative bacteria
Escherichia coli the main proteins are the ribonuclease RNasa dentral enzyme of this

complex, the polynucleotide phosphorylase (PNPase), the helicase RhIB and the glycolytic
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enzyme enolase (Khemici and Carpousis, 2003). RNases, by their inherent endo- and/or exo-

nuclease activities, are key enzymes of the degradosome.

In the majority of Gram positive bacteria, no RNase E homolog is four®hditlus subtilis
andStaphylococcus aureuthe degradosome is centered around RNase Y, and the other main
proteins are RNase J1, RNase J2, PNPase, the phosphofructokinase PfkA, the enolase, and the
DEAD-box helicase CshALehnik-Habrink et al., 2010; Rouxet al, 2011). The complex is

initiated by RNase Y, which is functionally homologous to RNase E, even if the two enzymes

do not share important sequence similarity (Lehnik-Habenhlal, 2011). RNase Y binds
successively to the PNPase, RNase J1 and J2, and then to the other proteins of the complex

(Lehnik-Habrinket al, 2012).

RNases J1 and J2 are paralog enzymes that exert endo- and exo-ribonuclease actities. In
subtilis: J1 is essential and is involved in many biological processes, while J2 is non-essential
and has a weaker ribonuclease activity (Jarealdil, 2014). InE. faecalis the RNase J2 was
shown to play a role in virulence, being required for regulation of Ebp pili, but also involved in

the regulation of virulence genes ligks24 (Gaoet al, 2017).

Other RNases play critical roles in bacterial RNA processing and decay, like the RNase IlI,
which is a double-strand specific endoribonuclease that regulates its own synthesis. Even so,
its affiliation to the degradosome is still not defined. Contrary to RNases J1, Y and E, RNase
[l is able to process RNA with a triphosphate-end (Johesah 2011; Lioliouet al, 2012).

In E. faecalis this RNase was shown to be involved in RNA-mediated regulation by cleaving

small RNA-mRNA complexes (Johnsenal, 2011).

DEAD-box RNA helicaseare also important for RNA processing. They are indeed involved
in almost every RNA metabolism from their biosynthesis to their degradation (Gardin

2006), and are able to modify the RNA-RNA and short DNA-RNA interactions (Khemici and
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Linder, 2016). In th&. subtilisdegradosome, the action of the RNA helicase CshA is required
for depletion function: it unrolls secondary structures in the RNA, making it available for the
RNases action (Lehnik-Habrirgt al, 2012). InB. subtilis like all DEAD-box helicases, CshA

is composed of two Rec-A-like domains, and a C-terminal domain essential for its interaction

with the other degradosome protefhshnik-Habrink et al, 2010).

Recently, reports have been made about the involvement of DEAD-box helicases in gene
regulation, stress resistance or virulence-éhicobacter pylorj the degradosome DEAD-box
helicase RphA was found to be involved in resistance to cold shock and in colonization (El
Mortaji et al, 2018). InPseudomonas aeruginqdhe helicase DeaD regulates the translation

of theexsAgene transcript by relaxing mMRNA secondary structures (kttie, 2015).

In this work, we studied the involvement of the main RNases (J1, J2, Ill and Y) and DEAD-
box helicases (CshA, B and C)Hn faecalisphysiology and virulenc&Ve showed thaCshA

plays a critical role, for this reason we were particularly interested in the action and regulation
of this DEAD-box helicase. We studied its interactions with degradosome proteins, and
highlighted the enolase as its privileged partner. Finally, we showed that these seven proteins

exert central functions, and are required for fithess and colonization in the pahdgecalis

Material and Methods

Bacterial strains and growth conditions

In this study, we usedt. faecalisV19 (Zhaoet al, 2010) asa reference strain, which
corresponds to a plasmid-cured derivative of the V583 strain (Paetls#n2003). Cultures
were achieved in BHI medium, supplemented or not with 0.06% bile salts, or 1) dt

with pH adjusted at 5.7, and incubated at 37°C or 15°C. For growth experiments without
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glucose, cultures were performed into M17 supplemented with ribose 0.5% (RM17).
Chloramphenicol (15 pg/ml) was addedBoifaecalisstrains containing the pNZ273 or pMAD
plasmids or derivatives. ThE. coli strains TOP10, M15 pRep4 and DH50 were used
respectively forin vitro RNA production, recombinant protein production and translational
fusions. Thes&. coli strains were grown in LB medium at 37°C with agitation, supplemented
with kanamycin (25 pg/ml) for the M15 pRep4 strain and pTOPO-containing strains, ampicillin
(200 pg/ml) for strains containing pQE30 or pMAD derivatives or chloramphenicol (10 pg/ml)

for strains containing the pNZ273 plasmid.

Molecular techniques

5"RACE-PCR were performed using th€/3’ RACE kit, 2" generation (Roche, Bale,
Switzerland), with poly-A or poly-C tailing. PCR were performed using Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA), or GoTaq DNA Polymerase
(Promega, Madison, Wisconsin, USA). PCR products were purified when necessary using the
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Diren, Germany) and plasmid
extractions were achieved with the NucleoSpin Plasmid kit (Macherey-Nagel) according to the

manufacturer’s recommendations.

Construction of E. faecalis strains

E. faecalisV19 was used for the construction of all mutant strains (ArnjA, ArnjB, Arnc, Arny,
AcshA,AcshB,AcshQ andE. coliDH5a for all cloning purposes. E. faecaliscompetent cells

were produced as previously described (Btaal, 2002) except that bacterial treatment was
performed with 10 pg/ml lysozyme and of 10 U mutanolysin. All deletion strains were
generated with the same approach: the flanking regions of the gene were PCR amplified with

primer pairs 1/2 (upstream fragment) and 3/4 (downstream fragment) that include restriction
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endonuclease sites (All primers used in this study are presented in Table S2). The fragments
were digested with the corresponding endonucleases and cloned in tandem into the pMAD
vector (Arnaudet al, 2004). The deletion of the gene on the genome oEtHaecalisV19

strain was then obtained by double crossing-over, as previously describeet @k&011)

and checked by PCR (with primers pairs 5/6 of each gene) and sequencing.

To prove thatrnjA is essential irE. faecalis the entire gene or an internal fragment were
amplified using pAgent0846F/pAgent0846R and pUCB0846F/pUCBO0846R primer pairs and
were cloned into the plasmids pAGEnNt (Linaeesl, 2014) and pUCB300 (Freet al, 1993)
respectively, using thcd andPst cloning sites. Once pAGEmA was introduced inté&.
faecalis V19 strain, cells were cultivated in M17 supplemented with ribose 0.5% to avoid
catabolic repression on theaduB promotor and chloramphenicol (15 pg/ml). Selectiofk of
faecalisclones containingUCB300ArnjA was achieved with erythromycin (50 pg/ml).

For the construction of the TAP-tag fused to thshA C-terminus, primer pairs
846TAPF1_Bam/846TAPR2_Bam (upstream fragment) and
846TAPF3_Xmal/846TAPR4_Ncol (downstream fragment) were used to amplify flanking
region of the chosen site for insertion of TAP at the C-terminal of CshA (from V19
chromosome), and CBPF/PROTAR to amplify the TAP-tag (from the plasmid pILL825C),
(Stingl et al, 2008). The three fragments were sequentially introduced into pMAD using the
restriction endonucleadggamH, Xmd andNcd. The construction was then insertetbithe

E. faecalisV19 chromosome, using the same method as the one used for the mutant

constructions, giving the CshA-TAP strain.

Constructions in the pNZ273 reporter plasmid
pNz273 plasmid was amplified by PCR with P0846_FP2 and P0846 RP2, for C3, and with

P0846 _FP2 C4 C5 and P0846_RP2 for C4 and C5 (Figure 4B). The inserts were amplified
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with P0846_FP1 and P0846 RP1 for C3, and P0846_FP1 and P0846 RP1 C4 C5 for C4 and
C5, giving overlapping tails compatibles with the plasmid. The assembly was perfiormed
vitro using the NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs, Ipswich,
Massachusetts, USA), and the resulting DNA was used to trangfarali NEB-5a. For C5, a

PCR was performed on C4 construction using 0846-2 and 0846-3 primers (Figure 4B) and the
two ends of the product were digestedBaynH and ligated. After replication of the plasmids

in E. coli, the constructions were extracted and introduceddntaecalisvV19 (wild type) and

AcshA strains. All steps were controlled by PCRs with pNzZ273 MCS_for and

pNZ273_MCS_rev primers.

p-glucuronidase (GUS) activity assay

The pNZ273 plasmid used for translational fusions includes the reporteggeffencoding

the B-glucuronidase (Platteeuet al, 1994). Strains were cultured at 37°C in GM17 medium
until ODeoo 0.7, then centrifuged. The pellets were resuspended in an equivalent volume of
phosphate buffer, and Q& was measured. Five hundred pL (v) of the suspension was then
mixed with 37.5 pL of lysis buffer (Chloroform 66.7%, SDS 0.03%) and incubated at 37°C for

5 min. One hundredL of p-nitrophenylB-D-glucuronide (4 mg/mL) were added, and the mix

was incubated at 37°C for 10 min (t). Two hundred and fifty L e€da 1M were next added

to stop the reaction, the solution was centrifuged 5 min, and the supernatant was used ¢o measur
the ODios. The GUS activity was expressed in pM/min/dand was determined using the

following formula: GUS = (96xORs) / (txODsoo).

Total RNA extraction
Total RNA extractions were performed from 10 mL of cultureRdrgPCR, and 100 mL for

Northern blot assay, of bacteria grown at 37°C untik§D.5. For stressing conditions, the
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cultures were grown in RM17 medium until @ 0.3 and centrifuged before being
resuspended in stress-inducing medium (RM17 supplemented with 0.06% bile salts, or with pH

adjusted at 5.7) and incubated 30 min at 37°C.

RT-gPCR assay

RNA extracted in stress conditions and RNA previously extracted from mouse infection (Muller
et al, 2015) were analyzed. The QuantiTect® Reverse Transcritption kit (Qiagen) was used for
RT reactions, using 1 pg of RNA and random primers, and gPCR assays were performed with
the GoTaq gPCR Master Mix (Promega).

Reactions were loaded into a C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, California, USA)
detection system (Bio-Rad) and the gPCR were performed with the following conditions: 95°C
for 3 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15sec, 60°C for 1 min. The transcription level of
each gene was normalized to that of giyeA reference gene. Genomic DNA from V19 cells

was used to determine PCR efficiency.

Northern blotting

Northern blot assays were performed on 10 pg RNA as previously described (&hadya

2011). Hybridized membranes were exposed for one night to a storage phosphor screen
(Packard Instrument Company, Canberra, Australia) and were read with a Cyclone apparatus

(Packard Instrument Company).

Tandem affinity purification and identification of interactome proteins
E. faecalisV19 and CshA-TAP cells were collected in late exponential phase (OD = 0.8, 2
liters) and incubated 20 min at 37°C with 0.6% of formaldehyde for crosslinking or directly

harvested and then washed once in 1% KCI, and stored at -80°C. The cells were lysed using the
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FastPrep apparatus (MP Biomedicals). CshA interactome was purified as previously described

(Redkoet al, 2016).

Recombinant CshA production and purification

The gene encoding CshA was amplified with pQE-846-F and pQE-846-R primers. The PCR
product and the pQE30 plasmid (Qiagen, Venlo, Netherlands) were digesBaarby and

Pst restriction endonucleases, ligated and used to tran&oawmli M15 pRep4. The strain was

then grown at 37°C in Terrific Broth medium (Kram and Finkel, 2015) containing 25 pg/mL
kanamycin and 100 pg/mL ampicillin until @§20.5, and the protein production was induced
with 0.5 mM IPTG for 4 hours. Recombinant CshA (CshA-6xHis) was purified using the
Protino NiNTA Agarose kit according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel),

and desalted with PD10 columns (GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA). Proteins were
guantified with the Bradford Method (Bradford, 1976), and analpye8DS-PAGE (12.%).
NanoLlC-MSMS analysis was performed on a NanoElute ultrahigh pressure nano flow
chromatography system directly connected to a TIMS-TOF pro mass spectrometer with a
modified nano electrospray ion source (Bruker Daltonics). Peptides were first concentrated onto
aC18 pepmap 100 (5mm x 300um i.d.) precolumn (Thermo Scientific) and separated at 50°C
onto a reversed phase Reprosil column (25cmuxi7isd.; lonopticks). Mobile phases consisted

of 0.1% formic acid, 99.9% water (v/v) (A) and 0.1% formic acid in 99.9% ACN (v/v) (B). The
nanoflow rate was set at 400 nl/min, and the gradient profile was as follows: from 2 to 15% B
(60 min), followed by an increase to 25% B (30 min) and then to 37% (10 min), followed by a
washing step at 95% B and reequilibration. MS spectra were acquired in the positive mode in
the mass range from 100 to 1700 m/z in PASEF mode with exclusion of single charged

peptides.
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Database searching was performed using the Mascot 2.6.1 program (Matrix ScienEe). An
faecalis V583 protein database was used. The modifications allowed were as follows: C-
Carbamidomethyl and Mxidation. “Trypsin” was selected and two miscleavages were also

allowed. Mass accuracy was set to 20 ppm and 0.05 Da for MS and MS/MS mode, respectively.

RNA in vitro production

DNA regions coding the RNA of interest were amplified using primers
topo0846_FP1/topo0846 RP1 and topo65 FPl/topo65 RP1 for 5’cshA and SRC65,
respectively, anthe pTOPO plasmid (Zero Blunt TOPO™, Invitrogen, Carlsbad, California,

USA) using primers topo_FP2 and topo_RP2. Inserts were independently ligated with the
plasmid amplimer using the NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England
BioLabs) and used to transfoiie coli TOP10. After plasmid extraction and linearization with
Xha or Spd for 5’°cshAand SRC65, respectively, corresponding RNA were produced using the

MAXIScript™ T7 in vitro Transcription Kit (Invitrogen).

Microscale thermophoresis

Recombinant CshA was firstly marked onto the His-Tag by using the His-Tag Labeling Kit
RED-tris-NTA 29 generation Monolith (Nanotemper Technologies, Miichen, Germany)
following the manufacturer’s recommendations, and diluted at a final concentration of 30 nM

in reaction buffer (20 mM Tris HCI pH 7.4, 150 nM, 5 mM KCI, 1mM CaQlmM MgCb,

0.01% Tween-80). Test and control RNAs were firstly heated for 5 min at 95°C and cooled
down at room temperature for approximately 15 min to allow a proper formation of secondary
structures. They were then diluted at 250 nM in reaction buffer. Labeled recombinant CshA and
a series of dilution of testiRNA or control RNA ranged from 0.03 to 250 nM were then mixed

together in standard capillaries (Monolith NT.115 Capillary) and incubated 5 min at room
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temperature. Thermophoresis was measured at room temperaturea Wbomplith NT.115
instrument (Nanotemper Technologies). Data analyses were performed with NTAnalysis

software V2.3 (Nanotemper Technologies).

Virulence study on thésalleria mellonella model
G. mellonellalarval infections were performed as previously described (Benadtaalr,
2012), withan inoculum of 2.18 bacteria (OD 0.8per larvae. Fifteen caterpillars were used

by analysis and the experiments were repeated at least 3 times.

Bioinformatic analyses

For terminator prediction, we used the program FindTerm, SoftBerry (Li, 2011), using default
parameters. Secondary structures were predicted using the KineFold (Xayaphoetahjne
2005) tool with co-transcriptional fold simulation, pseudoknots allowed and non-crossing

entanglements parameters.

Results

Phylogeny of RNases and DEAD-box helicases in Enterococci

We initiated the study of the 4 main RNases (J1, J2, Y and Ill) and 3 DEAD-box helicases in
E. faecalisV583 (Table 1 and Figure S1). For each protein, we used the coordinates of the
genes from NCBI to determine the protein sequence, except for CshA for which we used the
TTG start codon on position 805,171 on the V583 genome (TTG). This latter is indeed
associated with a ribosome binding site motif (AGGAGG) and conserved in enterococci
contrary to the initiation codon indicated in the NCBI annotated sequence.

The Uniprot database was used to compare the sequence of these 7 proteins with those of 212

entries for enterococci, including 54 strainsEoffaecalis Each protein was found in 97% to
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100% of enterococcal strains (Table S2). To date and based on available data, we observed that

the RnjB and CshA are present and conserved in all enterococci indexed in the database.

Table 1 Features of the RNases J1, J2, Y and lll, and the DEAD-box helicases CshA, B, C of
E. faecalisv19.

Protein size by

Gene name number of
Protein name (ORF number in : i Characteristics
V583) amino-acids
(and kDa)
RNase J1 rnjA (EF2924) 561 (62.9 kDa) 39% identity with RNase J2
Role in virulence (mice), fithess, bile sa
. resistance Involved in pilin, gls24 and pyrR
RNase J2 mjB (EF1185) 562 (61.2 kDa) expression (in OG1RF strain) (Gabal, 2010;
Gaoet al, 2017).
RNase Y rny (EF3170) 518 (58.1 kDa)
RNase llI rnc (EF3097) 230 (26.2 kDa)
: DEAD motif, C-terminal extension, 39%
CshA helicase  cshA(EF0846) 515 (57.2kDa) yq ity with CshB, 30% identity with CshC.
CshB helicase cshB(EF1377) 449 (51.2 kDa) DEAD motif, 29% identity with CshC
CshC helicase cshC(EF1009) 433 (49.0 kDa) DEVD motif

Among other genera, the 7 proteins were also foun@amobacterium Clostridioides

Tetragenococcys/agococcugienus andn Listeria monocytogenesyith more than 50% of

identity, (Table S2). Also, the RNases J1 and J2 gengs,andrnjB respectively, share

homologies witlB. subtilisenzymes genes (70% and 47% sequence identity respectively).

In E. faecalisv583, the 3 DEAD-box helicases have similar sequences (Figure 1) especially in

specific conserved domains of these proteins, except for CshA that have a C-terminal extension

of more than 65 amino-acids compared to ChsB and CshC.
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Q I
CshA -LKFKELGLAPELLSAVERAGFEEATPIQSETIPLALAGKDVIGQAQTGTGKTAAFGLPM 59
CshB MPSFKQFQFQPFINEALAEKGFEEPTEVQEKLIPITKKGKSVIGQSQTGSGKTHTFLLPL 60
CshC -MRFLE-QLPEAWQEQWQASGEFNEPSTIQEKSFTPLREGENVLGISPTGTGKTLAYMLPL 58

* . . *k ok . ek . . ke Kek o Kkhkekhkkk oo Kk

IA IB
CshA LNKIDADNRVIQGLVIAPTRELAIQTQEELFRLGR--DKKIRVQAVYGGADIGRQIRGLK 117
CshB MDKVKPTIDEVQIVITAPSRELANQIYQEAQQLARFSQPEIRVSNFVGGTDKQRQLNKLK 120
CshC LLTVEKG- QGNQLLIIAPSQELAMQIAEVARTWAK——PLQLKVQTLIGGANVSRQIDKLK 115

* e . ** *** * . e o o % ** . ** * *

IC II
CshA -DRPHIVVGTPGRLLDHINRRTLKLETVETLVLDEADEMLNMGFLEDIEKIISQVPEQRQ 176
CshB HQQPHVVIGTPGRILDMMNEQALKVHTAFAFVVDEADMTLDMGFLAEVDQIAGRLPEKLQ 180
CshC -KRPEVLIGTPGRILELMKNKKVKAQLLKTIVMDEVDOLFQEEELSLTKQILTHTPTEYQ 174

. % e e e khkhkKhkKk o ko .. . .k e ok o Xk * .. * .k . * . *

III
CshA TLLEFSATMPPAIKNIGVKFMKQOPEHVKIKAKEMTADLIDQYYVRSKDFEKFDIMTRLLDV 236
CshB MLVFSATIPEKLRPFLKKYLENPVIEHIKPKAVISETIDNWLISTKGKNSNKIIYQLLTI 240
CshC LVEYSATADRVVNQAQ- SLSQKLQVIDVTEEDTSAGQVAHYFIRLAPRKKADYLRRLAHT 233

*** . . .« %

Iv Iva v
CshA QTPELTIVFGRTKRRVDELARGLEARGYKAEGIHGDLSQQOKRMSVLRSFKNGNLDILVAT 296
CshB GHPYLAIVFANTKQRVDEITDYLKDQGLKVAKIHGDITPRERKRVMRQVQONLDYQYVVAT 300
CshC —EAFRSMVFFNQVADLGAAEEKLVYENVPAIGLASDQSKQLRKLAIDQFKAERVKLLLTT 292

** * . * . .« % . oo ok

VA Vi
CshA DVAARGLDISGVTHVYNYDIPQDPESYVHRIGRTGRAGKGGMSVTEVTPNEMG-YLHVIE 355
CshB DLAARGIDIEGVSHVINAEVPHELDFFIHRVGRTGRNGLNGTAITLYSPADDE-AITQIE 359
CshC DIAARGLDFTGVPYVVNVDVPLTEESYIHRSGRVGRMGAQGAVITFINDGTKRDYQRLMK 352

* **** * * % * * e ek . . ** * % ** * * ok .

CshA NLTKKRMTPLRPPTEKEAFKGQLSAAVETIESDLEENGLDKYLESAEALLEKYSATDLAA 415

CshB QLGVSF----KPK---EIKNGEIVE---TYDR-—--NRRTKRE-—--—-—-- KSREELDP 396

CshC QLAIPY------- QEIFLYDGALHEQPKAKD---—-— ELEKKNVVKDTYSEKKSTKERKP 399
.k * . . . * * .

CshA LLLKTVAKDPADAVP----- VKITP-—---- ERPLPSNKK-—--- GFNKN---GRGGGGG 456

CshB TLIGLVKKKKKKIKPGYKKKINWAIEDSNKKKRKIERRQKDRSARKAKKNSSN---—--- 449

CshC ETVNSVVKEPQET---——--—--————-— RKKKKNKKKNTKNKGARKAKK—-——=--—————-— 433

* % .. * . %

CshA NNRNRNRGGNGKGGSYRGNKNHKDGDRNYKNSDRKNKDQRGGKRHNDKKRGFVIRENAK 515
CSNB mm == m 449

Figure 1: Alignment ofE. faecalisDEAD-box helicases. The alignment was performed using
CLUSTAL O (1.2.4). The conserved motifs of helicases (Coetlial, 2006) are highlighted
and the DEA/VD motifs are underlined (motif IIy*”: fully conserved amino-acid. “:”:
conservation between groups of strongly similar properties. “.”: conservation between groups
of weakly similar properties.
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Mutant constructions:rnjA is essential folE. faecalis

The first step to investigate the role of the different selected actors was to construct a deletion
mutant for the RNases J1, J2, lll and Y, as well as for the 3 DEAD-box helicases CshA, CshB
and CshC. The genes were deleted as described in Material and Methods. We abiataed

for rnjB, rnc, rny, cshA, cshBndcshG demonstrating that these functions are independently
dispensable ik. faecalisv19. Different attempts to constructrgA mutant inE. faecalisv19

or JH2-2 were unsuccessful suggesting that this gene is probably essemtiaitforgrowth.

In order to demonstrate thatjA is essentialE. faecalisstrain V19 was first transformed by
stably replicating plasmid pAGEnt (carrying resistance to chloramphenicol), expragsing
thanks to the &uBagmatine inducible promoter. In parallel, we cloned an intern fragment of
the rnjA gene in the suicide plasmid pUCB300 (pUBBHA — resistance to erythromycin),

firstly in E. coliDH5a and then we introduced pUCB300 or pUBBHA in E. faecalisvV19 in
presence of erythromycin and/or chloramphenicol, and with or without agmatine. The insertion
of the pUCBArnjA plasmid in the chromosomal copy wfjA was monitored thanks to the
antibiotic pressure. No erythromycin resistant clones were obtained with the empty plasmid
pUCB300 in the presence or absence of agmatine that showed no recombination at another
place on the chromosome. When the V19 strain carrying the pA@Entvas transformed

with pUCB-ArnjA, we obtained between 200 and 300 clones per pg of DNA in the presence of
agmatine, and no recombinant without the inducer. This demonstratedjfet an essential

gene inE. faecalisv19.

Roles in growth and stress response
To determine if mutations hawey effect onE. faecalisgrowth, the different mutants were

grown in Brain Heart Infusion (BHI) medium at 37°C. The growth of the mutants was not
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significantly different from that of the wild-type strain, with the exceptionashAwhich had

a doubling time of 50.3 mimersus42.3 min for the V19 strain (Table 2).

Given the importance &. faecalisstress resistance abilities, the growth of the V19 strain and
that of the 7 mutants were tested in different stress conditienacid pH (pH 5.7), bile salts
(0.06%), oxidative stress (1 mM28), and low temperature (15°C) (Table). Significant
difference in the doubling time was observed&amB, Arnc andArny compared to the V19

strain for low temperature, oxidative stress and bile salts exposure, respectively. The deletion
of the cshBandcshCgenes did also alter growth Bf faecalisat 15°C, or when facing the
oxidative stress focshConly and thecshAmutation had an effect in all stress conditions
studied. Consequently, CshA, CshB and CshC patrticipate in resistance to stressful conditions,

with CshA having the widest role in our conditions.

Table 2 Doubling time (in min) of V19ArnjB, Arnc, Arny, AcshA,AcshBandAcshCstrains

in BHI and in presence of different stress. Standard errors of the mean (three independent
replicates) doubling time are indicated, and the asterisks correspond to significant differences
compared to the WT strain in same condition cultpr®(01).

Growth conditions V19 ArnjB Arnc Arny AcshA  AcshB  AcshC

BHI, 37°C

pH 5.7, 37°C

0.06% Bile Salts, 37°C
1 mM HOo, 37°C

BHI, 15°C

423 434 422 479 503 412 401
(#3.2) (#3.3) (+3.5) (+4.6) (:5.8)* (22.9) (£3.9)

508 559 605 752  79.1 50.1  59.2
(+4.5) (+4.9) (#5.1) (#6.1) (¥6.2* (£3.9) (£3.5)
567 542 634 717 751 583  59.8
(#3.5) (#3.7) (#5.5) (¢5.6)* (+4.7)* (¢5.9) (+4.3)
587 601 666 644  80.0 605  68.7
(#4.2) (5.6) (#5.0)* (£5.9) (6.1)*  (#5.3) (+4.2)*

2705 3923 2952 2952 527.8 458  504.3
(8.2) (£9.2)* (£7.2) (£7.3) (210.1)* (#11.3)* (+9.0)*
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To determine if these stress conditions induce the expression of the studied genes, RT-gPCR
assays were performed. The cold exposure led to an overexpression of all 7 genes (Table 2).
Moreover,rny andcshAare induced in all the tested conditions, suggesting a central role of the

RNase Y and CshA in cell adaption during stress exposure, while RNase J2, RNase Ill, CshB

and CshC seem to have a more stress-specific role.

Table 3 Significant fold changes in the expressiorr@f, rnjB, rnc, rny, cshA, cshB, cshC,

in V19 strain exposed to 30 min of stress or during mice infection, and compared to exponential
growth cells at 37°C in BHI. The level of expression was measured by RT-gPCR and compared
to the expression of the housekeeping ggweA NS: non-significant, in bold: induced
expression.

Stress conditions rnjA rnjB rnc rny cshA cshB cshC
pH5.7, 37°C -14.2 -21.0 NS 9.2 2.5 NS NS
0.06% Bile Salts, 37°C 3.5 5.2 6.3 5.3 4.2 NS NS
1 mM HO2, 37°C -29.8 -28.3 3.4 10.0 7.3 -2.2 NS
BHI, 15°C 5.7 2.6 4.2 5.9 12.2 9.3 5.3
mice peritonitis 16.2 12.5 2.5 9.1 6.3 NS NS

Roles in virulence

The expression of the RNases and helicases was also determined during mice infection. RNA
extracted from bacterial cells recovered after mice peritonitis (Mellat, 2015) were used

for RT-gPCR experiments. ThajA, rnjB, rny, rnc and cshA genes showed an induced
expression (Table 3) that suggests a role of the encoded proteins in the opportuism of
faecalis

In order to determine if the studied proteins are required for virulence, we tested the ability for
the different mutants to kill th&. mellonellalarvae (Figure 2). The monitoring of caterpillars

survival showed thaicshAandArny mutants were highly deficient in their infectious abilities

(p-value <0.0001). ThernjB and Arnc exhibited an intermediary phenotype between the
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precedent group and the V19 stragmv@lue <0.0001). It can be suggested that part of the
virulence ability of the V19 strain is linked to its capacity to survive stress encountered in the
host. BotmA\cshCandAcshBmutants showed phenotypes of virulence similar to that of the V19

strains (data not shown).
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Figure 2. Survival of G. mellonellainoculated withE. faecalisV19, ArnjB, Arnc, Arny and
AcshAstrains. Worm larvae were inoculated with 2.0FU of bacteria grown in BHI at 37°C.
Survival was monitored between 8 and 26 h post-infection at 37°C using 15 larvae per strain.
A: V19 (black line),ArnjB (grey ling, Arnc (dashed ling)Arny (dotted ling, B: V19 (black

line), AcshA(dashed line). The assays were performed in triplicates, and log-rank tests were
used to evaluate results significance.
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Genetic environment ofshA discovery of the 5UTR 5’°cshA

The physiological studies described above demonstrated that CshA played an important role in
both the stress response and in the virulen&e tdecaliswhich prompted its characterization.

In a previous study (Mulleet al, 2015), we highlighted the existence of a putative SRNA

(named SRC43) located between EF084GrF) and EFO846dshA genes.

RNA hybridization with a probe specific for this SRNA (Figure 3A) showed a transcript whose
size (approximately 1.5 kb) is identical to that of the mMRNA hybridized witbh& specific

probe (data not shown). In additian,silico analyzes using Findterm software did not reveal
any transcription terminator upstreancehA.A 5’RACE-PCR assay confirmed that the 5’end

of the putative sRNA (Figure 3B) is identical to thatcehA(data not shown). Considering

these results, we concluded that this putative SRNA 1is actually a 5’UTR (Unstranslated Region)

of cshA renamd 5’cshA(Figure 4).

The +1 of transcription fazshBand theef1008-csh@peron were also identified by 5’RACE-

PCR, and positioned 36 bp and 25 bp before ATG for each transcription unit, respectively (data

not shown), indicating the absenceS0f TR for these helicase genes.

A B

1.5 kb=> |

40 50 60
5 FTTETMIEGETCAT BT M EEGGEAATICECE CEE cLicit 3

J

5'ATGGGATTCTATGATAGAATGACCTF;TTGCCGGAAGAT 3
33 TACCCTAAGATACTATCTTACTGGATAACGGCCTTCTA S

-

Figure 3: Characterization of theshAmRNA. (A) Northern blot targeting the gene encoding
the putative SRC43 sRNA upstreancehA performed with total RNA of thE. faecalisvV19
strain. (B) 5’RACE-PCR sequencing spectrum of SRC43 obtained after poly-C tailing of
cDNA. The corresponding transcriptional start site (+1) is indicated by an arrow.
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CshA regulates its own expression

To understand the role of this 5’UTR in cshA regulation, we used translational fusion
constructions. Three translational fusions were constructed in the pNZ273 vector, named C3 to
C5 (Figure 4)with C3 and C4 containing the 5’UTR, contrary to C5. C4 and C5 include the

100 first base pairs of tleshA open reading frame in order to make sure to include all potential

regulator elements.
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Figure 4. (A) Genetic environment of the gene encoding the CshA DEAD-box helicase
(EF0846), (B) location of oligonucleotides used for fusion constructions into the pNZ273
plasmid, and (C) C4 and C5 constructions inserted into the pNZ273 plasmid. The C4
construction contains the promotor and the emiiféTR of cshA (5°cshA (striped), the
Ribosome Binding Site (RBS) and the first one hundred base pairs csHA©RF (white)
cloned into the pNZ273 plasmid (grey). The C5 construction is the same as C4, but with a
deletion of 5°cshA
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These constructions were used to transf@rnfiaecalisV19 andAcshAstrains and an empty
pNZ273 plasmid was also introduced in these two tested strains to be used as negative control
C3 produced a very weak signal (45/min/ODeog) (data not shown) compared to C4 that
produced a GUS activity of 421iMM/min/ODsoo (Figure 5). This suggests that the first hundred

base pairs ofshAplay a role in the expression of the gene.
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Figure 5: B-glucuronidase (GUS) assay with the C4 and C5 constructions in the VA8siml

strains. pNZ: empty plasmid, negative control. Data are the mean of three independent assays.
*: statistically significant in comparison to the same construction in the V19 strain, p-value <
0.05 (Kruskal-Wallis test).

We also detected a very strong activity of 11@M/min/ODeoo with C4 into AcshA strain
(Figure5). This result indicates that in the absence of CshA, 5‘cshAallows better expression of
downstream elements, suggesting a transcriptional or post-transcriptional auto-regulation of
cshAviaits 5’UTR. This result was confirmed by aRT-gPCR assay targetingsA(Table S2),

which shows that the amount of the mRNA corresponding to the C4 consasudt7 times

higher in theAcshAbackground that in th&19 strain.
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Considering these experiments, CshA would have a repressing activity on its own expression.
We can therefore hypothesize that CshA adsts helicase activity, by relaxing secondary
structures in the 5’UTR RNA, allowing the formation of others structures that terminate the

transcription or block the translation which could indirectly affect the stability or RNAs.

CshA binds to its 5’UTR

According to our hypothesis CshA would be able to bind tdtbghARNA. To proveit, we

used the MicroScale Thermophoresis (MST) technology. Recombinant CshA (CshA-6xHis)
was purified (using pQE30) and labelled on the His-tag. RNA corresponding to a region
covering he 5’UTR and the 100 first bases of tbéhAORF (equivalent of the insert of the C4
construction) was synthesized usimgvitro transcription (see Material and Methods). The
previously identified SRC65 sRNA (Shiogh al, 2011) which does not share any sequence

homologywith 5’cshA was also synthesized and used as negative control.

The MST experiment revealed an increase of the CshA-6xHis bound fraction following the

concentration of th&’cshARNA, in contrast to the negative control (Figure 6).

1,2
1,0 e
§ § * ) §
0,8 .
0,6

0,4 ¢

0,2

0,0 @_o_fz_b_zi_o.ié_o_é_m_é_o_o—

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Ligand concentration (nM)

Fraction bound

Figure 6: Dose-response curve of MicroScale Thermophoresis (MST) showing the binding of
CshAto its ligand 5’cshARNA (black circles). Negative control (white circles) was performed
with CshA and the SRC65 sRNA that doesshate homology with 5’cshA
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This doseresponse interaction between CshA and 5’cshARNA made it possible to determine

aKp of 1.6 nM, showing a high and specififinity of CshA for its 5’UTR RNA.

Analysis of the CshA interactome

To identify CshA complexing proteins, we constructed a fusion atshAgene with the TAP

tag (Tandem Affinity Purification(Stinglet al, 2008), composed of the sequence of the protein

A, a TEV protease site, and the calmodulin binding domain as described in Material and
Methods. Thus CshA-TAP served as a bait prae@low the identification of its interacting
partners, after purification with two successive affinity columns, SDS-PAGE and analysis by
mass spectrometry. The first assay showed that CshA interacting proteins are mainly the enolase
and ribosomal proteins of the 50S and 30S subunit (data not shown).

Given the RNA binding property of CshA, the same experiment was achieved with a
supplementary step of incubation with RNaseA after cell lysis (in order to remove RNA and
therefore identify CshA's direct partners). The interactome analysis showed that only the
enolase was still bound to CshA. These data provide evidence that CshA interaction with
ribosomal subunits is dependent on RNA encountered in the cell. Thus, the helicase has a

favoured partner that is the enolase.

Discussion

In this study, we have explored expression and functions of key enzymes of the bacterial RNA
metabolism: RNases J1, J2, Ill, Y and DEAD-box RNA helicases CshA, CshB and CehC. W
found that these 7 enzymes are highly conserved in enterococci, but also in other Gram-positive
bacteria. This suggests that these proteins play a prominent role in responding to environmental
changes among bacteria in theterococcugenus.

As for B. subtilis(Mathyet al, 2007), we have found that the RNase J1 is also esserifal in

faecalis RNase Y appeared to be important for the general fithess of the bacteria, as its
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depletion leads to a growth rate defects induced in a wide range of stress and during mice
peritonitis, showing its key role into stress adaptation. Moreover, the viruleritefaédcalis

lacking this RNase was strongly defected. This is in agreement with previous data obtained in
Streptococcus pyogenashere RNase Y mediates the expression of the exotoxin B, a major
virulence factor (Brogli@t al, 2018). Both RNase J2 and Il play a role in the response to cold,
oxidative, and bile salts stress. They also have an effect on virulence, although this is less
pronounced than with RNase Y. This agrees with previous studies; indéedagcalis the

RNase J2 was found to be involved in response to bile salts stress and important for infection
(Gaoet al, 2017), and ir5. aureusRNase Il plays a role in virulence factors repression and
stress adaptation through modulation of the expression of the stress response protein CspA
(Lioliou et al, 2012).

Involved in every RNA process, DEAD-box helicases are key enzymes in prokaryotic
metabolism (Cordiret al, 2006). They are not always essential, but their depletion can affect
bacterial fitness (El Mortajet al, 2018). Thereby, removal ashAin the genome caused a
reduction of the growth rate, and a deficiency in the bacterial virulence as observed in the
Galleria mellonellaassay. These two characteristics are likely connected, as a defect in growth
leads to a less efficient colonization. This suggest that CshA plays a central role in growth, and
therefore in virulence. These data are consistent with that of RT-gPCR assays revealing the
overexpression oftshA in mice peritonitis. Finally, our data also showed thahA is
overexpressed in a wide range of stress (acid, cold, oxidative and bile salts presence),
highlighting its role into the general stress response. We noted that it was more expressed during
the cold stress than in the other conditions. In contrast, the other two helicases (CshB and CshC)
were overexpressed only in cold stress. Therefore, these two proteins are most likely specific
to this stress. These results agree with the study of CshA, CshB and Gsle€raugPandiani

et al, 2011), but also with other previous studies that demonstrated the role of DEAD-helicases
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in cold stress resistance (Restlal, 2010; EI Mortajiet al,, 2018). Also, CshC does not seem

to havean effect onE. faecalisvirulence.

The existence of a 5’UTR (5°cshA upstream of theshAORF was highlighted witin silico

and experimental studies. We also demonstrated that CshA is able to birddUhk.
Moreover in the absence of Cshggne downstream of 5’cshAhas a higher expression as
compared to the control conditions. This means that CshA represses its own expression, in order
to maintain a proper amount of the protein. When CshA interactssteshA it may form or

unwind secondary structures, ending the transcription or inhibiting the transkdiéNUTR

were evidenced farshBandcshC(data not shown), which means that cold stress regulation of
these helicase is independent of a 5’UTR.

DEAD-box helicases were previously described as capable of promoting the initiation of
translation through destabilization of mRNA structures in prokaryotes (Kaberdin and Blasi,
2013; Intileet al, 2015), but no role of reduction of the translation efficiency has been described
to date. RNA helicase autoregulation has been reported in cyanobacteria, and this occurs
indirecly through undefined transcriptional and post-transcriptional mechanisms (Reisana

al., 2012). This was also highlighted recentlyJaulobacter crescentus/here the DEAD-box
helicase RhIE might regulate its own expression thragghiUTR, but as a translation inducer

(Aguirre et al, 2017).1t is to be noted that this 5’UTR does not share any sequence identity

with 5°cshA So our results may be the first sighting of a direct auto-repressing activity of a
DEAD-box helicase.

We also studied the role of CshA as part of the degradosome through interactome assays. We
showed that the enolase was the preferred protein with which CshA interacts in the absence of
RNA. Such an interaction has already been demonstrated befrsubtilis(Lehnik-Habrink

et al, 2010), but to our knowledge not i faecalis In B. subtillis all components of the

degradosome interacts with Cstifehnik-Habrink et al, 2010), but we did not withessed such
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interaction here foE. faecalis This could be explained by the fact that in order to maintain
expression of CshA under the control of its S’UTR, the TAP tag was added at the C-terminus

of the protein. As it was previously suggested that this end is involved in the degradosome
interaction inS. aureugGiraudet al, 2015) this may be whyve detected only few proteins in

the interactome study. This could also mean that enolase is interacting with CshA through
another part of the helicase.

In summary, our data demonstrate that proteins of RNA metabolism play important roles in
environmental changes response and virulenckE. dkecalis These findings provide new

perspectives on the molecular mechanism that lead to the opportunistic behavior of this bacteria.
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2. Résultats complémentaires

Influence de CshC dans la régulation de CshA

Lors de nos expériences de fusions traductionnelles avégidn promotrice, la 5°UTR et la

boite RBSde I’hélicase CshA, nous avons également transformé la souxdshC avec les
constructions C4 et C5. Cela nous a permis de voir si cette hélicase pouvait avoir une influence
sur I’expression de CshA, au moyen du dosage de If-glucuronidase (Figure 24). Comme lors

de la premiere expérience, le plasmide vide a également été introduit dans la/smsinhe

pour servir de témoin négatif.
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Figure 24: Résultats des dosages depflalucuronidase avec les constructions C4 et C5,
transformées dans les souches V1A&thC. pNZ : plasmide vide utilisé comme contrble
négatif. Dosage de [’activitée GUS réalisée sur 10 minutes. * : statistiquement significatif en
comparaison avec la méme construction chez la souche V19 (p<0,05); *** : p<0,001.

La construction C4 présente une activilgS légerement réduite (38310 mol/ml/min,) dans

la soucheAcshC par rapport a la méme construction chez la souche sauvage $865

mol/ml/min,).
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La construction C5 a quant a elle montré une activité significativement réduite 749
mol/ml/min,) par rapport a la souche sauvage £388mol/ml/min,). Cela laisse supposer que
CshC est impliquée dans la régulation de I’expression de cshA De plus, nous remarquons que
cette répression est présente lorsque CshC et la 5S’UTR sont absentes. Nous pouvons donc en
conclure que ces deux éléments sont imporianisl’expression de cShA et que leurs actions

régulatrices sont indépendantes.

Ces résultats ont été confirmés par RT-qPCR ciblant legyes#goligonucléotides gusA-G et
gusA-D, Tableau 3), avec un profil similaire aux résultats de dosag@-ggueuronidase (C4

AeshCIN19 = 0,46 ; C5 AcshCIV19 = 0,15).

Afin de déterminer si CshB ou CshC étaient régulées par un mécanisme similaire a celui de
CshA, la présenceghe 5’UTR a été recherchée par des expériences de 5’RACE-PCR (oligos
efl377-SP1 et ef1377-SP2 pour CshB, et ef1009-SP1, ef1009-SP2 et ef1009-SP3 pour CshC,
voir Tableau 3). Il est apparu qushBne possede pas de 5’UTR. De son coté,cshCestco-

transcrit avec le géne qui le précedi,008 Des expériences de 5‘RACE sur le gene ef1008

sont en cours.

Régulation potentielle du géne ef0845 (murF)m&’cshA

Lors de I’étude de I’environnement génomiquede 5°cshA nous avons réalisé une expérience
de 3’RACE-PCR sur le géene en amonfp846 afin de voir si ce géne n’était pas co-transcrit
avec la 5’UTR, 5’cshA En effet, nous avions noté 1’absence in silico de terminateur entre ces

deux régions.

Nous avons été surpris de voir que I’extrémité 3’ du geneef0845se trouvait au niveau de la fin

prédite par le RNA-& du petit ARN putatif que nous avons identifié comme étant 5’cshA |l
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pourrait donc étre @sible que 5°cshA en plus d’étre la 5’UTR du géneef0846(cshA, fasse

également partie de 3’UTR du gene=f0845(murF).

Le géneef0845code unéJDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2,6-diaminopimelaf2-
alanyl-D-alanyl ligase, enzyme impliquée dans la synthése de la paroi bactérienrfet,En ef
elle catalyse la derniére étape de la syntheése du précurseur du peptidoglycane, I’UDP-N-
acetylmuramoyl-pentapeptide. Une expérience de microscopie électronique, a montré chez une
souche mutante de 5’cshAla présence de nodules a la surface des bactéries, absents chez la

souche sauvage (Figure 25).
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Figure 25: Observation en microscopie €électronique a balayage de la souche V19 (A) et de la
souched5’cshA(B).

La présence de ces nodules indiquerait potentiellement une modification de la paroi, ce qui irait

dans le sens d’une régulation du géne ef0845parune 3’UTR contenant la séquence de 5’cshA
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Discussion génerale et

perspectives
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Au cours de cette étude, nous avons détecté 65 petits ARN putatifs indviite et/ou en
conditions de stresdont 25 qui n’avaient pas été détectés jusqu’a présent. Nous avons choisi
d’en étudier trois parmi tous ceux qui €taient fortement exprimés vivo, en présence de sels

biliaires et en pH acide.

Parmi ces trois SARN putatifs, seul SRC65 était véritablement un sARN. Nous avons pu
montrer son implication dans la réponse au stress. En effet, SRC65 est induit en condition de
stress (sels biliaires, urine, sérum, pH acide et stress oxydatif), et il joue un réle dans le
déclenchement de la phase exponentielle de croissance : sa surexpression provoque un
allongement de la phase de latence lors de la croissance bactérienne. Des études ont montré
qu’un accroissement de la phase de latence peut étre lié a une augmentation de la tolérance aux
antibiotiquestels que 1’ampicilline (Levin-Reismanet al, 2017). Il serait donc intéressant
d’étudier la tolérance aux antibiotiques des souches mutantes et de surexpression du SARN.

Nous avons également souligné une homologie importante entre SRC65 et un autre SARN
SRC90. Ces deux sARN pourraient donc posséder des fonctions redondantes et partager la ou
les mémes cibles. Nous avons identifié plusieurs de leurs cibles potertiedibso. Parmi
celles-ci,ef3251code une protéine induite en sels biliaires (données déposées sur la base de
données ArrayExpress par Solheghal, 2007), vraisemblablement sécrétée mais dont la
fonction demeure inconnue. Le gesf®022a été identifié comme cible potentielle de SRC65
uniguementll code pour la sousaité EIID d’un PTS spécifique du mannose. Nous avons
montré qu’il est moins exprimé chez le mutahBRC65 comparativement a la souche sauvage.
Cependant, de précédentes étudesnamitré qu’ef0022 est répriméen présence de sang
(données déposeées sur la base de données ArrayExpress pat dbiz009)et qu’ef0021

situé sur le méme opéron, est réprimé en urine (données déposées sur la base de données
ArrayExpress par Shankat al, 2002; Vebeet al, 2010).Par I’approche iTRAQ, nous avons

également détecté des protéines liées a la traduction (protéines ribosomales, protéines de
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synthése de I’ARNt...) dont I'abondance était différente chez le mutant délété du géne codant
SRC65 et chez la souche sauvage V19. En accord avec le phénotype de croissance de la souche
surexprimant SRC65, il n’est pas impossible que les geénes codant ces protéines ayant des

fonctions primordiales dans la cellule soient des cibles du SARN.

Le régulon de SRC6b’est pas encore entierement caractéris@is nous avons proposé des
candidats crédibles. Sa relation avec SRC90 reste également a apprb@mndianipulations

pour construire un mutant SRC90 ont été infructueuses jusqu’a présent. Il serait pourtant
profitable d’étudier le comportement d’un tel mutant et surtout celui d’un double mutant
SRC65/SRC90. Cela permettrait probablement de mieux cibler le(s) mécanisme(s) dans

le(s)quel ces deux sARN interviennent.

Nous avons ensuite concentré nos efforts sur les deux autres ARN régulateurs qui nous

fournissaient des résultats plus avaneteégi se sont révélés étre des S’UTR.

Nous avons mis en évidence que la 5’UTR 5’1515 controlait I’expression de 1’opéron ef1515-

efl516 probablementia la formation de structures secondaires qui permettent la génération
d’un terminateur de la transcription. La protéine EF1515, un antiterminateur de la famille
BglG/Sacy, est capable de se lier a 5’1515 : nous supposons donc qu’elle y exerce une activité
antiterminatrice suivant un mécanisowenmun a d’autres protéines de la famille BglG/SacY
découvertes chez d’autres espéces (ldelsonet Amster-Choder, 1998; Amster-Choder, 2005)
Ainsi, la protéine EF1516 controlerait I’activité d’EF1515 par
phosphorylation/déphosphorylation et aurait donc un réle de senseur et de régulateur, en plus
de sa fonction premiere. Celteest annotéeomme sous unité EIIABEC d’un PTS spécifique

du NAG, et I’opéron est effectivement induit en présence de ce sucre. Cependant, aucune
différence de croissaneega été observée pour les mutantad5’1515, Aefl5150u Aefl516par

rapport a la souche V19, ce qui laisse supposer que si le NAG est bien transporté par ce PTS,
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ce transporteur ne constitue passtkaile voie d’entrée du NAG dans la cellule. Un autre
transporteur hypothétique reste encore a identifier. Des expériences de transcriptomique ont
¢galement montré qu’efl516était réprimé emrésence d’urine et de sang (données déposées

sur la base de données ArrayExpress par Shathkdy 2002; Vebeet al, 2010et Vebget al,

2009). De plusget opéron n’est probablement pas contr6lé par la répression catabolique mais

il est possible qu’il existe un lien via la protéine HPr : cette protéine intervient dans la répression
catabolique, mais également chezcoli dans la régulation de I’antiterminateur BglG. Cette
régulation s’effectue par la participation d’HPr & la cascade de phosphorylation des PTS, mais
aussi par activation directe de BgIG. BglGt d’une part étre déphosphorylée par le PTS BglF,

et d’autre part phosphorylée par HPr sur un site différent afin de pouvoir jouer son role

d’antiterminateur (Amster-Choder, 2005).

Nous avons relevé que la phase exponentielle de croissance se déclenchait plus tardivement
pour les mutantaefl515et Aef1516lorsqu’ils sont cultivés en présence de D-gluconate par

rapport a la souche V19 sauva@ependant, I’opéron ne semble pas étre induit en présence de

ce sucre. En revanche, le prolongement de la phase de latence est encore plus impdeant chez
souche5’1515+. De plus, la souch&5’1515 est affectée dans sa virulence, mais pesf1515

et Aef1516.Cela pourrait signifier que la terminaison prématurée de la transcription due a la
présence d’un terminateur situé sur 5’1515 conduit a la formation d’un ARN de petite taille

avec une activité indépendante impliquant le métabolisme dgludonate. L’éventuelle

fonction de cet ARN issu de la terminaison de la transcripii@iterait donc d’étre étudiée.

Nous avons détecté une autre cible régulée par ’antiterminateur EF1515, le géne ef3023
EF1515 se fixe sunl5’UTR (5°3023) de ce gene gtexercerait une régulation selon le méme

mécanisme que pour 5’ 1515.

174



La protéine EF3023 nous a intrigués par le fait qu’elle posséde a la fois des domaines
enzymatiques (polysaccharide lyase 8) et des domaines caractéristigues des protéines
d’adhésion (ancrage dans la paroi, domaine Ig-like). Une étude clefaecalisa montré que

les domaines Idike de cette protéine présentent un potentiel d’adhésion plus faible que ceux

des autres protéines d’adhésion de méme nature (Sillanpaaet al, 2004). De plus, bien
qu’EF3023 soit annotée hyaluronate lyase par la base de dd(iE€&3, E. faecalissemble

étre incapable de pousser en présehaeide hyaluronigue comme seule source de carbone.

Le substrat exact de cette protéine reste donc encore a découvrir, sachant que laichatdroit

le xanthane sont des candidats crédibles. En effet, la famille des polysaccharide lyases 8
contient aussi les enzymes dégradant ces polysaccharides. Nous avons cependant démontré
qu’EF3023 était bien impliquée dans la virulence d’E. faecalis ce qui est conforme a une
précédente étude (Tsigreks al, 2006) Il pourrait étre intéressant d’examiner les capacités
d’adhésion de la soucheé\ef3023sur cellules eucaryotes, en utilisant par exemple des lignées

de cellules épithéliales de colon (Lebre&tral, 2012) ou de rein (Cacaef al, 2018).

Nous avons également étutb@eneefl518situé dans la méme région génomique que 1’opéron
ef1515-ef1516Ce gene code une protéine porteuse d’un domaine « lysozyme-like » et de telles
protéines sont souvent associées a la virulence des bactéries (Musegiai996; Del
Giudiceet al, 2013). Cependant, il est réprimé plus de 12 fois en modele de péritonite chez la
souris (Mulleret al, 2015) Etant donné que, a I’instar du lysozyme, les protéines « lysozyme-

like » hydrolysent les liaisons B1-4 du peptidoglycane, et que ce dernier est composé entre
autres de N-acetylucosamine, nous nous sommes demandés s’il ne pouvait pas y avoir un

lien entre EF1518 et EF1516, annotée comme spécifiqgue du NAG. Nous avons pu observer que,
si EF1518 ne semble pas impliqguée dans la croissance bacténestne (pas de phénotype

de croissance), son absence provoque un défaut de virulence de la bactérie. Il a aussi été montré

précédemmenju’efl518était surexprimé en présence de sels biliaires (données déposées sur
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la base de données ArrayExpress par Solkairal, 2007). Des expériences &I-gPCR
ciblant ’ARNm du géneefl518 chez le mutantA5’1515 n’ont montré aucune variation

d’expression comparativement a la souche sauvage.

Nous savons donc que la protéine EFSLEgule I’expression d’au moins deux génes. Il est

tout a fait possible qu’elle cible aussid’autres régions sur le chromosome. Afin d’identifier un

tel régulon, il peut étre possible de mettre en place une expérience de co-immunopreécipitation
in vivod’EF1515 et de ses ARN associés, couplée par exemple a une étape de « crosslinking ».

Le rayonnement UV permettra de créer des liaisons covalentes entre lesepratEaride
nucléique associé et le complexe EF1515-ARN cible ainsi formé pourra étre récupéré et analysé

par séguencage.

L autre 5S’UTR étudiée, 5°cshA régule I’expression d’une hélicase a motif DEAD codée par le
géneef0846 oucshA Nous avons montré que I’absence de CshA provoquait une augmentation
del’expression d’une protéine rapporteuse dans un contexte de fusion traductionnelle. Il a aussi
été montré que cette protéine se fixe a sa prdf€R. Il peut en étre déduit que CshA est

capable de s’auto-réprimer, probablement au travers de sa capacité a défaire des structures
secondairesle sa 5’UTR. Il est possible que CshA permette la rupture des structures tiges-
boucles se formamdpontanément sur 5°cshAet que cela aboutisse a 1’apparition d’autres
structures qui bloqueraietg RBS. De plus, les expériences de dosage de la B-glucuronidase

ont montré que les 100 premiéres paires de bas®RE cshAjouaient un role crucial dans sa
régulation. En effetleur délétion entraine un défaut majeur dans I’expression de la protéine

rapporteuse.

Des résultats complémentaires ont moiiré I’expression decshAétait réduite de maniere

trés marquée en 1’absence d’une autre hélicase a motif DEAD, CshC et de 5°cshA Cela montre
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gue cshAest soumis a d’autres modes de régulation, et que ceux-ci impliquent 5’cshAainsi

qu’une action inductrice de CshC.

D’autres résultats laissent supposer que la région chromosomique situéeefd845 et cshA
correspondrait a la fois a la 3’UTR du premier géne et a la S’UTR du deuxiéme. EF0845, ou
MurF, est impliquée dans la synthese de la paroi, et la@étie 5’cshAa entrainé la formation
de nodules a la surface des bactéries. Il est donc possible que ce phénotype soit lié a une

modification de I’expression de MurF, et cet aspect reste encore a explorer.

Concernant le role de CshA, nous avons observé sa surexpression dans un large éventail de
stress (stress acide, stress thermique froid, stress oxydatif, présence de sels biliaires). Nous
avons également mis en évidencedéfaut de croissance et de virulence d’E. faecalisen

I’absence de CshA. Tout cela montre le réle central de cette hélicase dans la réponse au stress,

la virulence, et le fithess de la bactérie.

Il est connu que che. subtilis CshA est un composant du dégrados@he@nik-Habrink et

al.,, 2010). Nous avons pu démontrer que cBefaecalis CshA interagit en priorité avec
I’énolase, une autre protéine du dégradosome, probablementia son extrémité N-terminale. Sa

ou ses fonctions exactes restent encore a déterminer. Nous ne savons effectivement pas si elle
intervient dans la séparation de#s d’ARN, dans le sens 5°- 3°, 3°- 5° ou les deux, ni si elle

posséde une activité de liaison des brins d’ARN. Cela pourrait étre vérifié en mettant CshA en
présence d’ARN double brin et en observant la quantité¢ d’ARN simple brin qui en découle ou
inversement en présence d’ARNs simple brins complémentaires marqués pour visualiser la

formation de double brin, comme cela a été effectué par Cletralht2005.

Parallélement a ce travail, nous avons également étudié les RNases, protéines clés du
dégradosome, ainsi que les autiiéBcases a motif DEAD d’E. faecalis La RNase Y s’est

démarquée par le fait qu’elle est induite dans toutes les conditions de stress testées, et que sa

177



délétion entraine un défaut de croissance et de virulence chez la bactérie. Elle est donc
probablement impliquée dans le fithess de la bactérie. La RNase J1 est essentidlle chez
subtilis et nos résultatsuggérent que c’est aussi le cas chez. faecalis Les RNases J2 et I

sont toutes les deux impliquées dans la virulence, la réponse aux stress froid, oxydatif et aux

sels biliaires.

Quant aux deux autres hélicases a motif DEAD, CshB et CshC, elles semblent étre des protéines
spécifiques de la réponse au stress froid, ce qui est une caractéristique fréquemment retrouvée
lors d’études sur les hélicases a motif DEAD (Reschet al, 2010; Pandianét al, 2011; El

Mortaji et al, 2018).

Ce travail a pu montrer que les trois ARN étudigé$ectionnés d’aprés leur induction en
condition d’infection, possédaietrdes modes d’action trés diversifiés (Figure 26). En effet, nous
avons trouvé : un sARN (SRC65) agissantrans probablement en redondance avec un autre
sARN, une 5’UTR (5’1515) réprimant I’expression de son opéron via la formation d’un
terminateur deranscription, et enfin une autre 5’UTR (5’cshA participant a 1’auto-régulation

du géne caranscrit, mais aussi a la régulation par d’autres acteurs comme par exemple CshC.

On remarquera que les deux 5’UTR étudiées fonctionnent par deux mécanismes différents:
5’1515 a une action répressive av@terminaison prématurée de la transcription de 1’opéron
efl515-ef1516 En revanchel’influence de 5°cshA démend probablement de I’action de

différents régulateurs (CshA semble étre répresseur, et CshG&trabhducteyr

L’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit a permis de mettre en lumiere la grande

diversité des modes de régulation par les ARN régulateurdcHiaacalis
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Annexe 1: Résultats complémentaires de la publication 1 « Identification of the general
stress stimulon related to colonization irEnterococcus faecalis

Table S1: List of E. faecalisV19 genes considered for expression analysis. The name of the
ORF or genes in the V583 strain, as well as the number of genes in each operon are indicated.

The names of the proteins encoded by each gene considered are found in the “annotation”

column and the proteins are classified according to their role in the cell in the column
“functional category”. The FC represents the fold-change of the RNA expression between stress

condition (Bile salts (BS), urine, serum, pH 5.8 (acid pH), or containing 1 a4 (dxidative

stress)) compared to V19 strain grown in BHI. The poorly or not expressed genes were filtered

out. The genes differentially expressed in at least one stress condition, witbffold->5,

p<0.05 and logCPM>1 are indicated.

ORF 52:‘:;'/1 Gene Name Annotation Functional category BS | urine | Serum | acid | oxidative
EF0007 3 rpsF ribosomal protein S6 Protein synthesis
EF0008 1 ssb-1 single-strand binding protein DNA metabolism -8.6 -6.4 -5.6
EF0009 1 rpsR ribosomal protein S18 Protein synthesis -13.8 -6.1
EF0017 1 ABC transporter, ATP-binding protein Transport -6.5
EF0019- PTS system IIBCD components mannose-
EF0022 4 mptBACD specific Transport 10.4 6.7
EF0025 1 membrane protein, putative cell envelope 6.9
EF0026 1 Hypothetical or unknown protein
EFO051 1 ispE 4—d|phosphocytldylj2C—methyI—D—erythrltol Fatty acids and phosphollplds 5.8 5.5 6.5
kinase metabolism
EF0059 1 gimU UDP-N-acetylglucosamine Purlne.s, Pyrlmldmc-.zs, 18.3
pyrophosphorylase nucleosides, nucleotides
EF0071 1 lipoprotein cell envelope 11.6
EF0073 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Regulatory functions -10.5
EF0076 1 short chain dehydrogenase Other metabolism 6.0
EF0080 1 gls24 gls24 protein cellular process 27.2 7.7 19.1
EF0081 1 glsB membrane protein cell envelope -25.8
EF0082 1 major facilitator family transporter Transport - -8.6 -6.1 -11.6
EF0095 1 lipoprotein cell envelope 10.1 9.0
EF0097 1 regulatory protein pfoR Regulatory functions -6.6 -5.2
EF0097- 3 sdhB-1-A-1 L-serine dehydratase, seryl-tRNA Amino-acid biosynthesis -5.9
EF0099 synthetase
EF0100 1 serS-1 seryl-tRNA synthetase Protein synthesis -7.6
EF0102 1 transcriptional regulator, ArgR family Regulatory functions 6.0
EF0104- arginine deiminase, ornithine . o .
EF0106 3 arcABC carbamoyltransferase, carbamate kinase Amino-acid biosynthesis 6.0 6.7 83
EF0107 1 Crp/Fnr family transcriptional regulator Regulatory functions
EF0108 1 C4-dicarboxylate transporter, putative Transport
EF0110 1 transcriptional regulator, ArsR family Regulatory functions
EFO111 1 oxidoreductase, zinc-binding central and mtt.ermedlary
metabolism
EF0117 1 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions
EF0120 1 Hypothetical or unknown protein 60.4
EF0121 1 Hypothetical or unknown protein -6.4
EF0125 1 1S256, transposase Mobile elements function
EF0143 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Regulatory functions
EF0145 1 Hypothetical or unknown protein | -16.5 -15.2
EF0149 1 aggregation substance cellular process -24.6 | 19.1 | 10.1 99.4
EF0153 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope 9.8 7.3
EF0159 1 membrane protein, putative cell envelope -7.9
EF0164 1 lipoprotein cell envelope -25.6 | -5.9 -6.7 | -14.1
EFO0167 1 guaA GMP synthase Purlne?s, Pyrlmldlne.zs, -25.0
nucleosides, nucleotides
- . Purines, Pyrimidines,
EF0173 1 pyn pyrimidine-nucleoside phosphorylase nucleosides, nucleotides 11.2
EF0174 1 deoC deoxyribose-phosphate aldolase central and |nt§rmed|ary 7.9
metabolism
EF0175 1 cdd cytidine deaminase Purlne?s, Pyrlmldlne.zs, 6.7
nucleosides, nucleotides
EF0176-
EFO177 2 ABC-type sugar transport system Transport 8.8
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EF0185- phosphopentomutase, purine nucleoside Purines, Pyrimidines,
EF0187 3 deoBD-1-D-2 phosphorylase, nucleosides, nucleotides A =H2
EF0191- )
EE0193 3 ferrichrome ABC transporter Transport -6.3
EF0195 1 m hosphoglycerate mutase 1 central and intermediary 9.7
gp PRosphogly metabolism i
EF0198 2 rpsL ribosomal protein S12 Protein synthesis
EF0199 1 rpsG ribosomal protein S7 Protein synthesis -5.7 12.5
EF0200 1 fusA translation elongation factor G Protein synthesis -7.1
EF0201 1 tuf translation elongation factor Tu Protein synthesis -14.0 | -13.4 | -9.6
- . Purines, Pyrimidines,
EF0202 1 phosphomethylpyrimidine kinase nucleosides, nucleotides 17.5 5.1
EF0205 1 rpsJ ribosomal protein S10 Protein synthesis 5.1
EF0206 1 rplC ribosomal protein L3 Protein synthesis -5.0 -6.3 5.4
EF0207 1 rplD ribosomal protein L4 Protein synthesis -5.7 -7.7
EF0209 1 rplB ribosomal protein L2 Protein synthesis 7.3
EF0210 1 rpsS ribosomal protein S19 Protein synthesis -12.4 | -18.1 | -6.2
EF0211 1 rplv ribosomal protein L22 Protein synthesis -11.0
EF0212 1 rpsC ribosomal protein S3 Protein synthesis -11.3 | -11.3 | -26.1
EF0213 1 rplP ribosomal protein L16 Protein synthesis 5.6
EF0214 1 romC ribosomal protein L29 Protein synthesis 6.4
EF0215 1 rpsQ ribosomal protein S17 Protein synthesis -5.0
EF0216 1 rpIN ribosomal protein L14 Protein synthesis -8.3 -7.5 -9.6
EF0217 1 rplX ribosomal protein L24 Protein synthesis -12.5
EF0218 1 rplE ribosomal protein L5 Protein synthesis 8.1
EF0220 1 rpsH ribosomal protein S8 Protein synthesis -6.5 -5.1
EF0221 1 rplF ribosomal protein L6 Protein synthesis -12.7 | -11.5 | -8.6
EF0223 1 rplR ribosomal protein L18 Protein synthesis -5.6 -6.5 12.8
EF0224 1 rpsE ribosomal protein S5 Protein synthesis -7.7 K
EF0225 1 romD ribosomal protein L30 Protein synthesis 6.7
EF0226 1 rplO ribosomal protein L15 Protein synthesis -5.7
EF0227 1 secY preprotein translocase, SecY subunit Protein fate -8.7 | -23.7 | -17.2 | -12.3
EF0229 1 infA translation initiation factor IF-1 Protein synthesis -13.6 | -6.4 -5.1
EF0230 1 romJ ribosomal protein L36 Protein synthesis 5.2
EF0231 1 rpsM ribosomal protein S13 Protein synthesis -5.1 m -6.5 16.8
EF0232 1 rpsK ribosomal protein S11 Protein synthesis -5.6 | -12.3 | -8.7 -9.7
EF0234 1 rplQ ribosomal protein L17 Protein synthesis -5.8 | -15.4 | -18.9 | -6.0
EF0235 1 membrane protein, putative cell envelope -7.3 -9.3
| - -
EF0245 1 decarboxylase family protein central and mtt.ermedlary 5.1 16.5 5.3
metabolism
EF0246 5 amino acid ABC transp'orter, ATP-binding Transport 113 6.3
protein
EF0251 1 transcriptional regulator, putative Regulatory functions -5.9 | -13.6 -6.1
EF0262 1 S1 RNA-binding domain protein Protein synthesis -9.0 | -12.7
. central and intermediary
EF0271 1 arb glycosyl hydrolase, family 1 metabolism -
) central and intermediary
EF0272 1 glycosyl hydrolase, family 1 metabolism 18.5 | 19.3 8.8
EF0277 1 ogt methylated-DNA--protein-cysteine S- DNA metabolism 14.5
methyltransferase
EF0279 1 HD domain protein Signal transduction 16.3
Fatty acids and phospholipid
EF0282 1 fabl enoyl-(acyl-carrier-protein) reductase atty aciasanc p ) ospholipias -7.4 | -17.7
metabolism
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase I, . .
EF0283-| | fabF-1-fabz (3R)-hydroxymyristoyl-(acyl-carrier- Fatty acids and phospholipids 9.1 | -141 | -100| -7.5
EF0284 1 ) metabolism
protein) dehydratase
. Purines, Pyrimidines,
EF0285 1 pyrD-1 dihydroorotate dehydrogenase nucleosides, nucleotides 12.7
EF0289- cystathionine gamma-lyase-cysteine . . .
EF0290 2 metCcysK synthase Amino-acid biosynthesis 15.5 27.1
EF0291 1 celA glycosyl hydrolase, family 1 central and |nt§rmed|ary -10.7 9.8 -10.7
metabolism
EF0297 1 copY transcriptional repressor CopY Regulatory functions 34.2 11.6
EF0298- copper-translocating P-type ATPase,
EF0299 2 copper transport protein CopZ Transport A 11.6
EF0300 1 membrane protein, putative cell envelope 12.9
EF0301 1 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions 17.6
. Mobile and extrachromosomal
EF0303 1 phage integrase (pp1l) elements function -6.1
) ) Mobile and extrachromosomal
EF0313 1 hypothetical protein (pp1) elements function 9.8
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. . Mobile and extrachromosomal
EF0319 1 hypothetical protein (pp1) elements function 7.8
. . Mobile and extrachromosomal
EF0324 1 hypothetical protein (pp1) elements function -8.7 -12.4
. . Mobile and extrachromosomal
EF0332 1 hypothetical protein (pp1) elements function 7.4 9.8 6.8
. Mobile and extrachromosomal
EF0334 1 portal protein (pp1) elements function 5.6
Mobile and extrachromosomal
EF0344 1 h thetical tei 1 19.
ypothetical protein (pp1) elements function 9.3
EFO349 | 1 tail protein, putative (pp1) Mobile and extrachromosomal | g ;| 483 27.6
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF0351 1 tructural tei tati 1 o
structural protein, putative (pp1) elements function 5.3
EF0358 1 glyoxalase family protein cellular process 11.6 9.0
EF0363 1 ISEf1, transposase Mobile elements function -18.3 | -6.5
EF0366 1 Hypothetical or unknown protein -5.2
EF0367 1 Hypothetical or unknown protein -7.8
EF0373- . )
EE0372 2 ehk13-err13 two-component system Signal transduction 6.0 -12.2
EF0374 1 lipoprotein cell envelope 9.1 19.3
EF0381 1 Hypothetical or unknown protein 24.0
EF0383 1 protein FdrA Protein synthesis ! 35.1
EF0387 1 sodlum/dlcarboxylate‘symporter family Transport 1.6 938
protein
EF0389 1 membrane protein cell envelope 10.2
EF0390 | 1 N-acyl-D-amino-acid deacylase family Amino-acid biosynthesis 19.3
protein
EF0394 1 salB secreted antigen cellular process 16.6 ‘NN -13.0 -15.9
EF0396 1 Hypothetical or unknown protein -6.4 13.2
EF0402 1 nhaC-1 Na+/H+ antiporter Transport -7.2
EF0403 1 lIrb transcriptional regulator, MarR family Regulatory functions 5.8
EF0405 1 hydrolase, haloacid f:lehalogenase—llke central and |nt§rmed|ary 18.6 | 10.8 5.8
family metabolism
EF0411- ) EFO411-mitE PTS system, IIBCA cor.n‘ponents mannitol Transport 35.1
EF0412 specific
EF0413 1 mtiD mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase central and |nt§rmed|ary 35.1
metabolism
EF0414 | 1 oxidoreductase, DadA family central and intermediary -11.3 53
metabolism
EF0418 1 ABC transporter, ATP-binding protein Transport -5.5
EF0420 1 drug resistance ttjansport.er, EmrB/QacA Transport 15.6
family protein
EF0421 1 transcriptional regulator, MerR family Regulatory functions 13.6
EF0432 1 transcriptional regulator, AraC family Regulatory functions -8.1 -21.2
EF0440 1 di-/tripeptide transporter Transport -15.7
EF0443 1 LysM domain protein cellular process -6.1 | -15.8 m -15.1
short chain dehydrogenase, O-
menB- succinylbenzoic acid--CoA ligase,
EF0446- menaquinone-specific isochorismate . .
EF0445-) o EF0447- synthase, 2-succinyl-6-hydroxy-2,4- central and intermediary -11.9
EF0450 X metabolism
menD- cyclohexadiene-1-carboxylate synthase, 2-
EF0449 succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-
carboxylate synthase, mandelate racemase
EF0453 1 ohr gsp65 0smC/Ohr family protein cellular process 17.8 6.3
EF0465 1 transcriptional regulator Regulatory functions -5.3
EF0466 1 nagB glucosamine-6-phosphate isomerase central and |nt¢.ermed|ary 20.3
metabolism
EF0467 1 Hypothetical or unknown protein 12.5
EF0470- . . . Purines, Pyrimidines,
EE0473 1 nrdHIEF ribonucleoside-diphosphate reductase nucleosides, nucleotides 12.7 5.1 8.5
EF0475- . .
EF0476 2 feoAB ferrous iron transport proteins AB Transport 9.9 5.4 -7.9
EF0485 1 aggregation substance cellular process 8.3 7.0
EF0492 1 Hypothetical or unknown protein 6.7
EF0500 1 Hypothetical or unknown protein 12.6
EF0504 1 Hypothetical or unknown protein 10.3
EF0514 1 1S1216, transposase Mobile elements function -13.8
EF0520 1 I1S1216, transposase, degenerate Mobile elements function -5.5
EF0522 1 151216, transposase', authentic point Mobile elements function -15.6
mutation
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EF0525- cylL-LeyllL- .
EFO527 3 SeyiM cytolysin cellular process -10.2
EF0529 1 1S256, transposase Mobile elements function
EF0547 1 ammonium transporter family protein Transport 18.5 | 10.6 8.8
. central and intermediary
EF0551 1 glycosyl hydrolase, family 31 metabolism 12.2
EF0552-
EFO555 4 PTS system IICBDA components Transport !
EF0556- . . central and intermediary
EFOS57 2 xylAB xylose isomerase - kinase metabolism 13.7 5.8
EF0563 1 Hypothetical or unknown protein 10.8
EFO566 1 kpF potassium transporter stabilization peptide Transport 1.0
KdpF
EF0567- . )
EFOS70 4 kdpABCD potassium-transporting ATPase Transport 6.9 9.6 17.5
EF0575- I
EFO576 2 cationic ABC transporter Transport 5.3
EF0577 1 adhesion lipoprotein cell envelope 5.5 | 124
EF0581-
EFO584 1 ABC transporter Transport -6.1
EF0595 1 ISEf1, transposase Mobile elements function m -6.4
EF0600 1 transcriptional regulator, TetR family Regulatory functions 7.2 -5.6
EF0602 1 transposase, 1S3 family Mobile elements function -6.9 -6.4
EF0604 1 gls24 protein cellular process -10.6 -8.1
EF0606 1 Dps family protein cellular process 5.8
EF0607 1 ParB-like nuclease domain protein DNA metabolism 13.7 7.2
EF0608 1 Hypothetical or unknown protein 7.2 5.2
EF0609 1 Hypothetical or unknown protein 18.8
EF0622 1 Hypothetical or unknown protein 14.5
EF0629 1 oxidoreductase, aldo/keto reductase family central and |nt§rmed|ary 8.5 19.3 16.4
metabolism
EF0633 1 tryS-1 tyrosyl-tRNA synthetase Protein synthesis 6.8 5.0
EF0634 1 decarboxylase, putative central and mtt.ermedlary 7.8 12.9
metabolism
EF0635 1 amino acid permease family protein Transport -6.9 | -5.0 | -12.6 -7.9
EF0636 1 nhaC-2 Na+/H+ antiporter Transport 5.7 -5.4
EFO641 | 1 Idh-2 L-lactate dehydrogenase central and intermediary 6.0 9.8 | 73
metabolism
EF0655 1 nitroreductase family protein central and |nt§rmedlary 11.3
metabolism
EF0657 1 transcriptional regulator, DeoR family Regulatory functions 9.8
EF0660 1 MATE efflux family protein Transport 21.1 14.2 20.8
EF0666 1 glyoxalase family protein cellular process 14.9 16.1
EF0669 1 polysaccharide biosynthesis family protein central and |nt(.ermed|ary -8.6 | -10.2
metabolism
EF0671 1 xaa-his dipeptidase Protein fate 5.8
EF0673 1 membrane protein, putative cell envelope 6.2
EF0674- ) glycine betaine/carnitine/choline ABC Transport 9.4 10.5 3.4
EF0675 transporter
EF0676 1 argR arginine repressor Regulatory functions -7.3
EFO677 1 phosphoglucomutas'e/phosp'homannomuta central and |nt(.ermed|ary 6.3 7.7
se family protein metabolism
EF0688 1 ABC transporter, ATP-binding protein Transport -22.5 6.0
fruk-1-
EF0693- 5 EF0694- 1-phosphofructokinase, tagatose 1,6- central and intermediary 17.8 10.5
EF0696 EF0695- diphosphate aldolase metabolism . :
lacD-1
EF0694-
EF0695 2 PTS system, IIBCA components Transport 17.8 10.5
EF0696 1 Hypothetical or unknown protein -9.6 -6.4
EFO698 | 1 acetyltransferase, GNAT family central and intermediary 6.6
metabolism
EF0700 1 hemolysin cellular process -20.3 -6.5
EF0701 1 prfC peptide chain release factor 3 Protein synthesis -7.8
EF0704 1 lipoprotein, putative cell envelope 8.9 7.2
EFO706 1 cIpE ATP-dependent Clp p.rotease, ATP-binding Protein fate 16.5
subunit ClpE
EF0709- phosphocarrier protein HPr-PEP . .
2 tsH-pts| Signal transduct -12.8
EF0710 pLst-pts phosphotransferase El lgnal transcuction
EFO717 1 PTS system, fructose-specific IIABC Transport 88 |-111
components
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tral and int di
EF0718 1 fruk-2 1-phosphofructokinase centratand in (.erme ary
metabolism
EF0719 1 transcriptional regulator, DeoR family Regulatory functions 5.1
EFO727 1 diacylglycerol klnase.catalytlc domain Fatty acids and phosphollplds 124 | 123 Y 9.0
protein metabolism
EF0731 1 transcriptional regulator, luxR family Regulatory functions 5.8
EF0740 1 deoxynucleoside kinase Purlne.s, Pyrlmldlne'zs, 7.4 | 351
nucleosides, nucleotides
EF0741 1 Hypothetical or unknown protein | -7.6 -7.9
EEO744 1 sodlum/dlcarboxylate.symporter family Transport 13.6
protein
EF0746 1 pbp5 penicillin-binding protein 5 cell envelope 11.6 | 5.6 11.3
EF0747 1 Hypothetical or unknown protein
EF0756 1 Hypothetical or unknown protein
EF0758 1 cadmium-translocating P-type ATPase Transport 8.5
EFO761- . :
EFO760 2 amino acid ABC transporter Transport -5.5 - -10.7 -5.0
EF0764 1 Hypothetical or unknown protein | -7.4
EF0765 1 Hypothetical or unknown protein | -9.4 -7.5
EF0768 1 Hypothetical or unknown protein 9.4 17.8 8.5
EF0769 1 Hypothetical or unknown protein 5.8
EF0771 1 clpP ATP-dependent Clp ?rotease, proteolytic Protein fate 12.5 6.2 -10.3
subunit ClpP
EF0773 1 Hypothetical or unknown protein 23.9
EF0781 1 cold shock domain family protein cellular process -16.7
EF0789-
EF0790 2 ABC transporter Transport -5.3 -12.4
EF0794 1 Hypothetical or unknown protein -6.3
EF0797 1 Hypothetical or unknown protein 5.2
EFO806- . .
EF0804 3 amino acid ABC transporter Transport 8.3
EF0813 | 1 glycosyl hydrolase, family 35 central and intermediary 79 | 27.2 9.3
metabolism
EF0815-
EFOS16 3 PTS system, IIABCD components Transport 13.7
EF0817 1 Hypothetical or unknown protein 6.0
EF0820 1 rply ribosomal protein L25 Protein synthesis 6.6 7.8
EFO821 1 ribosomal small subunit psgudourldme Protein synthesis 9.0
synthase A, putative
EF0825 | 1 udk uridine kinase Purines, Pyrimidines, -18.6 | -14.2 -10.1
nucleosides, nucleotides
EF0827 1 oxidoreductase, Gfo/ldh/MocA family central and |nt(.ermed|ary -5.4 5.8
metabolism
EF0845 1 murF UDP—N.—acn'atyIn'1uramoylalanyI—D—'qutamyI— cell envelope -5.1
diaminopimelate-D-alanyl-ligase
EFO846 1 ATP-dependent RNA hel{case, DEAD/DEAH Regulatory functions 6.6
box family
EF0848- .
EF0849 2 acpS-alr holo-ACP-synthase, alanine racemase cell envelope El
EF0850 1 transcriptional regulator, PemK family Regulatory functions -12.4
EF0865- glycine betaine/carnitine/choline ABC
EF0862 4 transporter Transport B
EF0875 1 copper-translocating P-type ATPase Transport 9.6
EFO882 | 1 replication initiation and membrane DNA metabolism 5.3 7.1 6.4
attachment protein DnaB, putative
EF0888 1 Hypothetical or unknown protein -8.6
EF0891 1 aspartate aminotransferase, putative Amino-acid biosynthesis 5.3 5.3
EF0897 1 preprotein translocase, YajC subunit Protein fate -10.8 | -9.3 -6.6
EF0900 1 adhE aldehyde-alcohol dehydrogenase central and |nt(.armed|ary 23.7 8.3 -5.1
metabolism
EF0901- . ) .
EF0904 4 isopentenyl diphosphate delta isomerase cell envelope -5.8 | -15.1 | -7.0
EF0909- )
EF0912 4 peptide ABC transporter Transport -12.9
EF0916 1 rplT ribosomal protein L20 Protein synthesis -9.3 -8.4 | -16.0
tral and int di
EF0919 1 acetyltransferase, GNAT family centratandin (.arme fary 7.8 5.1
metabolism
EF0926- . )
EF0927 2 err09-ehk09 two-component system Signal transduction 14.3 5.1
EF0928 1 glucose uptake protein Transport -8.2 | -10.7 | -15.0 | -14.5
EF0929 1 amino acid permease family protein Transport -5.8 | -17.6 -8.0
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EF0931 1 Hypothetical or unknown protein 7.0
EF0934 1 hydrolase, TatD family Purlne.s, Pyr|m|d|ng5, 14.8 13.6
nucleosides, nucleotides
EF0938 1 ABC transporter., ATP—bl'ndmg/TOBE Transport - 6.8
domain protein
EF0939 1 mgsA methylglyoxal synthase central and |nt(.ermed|ary 9.4 | 11.6 13.5 7.9
metabolism
EF0944 1 extracellular protein cellular process -7.4 RUERY -5.1
EF0948 1 ung uracil-DNA glycosylase DNA metabolism 5.6 9.2
EF0954 1 malR MalR regulator Regulatory functions -5.8 -6.6
EF0957- 3 malPpgcMm maltose phoshorylase, beta- central and intermediary 16.2 5.8 6.6
EF0955 alm phosphoglucomutase, mutarotase metabolism . . :
EF0958-
EF0960 2 PTS system, IIABC components Transport 17.6
EF0961 1 pyrroline-5-carboxylate reductase Amino-acid biosynthesis 7.9 8.3
EF0964 1 Hypothetical or unknown protein 14.1
EF0965 1 Hypothetical or unknown protein 9.2
EF0970 1 rpmA ribosomal protein L27 Protein synthesis v 0
EF0972 1 DNA repair exonuclease family protein DNA metabolism 8.7
EF0977 1 nusB N utilization substance protein B Regulatory functions -5.6 | -7.7 -7.4
EF0982 | 1 tlyA hemolysin A cellular process 239 | -13.7 | -10.1 | -18.0 [ETEIN
EF0987 1 lipoprotein cell envelope -5.6 | -24.4 -7.5
EF0988 1 Hypothetical or unknown protein
phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-
EF0992- mraY-murD- transferase, UDP-N-acetylmuramoyl-L-
EF0994 3 murG alanyl-D-glutamate synthetase, cell envelope
UDPdiphospho-muramoylpentapeptide
beta-N- acetylglucosaminyltransferase
EF0996- 2 ftsAZ cell division proteins FtsAZ cellular process 19.9
EF0997 P uare .
EF0999 1 Hypothetical or unknown protein -5.6
EF1003 1 ileS isoleucyl-tRNA synthetase Protein synthesis -6.7
EF1008 | 1 oxidoreductase, Gfo/Idh/MocA family central and intermediary 15.2 7.6 5.3
metabolism
EF1017-
EF1019 3 PTS system, IIABC components Transport 7.3 8.3
EF1020 1 Hypothetical or unknown protein 18.6
EF1021 1 Hypothetical or unknown protein 6.8
EF1022 1 Hypothetical or unknown protein | -7.0
EF1024 1 Hypothetical or unknown protein -
EF1035 1 lipoprotein cell envelope 19.3
EF1036 1 nucleoside diphosphate kinase Purlnejs, Pyrlmldlne.s, 18.5
nucleosides, nucleotides
EF1038 1 lipoprotein cell envelope 31.6
EF1041 1 xanthine/uracil permeases family protein Transport 8.6 12.6
. central and intermediary
EF1045 1 prk 6-phosphofructokinase metabolism 7.0
. central and intermediary
EF1046 1 pyk pyruvate kinase metabolism -6.4 | -13.7
EF1048 1 rpmF-3 ribosomal protein L32 Protein synthesis -8.3 | -9.8
EF1 -
EF1(())E_;>01 2 etaRS two-component system Signal transduction -6.7 6.3 SN 20.8 -
EF1057 1 Mn2+/Fe2+ transporter, NRAMP family Transport 28.1 9.6
EF1058 1 universal stress protein family cellular process 9.6 -7.1
EF1064 1 Hypothetical or unknown protein | 12.2
EF1065 1 Hypothetical or unknown protein | 8.0 | 18.2 -:
tral and int di
EF1068 | 1 galM aldose 1-epimerase centratand Intermediary 185
metabolism
- DP- —
EF1069- galK-galE-1- galactokinase, UDP glucqse 4-epimerase, central and intermediary
3 galactose-1-phosphate uridylyltransferase, . 8.9
EF1071 galT R metabolism
galactose-1-phosphate uridylyltransferase
EF1072 1 galR galactose operon repressor galR Regulatory functions -5.1
EF1078 1 emeA multidrug resistance protein Transport -6.5 8.8
EF1086 1 spermine/spermidine acetyltransferase Amino-acid biosynthesis -9.2
EF1089 1 Hypothetical or unknown protein | -7.3
EF1096 1 Hypothetical or unknown protein -5.4 5.1
EF1097 1 Hypothetical or unknown protein | -5.4
EF1098 1 Hypothetical or unknown protein -8.3 -8.7
EF1104 1 Hypothetical or unknown protein | 19.4 25.4 16.8
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EF1108- 4 IUtABC oxidoreductase, iron sulfur cluster binding central and intermediary 8.1
EF1110 protein, YkgG family protein metabolism :
EF1112 2 rexB exonuclease RexB DNA metabolism 6.5
EF1120-
EF1117 4 glnQHMP amino acid ABC transporter Transport -19.7 6.0
EF1132 1 Cystathionine beta-s.ynthase domain Signal transduction -11.4
protein
EF1143 1 HD domain protein Signal transduction 8.2
Purines, Pyrimidines,

EF1147 1 pyrG CTP synthase nucleosides, nucleotides -l 5.8
EF1151 1 cell division protein DivIVA cellular process 5.4
EF1155 1 nth endonuclease IlI DNA metabolism -9.0
EF1162 1 helicase, putative DNA metabolism -7.0 -5.1
EF1166 1 YitT family protein cell envelope 9.1
EF1167 1 fba fructose-bisphosphate aldolase class-II central and |nt§rmedlary -10.1

metabolism
EF1169 1 murAB UDP—N—ace.tngIucosamme 1- cell envelope -9.5

carboxyvinyltransferase 2

EF1171 1 rpomE ribosomal protein L31 Protein synthesis -15.6 ZXN -9.1 -6.3
EF1179 | 1 csck fructokinase central and intermediary 150 | 7.7 15.4

metabolism
EF1181 1 nitroreductase family protein Other metabolism 8.6
158 | s | e A S e s e
EF1185 pA-IT . P v nucleosides, nucleotides :

protein

EF1191 | 1 DegV family protein Fatty acids and phospholipids 0.4

metabolism
EF1193- VicRK (err07- . .
EF1194 2 ehk07) two-component system Signal transduction -5.3 | -14.1 8.3
EF1211 1 npr NADH peroxidase cellular process 10.2
EF1213 1 alsS acetolactate synthase central and |ntt:*:rmed|ary 7.4

metabolism
EF1214 1 budA alpha-acetolactate decarboxylase central and |nt§rmedlary -6.8

metabolism
EF1224 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Regulatory functions !
EF1226 1 oxidoreductase, putative central and mtt.ermedlary 6.2

metabolism
EF1227 1 Hypothetical or unknown protein ! 10.2
EF1228 1 Hypothetical or unknown protein | -6.7
EF1232-
EF1234 3 ABC transporter Transport 16.1
EF1240 1 sugar-binding transcrlp.tlonal regulator, Regulatory functions -22.3 | -17.3 -19.4 -21.1

Lacl family
EF1242 1 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions -11.5 -9.5
EF1246 1 Hypothetical or unknown protein 8.3
EF1260- . .
EF1261 2 err06-ehk06 two-component system Signal transduction 11.0 6.8
EF1263 1 Hypothetical or unknown protein - 22.7 16.8 _
EF1266 1 Hypothetical or unknown protein 10.9
EF1273 1 ribosomal protein L7A family Protein synthesis -6.0
EF1274 1 infB translation initiation factor IF-2 Protein synthesis -6.2
EF1277 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Mobile and extrachroimosomal 6.1
(pp2) elements function
Mobile and extrachromosomal
EF12 1 h hetical i 2 7.4
88 ypothetical protein (pp2) elements function
EF1300- cell division proteins, FtsW/RodA/SpovE
EF1301 2 family cellular process 19.3
EF1302 1 transcriptional regulator, putative Regulatory functions 5.7
EF1303 1 transcriptional regulator, LysR family Regulatory functions 6.1 22.7 9.8
EF1304 1 magnesium-translocating P-type ATPase Transport 7.2 7.2
EF1306- hrcAgrpEdna . .
EF1310 4 KdnaJ heat shock proteins Protein fate 10.0 | 12.3 5.9 8.7 5.6
EF1311 1 Hypothetical or unknown protein -12.2 -14.9
EF1317 1 nagA-1 N-acetylglucosamine-6-phosphate central and |nt§rmed|ary 53 5.5
deacetylase metabolism

EF1326 1 transcriptional regulator, TetR family Regulatory functions -5.3 -21.0 -7.6
EF1328 1 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions 5.3
EF1 -
Eil?;?;SG 2 errl6-ehk16 two-component system Signal transduction -5.2 -327.2
EF1338 1 Hypothetical or unknown protein -14.0
EF1342 1 transcriptional regulator, Mar family Regulatory functions -7.1
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EF1345-
EF1343 3 mdxEFG sugar ABC transporter Transport 16.2 | 10.1
EF1347- 3 mmdHgmdH maltodextrin hydrolase, central and intermediary 221 | 93 19.3
EF1349 mmgT maltooligosaccharide glycosyl transferase metabolism . : .
EF1352 1 magnesium-translocating P-type ATPase Transport 5.8
EF1358- . . central and intermediary
EF1361 4 gldAdhaMKL dihydroxyacetone kinase metabolism 5.3 26.6 6.4
EF1362 1 Hypothetical or unknown protein 7.9 7.0
EF1368 1 Hypothetical or unknown protein 8.5
EF1371 1 Hypothetical or unknown protein | 7.1
EF1379 1 alaS alanyl-tRNA synthetase Protein synthesis !
EF1397-
EF1399 3 molybdenum ABC transporter Transport -11.7
EF1400 1 cadmium-translocating P-type ATPase Transport 12.6 | 21.1
EF1412 1 Hypothetical or unknown protein -5.8
. . Mobile and extrachromosomal
EF1419 1 hypothetical protein (pp3) elements function ml
. . Mobile and extrachromosomal
EF1420 1 hypothetical protein (pp3) elements function 5.9
. . Mobile and extrachromosomal
EF1428 1 hypothetical protein (pp3) elements function 24.2
. . Mobile and extrachromosomal
EF1449 1 hypothetical protein (pp3) . -17.5 | -24.5 | -21.4 | -20.9 TN}
elements function
Mobil h |
EF1456 1 hypothetical protein (pp3) obile and extrac ro‘mosoma 19.3
elements function
EF1457 1 minor head protein (pp3) Mobile and extrachro.mosomal -9.2 -71.9
elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF1458 1 hypothetical protein (pp3) elements function 24.5 8.8
Mobile and extrachromosomal
EF147 1 h hetical i R -8.
9 ypothetical protein (pp3) elements function 8.6
. . Mobile and extrachromosomal
EF1480 1 hypothetical protein (pp3) elements function 22.6 8.1
EF1492- ntpFIKECGA
EF1500 9 8D V-type ATPase Transport 7.6 |-11.6 -5.1 6.0
EF1504 1 lysA diaminopimelate decarboxylase Amino-acid biosynthesis -9.0 | -5.5 -10.3
EF1510 1 Hypothetical or unknown protein 13.1
EF1512 1 Hypothetical or unknown protein -11.6 -8.2
EF1519 1 cation-transporting ATPase, E1-E2 family Transport -6.4
EF1521 1 dnaG DNA primase DNA metabolism -9.2
EF1522 1 SigA RNA polymerase sigma-43 factor Regulatory functions -15.2
EF1526 1 gap-1 glyceraldehyde 3-phosphate central and |nt(.ermed|ary 55 6.9
dehydrogenase metabolism
EF1527 1 obgE GTP-binding protein Purlne.-s, Pyr|m|d|nefs, -6.6
nucleosides, nucleotides
EF1534 1 peptidyl-prolyl C|s.-'trans ISomerase, Protein synthesis 23.9 -5.4
cyclophilin-type
EF1535 1 Hypothetical or unknown protein -5.2
EF1543 1 fer ferredoxin cellular process 8.7 34.8
EF1545 1 recQ-1 ATP-dependent DNA helicase RecQ DNA metabolism 6.1
EF1547 1 cmk cytidylate kinase Amino-acid biosynthesis 7.9
EF1548 1 rpsA ribosomal protein S1 Protein synthesis -7.5
EF1550 1 hup DNA-binding protein HU DNA metabolism 8.4 NN 8.5
EF1553 1 TPR domain protein Protein synthesis 8.0 5.6
EF1555 1 YitT family protein cell envelope 9.2 8.1 5.3
Purines, Pyrimidines,
EF1558 1 papS poly A polymerase nucleosides, nucleotides 6.5 9.2 8.7 - 17.3
shikimate 5-dehydrogenase, 3-deoxy-7-
aroE-
phosphoheptulonate synthase, 3-
EF1562- . .
aroBC- dehydroquinate synthase, chorismate
EF1561 7 EF1565- synthase, chorismate synthase, 3- Amino-acid biosynthesis 6.1
phosphoshikimate 1-
aroAK- . s .
carboxyvinyltransferase, shikimate kinase,
EF1568
prephenate dehydratase
Fatty acids and phospholipid
EF1570 | 1 DegV family protein attyacids and phospholipids |- 73 | 9.4 5.9 | -115
metabolism
EF1589 1 acetyltransferase, GNAT family central and |nt§rmed|ary -26.9 -5.2
metabolism
. T Purines, Pyrimidines,
EF1598 1 phrB deoxyribodipyrimidine photolyase nucleosides, nucleotides 7.1
EF1601 1 PTS system, IIABC components Transport 9.4 9.8
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. central and intermediary
EF1602 1 glycosyl hydrolase, family 13 metabolism 12.3
iii%%i_ 2 Sch_ll_ scrR- sucrose-6-phosphate dehydrogenase central;u:tda:ar;tltiesrg\edlary 9.4 7.6
?::11%112_ 2 pflIAB pyruvate formate-lyase activating enzyme centralna:gig:)tltiesrgedlary -5.2 -5.9
iil166‘;19- 3 iron compound ABC transporter Transport 10.8 | 173
EF1647 1 hslv heat shock protein HsIV cellular process 5.5
EF1649 1 gid glucose-inhibited division protein Signal transduction -6.3 |-254 | -7.1 -6.1
EF1655 1 2-dehydropantoate 2-reductase central and |nt§rmed|ary 64 69
metabolism
EF1656 1 transcriptional regulator, LysR family Regulatory functions
iii%ig 5 ptbl:::ggde branched:(::f;i;:tzz:;:sts acid, £2, Amino-acid biosynthesis -20.9 19.3 8.8 -7.2
EF1662 1 Hypothetical or unknown protein 9.8
EF1671 1 oxidoreductase, zinc-binding central and mt(.ermedlary 9.7 5.7
metabolism
EF1672 1 permease protein, putative Transport 22,7 | 28.0
EF1678 1 signal peptidase | Protein fate -6.2 -11.8
EF1680 1 Hypothetical or unknown protein 9.8
EF1685 | 1 hiylil hemolysin Ill cellular process 7.1 A7 82 | -1638
EF1689 1 Hypothetical or unknown protein 7.2
EF1693 1 KH domain protein Signal transduction -9.3 -5.1
EF1694 1 rpsP ribosomal protein S16 Protein synthesis -7.8 | -7.9 -13.8 5.3
. central and intermediary
EF1707 1 glycosyl hydrolase, family 38 metabolism 36.1
EF1710 1 transcriptional regulator, LysR family Regulatory functions -11.8 -5.9
dihydroorotase-carbamoyl phosphate
rBCpyraAc | synthase, dihydroorotate dehydrogenase, . -
EF1719-1 ¢ fz};bsp?;ouo ! omP deczrboxylase; OMIZDCagse; Purines, Pyrimidines, 6.2 |-10.4 -15.5
EF1712 nucleosides, nucleotides
-2FE OMPdecase, orotate
phosphoribosyltransferase
EF1720 1 uracil permease Transport -6.2 | -10.4 -15.5
EF1721 1 pyrR pyrimidine regulatory protein PyrR Regulatory functions -6.2 | -10.4 -7.1
EF1724 | 1 Cystathionine beta synthase domain Signal transduction 76 | 121
protein
EEFFll773332 1 ABC transporter Transport -10.2
EF1736 1 nfo endonuclease IV DNA metabolism -10.7 5.6
EF1739 1 tryS-2 tyrosyl-tRNA synthetase Protein synthesis -5.4 -13.1
EF1740 1 pbplB penicillin-binding protein 1B cell envelope -5.7
EF1744 1 general stress protein cellular process 6.6 5.5
EF1751 1 membrane protein, putative cell envelope -6.2 - 21.1 | -6.0 -11.1
EF1754 1 PhoU family protein Signal transduction -5.1
EF1760 1 cell division ABC transporter Transport -6.2 -
EF1764 1 VfiA ribosomal subunit interface protein Protein synthesis 6.5
EF1769 1 PTS system, 1IB component Transport 6.6 9.1 -5.7
EF1770 1 Hypothetical or unknown protein -6.1 -7.6
EF1774 1 Hypothetical or unknown protein 11.6
5-(carboxyamino)imidazole ribonucleotide
mutase and synthase,
phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase,
hosphoribosylformylglycinamidine
synthase,
phosphoribosylformylglycinamidine
purE-K1- synthetase |, . L
2?1778777 11 CSQLFMNH phosphoribosylformylglycinamidine n:cl:e::;;'e?:umclliggz'ezs
D synthase Il,
amidophosphoribosyltransferase,
phosphoribosylaminoimidazole synthetase,
phosphoribosylglycinamide
formyltransferase,
hosphoribosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase,
phosphoribosylamine--glycine ligase
EF1789 1 SPFH domain/Band 7 family protein cell envelope 6.3 24.2
221188(();_ 4 PTS system, [IBCDA components Transport 22.7
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EF1800- EF1809- agas protein, tagatose 1,6—d|phos.phate central and intermediary
3 EF1808- aldolase, tagatose-6-phosphate kinase, . -11.0
EF1806 X metabolism
lacD-2-lacC agas protein
EF1815 1 transcriptional regul'ator, LysR family, Regulatory functions -7.4 -8.6
putative
EF1822- . .
EF1820 4 fsrABDC two-component system Signal transduction -11.9 | -6.2 -5.9
EF1836-
EF1838 3 PTS system, IIABC components Transport -13.6 | 9.9
EF1859 1 Hypothetical or unknown protein 7.6
3-methyl-2-oxobutanoate
EF1860- hydroxymethyltransferase, pantoate--beta-
EF1858 2 panBCh alanine ligase, aspartate alpha- cell envelope 112
decarboxylase
EF1862 1 transposase, 15256 family Mobile elements function -11.2 -13.5
?::1122'1_ 2 err08-ehk08 two-component system Signal transduction 11.3
EF1867-
EF1869 1 ABC transporter Transport 6.8
EF1879 1 Hypothetical or unknown protein | -10.1 | -7.8 -17.3
EF1884 1 Hypothetical or unknown protein 8.3
EF1887 1 Hypothetical or unknown protein | 5.9 12.7
EF1892 1 FtsK/SpolllE family protein cellular process 27.3
EF1898 1 rplS ribosomal protein L19 Protein synthesis 9.9 |-13.2 | -23.5 | -7.7
EF1900 1 rimM 16S rRNA processing protein RimM Protein synthesis 8.6
EF1904 1 glycerophosphoryl diester central and |nt§rmedlary 237 17.3
phosphodiesterase metabolism
EF1907 | 1 maoC family protein Fatty acids and phospholipids 7.0
metabolism
EF1908 1 Hypothetical or unknown protein -22.7 | -11.5
EF1909 1 Hypothetical or unknown protein | -6.1 -5.2
EF1913 1 Hypothetical or unknown protein | 15.3 12.2
EF1914 1 Hypothetical or unknown protein -5.7
EF1916 1 engB GTP-binding protein Signal transduction -11.8 -6.8
EF1921 1 inosine-uridine preferring nucleoside Purlngs, Pyrlmldmc-.zs, 103 9.0
hydrolase nucleosides, nucleotides
EF1927 1 glpF glycerol uptake facilitator protein Transport -12.7 -19.3
EF1929- glycerol kinase, alpha-glycerophosphate central and intermediary
EF1928 2 glpOK oxidase metabolism 12.7 19.3
EF1938 1 Hypothetical or unknown protein | 5.1
EF1941 1 Hypothetical or unknown protein 5.6 19.8
EF1944 1 Hypothetical or unknown protein | 14.9 | 16.0 24.1
EF1946 1 Hypothetical or unknown protein -17.3
EF1958 1 deoxyguanosmetrlphosphate Punngs, Pyr|m|d|ngs, 53 96
triphosphohydrolase nucleosides, nucleotides
EF1961 | 1 eno enolase central and intermediary 63 | 248 | -5.7
metabolism
EF1964 1 gap-2 glyceraldehyde 3-phosphate central and |nt§rmed|ary 9.6 6.1
dehydrogenases metabolism
EF1966 1 YitT family protein cell envelope -5.3 5.3 -5.2
EF1967 1 Hypothetical or unknown protein 8.6
- . Purines, Pyrimidines,
EF1969 1 phosphomethylpyrimidine kinase nucleosides, nucleotides 10.4
EF1971 1 hisS histidyl-tRNA synthetase Protein synthesis 5.5 6.0
EF1972 1 Hypothetical or unknown protein | 15.7 9.9
EF1982 1 universal stress protein family cellular process 6.0
Mobile and extrachromosomal
EF1 1 i i 0
F1990 hypothetical protein (pp4) elements function 5.6
EF2015 1 minor head protein, putative (pp4) Mobile and extrachro.mosomal 16.3
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF201 1 [ [ -20.
F2019 hypothetical protein (pp4) elements function 20.9
Mobile and extrachromosomal
EF2023 1 hypothetical protei 4 -9.9
ypothetical protein (pp4) elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2025 1 hypothetical protein (pp4) elements function - -14.8 -22.7
EF2027 1 hypothetical protein (pp4) Mobile and extrachro.mosomal -109.3
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2 1 i i .1
F2034 hypothetical protein (pp4) elements function 6
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. . Mobile and extrachromosomal
EF2036 hypothetical protein (pp4) elements function -8.7
EE2040 transcriptional regulator, Cro/Cl family Mobile and extrachro‘mosomal 13.4
(pp4) elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2041 hypothetical protein (pp4) elements function 10.5
EF2051 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions -6.4 | -14.6 | -9.1 -25.7
EF2055 omdoreduct.ase,.pyrldmt'e nucleotide- Purlngs, Pyrlmldmgs, 8.9
disulfide family nucleosides, nucleotides
EF2056 1,4-dihydroxy-2-naphthoate Other metabolism -9.0 7.8
octaprenyltransferase
. Fatty acids and phospholipids
EF2057 heptaprenyl diphosphate synthase metabolism 19.4
EF2061- L . central and intermediary
EE2060 cydAB cytochrome d ubiquinol oxidase metabolism -5.2 -90.0 [EEL] -7.9
EF2063 SoxS transcriptional regulator, AraC family Regulatory functions -8.4 -9.4
EF2067 Hypothetical or unknown protein 12.6 8.0
EF2074-
EF2075 ABC transporter Transport -8.1 | -10.1
EF2076 efaA endocarditis specific antigen cellular process 5.5 5.8 14.3
EF2078 Hypothetical or unknown protein | -5.7 | -19.2 m
. . Mobile and extrachromosomal
EF2085 hypothetical protein (pp5) elements function -5.5
. Mobile and extrachromosomal
EF2086 endolysin (pp5) elements function 5.2
EF2087 holin (pp5) Mobile and extrachro‘mosomal 351
elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2090 hypothetical protein (pp5) elements function 10.3
Mobile and extrachromosomal
EF2 lysi i i . .1
093 endolysin domain protein (pp5) elements function 6
. ) Mobile and extrachromosomal
EF2094 hypothetical protein (pp5) elements function 9.8
EF2095 hypothetical protein (pp5) Mobile and extrachromosomal 116 128
elements function
EF2096 tail protein (pp5) Mobile and extrachro.mosomal 7.2 9.7 5.7
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2097 hypothetical protei 5 . 6.2
ypothetical protein (pp5) elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2098 hypothetical protein (pp5) elements function 9.4
EF2099 hypothetical protein (pp5) Mobile and extrachro.mosomal 11.5
elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2103 hypothetical protein (pp5) elements function 10.8
Mobil h |
EF2104 hypothetical protein (pp5) obile and extrac ro.mosoma 13.0
elements function
. . Mobile and extrachromosomal
EF2105 hypothetical protein (pp5) elements function 7.8
Mobil h |
EF2109 hypothetical protein (pp5) obile and extrac ro.mosoma 229 | 19.3
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2112 h hetical i b
ypothetical protein (pp5) elements function 9.3
. . Mobile and extrachromosomal
EF2113 hypothetical protein (pp5) elements function 9.8
EF2115 transcriptional regulator, ArpU family (pp5) Mobile and extrachromosomal 22.0 | -25.7 6.1
p g P Arp v tpp elements function . . .
. . Mobile and extrachromosomal
EF2118 hypothetical protein (pp5) elements function 229 | 35.1
EF2120 hypothetical protein (pp5) Mobile and extrachro.mosomal 18.5 | 19.3
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF212 i i o
F2128 hypothetical protein (pp5) elements function 18.5
Mobile and extrachromosomal
EF2131 h thetical tei 5 1.
ypothetical protein (pp5) elements function 31.6
Mobile and extrachromosomal
EF2132 i i 0
F213 recT protein, putative (pp5) elements function 13.7
EF2138 transcriptional regulator, Cro/Cl family Mobile and extrachro.mosomal 316 | 19.4
(pp5) elements function
Mobile and extrachromosomal
EF21 i i 0 1
F2140 hypothetical protein (pp5) elements function 12.3 5
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transcriptional regulator, Cro/Cl family

Mobile and extrachromosomal

EF2142 ! (pp5) elements function ==
EF2150 1 FemAB family protein Protein synthesis 32.9
EF2151 1 gims gIucosam|ng——fructose—G—phosphate Purlne.s, Pyrlmldlngs, 15
aminotransferase nucleosides, nucleotides
EF2154 1 Hypothetical or unknown protein | -11.0 | -13.8 [y} ‘ -11.3
EF2159 1 glnA glutamine synthetase, type | Amino-acid biosynthesis -8.7 -5.6
EF2165 1 NAD-dependent ('eplmeras'e/dehydratase central and |nt(?rmed|ary 13.4
family protein metabolism
. . central and intermediary
EF2167 1 glycosyl transferase, group 2 family protein metabolism -12.7
EF2173 1 ISEf1, transposase Mobile elements function -86.2
EF2175 1 licD-related protein Signal transduction -6.7 | -16.0 -5.1 -7.3
EF2177 1 bacterial sugar transferase central and |nt(.ermed|ary -9.7 | -124 | -8.8 |-11.8
metabolism
. . central and intermediary
EF2180 2 glycosyl transferase, group 2 family protein metabolism -6.9
. . central and intermediary
EF2181 1 glycosyl transferase, group 2 family protein metabolism
EF2183-
EF2182 2 ABC transporter Transport -27.6
EF2185 1 ISEf1, transposase Mobile elements function
EF2187 1 1S256, transposase Mobile elements function
glucose-1-phosphate
EF2194- rfbACB- thymidylyltransferase, dTDP-4- Purines, Pyrimidines,
EF2191 4 EF2191 dehydrorhamnose 3,5-epimerase, dTDP- nucleosides. nucleotides -12.2 | -5.5
glucose 4,6-dehydratase, dTDP-4- !
dehydrorhamnose reductase
EF2205 1 Hypothetical or unknown protein -6.0
EF2209 1 Hypothetical or unknown protein 6.5
EF2219- . .
EF2218 2 ehk01-err01 two-component system Signal transduction 7.0 5.8 -7.2
EF2223-
EF2221 3 ABC transporter Transport 103 | 17.8 7.1
EF2224 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope 5.1 5.6 11.0 6.8
EF2234 1 sugar ABC transporter Transport 7.8
EF2238 1 sugar-binding transcrlgtlonal regulator, Regulatory functions -16.4 | 11.0
Lacl family
EF2247 1 transcriptional regulator Regulatory functions 11.3
EF2255 1 site-specific recombmése, phage integrase DNA metabolism 17.4
family
EF2271-
EF2269 3 PTS system, IIBCD components Transport 14.5
EF2280 1 Hypothetical or unknown protein -6.4 | -15.0
EF2291 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Regulatory functions -5.2 -7.6
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase,
vancomycin B-type resistance protein
EF2297- YBvanW
5 vanrsvan VanW, alpha-keto acid dehydrogenase, D- cellular process 17.3
EF2293 vanBvanX R X
Ala-D-lactate ligase, D-alanyl-D-alanine
dipeptidase
EF2304 1 transcriptional regulator, Cro/Cl family Regulatory functions -6.6 | -19.2
EF2305 1 toprim domain protein DNA metabolism 17.2 5.8 11.4
EF2307 1 Hypothetical or unknown protein | 31.6 9.8
EF2308 1 Hypothetical or unknown protein -14.8
EF2320 1 Hypothetical or unknown protein 9.8
EF2322 1 Hypothetical or unknown protein 12.3 8.1
EF2342 1 Hypothetical or unknown protein -6.9 -6.5 -10.1
EF2352 1 lepA GTP-binding protein LepA Protein synthesis -11.0 -7.0
EF2355 1 clpB ATP-dependent Clp p.rotease, ATP-binding Protein fate 308
subunit ClpB
EF2359 1 transposase, 1S3 family Mobile elements function 12.9 -8.6
EF2362- phosphoribosylaminoimidazole
EF2361 2 purk-1purs carboxylase, ATPase subunit Transport el
EF2364 1 xanthine permease Transport -14.8 -9.5
EF2365 1 xpt xanthine phosphoribosyltransferase Amino-acid biosynthesis -6.1 -7.2 8.5
EF2370 1 oxidoreductase, Gfo/Idh/MocA family central and |nt(.armed|ary 5.9 11.5 10.7
metabolism
EF2377 1 amino acid permease family protein Transport -24.3
EF2378 1 polC DNA polymerase lll, alpha subunit DNA metabolism 6.4
EF2379 1 proS prolyl-tRNA synthetase Protein synthesis -9.3 -6.8
EF2385 1 Hypothetical or unknown protein 11.6 9.8
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EF2390- . central and intermediary
EF2303 4 sufDSUB FeS cluster assembly proteins metabolism 5.2 5.1
EF2394 1 sufC ABC transporter Transport 5.2 5.1
EF2395 1 frr ribosome recycling factor Protein synthesis -16.5 -5.8
EF2397 1 tsf translation elongation factor Ts Protein synthesis -8.7 | -18.9
EF2398 1 rpsB ribosomal protein S2 Protein synthesis -8.6
EF2399 1 acetyltransferase, GNAT family central and |nt§rmedlary
metabolism
Puri Pyrimidi
EF2400 1 RNA methyltransferase, TrmH family unne.s, yrimi mgs, -5.4
nucleosides, nucleotides
central and intermediary
EF2401 1 acyP acylphosphatase metabolism 15.0
EF2404 1 Hypothetical or unknown protein -5.4 -5.3
EF2410 1 era GTP-binding protein Era Fatty acids and phosphollplds -10.7
metabolism
Fatty acids and phospholipid
EF2411 | 1 dgkA diacylglycerol kinase atly acids and phospholipids |- 4 3 -12.0
metabolism
EF2417 1 transcriptional regulator, Fur family Regulatory functions 15.2
EF2422 3 hom-thrCB homoserine dehydrogerTase, .threonlne Amino-acid biosynthesis -6.2
synthase, homoserine kinase
EF2423 1 transcriptional regulator, ArsR family Regulatory functions 15.8
EF2424 1 pyrroline-5-carboxylate reductase Amino-acid biosynthesis -5.8 | -5.5 -11.6 -6.2
EF2429 1 guaC GMP reductase Purines, Pyr'm'd'nés’ 5.4
nucleosides, nucleotides
EF2430 1 xanthine/uracil permease family protein Transport
EF2431 1 chlorohydrolase family protein Other metabolism
EF2443 1 rpsT ribosomal protein S20 Protein synthesis
F i hospholipi
EF2444 1 acyl-CoA thioester hydrolase atty acids and p . ospholipids
metabolism
EF2451 1 coaD pantetheine-phosphate Other metabolism
adenylyltransferase
F i hospholipi
EF2456 1 pycA pyruvate carboxylase atty acids and p . ospholipids -5.2
metabolism
EF2460 1 GTP-binding protein TypA Other metabolism -6.2 -8.0
EF2461 1 inositol monophosphatase protein family Signal transduction -7.1 6.9
EF2462 1 Hypothetical or unknown protein 7.6
EF2464 1 Hypothetical or unknown protein 8.8
EF2470 1 HD domain protein Signal transduction -17.2
EF2473 | 1 ribosomal-protein-alanine Protein synthesis 7.6 9.0
acetyltransferase
EF2474 1 ribosomal-protein-alanine Protein synthesis 5.3 9.0
acetyltransferase
EF2486-
EF2485 2 ABC transporter Transport -11.2 -19.3
EF2489 1 cpsG MurB family protein cell envelope -6.5
. . central and intermediary
EF2491 1 cpsE glycosyl transferase, group 2 family protein metabolism YA -152.7 ‘ -6.7
F i hospholipi
EF2494 1 cdsA phosphatidate cytidylyltransferase atty acids and p . ospholipids -5.2
metabolism
. Fatty acids and phospholipids
EF2495 1 uppS undecaprenyl diphosphate synthase metabolism 22.2 6.1
EF2498-
EF2497 2 ABC transporter Transport -5.1
EF2500 1 GcevH family protein Amino-acid biosynthesis -12.2
EF2502 1 cell division protein, .FtsW/RodA/SpoVE cellular process 3.8
family
EF2512 1 lipoprotein cell envelope 7.9
EF2517 1 conjugal transfer protein Signal transduction 21.6
EF2521 1 Hypothetical or unknown protein 9.8
EF2529 1 Hypothetical or unknown protein 5.7
EF2535 1 nucleotidyltransferase domain protein Protein fate 6.9
. . Purines, Pyrimidines,
EF2549 1 upp uracil phosphoribosyltransferase nucleosides, nucleotides 5.5 7.4
EF2555 1 tdK thymidine kinase Purlne‘s, Pyrlmldlngs, 5.2
nucleosides, nucleotides
EF2556 1 fumarate reductase flavoprotein subunit central and |nt(.armed|ary 100 | -12.8
precursor metabolism
EF2572 1 molybdenum transport domain protein Transport 7.4 5.6
EF2586 1 cobyric acid synthase Other metabolism -22.2
EF2587 1 inosine-uridine preferring nucleoside Purlne:s, Pyrlmldlne.zs, 7.0 6.6
hydrolase nucleosides, nucleotides
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elements function

EF2593-
EF2592 2 ABC transporter Transport 8.9 6.9 74
EF2594 1 transcriptional regulator, TetR family Regulatory functions 10.1 11.9
. Purines, Pyrimidines,
EF2595 1 gmk-1 guanylate kinase nucleosides, nucleotides 11.7
EF2599 1 transcriptional antiterminator, bglG family Regulatory functions 17.4
EF2603 1 Hypothetical or unknown protein | -24.8 -9.6 |-23.8 ﬂ
EF2607-
EF2612 6 atpFHAGDC ATP synthase F1 Transport -10.0 | -10.1 | -9.7 12.2
EF2613 1 Hypothetical or unknown protein -11.9
EF2616 1 smpB SsrA-binding protein Protein synthesis 9.8 6.9
EF2620 1 secG preprotein translocase, SecG subunit Protein fate -10.9
EF2632 1 1S256, transposase Mobile elements function
EF2634- 2 roELgroES chaperonin Protein fate 15.9 6.7 6.6
EF2633 grotg P : : .
EF2641- ) . .
EE2642 2 glycine betaine/L-proline ABC transporter Transport -7.6 -7.7
EF2652- spermidine/putrescine ABC transporter,
EF2649 4 ATP-binding subunit Transport -25.1 | -16.8 EECYAM -10.4 -17.2
EF2657 4 membrane protein, putative cell envelope -12.7 18.8
EF2661 1 diacylglycerol kmase.catalytlc domain Fatty acids and phosphollplds 85 -10.2
protein metabolism
EF2668 1 mgtE magnesium transporter Transport -7.3 -7.0
EF2669 1 ribosomal large subunit pseuc{ourldme Protein synthesis 8.0
synthase, RluD subfamily
EF2681 1 hydrolase, haloacid .dehalogenase-llke central and |nt§rmedlary -16.0 73 5.5
family metabolism
EF2687 1 Hypothetical or unknown protein 6.1
EF2694 1 Hypothetical or unknown protein | 14.3 8.4
EF2695 1 Hypothetical or unknown protein 19.4
EF2698 1 tellurite resistance protein cellular process 8.2
EF2700 1 MutT/nudix family protein DNA metabolism 5.6 13.2
| - -
EF2701 1 acetyltransferase, GNAT family central and mtt.ermedlary -16.2
metabolism
EF2703 1 transcriptional regulator Regulatory functions 15.2
EF2706 1 RNA methyltransferase, TrmA family Purlngs, Pyr|m|d|ngs, -11.1
nucleosides, nucleotides
EF2708 1 membran protein, putative cell envelope -15.9
EF2713 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope
EF2715 1 rpiL ribosomal protein L7/L12 Protein synthesis
EF2716 1 rpl) ribosomal protein L10 Protein synthesis -6.5
EF2718 1 rplA ribosomal protein L1 Protein synthesis -7.0 -6.0 -9.9
EF2719 1 rplK ribosomal protein L11 Protein synthesis -6.2 -7.4
EF2720 1 ABC transporter, ATP-binding protein Transport -7.4 -5.7
EF2729 1 nusG transcription antitermination protein NusG Regulatory functions -11.5
EF2730 1 seckE preprotein translocase, SecE subunit Protein fate -5.5
EF2731 1 rpomG-2 ribosomal protein L33 Protein synthesis -6.8
EF2733 1 murB UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine cell envelope -6.2 9.4
reductase
EF2739- alkyl hydroperoxide reductase, thioredoxin
2 hpCF ! 1]} -5. -24. -6.2 .2
EF2738 ahpC reductase/glutathione-like protein cellular process >-8 g 6 8
EF2750- D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase,
EF2746 5 dItXABCD membrane protein DtIB, dItD protein cell envelope 10.2 | -14.5 7.2 9.8 15.7
. . central and intermediary
EF2759 1 tetrapyrrole methylase family protein metabolism 5.3
EF2766 1 recR recombination protein RecR DNA metabolism -5.5 | -13.7
EF2774 1 Hypothetical or unknown protein | -5.8
EF2780 | 1 Hypothetical or unknown protein | -8.0 [530: 257 | -16.8
EF2784 1 Hypothetical or unknown protein
EF2785 1 Hypothetical or unknown protein | 6.1 5.3
EF2787 1 rhodanese family protein cellular process -5.4 | -10.9
EF2790 1 Hypothetical or unknown protein | -5.3 | -14.0 | -16.7
EF2794 1 membrane protein, putative cell envelope 5.3
EF2795 1 LysM domain lipoprotein cell envelope 6.7
EF2797 1 gsp64 general stress protein cellular process 6.2 5.6 5.3
EF2800 1 ISEf1, transposase (pp6) Mobile and extrachroimosomal -16.8 | -7.9
elements function
Mobil d extrach |
EF2811 1 minor structural protein (pp6) obrie and extrac ro.mosoma 7.6
elements function
- . Mobile and extrachromosomal
EF2828 1 transcriptional regulator, ArpU family (pp6) 26.2 -143.9
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. . Mobile and extrachromosomal
EF2829 hypothetical protein (pp6) elements function 19.5 28.8 24.5
. . Mobile and extrachromosomal
EF2833 hypothetical protein (pp6) elements function -10.2 -10.9 -6.7
. . Mobile and extrachromosomal
EF2834 hypothetical protein (pp6) elements function -12.5 -20.8
EF2839 DnaD domain protein (ppé) Mobile and extrachro.mosomal
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2847 h thetical tei 6 -11. -11.
ypothetical protein (pp6) elements function 3 8
. . Mobile and extrachromosomal
EF2848 hypothetical protein (pp6) elements function 5.4
Mobile and extrachromosomal
EF2850 h thetical tei 6 .4
ypothetical protein (pp6) elements function 8
EF2852 transcriptional regulator, Cro/Cl family Mobile and extrachro.mosomal 7.9
(ppb) elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2853 h thetical tei 6 16.7
ypothetical protein (pp6) elements function 6
EF2856 romG-3 ribosomal protein L33 Protein synthesis -12.3 i)
EF2859 4-oxalocrotonate tautomerase, putative Other metabolism 7.8
EF2860 Eer/YblS/chS/Ynh§ family protein, cell envelope 08 [-229
putative
I - -
EF2863 endo-beta-N-acetylglucosaminidase central and mtt.ermedlary -7.9 5.3
metabolism
EF2868 Hypothetical or unknown protein 6.0
EF2870 HD domain protein Signal transduction 8.3 9.6
ACP S-malonyltransferase, 3-ketoacyl-ACP
fabDGF-2- reductase, 3-oxoacyl-ACP synthase, 3- . L
EF2882- F h hol
88 accBfabZacc oxoacyl-ACP synthase, (3R)- atty acids and p . ospholipids -9.3 5.4 5.4
EF2875 ; : . metabolism
CDA hydroxymyristoyl-(acyl-carrier-protein)
dehydratase
. . Fatty acids and phospholipid
EF2883 fabk enoyl-(acyl-carrier-protein) reductase Il atty acidsand p . ospholipias -9.8
metabolism
F i hospholipi
EF2885 fabH 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase Il atty acids and p . ospholipids
metabolism
EF2886 transcriptional regulator, MarR family Regulatory functions - 5.2
EF2898 peptidyl-prolyl CIS.-.tranS Isomerase, Protein synthesis -12.6 -7.3
cyclophilin-type
) . central and intermediary
EF2908 glycosyl transferase, group 2 family protein metabolism -9.8
EF2910 potassium uptake protein Transport -9.7 10.9
EF2920-
EF2919 ABC transporter Transport -6.5 7.0
EF2923- niA metallo-beta-lactamase superfamily Purines, Pyrimidines, 101
EF2924 4 protein nucleosides, nucleotides .
EF2929 membrane protein, putative cell envelope 6.6
EF2933 DNA-binding protein Regulatory functions 8.1 7.7
EF2934 thil thiazole biosynthesis protein Thil Purines, Pyrimidines, -5.3
nucleosides, nucleotides
Puri vrimidi
EF2935 xanthine/uracil permeases family protein unne;s, yr|m|d|nefs, -7.2 -5.0
nucleosides, nucleotides
Mobile and extrachromosomal
EF2 h hetical i 7 b
938 ypothetical protein (pp7) elements function 6.8
Mobil h |
EF2939 cold-shock domain family protein (pp7) obile and extrac roimosoma -7.8 -13.3
elements function
Mobile and extrachromosomal
EF294 h hetical i 7 14. 12. o
940 ypothetical protein (pp7) elements function 4.8 9 5.8
. . Mobile and extrachromosomal
EF2942 hypothetical protein (pp7) elements function - 17.3 | 21.8
Mobile and extrachromosomal
EF2943 hypothetical protei 7 8.5 | 22.
ypothetical protein (pp7) elements function 9 -
Mobile and extrachromosomal
EF2 i i 0
F2944 hypothetical protein (pp7) elements function 5.6
EF2948 DNA primase domain protein (pp7) Mobile and extrachro.mosomal
elements function
EF2950 hypothetical protein (pp7) Mobile and extrachromosomal |, g | 555 26.7
s P PP elements function i . i
Mobile and extrachromosomal
EF2951 h thetical tei 7 6.9
ypothetical protein (pp7) elements function
Mobile and extrachromosomal
EF2 i i J d
F2953 hypothetical protein (pp7) elements function 7.4 | 11.6
EF2958 hypR transcriptional regulator, LysR family Regulatory functions 7.3
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EF2959 1 ribose uptake protein, putative Transport 33.9
EF2960 1 ribose transporter protein RbsD Transport 7.8
EF2961 1 rbsK ribokinase central and |nt§rmed|ary 5.7
metabolism
EF2964 1 putative transport protein, SgaT family Transport 14.6
EF2966 1 transcriptional antiterminator, bglG family Regulatory functions 20.0 5.6
EF2986-
EF2685 2 ABC transporter Transport 9.8 15.7
EF2994 1 aminotransferase, class V Protein synthesis 11.6 5.6
EF3008 1 Hypothetical or unknown protein -14.1
EF3009 1 Hypothetical or unknown protein -6.1
EF3022 1 sodlum:dlcarboxylate.symporter family Transport 254 | 63 5.6
protein
EF3030 1 Hypothetical or unknown protein 27.3
EF3033- 4 PTS system, IIABCD components Transport 229
EF3029 ystem, P P .
EF3034 1 transcriptional regulator, GntR family Regulatory functions -5.4 5.2
EF3035 1 universal stress protein family cellular process 5.8 -6.4
EF3041 1 pheromone binding protein Signal transduction -6.2 -7.8
EF3044 1 nagA-2 N-acetylglucosamine-6-phosphate central and |nt§rmedlary 141
deacetylase metabolism
EF3045-
EF3046 2 PTS system, IIAB components Transport -19.7 7.3 -12.6
EF3053 1 Hypothetical or unknown protein 17.8
EF3054 1 Hypothetical or unknown protein -5.7
EF3056 1 SrtA sortase family protein Protein fate 30.6 | -5.6 5.1 9.5
EF3060 1 salA secreted lipase cellular process -11.9 -I -8.6
i?;%%zl- 2 mreCmreD rod shape-determining proteins cellular process -11.1 -7.8
EF3063 1 immunity protein, putative cellular process 5.8 - 12.9
. . . Purines, Pyrimidines,
EF3064 1 pnpA polyribonucleotide nucleotidyltransferase nucleosides, nucleotides -6.1 -9.4
EF3067 1 hydrolase, haloacid f:lehalogenase—llke central and |nt§rmed|ary 6.4
family metabolism
EF3069 1 formate/nitrite transporter family protein Transport -14.1
EF3070 1 rpsD ribosomal protein S4 Protein synthesis -12.0 PEENN -6.4
EF3072 1 BioY family protein Transport 7.0 5.2
EF3076 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope 9.8
EF3079 1 acetyltransferase, GNAT family central and |nt§rmedlary -5.1
metabolism
EF3080 1 pepT-2 peptidase T Protein fate -6.7
EF3085 1 fatB iron transporter Transport 5.9
EF3087 1 Hypothetical or unknown protein | 14.1
EF3090 1 isochorismatase family protein Other metabolism 7.9 -6.1
EF3094 1 frsy signal recognition p:tl;t;cle—dockmg protein Transport 77 74
EF3097 1 rnc ribonuclease Il Purme:s, Pyr|m|d|ne:s, -6.2
nucleosides, nucleotides
EF3100 1 1S256, transposase Mobile elements function 5.2 m -7.6
EF3103 1 membrane protein, putative cell envelope -9.4
EF3110- )
EF3106 5 peptide ABC transporter Transport 5.4 9.0 5.6
EF3111 1 acpP acyl carrier protein Other metabolism -7.0 -9.0
EF3114 1 DAK2 domain protein Other metabolism -6.6 -10.1 | -6.1
EF3116 1 rpomB ribosomal protein L28 Protein synthesis -16.6 | -24.9 m -8.0
EF3121- , Protein phosphatase 2C-serine/threonine . .
EF3120 2 ireK (prkC) protein kinase Signal transduction -6.7
EF3124 1 def-2 polypeptide deformylase Protein synthesis 5.3 7.9
EF3129 1 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase cell envelope -9.8
EF3130 1 Hypothetical or unknown protein 6.7
EF3131 1 Hypothetical or unknown protein | 7.4 18.4
EF3139- 4 PTS system, IICDBA components Transport 19.3
EF3136 ystem, P P :
tral and int di
EF3140 1 alcohol dehydrogenase, iron-containing centraiand in (.arme ary -5.7 | 18.5 -5.7
metabolism
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate Fatty acids and phospholipids
EF3148 ! pgsA 3-phosphatidyltransferase metabolism -14.2
EF3165 1 maf maf protein Regulatory functions -24.6
EF3171 1 Hypothetical or unknown protein | 13.4 | 18.3 9.8 10.5 11.1
EF3173 1 Hypothetical or unknown protein -134 | -6.1 -5.8 -12.7
EF3187 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope 10.5
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EF3188 1 Hypothetical or unknown protein | 12.2 6.1
EF3202 1 rpsN-3 ribosomal protein S14 Protein synthesis 8.3
EF3207 1 dihydrouridine synthase family protein Purlne:\s, Pyrlmldlne':s, -11.6
nucleosides, nucleotides
2?;22%%_ 2 ABC transporter Transport -7.1 | -11.4 5.6
i?;zzllg- 4 PTS system, IIABCD components Transport 11.1
EF3215 1 1S256, transposase Mobile elements function 5.0
EF3230 1 rpsl ribosomal protein S9 Protein synthesis -6.5
EF3231 1 rpIM ribosomal protein L13 Protein synthesis
EF3235 1 gluconate kinase central and |nt§rmedlary 12.4
metabolism
EF3238 1 Hypothetical or unknown protein -5.7
EF3240 | 1 birA BirA bifunctional protein Protein synthesis 124 | -87 -7.5
EF3245 1 cell-envelope associated acid phosphatase cell envelope 8.8 | -10.1 | -13.2 7.9
EF3247 1 Hypothetical or unknown protein 15.3
EF3254 | 1 ubiA 1,4-dihydroxy-2-naphthoate Other metabolism -5.0 -6.7
octaprenyltransferase
EF3257 1 oxidoreductése,.pyridin? nucleotide- Protein fate
disulfide family
EF3267 1 folE GTP cyclohydrolase | Other metabolism
EF3271 1 Hypothetical or unknown protein
EF3273 1 Hypothetical or unknown protein
EF3275 1 hydantoinase/ oxoprolinase Amino-acid biosynthesis 5.4 9.8 12.8
EF3277 1 cytosine permease, putative Transport 25.8
EF3283 1 ctsR transcriptional regulator CtsR Regulatory functions 6.6
EF3285 1 PTS system, 1IC component Transport 19.3
EF3286 1 phosphosugar-binding trénscriptional Regulatory functions - 5.2 -
regulator, putative
1?;222% 2 croRS two-component system Signal transduction 7.0
EF3293 1 guaB inosine-5"-monophosphate dehydrogenase Signal transduction -9.5 -5.0
EF3295 1 Hypothetical or unknown protein | 12.4 5.1
EF3297 1 Hypothetical or unknown protein 12.2 | 10.2 6.6
EF3301 1 Hypothetical or unknown protein | 23.7 | 5.4 14.3 28.3
EF3302 1 Hypothetical or unknown protein 14.9
EF3307 1 Hypothetical or unknown protein -23.1 m
EF3314 1 cell wall surface anchor family protein cell envelope 7.0
citrate lyase ligase,2-(5"-
EF3322- R triphosphoribosyl)-3'- central and intermediar
EF3317 6 CItCDEFXM dephospiocoinzyme—z-\)synthase, metabolism ! 51 11308 19.3 | 10.5
oxaloacetate decarboxylase
EF3327 1 citH citrate transporter Transport 13.5
EF3328 1 cito citrate dependant regulator Regulatory functions 13.5
EF3333 1 rpmH ribosomal protein L34 Protein synthesis -23.3 | -10.2 7.9
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Table S2: Comparison of detected sSRNA and their flanquing genes RNA expression. The
names of the genes and sRNA are indicated. In the "Name" column are found names of SRNA
are that have been previously defined by Fouquier d’Hérouel et al (Fouquier d’Hérouel et al,

2011), Innocentet al (Innocentiet al, 2015), or Shioyat al (Shioyaet al, 2011). The product

of each geneés presented in the “Annotation” column. For each stress (Bile salt (BS, 0.06%),

urine, serum, acid pH (pH 5.8) and oxidative@z1mM)), the FC (Fold-change of the RNA
expression comparing stress condition and V19 strain grown in BHI) are indicated with a cut-
off >2, p<0.05 and logCPM>1 for both sSRNA and genes. SRNA that had their coordinates
confirmed on the V583 genome are indicated (*).

Small Flanquing Name Annotation BS | Urine | Serum | Acid | Oxidative
RNA genes
EF0096_ 2.2
EF0097 EF0096 conserved hypothetical protein -2.9
EF0097 regulatory protein pfoR -4.3 | -6.6 -5.2
EF0129_ Ref50 4.3 3.8
EF0130 EF0129 transcriptional regulator, Cro/Cl family 4.8
EF0130 hypothetical protein -4.0 -2.1 -4.3
EF0147_ Ref 52 2.4
EF0149 EF0147 hypothetical protein -4.5
EF0149 aggregation substance -24.6 | 19.1 10.1 -99.4
EF0156_ -2.6
EF0157 EF0156 conserved hypothetical protein
EF0157 conserved domain protein 3.0
EF0401_ -2 2.3
EF0402 EF0401 pcp pyrrolidone-carboxylate peptidase -2.5
EF0402 nhaC-1 Na+/H+ antiporter -2.5 -7.2
EF0408_ Ref 57 4.3 4.1 3.3 4.5 4
EF0409* EF0408 PTS system, IIA component
EF0409 hypothetical protein 4.9 4.6 4.7
EF0513 24
EF0514 EF0513 conserved hypothetical protein 4.3
EF0514 1IS1216, transposase 2.4 -4.7 -13.8
EF0595_ Ref 64 2.2 2.8 2.3
EF0598 EF0595 ISEf1, transposase -3.6 -90.6 -4.2
EF0598 conserved hypothetical protein, degenerate -6.4
EF0605_ Ref 25C 23 2 24 2.8 23
EF0606* EF0605
EF0606 Dps family protein 2.6 5.8
EF0628 2.8 3.1
EF0629 EF0628 conserved hypothetical protein
EF0629 oxidoreductase, aldo/keto reductase family | 8.5 19.3 16.4
EF0631_ 2.3 3.3
EF0633 EF0631 cardiolipin synthetase, putative
EF0633 tryS-1 tyrosyl-tRNA synthetase 6.8 5.0
EF0723_ Ref 66 -2.0 -2.8
EF0724 EF0723 hypothetical protein -3.5 -3.5
EF0724 gatC glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase, C subun| 3.3 2.9
EF0747_ 2.0
EF0748 EF0747 Hypothetical or unknown protein 4.5 -4.1 11.3
EF0748 rhodanese family protein
EF0806_ Ref 67 25
EF0807 EF0806 amino acid ABC transporter 8.3
EF0807 pheromone binding protein, putative 34
EF0827_ Ref 68 -3.2
EF0828 EF0827 oxidoreductase, Gfo/ldh/MocA family -5.4 5.8
EF0828 conserved hypothetical protein
EF0845_ 3.0 3.2
EF0846 UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-
EF0845 murf diamingpimelate}ll}alar}:yl—liggase g 3.2 | 2.2 51
EF0846 ATP-dependent RN,fA hglicase, DEAD/DEAH bo 6.6 35
amily
EF0865_ Ref 27C- Ref69 20 29
EF0867 antisense ) )
EF0865 glycine betaine/carnitine/choline ABC transportd 2.2 -8.9 4.1
EF0867 glyoxalase family protein 2.4
EF0868_ 4.7
EF0869 S-adenosylmethionine:tRNA ribosyltransferase
EF0868 queA isomerase
EF0869 transcriptional regulator, Cro/Cl family -3.6
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EF0869_ Ref 19C 4.1 4.8
EF0871* EF0869 transcriptional regulator, Cro/Cl family -3.6
EF0871 cation-transporting ATPase, E1-E2 family -2.5
EF0913_ Ref 70 2.4
EF0914 EF0913 transposase, putative 4.0
EF0914 infC translation initiation factor IF-3 -3.6
EF1097_ SsrA 2.0 2.4 34 2.7 2.4
EF1098* EF1097 Hypothetical or unknown protein -5.4 -4.4 4.0
EF1098 Hypothetical or unknown protein -38.0 | -8.3 -8.7 -35.3
EF1146_ Ref 72 2.1
EF1147 EF1146 DNA-directed RNA polymerase, delta subunit, 23| 36 47 37 33
putative
EF1147 pyrG CTP synthase -2.6 | -4.8 -37.8 -5.8
EF1151_ RnpB 2.1
EF1152* EF1151 cell division protein DivIVA 2.4 5.4
EF1152 conserved hypothetical protein 2.6 -3.1 2.3
EF1204_ Ref 32C 4.4 3.1 2.4 4.3 2.4
EF1205* EF1204 conserved hypothetical protein 29 | 43 -3.1 -2.9
EF1205 transcriptional regulator_, putative, authentic 37
frameshift
EF1244 Ref 73 2.1
EF1246 EF1244 oxidoreductase, Gfo/ldh/MocA family
EF1246 Hypothetical or unknown protein -45 | 44 -3.2
EF1303_ Ref 76 2
EF1304 EF1303 transcriptional regulator, LysR family 6.1 22.7 9.8
EF1304 magnesium-translocating P-type ATPase 7.2 7.2
EF1350_ Ref 77 2.2
EF1351 EF1350 conserved hypothetical protein 4.2
EF1351 hypothetical protein
EF1368_ Ref 78 -2.7
EF1369* EF1368 Hypothetical or unknown protein 4.9 4.0 8.5
EF1369 transcriptional regulator, Cro/Cl family
EF1378_ 2.7 2.6
EF1379 EF1378 transcriptional regulator, putative
EF1379 alaS alanyl-tRNA synthetase -5.2 -40.0
EF1412_ Ref 79 -2.4
EF1413 EF1412 Hypothetical or unknown protein 4.1 -5.8
EF1413 msrC protein, putative
EF1452_ Ref 81 2.7 3.1 2.6 2.1
EF1453 EF1452 adenine methyltransferase, putative
EF1453 conserved hypothetical protein
EF1513_ 2.7 2.7 3.2 2.9 2.2
EF1515 EF1513 pheromone binding protein
EF1515 transcription antiterminator, bglG family -4.6
EF1540 Ref 82 -3.5 -2.9
EF1541 EF1540 ribosomal large subunit pseudouridine synthasq -2.3
EF1541 conserved hypothetical protein .3 4.5 -4.5
EF1599 Ref 83 3 2.4 3.3
EF1601 EF1599 TPR domain transcriptional regulator, Cro/Cl fam -2.5
EF1601 PTS system, IIABC components 9.4 9.8
EF1634_ 2.7 3.1
EF1635 EF1634 propanediol utilization protein PduU
EF1635 propanol dehydrogenase PduQ, putative
EF1635_ 2.1 -2.2
EF1637 EF1635 propanol dehydrogenase PduQ, putative
EF1637 ATP:cob(l)alamin adenosyltransferase, putativ
EF1935 Ref 84 2.7
EF1936 EF1935 hypothetical protein 3.0 2.6 2.2
EF1936 hypothetical protein
EF1979_ Ssrs -6.8 | -3.8 -2.9 -4.4
EF1980* EF1979 ATPase, AAA family
EF1980 hypothetical protein 4.7 4.8 -2.2
EF1989 Ref 87- Ref 88 3.3 2.2
EF1990 EF1989 hemH ferrochelatase -2.1
EF1990 hypothetical protein (pp4) 5.6
EF2021_ Ref 92-93A93B 4.6 3.9 3.9
EF2022 EF2021 hypothetical protein
EF2022 conserved domain protein 2.1
EF2085_ Ref 102 3.1 2.8 3.8 4.3 3.3
EF2086 EF2085 hypothetical protein (pp5) -2.0 -5.5
EF2086 endolysin (pp5) 5.2
EF2205_ Ffs 2.4 2.9 2.2
EF2206* EF2205 Hypothetical or unknown protein 4.5 -6.0
EF2206 cytidine/deoxycytidylate deaminase family prote|

208




EF2255_ Ref 33B -3.0 -3.4
EF2257 EF2255 site-specific recombinase, phage integrase fam 17.4
EF2257 PTS system, 1IC component, putative
EF2365_ 2.2
EF2366 EF2365 xpt xanthine phosphoribosyltransferase -6.1 -7.2 8.5
EF2366 conserved hypothetical protein 21 | -3.6 -2.7
EF2463_ -2.3
EF2464 EF2463 voltage-gated chloride channel family protein
EF2464 Hypothetical or unknown protein 8.8
EF2484_ Ref 106 2 2.2 2.6
EF2485 EF2484 conserved hypothetical protein
EF2485 ABC transporter -11.2 | -4.9 -19.3 -3.4
EF2542 Ref 108 - Ref
EF2543 107 24 2 3.2
EF2542 hypothetical protein
EF2543 transcriptional regulator, putative
EF2665_ -2.2
EF2666 EF2665 RNA methyltransferase, TrmH family -4.1 -2.9
EF2666 ribosomal RNA large sut_)unit methyltransferase 43 24
putative
EF2696_ -2.2
EF2697 EF2696 MutT/nudix family protein
EF2697 hypothetical protein 2.7 4.4 4.7
EF2740_ Ref 109 4.6 3.1
EF2741 EF2740 O-methyltransferase family protein 4.8
EF2741 IplA-2 lipoate-protein ligase A 2.3
EF2770_ Ref 110 -2.5 -3
EF2771 EF2770 conserved hypothetical protein
EF2771 conserved hypothetical protein
EF2771_ 2.1 2.9
EF2772 EF2771 conserved hypothetical protein
EE2772 drug resistance transpor@er, putative, authenti 27
frameshift
EF2778 Ref 111 -4.5
EF2780 EF2778 conserved hypothetical protein
EF2780 Hypothetical or unknown protein -5.8 | -30.1 -25.7 -16.8
EF2858 -2.1
EF2859 EF2858 thrS threonyl-tRNA synthetase
EF2859 4-oxalocrotonate tautomerase, putative 4.7
EF2863_ 2.3 2.8
EF2864 EF2863 endo-beta-N-acetylglucosaminidase -7.9 5.3
EF2864 conserved domain protein 2.6
EF2944 2.1 24 2.2
EF2945 EF2944 hypothetical protein (pp7) 4.3 5.6
EF2945 hypothetical protein
EF3081_ 2.9
EF3082 EF3081 pheromone binding protein
EF3082 iron compound ABC transporter, substrate-bindi
protein
EF3086_ 2.3 -2.4 -2.3
EF3087 EF3086 conserved hypothetical protein
EF3087 Hypothetical or unknown protein 14.1 -4.9
EF3087_ Ref 116 2.6
EF3088 EF3087 Hypothetical or unknown protein 14.1 -4.9
EF3088 hypothetical protein
EF3158 -2.3
EF3160 EF3158 hydrolase, haloacid dehalogenase-like family| -2.4 -3.4 -2.3
EF3160 hypothetical protein
EF3160_ 8.7 8.8 6.1
EF3161 EF3160 hypothetical protein
EF3161 hypothetical protein
EF3247_ Ref 118 2.9 3.1 3.3 34 2.2
EF3248 EF3247 Hypothetical or unknown protein 2.6 -4.1 -4.2 15.3
EF3248 hypothetical protein -3.9
EF3260_ Ref 5J 5.7 8
EF3261 EF3260 heptaprenyl diphosphatg synthase, component 37
putative
EF3261 transcriptional regulator, AbrB family
EF3262_ Ref 46 4.1 45
EF3263 EF3262 transcriptional regulator, PemK family 20 | 41 -3.1 -2.8
EF3263 conserved hypothetical protein 4.8
EF3314 25 2.2 2.6 3.8
EF3315* EF3314 cell wall surface anchor family protein 4.8 7.0 3.9
EF3315 CitG family protein 3.8 4.5
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Annexe 2: Résultats complémentaires de la publication 2 « Characterization of a Bgl

Table S1: List and sequences of oligonucleotides used in this study.

antiterminator in Enterococcus faecalis

Name Sequence Use
SRC85_SP1 GAACAATCCCGTTAAACATGTT RACE-PCR, Northern Blot
SRC85_SP2 ATTGTACACCACATTGTATTAC RACE-PCR
SRC85_SP3 CACATTGTATTACGAAATTCTTC RACE-PCR
ef1515_SP2 TATTAAACCCGACGCCTTTAC RACE-PCR
ef1515_SP3 TTCTCCTGTCCTTCGTCAAG RACE-PCR
ef1515L AGTAGCTGTCGGTAAAGGCG gPCR
ef1515R AGTCCTTCTGGCTCCATCAC gPCR, RT-PCR, RACE-PCR
efl516L ATGTGCACGTCCTGAGAAGA gPCR
efl516R GCCAGCTGTCCAATGCATAA gPCR
GyrAL GATGGGGAAATCAGGGATTC gPCR
GyrAR TCTTTTCCATTCGGCATTTC gPCR

src85_Forward

GAAGAATTTCGTAATACAATGTG

Northern Blot, RT-PCR

RPV_AGEnt+1

ACATTGACTTTACCAAGTTTAG

Overexpression

FRV_AGEnt_Term

AATTACAGCACGTGTTGCTTT

Overexpression

FPI_SRC85_+1 CTAAACTTGGTAAAGTCAATGTGTTAACAAATGAATAGCGTTTTC Overexpression

RPI_SRC85_Term AAAGCAACACGTGCTGTAATTTTCTCCTGTCCTTCGTCAAG Overexpression

pLTO6_1_ bis GAATTCGAGCTCGGTACC Mutant construction
pLTO6_2 CTGCAGGTCGATAAACCC Mutant construction
SRC_85_1bis TCTCGAATTCCTACTATTACGATAAAGAA Mutant construction
SRC_85_2bis TATCTCTAGACGCTATTCATTTGTTAACAG Mutant construction
SRC_85_3bis ATCATCTAGAGTTCTATGCTTTTTTTGTTGTT Mutant construction
SRC_85_4bis ATGACCATGGGCTAAACCAACCGCAAATAAT Mutant construction
SRC_85_5 AAACGAAGCATTCGTGAAAGA Mutant construction
SRC_85_6 TGAAGCCTTTAATGGCTTGG Mutant construction
ef1515_1_IVR ACGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCAAAAGTCTATTCCTTACGTT Mutant construction

ef1515_2_IVRbis

TCAATGTGAATCGATGTCAAGAACAAGTACAGCATTT

Mutant construction

ef1515_3_IVRbis

TGTACTTGTTCTTGACATCGATTCACATTGAACGA

Mutant construction

ef1515_4_IVR GTTCGCTGGGTTTATCGACCTGCAGTTCAAACTTAAGAAGAAGTCTACAA Mutant construction
ef1515_6 CCAACATCATTGGATGATTCG Mutant construction
ef3023_1_IVR ATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCTAGGTGAAAATTAAACTAGTAACAG Mutant construction

ef3023_2_IVRbis

CGATAACTAGAAGACATGAAAGCAACAACGACTATTA

Mutant construction

ef3023_3_IVRbis

CGTTGTTGCTTTCATGTCTTCTAGTTATCGCCAGT

Mutant construction

ef3023_4_IVR ATGGTTCGCTGGGTTTATCGACCTGCAGCTTTTAATGTGTCGTTATCTGA Mutant construction
ef3023_5 GTGGAAAGTAGCCAAACTTC Mutant construction
ef3023_6 TGGAATTGTGGGCTATAGC Mutant construction
1516F_BamHI| ATTCGGATCCTATCCAAGCCATTAAAGGCT Mutant construction
1516R_Pst/ TTATCTGCAGAGACCGCATGTAAAACATATA Mutant construction
1516_verifF TATTATTTGCGGTTGGTTTAG Mutant construction
1516_verifR AACTTAAGAAGAAGTCTACAAA Mutant construction
topo_FP2 GAATTCCAGCACACTGG pTOPO cloning
topo_RP2 CTATAGTGAGTCGTATTACA pTOPO cloning
topo65_FP1 TAATACGACTCACTATAGTATCATAATAAAGGAGGTGAAAT pTOPO cloning
topo65_RP1 AGTGTGCTGGAATTCAATTTATAATTTGTGTTATACTAAG pTOPO cloning
topo85_FP1 TAATACGACTCACTATAGTTAACAAATGAATAGCGTTTTC pTOPO cloning
topo85_RP1 AGTGTGCTGGAATTCATGACCCTCTTCTGCAGAA pTOPO cloning

topo5'3023_FP1

TAATACGACTCACTATAGCGTAAACATGTATAATATTTCATG

pTOPO cloning

topo5'3023_RP1

AGTGTGCTGGAATTCCAATCCGACTTTTCCAAACAC

pTOPO cloning

ef1515_pQE70_Sphl

TACGCATGCGAATTAAAAAGGTGCTAAATCAAAA

pQE70 cloning

ef1515_pQE70_Bglll

ATGAGATCTTTTGGTCATTCTTAATCGTTCA

pQE70 cloning
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Annexe 3: Résultats complémentaires de la publication 3 « Study of RNA metabolism

actors in Enterococcus faecalis

Table S1: List and sequences of oligonucleotides used in this study.

Primer name

Sequence

Use

1185-1 AAATGGATCCGCTTCGTGTACCTG ArnjB construction
1185-2 ATTCGAATTCCACAATCCAGTACAAAA ArnjB construction
1185-3 TTGTGGAATTCGAATGGAGCAAACTG ArnjB construction
1185-4 ATATCCCGGGAAGTAACCCGCAATTT ArnjB construction
1185-5 TCCAAATTGCTGAAACGCTAC ArnjB construction
1185-6 AAGGTTTCAGGGATTTGTGCA ArnjB construction
2924-1 TTGATGGATCCATAATTGGGAAAAACTGA ArnjA construction
2924-2 TTCATGAATTCTACCCCATATGTGTTTT ArnjA construction
2924-3 GTAGAATTCATGAAGGCCAACGTCT ArnjA construction
2924-4 TGAACCCGGGTGTCGAATTTATCAAAGT ArnjA construction
2924-5 TTTTAATGATTTACTTATACGATTA ArnjA construction
2924-6 AAACAGTTTAAGCAACTTTCTTA ArnjA construction
3097-1 TAGTGGATCCAATACCGTTGTTAAAATATT Arnc construction
3097-2 CAATGAATTCGTAAAAGCTTGCTCTAAT Arnc construction
3097-3 TTTACGAATTCATTGGGTTAGGCCAA Arnc construction
3097-4 TGTTTCCCGGGTCTGCAATTCTTCTCGA Arnc construction
3097-5 TTCTGTTCGTTCATATTCTTTTG Arnc construction
3097-6 TTTTTCTGCGATTGCTGTTTC Arnc construction
3170-1 GGATCCTGCGTTAGTTCCTC Arny construction
3170-2 TTTTGCGAATTCTTAAAACCATATTTCCAC Arny construction
3170-3 TTTTAAGAATTCGCAAAACTAGCTGGC Arny construction
3170-4 ATATCCCGGGTGTCCCACGTATGGT Arny construction
3170-5 AAATGGTGGAACAGCCGCT Arny construction
3170-6 AAATTAATCACCGCTAGTTCC Arny construction
0846-1 CATGGATCCTGCTCAGGAAA AcshA construction
0846-2 CACGAATTCTACCTAGTTTCAGGT AcshA construction, pNZ273 C5 construction
0846-3 GTAGAATTCGTGGCAGCTATCGTG AcshA construction, pNZ273 C5 construction
0846-4 ATACCCGGGCGCTTTTACAACCGC AcshA construction,
0846-5 TTACACATGCCTGATGAAACAG AcshA construction
0846-6 ATCCAATAAGGCGACACAAAAA AcshA construction
1009-1 ATTGGATCCAATTGGATTAGTCAT AcshC construction
1009-2 GAAGAATTCTGCCACTGTTCTTGCCA AcshC construction
1009-3 GCAGAATTCTGTTGTCAAAGAACCAC AcshC construction
1009-4 AGTCCCGGGTCACCTGACCAA AcshC construction
1009-5 ATTACGTGACTTTTGTACGAGA AcshC construction
1009-6 TAACCAAATGTTCTAAATTGTGC AcshC construction
1377-1 TTTGGATCCGAGCAATGATTTTGT AcshB construction
1377-2 TTGCCCGGGTTATGCGAGTGCTTC AcshB construction
1377-3 TAACCCGGGCAATTGAAGACAGCA AcshB construction
1377-4 CTGCCATGGCAAGCGACAAATT AcshB construction
1377-5 AACCAATTAAATGGGCAATCATT AcshB construction
1377-6 TTTCACTCGTTTACATACGAAA AcshB construction

846TAPF1_Bam

ATCTGGATCCACTTCTATTTTCAGCAACTA

EF0846-TAP construction

846TAPR2_Bam

TTATGGATCCTTTGGCGTTTTCGCGAAT

EF0846-TAP construction

846TAPF3_Xmal

AAGTCCCGGGAATCAAAAGAGCGAGTGTTC

EF0846-TAP construction

846TAPR4_Ncol

TTCTCCATGGATTGTACATCCTTCTTTCTTC

EF0846-TAP construction

CBPF ATTGGATCCATGGAAAAGAGAAG EF0846-TAP construction
PROTAR TCACCCGGGTACCAGATC EF0846-TAP construction
P0846_FP1 TATCTTAATTTTTAAAGGGAAGTAACGG pNZ273 C3, C4, C5 constructions
P0846_RP2 CCTTTAAAAATTAAGATAATAATACTGGTC pNZ273 C3, C4, C5 constructions
P0846_FP2 TCATTTGTTACGTCCTGTAGAAACC pNZ273 C3 construction
P0846_RP1 AGGACGTAACAAATGATATCCTCCTAGA pNZ273 C3 construction
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P0846_FP2_C4_5 AATTCCGTTACGTCCTGTAGAAACC pNZ273 C4, C5 constructions
P0846_RP1_C4_ 5 AGGACGTAACGGAATTGTTTCTGATTGAAT pNZ273 C4, C5 constructions
topo_FP2 GAATTCCAGCACACTGG pTOPO Cloning
topo_RP2 CTATAGTGAGTCGTATTACA pTOPO Cloning
topo65_FP1 TAATACGACTCACTATAGTATCATAATAAAGGAGGTGAAAT pTOPO Cloning
topo65_RP1 AGTGTGCTGGAATTCAATTTATAATTTGTGTTATACTAAG pTOPO Cloning
topo0846_FP1 TAATACGACTCTATATTTAAAGGGAAGTAACG pTOPO cloning
topo0846_RP1 AGTGTGCTGGAATTCGAATTGTTTCTGATTGAATAG pTOPO cloning
pNZ273_MCS_for ATGAGATAATGCCGACTGTAC pNZ273 cloning
pNZ273_MCS_rev CGATCCAGACTGAATGCCC pNZ273 cloning
pQE-846-F ATTATGGATCCTTGAAATTTAAAGAACTTGGTTTA pQE30 cloning
pQE-846-R ATATACTGCAGTTATTTGGCGTTTTCGCGAAT pQE30 cloning
pAgent0846F TCACACCATGGAAGTAAACATAAAAAATAACGAAA pAGENt cloning
pAgent0846R ACACACTGCAGTTCTCTATTAAATGAGAGCTTTA pAGENt cloning
pUCBO0846F TCACACTGCAGGTCACGAAGACCATATTGGT pUCB300 cloning
pUCBO0846R ACACACCATGGATTCACCATGAACAGGCATG pUCB300 cloning
SRC43_SP1 AATTCACCTTATGGCATTAGAA 5'RACE
SRC43_SP2 TGGTCGTTCAGCTTCACATT 5'RACE
SRC43_SP3 TTAAACATAGAAATAGATCTATTTT 5'RACE
ef1377-SP1 ATAGTTGGCTTAACTTTATCCA 5'RACE
ef1377-SP2 TTCGTTGATAAAAGGTTGAAATT 5'RACE
ef0846_SP2 ACTAATCCTTGAATAACGCGA 5'RACE
ef0846_SP3 TTGTTAAGCATTGGTAAGCCA 5'RACE

gusA-G GTGTGGGTCAATAATCAGG gPCR

gusA-D GAAATCATGGAAGTAAGACTGC gPCR

ef0846L2 AACCCGTGAGTTGGCTATCC gPCR

ef0846R2 GACCGATATCAGCCCCACC gPCR, 5'RACE (SP1), Northern blot
1009L TGTCGTGAATCAAGCGCAATC gPCR

1009R ACCGAATAAAGTAGTGGGCGA gPCR

1185L TGGCATGTGTGGCAAGTAAT gPCR

1185R CGTTCAAAATCTTGGCCTGT gPCR

1377L GCAACCTCATGTGGTGATTG gPCR

1377R TCATCGACAACAAAGGCAAA gPCR

2924L CATTGTCGCAACAGGTGACT gPCR

2924R GACAAAGGACGCCTTCTTCA gPCR

GyrAR TCTTTTCCATTCGGCATTTC gPCR

GyrAL GATGGGGAAATCAGGGATTC gPCR
SRC43_probe TTTATTTACTACGATTCAATTTTTCTCGTCATCTTCCGGC Northern blot
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Table S2: Conservation of helicases (CshA, CshB and CshC) and RNases (J1, J2, Y and lIll)
in enterococci strains and nenterococci strains (sheet “overview”) based on UniProt database
analysis. Proteins conservation is symbolized with colored boxes. Other sheets list proteins with
high homologies with CshA, CshB, CshC, RnjA, RnjB, Rny and Rnc (E-value, score and

identity % and sequences are indicated).

Helicases Helicases
Csh RNases Csh RNases
Strains of Enterococci A B C|J1 J2 Y Il | Strains of Enterococci AlB|C|njizjy|m

E. aquimarinus

E. faecium DO

E. asini ATCC 700915

E. faecium E1679

E. avium (Streptococcus avium)

E. faecium E417

E. caccae ATCC BAA-1240

E. faecium E980

E. canintestini

E. faecium E980

E. canis E. faecium EnGen0020
E. casseliflavus (E. flavescens) E. faecium EnGen0026
E. cecorum E. faecium EnGen0153

E. columbae DSM 7374 = ATCC 51263

E. faecium EnGen0191

E. devriesei

E. faecium EnGen0263

E. dispar ATCC 51266

E. faecium OC2A-1

E. durans

E. faecium R496

E. faecalis (strain ATCC 700802 / V583)

E. faecium SB2C-2

E. faecalis (Streptococcus faecalis)

E. faecium SD3B-2

E. faecalis 02-MB-BW-10

E. faecium T110

E. faecalis 06-MB-DW-09

E. faecium TX1337RF

E. faecalis 13-SD-W-01

E. flavescens ATCC 49996

E. faecalis 918

E. gallinarum

E. faecalis ATCC 6055

. gilvus ATCC BAA-350

E. faecalis CBRDO1

. haemoperoxidus ATCC BAA-382

E. faecalis CH188

. hermanniensis

E. faecalis DAPTO 512

. hirae

E. faecalis DAPTO 516

. italicus DSM 15952

E. faecalis EnGen0302

. malodoratus ATCC 43197

E. faecalis EnGen0311

. moraviensis ATCC BAA-383

E. faecalis EnGen0354

. mundtii

E. faecalis EnGen0359

. pallens ATCC BAA-351

E. faecalis EnGen0426

. phoeniculicola ATCC BAA-412

E. faecalis ERV103

. plantarum

E. faecalis ERV116

. quebecensis

E. faecalis ERV129

. raffinosus

E. faecalis ERV25

. ratti

E. faecalis ERV31

. rivorum

E. faecalis ERV37

. rotai

E. faecalis ERV41

. saccharolyticus

E. faecalis ERV62

. silesiacus

E. faecalis ERV63

. sp. (strain 3G1_DIV0629)

E. faecalis ERV65

_sp. 10A9_DIV0425

E. faecalis ERV68

. sp. 10F3_DIV0382

E. faecalis ERV72

. sp. 12C11_DIV0727

E. faecalis ERV73

_sp. 12E11_DIV0728

E. faecalis ERV81

E. faecalis ERV85

. sp. 2F9_DIV0599

E. faecalis ERV93

. sp. 2G9_DIV0600

E. faecalis Merz96

. sp. 3G6_DIV0642

E. faecalis PF3

. sp. 3H8_DIV0648

E. faecalis R712

_sp. 4E1_DIV0656

E. faecalis S613

. sp. 4G2_DIV0659

E. faecalis T2

. sp. 583_DIV0040

E. faecalis TX0027

_sp. 6C8_DIV0013

E. faecalis TX0104

_sp. 6D12_DIV0197

E. faecalis TX0309A

. sp. 7D2_DIV0200

E. faecalis TX0309B

_sp. 7E2_DIV0204

E. faecalis TX0411

. sp. 7F3_DIV0205

E. faecalis TX0630

_sp. 8G7_MSG3316

E. faecalis TX0645

. sp. 9D6_DIV0238

E. faecalis TX4248

_sp. 9E7_DIV0242

E. faecalis VC1B-1

_sp. FDAARGOS_375

E. faecalis WKS-26-18-2

. sp. HSIEG1

E. faecium 1,141,733

. sp. RIT-PI-f

E. faecium 1,231,408

. sulfureus ATCC 49903

E. faecium 1,231,501

. termitis

E. faecium 10/96A

. thailandicus

E. faecium 13.5D.W.09

. ureasiticus

E. faecium 505

. ureilyticus

E. faecium Com15

E.
E
E.
E.
E
E
E.
E
E
E.
E
E
E.
E.
E
E.
E.
E
E.
E.
E
E
E.
E. sp. 12F9_DIV0723
E
E.
E
E
E.
E.
E
E.
E.
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

. villorum

E. faecium CRL1879
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Helicases Helicases
Csh RNases Csh RNases
Strains (other than Enterococci) A B C|J1 J2 Y Il |Strains (other than Enterococci) A B C|JL J2 Y I

Bacillus sp.

Lactobacillus uvarum DSM 19971

Carnobacterium alterfunditum

Lactobacillus wasatchensis

Carnobacterium divergens (Lactobacillus divergens)

Lactobacillus zeae DSM 20178 = KCTC 3804

Carnobacterium iners

Listeria aquatica FSL S10-1188

Carnobacterium inhibens subsp. gilichinskyi

Listeria booriae

Carnobacterium maltaromaticum DSM 20342

Listeria cornellensis FSL F6-0969

Carnobacterium maltaromaticum LMA28

Listeria fleischmannii 1991

Carnobacterium sp.

Listeria floridensis FSL S10-1187

Catellicoccus marimammalium M35/04/3

Listeria grandensis FSL F6-0971

Clostridioides difficile Y384

Listeria grayi DSM 20601

Desemzia incerta

Listeria innocua ATCC 33091

Floricoccus penangensis

Listeria ivanovii (strain ATCC BAA-678 / PAM 55)

Floricoccus tropicus

Listeria monocytogenes

Isobaculum melis

Listeria sp.

Granulicatella balaenopterae

Listeriaceae bacterium FSL A5-0209

Granulicatella elegans ATCC 700633

Marinilactibacillus piezotolerans

Isobaculum melis

Melissococcus plutonius

Klebsiella michiganensis

Mycobacteroides abscessus

Lactobacillus agilis

Pilibacter termitis

Lactobacillus algidus DSM 15638

Pisciglobus halotolerans

Lactobacillus animalis

Planococcus donghaensis

Lactobacillus apodemi DSM 16634 = JCM 16172

Planococcus massiliensis

Lactobacillus aquaticus DSM 21051

Planococcus plakortidis

Lactobacillus aviarius

Planococcus rifietoensis

Lactobacillus backii

Planococcus sp. Urea-3u-39

Lactobacillus brantae DSM 23927

Planomicrobium glaciei

Lactobacillus bifermentans DSM 20003

Sedimentibacter sp. SX930

Lactobacillus cacaonum DSM 21116

Sphingobacterium faecium PCA[_F2.5

Lactobacillus casei

Streptococcus acidominimus

Lactobacillus capillatus DSM 19910

Streptococcus agalactiae

Lactobacillus collinoides

Sphingobacterium faecium PCA[_F2.5

Lactobacillus coryniformis subsp. Coryniformis

Streptococcus bovimastitidis

Lactobacillus curvatus

Streptococcus cristatus

Lactobacillus fuchuensis

Streptococcus cuniculi

Lactobacillus graminis DSM 20719

Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae ATCC 27957

Lactobacillus hayakitensis DSM 18933 = JCM 14209

Streptococcus dysgalactiae subsp. Equisimilis

Lactobacillus helsingborgensis

Streptococcus equinus (Streptococcus bovis)

Lactobacillus hokkaidonensis JCM 18461

Streptococcus henryi

Lactobacillus malefermentans DSM 5705 = KCTC 3548

Streptococcus ictaluri 707-05

Lactobacillus mali

Streptococcus mitis

Lactobacillus murinus

Streptococcus oralis SK100

Lactobacillus oeni DSM 19972

Streptococcus phocae

Lactobacillus oligofermentans DSM 15707 = LMG 22743

Streptococcus pneumoniae

Lactobacillus oryzae JCM 18671

Streptococcus porcinus str. Jelinkova 176

Lactobacillus ozensis DSM 23829 = JCM 17196

Streptococcus pseudoporcinus LQ 940-04

Lactobacillus paracasei

Streptococcus salivarius

Lactobacillus paracollinoides

Streptococcus sp. ACS2

Lactobacillus paraplantarum

Streptococcus sp. FDAARGOS_256

Lactobacillus pentosus

Streptococcus sp. M334

Lactobacillus plantarum

Streptococcus suis

Lactobacillus rennini DSM 20253

Streptococcus uberis (strain ATCC BAA-854 / 0140))

Lactobacillus rhamnosus

Streptococcus vestibularis ATCC 49124

Lactobacillus ruminis

Tetragenococcus halophilus

Lactobacillus sakei

Tetragenococcus muriaticus

Lactobacillus salivarius

Trichococcus collinsii

Lactobacillus saniviri JCM 17471 = DSM 24301

Trichococcus flocculiformis

Lactobacillus satsumensis DSM 16230 = JCM 12392

Trichococcus ilyis

Lactobacillus selangorensis

Trichococcus pasteurii

Lactobacillus shenzhenensis LY-73

Trichococcus sp. ES5

Lactobacillus sp. HMSC056D05

Vagococcus fluvialis bH819

Lactobacillus sp. HMSC25A02

Vagococcus lutrae LBD1

Lactobacillus sp. UMNPBX2

Vagococcus martis

Lactobacillus sp. UMNPBX9

Vagococcus penaei

Lactobacillus sucicola DSM 21376 = JCM 15457

Vagococcus teuberi

Lactobacillus suebicus DSM 5007 = KCTC 3549
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Remarque Les tableaux présentés ici constituent un résumé du tableau S2. Etant donné la

quantité de données qui constituent l’analyse détaillée (S€équences des protéines, pourcentages

d’identité, ...), nous avons choisi de ne pas le présenter intégralementi. Il sera néanmoins

disponibledans [’article apreés publication.

Figure S1: Genomic environment of genes encoding the RNases and Helicases stidied in

faecalisV19.
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RESUME

Identification et caractérisation d’ARN régulateurs impliqués dans la réponse au stress et la
virulence chez Enterococcus faecalis.

E. faecalis est une bactérie a gram positif, responsable d’infections nosocomiales. Dans cette étude, nous
avons identifi¢ par RNA-seq 65 ARN régulateurs potentiels induits en conditions de stress et/ou
d’infection chez ce pathogene opportuniste. Parmi ceux-ci, trois ARN surexprimés in vivo, en présence
de sels biliaires et a pH acide ont fait 1’objet d’une étude approfondie.

Le premier, SRC65, s’est avéré étre un petit ARN (sARN) agissant probablement en trans. Il présenterait
des fonctions redondantes avec son homologue SRC90. Différentes cibles potentielles ont été identifiées
et des expériences de physiologie ont révélé un role de SRC65 dans le déclenchement de la phase
exponentielle de croissance.

Le 2°™ ARN étudié est une région 5° régulatrice non traduite (5’UTR), appelée 5°1515. Elle formerait un
atténuateur et agirait de manicre répressive sur le gene ef1575. EF1515 est un antiterminateur de la famille
BglG/SacY capable de se fixer sur 5’1515 pour réguler son expression et celle du géne ef71516 localisé en
aval et codant un systéme de transport des sucres de type PTS. L’antiterminateur EF1515 contrdle aussi
I’expression du gene ef3023 codant une protéine impliquée dans la virulence d’E. faecalis.

Le dernier ARN régulateur étudié est également une 5’UTR. Celle-ci participerait a la régulation d’une
hélicase a motif DEAD (CshA) codée en aval de la 5’UTR. Sa caractérisation s’inscrit dans une étude
plus large concernant les éléments du métabolisme des ARN, impliquant les ribonucléases et les autres
hélicases a motif DEAD d’E. faecalis. CshA aurait un réle prépondérant pour la bactérie, en étant
impliquée dans la réponse au stress, le fitness et la virulence. L’identification de 1’interactome de CshA a
notamment permis d’identifier 1’énolase comme partenaire privilégié.

Mots-clés : Enterococcus faecalis, SARN, 5’UTR, hélicase a motif DEAD, antiterminateur, virulence,
stress

ABSTRACT

Identification and characterization of regulatory RNA involved in stress response and
virulence in Enterococcus faecalis.

E. faecalis is a gram-positive bacterium responsible for nosocomial infections. Using RNA-seq, we
identified 65 putative regulatory RNA induced under stress and/or during infection. Of these, three RNA
overexpressed in vivo, in the presence of bile salts and at acidic pH have were more deeply studied.

The first, SRC65, was found to be a small RNA (sRNA) probably acting in trans. It would present
redundant functions with its homologous sSRNA SRC90. Different potential targets were identified and
physiology experiments revealed a role for SRC65 in triggering the exponential growth phase.

The 2nd studied RNA is a 5’ untranslated region (5'UTR), called 5'1515 which would form an attenuator
and act repressively on the ef1515 gene. EF1515 is an antiterminator of the BglG/SacY family capable of
binding at 5'1515 to regulate its expression and that of the downstream gene ef7516 encoding a PTS-type
sugar transporter. The EF1515 antiterminator also controls the expression of the ef3023 gene encoding a
protein involved in E. faecalis virulence.

The last regulatory RNA studied is also a 5S'UTR. It would participate in the regulation of a DEAD-box
helicase (CshA) encoded downstream of the S'UTR. Its characterization is part of a broader study of the
elements of RNA metabolism, involving ribonucleases and other DEAD-box helicases of E. faecalis.
CshA would have a prominent role for the bacteria, being involved in stress response, fitness and
virulence. The identification of the CshA interactome made it possible to identify enolase as a preferred
partner.

Keywords: Enterococcus faecalis, sSRNA, 5'UTR, DEAD-box helicase, antiterminator, virulence, stress



