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LE : Fin de phase exponentielle (Late exponential phase)

MAPS : MS2-affinity purification coupled with RNA sequencing

ME : Milieu de phase exponentielle (Middle exponential phase)

MFS : Major facilitator super family
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MLS : Macrolides-Lincosamides-Streptogramines

nt : Nucléotide(s)

OMP : Orotidine monophosphate

ORF : Cadre ouvert de lecture (Open reading frame)

pb : Paire de bases

PhLOPS,4 : Phénicolé, Lincosamide, Oxazolidonone, Pleuromutiline, Streptogramine A
PLP : Protéine liant les pénicillines

PRP : Plasmide sensible aux phéromones (Pheromone-responsive plasmid)

PRPP : 5-phospho-aD-ribose 1-diphosphate

gPCR : Amplification génique quantitative (quantitative Polymerase Chain Reaction)
RACE : Amplification rapide des extrémités de I’ADN circulaire (Rapide amplication of
cDNA ending)

RBS : Site de fixation du ribosome (Ribosomal Binding Site)

RCR : Réplication en cercle roulant (Rolling circle replication)

REP : Repetitive Extragenic Palindrome

RNAseq : Séquencage d’ARN

RPKM : Expression transcriptomique normalisée (Reads Per Kilobase per Million mapped
reads)

RPP : Protéine de protection ribosomale (Ribosomal protection protein)

SAM : S-adenosyl methionine

SARM : S. aureus résistant a la méticilline

SD : Shine-Dalgarno

Ser : Sérine

T : Thymine

T-AT : Toxine-Antitoxine

TBDB : T-box riboswitch annotation database

TPP : Pyrophosphate de thiamine
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Trp : Tryptophane

TSP : Tunnel de sortie peptidique (Nascent peptid exit tunnel)
Tyr : Tyrosine

U : Uracile

UMP : Uracile monophosphate
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Introduction

15



Enterococcus faecium est une bactérie largement impliquée dans les infections
nosocomiales et les épidémies hospitalieres, notamment par sa grande multi-résistance aux
antibiotiques. Depuis des dizaines d’années, des souches résistantes aux glycopeptides
(ERG) ont largement diffusé dans le monde et ne présentent que peu d’alternatives
thérapeutiques. Les déterminants impliqués dans leur pouvoir épidémiogéne et leur
capacité d’adaptation a ’environnement hospitalier restent encore a déterminer. Une des
pistes de réflexion est l’étude des ARN régulateurs, acteurs-clés dans ’adaptation dans
Uenvironnement. Récemment, les premiers ARN régulateurs ont été décrits chez E.
faecium en lien avec l’adaptation a la daptomycine, un antibiotique de dernier recours

utilisé lors des infections aux ERG.

Ce travail de thése s’inscrit dans la thématique de recherche de I'UMR_S1230 « ARN
régulateurs bactériens et médecine » (Université Rennes 1/Inserm). En collaboration avec
le laboratoire « entérocoques » associé au Centre National de Référence « Résistance aux
antibiotiques », U'unité a étendu ’exploration de la fonction des ARN régulateurs a E.

faecium notamment en lien avec ’antibiorésistance.

L’objectif du travail présenté est l’investigation fonctionnelle de ces nouveaux ARN
régulateurs décrits par une approche génétique, transcriptomique, phénotypique et
mécanistique. La premiere partie bibliographique présentera la place d’E. faecium en tant
que pathogene opportuniste, multi-résistant et adaptable. Nous reviendrons ensuite sur les
différents mécanismes de régulation impliquant les ARN, notamment les mécanismes
d’atténuation, les riboswitchs et les ARN régulateurs. La seconde partie présentera les
différents résultats de nos travaux, de la caractérisation générale des différents ARN a
’investigation fonctionnelle approfondie de deux d’entre eux. Enfin, nous remettrons en

perspective les différentes pistes de réflexions ouvertes par ce travail.
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Analyse bibliographique
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l. Enterococcus faecium, pathogéne hospitalier majeur
A. Caractéristiques microbiologiques

E. faecium est un cocci a Gram positif appartenant au genre Enterococcus. Les
entérocoques sont des bactéries non sporulées, non capsulées, dépourvues d’oxydase et de
catalase, avec une respiration anaérobie-aérobie tolérant, un génome comprenant entre
37 et 45 % de (G+C) et possédant généralement l’antigene D de la classification de
Lancefield (Lancefield, 1933; Schleifer et Kilpper-Balz, 1984; Murray, 1990; Klein, 2003).
Les entérocoques appartiennent a la famille des Enterococcaceae, a l'ordre des
Lactobacillalles, a la classe des Bacilli et au phylum des Firmicutes. Ce genre bactérien
était initialement inclus dans le genre Streptococcus mais se distingue par diverses
spécificités comme leur capacité de croissance (entre 10 et 45°C, en milieu hyper-salé, en
présence de 40% de sels biliaires et a pH 9,6) et leurs caractéristiques biochimiques comme
’hydrolyse de U'esculine (Sherman, 1937; Schleifer et Kilpper-Balz, 1984; Murray, 1990;
Leclerc et al., 1996; Klein, 2003). Ce sont des commensaux du tube digestif chez ’homme

et diverses especes animales (Klein, 2003; Van Tyne et Gilmore, 2014).

Ces bactéries ont une bonne capacité d’adaptation, notamment au stress oxydant,
(Verneuil et al., 2006; Carbona et al., 2007; Kajfasz et al., 2012), aux variations
thermiques et ioniques (Laport et al., 2003; Inouye et Phadtare, 2004; Gaca et Lemos,
2019). Ces différents éléments expliquent la longue survie potentielle des entérocoques
sur les surfaces, notamment E. faecium, pouvant aller jusqu’a 4 mois selon les conditions
(Wendt et al., 1998; Neely et Maley, 2000; Hanczvikkel et Toth, 2018). Ces
caractéristiques en font des bactéries ubiquitaires largement retrouvées dans

’environnement (Pinto et al., 1999; Byappanahalli et al., 2012).
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B. Epidémiologie moléculaire : commensal ou pathogéne

Malgré le caractére commensal et ubiquitaire de ce genre bactérien, certaines especes
comme E. faecium sont impliquées dans les infections humaines. Une dualité existe chez
les entérocoques entre intéréts et risques infectieux (Kim et Marco, 2014; Isnard, 2017). En
effet, leurs caractéres intrinseques en font de bons marqueurs fécaux de l’environnement
(Leclerc et al., 1996; Boehm et Sassoubre, 2014) mais également de potentiels
probiotiques voire oncobiotiques (Canani et al., 2007; Daillére et al., 2016; Celiberto et
al., 2017; Holzapfel et al., 2018). Leurs capacités d’adaptation a U’environnement
associées a la production de bactériocines permettent une utilisation possible en agro-

alimentaire (Foulquié Moreno et al., 2006; Bonacina et al., 2017).

Cependant, cette capacité d’adaptation est aussi un élément favorisant la pathogénicité
notamment via ’acquisition de facteurs de virulence pour Enterococcus faecalis ou de
déterminants d’antibiorésistance pour E. faecium (Van Tyne et Gilmore, 2014). Depuis
longtemps, les entérocoques se sont adaptés selon leur hote et leur environnement
(Lebreton et al., 2017). Ces bactéries peuvent moduler efficacement leur métabolisme et

possedent une adaptabilité génomique importante.

Chez E. faecium, les souches peuvent étre séparées en 3 groupes (clades) selon leurs

pathogénicités et leurs niches écologiques (Lebreton et al., 2013) :

Clade A1 : souches provoquant des infections chez I’homme, largement impliquées
dans les infections nosocomiales et les épidémies hospitalieres (appartenant au
complexe clonal 17 [CC17]),

Clade A2 : souches retrouvées chez [’animal,

Clade B: souches commensales humaines rarement impliquées en pathologie

infectieuse.
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Les déterminants impliqués dans la pathogénie d’E. faecium sont encore mal connus.
Pourtant, certaines souches, notamment celles appartenant au CC17, se sont
particulierement adaptées a ’environnement hospitalier et ont pu largement diffuser (Lee

et al., 2019).

C. Place en infectiologie

1. Epidémiologie des infections et résistances

a. Infections et hopital

Les especes d’entérocoques principalement impliquées dans les infections humaines sont
E. faecalis et E. faecium avec respectivement 80% et 20% d’implication. Ces pathogenes
sont majoritairement responsables d’infections urinaires, d’infections intraabdominales
(souvent polymicrobiennes), de bactériémies et d’endocardites (Selton-Suty et al., 1997,
Murdoch et al., 2009; Vincent et al., 2009; Arias et Murray, 2012; Ayobami et al., 2020).
Leur adaptabilité et ubiquité en font des pathogénes opportunistes majeurs dans les
infections nosocomiales. La derniere enquéte nationale de prévalence des infections
nosocomiales de 2017 situe E. faecalis a la 3™ position et E. faecium a la 11™ position
des micro-organismes causant respectivement 6,5 % et 1,5 % des infections nosocomiales
en France. En cinqg ans, leurs prévalences ont augmenté d’environ 60 % en France (Santé
Publique France, 2019) [Tableau 1]. Aux Etats-Unis, ces deux espéces se retrouvent
respectivement a la 5°™ et 9°™ position des micro-organismes causant des infections

nosocomiales (Weiner et al., 2016) [Tableau 1].
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Tableau 1. Place des deux principales espéces d’entérocoques dans les micro-organismes
responsables d’infections nosocomiales.

Rang E. faecalis E. faecium
2012 2017 2012 2017
§ Infections sur site opératoire 5¢ 4¢ 13¢ 8¢
E Bactériémie 8¢ 6° 13¢ 11¢
Infections urinaires 4¢ 2¢ 14¢ 13¢
2011-2014
g Infections sur site opératoire 4¢ 11¢
§ Bactériémies sur cathéter central 5¢ 11¢€
- Infections urinaires sur sonde 3¢ 5¢

La diversité des complexes clonaux d’E. faecalis retrouvés responsables d’infections chez
’homme démontre un certain potentiel virulent de U'espece (McBride et al., 2007). En
effet, E. faecalis possede plusieurs facteurs de virulence comme des cytolysines, des
adhésines ou des protéases favorisant sa pathogenese (Jett et al., 1994). Contrairement a
E. faecalis, les souches d’E. faecium prédominantes dans les infections nosocomiales
appartiennent a un seul complexe clonal (CC17), souches particulierement adaptées a
’environnement hospitalier (Arias et Murray, 2012; Van Tyne et Gilmore, 2014; Lee et al.,
2019). Ces souches semblent contenir les éléments génétiques nécessaires pour dominer
les infections a E. faecium comme un ilot de pathogénicité (contenant les génes de
virulence esp et hylem) et une résistance de haut niveau a Uampicilline et aux
fluoroquinolones (Leavis et al., 2004; Cattoir et Leclercq, 2010). Mais les déterminants
expliquant le fort potentiel épidémique de ce complexe clonal ne sont pas connus,
montrant U'intérét de s’intéresser particulierement a CC17 (Lee et al., 2019). Si E. faecalis

est le versant « virulence » des entérocoques, E. faecium en est le versant « résistance ».
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b. Acquisition de résistance

L’acquisition de résistance aux anti-infectieux par les micro-organismes reste une
problématique majeure aujourd’hui. Cette acquisition de résistance est un facteur majeur
d’échec thérapeutique. Cette omniprésence dans les infections nosocomiales des bactéries
multi-résistantes (BMR), dont E. faecium fait partie, augmente le risque de morbi-

mortalité (Lautenbach et al., 1999; Klevens et al., 2007; Colomb-Cotinat et al., 2016).

Contrairement a E. faecalis, E. faecium est globalement plus difficile a éradiquer avec une
résistance acquise a I’ampicilline largement répandue (80 a 90 % des souches cliniques). De
plus, E. faecium semble avoir une meilleure capacité d’acquisition et d’expression des
genes de résistance, dont les plus inquiétantes actuellement sont en lien avec la résistance
aux glycopeptides (Lee et al., 2019). Ces souches dites ERG ne laissent que peu
d’alternatives thérapeutiques. Elles sont apparues dans les années 1980 en Europe et ont
depuis largement diffusé, notamment aux Etats-unis (Willems et Bonten, 2007). En France,
ces souches sont moins répandues mais certains pays d’Europe connaissent une
augmentation drastique de ces souches [Figure 1]. Aux Etats-Unis, ces souches
représentent aujourd’hui prés de 80 % des infections aux entérocoques (O’Driscoll et
Crank, 2015). D’autres résistances sont souvent associées, notamment pour les souches
appartenant au CC17. Depuis quelques années, ces souches d’E. faecium du CC17 tendent
a dépasser en nombre d’infections associées aux soins celles provoquées par E. faecalis
(Top et al., 2007). Les souches d’E. faecium résistant a la vancomycine (ERV/ERG)
appartiennent au groupe de bactéries pathogenes ESKAPE [Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp.] pour lequel il devient urgent de développer de nouvelles
thérapies anti-infectieuses afin d’éviter une impasse thérapeutique (Rice, 2008; Oliveira et

al., 2020).
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Figure 1. Pourcentage d’ERV parmi les souches invasives d’E. faeciumrda'hrs*lés‘pays d’Europe en
2006 (A), 2013 (B) et 2019 (C) (http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx)

2. Prise en charge
a. Antibiothérapie

Le traitement de référence des infections a E. faecalis et a E. faecium est respectivement
’amoxicilline et la vancomycine. Pour les souches résistantes aux glycopeptides, les
antibiotiques de deuxiéme ligne pouvant étre utilisés sont principalement la daptomycine,
le linézolide ou les tétracyclines de 3°™ génération (ex. tigécycline). Selon la gravité de
’infection, une association avec un aminoside (notamment la gentamicine) est possible

(Kristich et al., 2014; O’Driscoll et Crank, 2015).
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b. Gestion épidémique

Les souches d’E. faecium résistantes sont particulierement surveillées en France pour
limiter leur dissémination. La gestion des ERV est importante a cause du risque d’impasse
thérapeutique, de ’augmentation de la morbi-mortalité associée a |’acquisition de BMR et
du risque de transfert horizontal de résistance aux staphylocoques (Lautenbach et al.,
1999; Colomb-Cotinat et al., 2016; McGuinness et al., 2017). Les ERV, particuliéerement
ceux appartenant au CC17, sont la cause de nombreuses épidémies liées aux transmissions
croisées par les soignants et U’environnement (Arias et Murray, 2012). La maitrise de ce
risque épidémique repose majoritairement sur le bon usage des antibiotiques et le respect
des mesures de prévention des transmissions croisées (Goossens et al., 2005). En France,
des mesures spécifiques (mesures BHRe soit Bactérie Hautement Résistante émergente)
s’appliquent aux ERV (HCSP, 2019). Elles reposent principalement sur une politique de
dépistage des patients contacts, le port d’équipements de protection individuelle adaptés
aux professionnels de santé, une gestion maitrisée des transferts ainsi qu’un bio-nettoyage
accru (HCSP, 2013, 2019). Ces mesures permettent de limiter le risque de diffusion
épidémique, expliquant peut-étre la relative maitrise de la diffusion des ERV en France

comparativement a d’autres pays [Figure 1].
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D. Résistances aux antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules pouvant inhiber la croissance bactérienne
(bactériostatique) ou provoquer la destruction (bactéricide) des bactéries. Ces
antibiotiques agissent selon 2 grands types de mécanismes : soit une altération du
métabolisme bactérien, soit une altération directe de la membrane bactérienne. La
plupart des antibiotiques appartiennent a la premiere catégorie : ils inhibent une enzyme
impliquée dans une voie métabolique indispensable pour la croissance ou la survie de la
bactérie comme la synthése de la paroi bactérienne, la synthése des acides nucléiques ou
la synthése des protéines. Ces antibiotiques ont des spectres d’activité définis par les
caractéristiques intrinseques des espéces bactériennes dites « résistances naturelles ».
Pour échapper a ces molécules, les bactéries ont pu développer au fil du temps des
mécanismes dits « de résistance acquise ». La résistance des micro-organismes est dérivée

de trois mécanismes généraux de résistance :

La diminution de la concentration intracellulaire d’antibiotique par imperméabilité
membranaire et/ou efflux actif.

L’inactivation et/ou la dégradation de ’antibiotique par une enzyme.

Modification et/ou protection de la cible de l’antibiotique réduisant son affinité

pour sa cible.

1. p-lactamines

La famille des B-lactamines est la premiere famille d’antibiotiques utilisée en médecine
humaine. Ces antibiotiques inhibent la synthése du peptidoglycane, important composant
de la paroi bactérienne. Cette inhibition se fait par fixation des B-lactamines sur des
enzymes nommées PLP (Protéines liant les pénicillines) impliquées dans les étapes
« d’assemblage » du peptidoglycane comme les transpeptidases, les transglycosylases et
les carboxypeptidases. Chez E. faecium, la résistance aux B-lactamines est principalement
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médiée par un mécanisme de modification de cible. En effet, les entérocoques produisent
une PLP de faible affinité (PLP-5) pour les B-lactamines, qui est notamment impliquée dans
la résistance intrinseque de ces especes aux céphalosporines (Fontana et al., 1994; Sifaoui
et al., 2001; Rice et al., 2004). Une résistance de haut niveau a ’amoxicilline peut étre
acquise chez E. faecium en cas de modifications qualitatives et/ou quantitatives de cette
PLP-5 (Montealegre et al., 2017). Cette résistance est acquise pour une majorité (80-90 %)

des souches cliniques d’E. faecium en France.

2. Glycopeptides

Les glycopeptides sont des molécules de haut poids moléculaire (1500 a 1900 kDa) bloquant
la synthése du peptidoglycane en fixant ’extrémité D-Ala-D-Ala des précurseurs du
peptidoglycane. Cet encombrement stérique empéche ’action des enzymes impliquées
dans la syntheése de la membrane. Les entérocoques peuvent acquérir une résistance aux
glycopeptides par modification des extrémités D-Ala-D-Ala de ces précurseurs par des
motifs D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser. Chez E. faecium, la résistance aux glycopeptides est
majoritairement médiée par les opérons vanA ou vanB respectivement portés par les
transposons Tn1546 et de type Tn1549 (Noble et al., 1992; Arthur et al., 1993; Rice et al.,
1998; Garnier et al., 2000; Courvalin, 2006). Ces opérons comprennent 5 génes impliqués
dans le mécanisme de résistance et 2 genes de régulation. Le mécanisme de résistance
repose sur une modification de la cible en empéchant la formation de précurseurs naturels
(avec une extrémité D-Ala-D-Ala) par VanX et VanY [Figure 2]. Les enzymes VanH et
VanA/B vont respectivement permettre la déshydrogénation de ’Alanine en Lactate et la
ligation sur Uextrémité du précurseur de tel sorte a obtenir une extrémité D-Ala-D-Lac

(Cattoir et Leclercq, 2010).
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Figure 2. Description de la résistance a la vancomycine par vanA (Cattoir et Leclercq, 2010; Le
Neindre, 2018)

Cette extrémité D-Ala-D-Lac provoque une diminution d’affinité a la vancomycine
d’environ 1000 fois mais peut toujours étre reconnue par les enzymes impliquées dans la
synthese du peptidoglycane (Cattoir et Leclercq, 2013). Le géne vanZ de fonction inconnue
retrouvé dans l’opéron vanA semble étre impliqué dans la résistance a la téicoplanine
(Arthur et al., 1995; Vimberg et al., 2020). Cette résistance a la téicoplanine n’est pas
acquise avec ’opéron vanB di a une absence d’induction de "opéron par la teicoplanine.
L’apparition de ces souches d’ERV pose probleme a cause du manque d’alternatives
thérapeutiques et des transferts génétiques horizontaux pouvant exister vers d’autres

pathogenes bactériens comme S. aureus (Noble et al., 1992; McGuinness et al., 2017).
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3. Quinolones

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques initialement utilisés comme anti-Gram
négatifs. Vers les années 2000, des fluoroquinolones dites a spectre étendu, ont été
développées pour avoir une activité sur les bactéries a Gram positif, notamment le
pneumocoque. Ces molécules inhibent ’activité des topoisomérases de type Il comme
UADN gyrase (GyrA,GyrB;) et la topoisomérase IV (ParC;ParE;), altérant ainsi la réplication
bactérienne. L’activité de ces molécules est limitée vis-a-vis des entérocoques,
notamment par la production intrinséque de protéines Qnr-like (Arséne et Leclercq, 2007;
Hegde et al., 2011; Sinel et al., 2017b). Les protéines Qnr sont des protéines chaperonnes
protégeant les enzymes cibles pour empécher la fixation des fluoroquinolones sur celles-ci
(Tran et Jacoby, 2002; Hooper et Jacoby, 2015). Les entérocoques peuvent également
acquérir une haute résistance aux fluoroquinolones par modifications de la cible

accompagnées ou non de I’hyper-expression de systemes d’efflux (Oyamada et al., 2006).

4. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése protéique

La synthése protéique est indispensable pour le développement et le fonctionnement
d’une cellule bactérienne. Cette voie est donc une cible idéale pour les antibiotiques
(McCoy et al., 2011). La synthese protéique nécessite ’intervention de différents acteurs
avec comme élément-clé, le ribosome. C’est une structure particuliere composée d’ARN
ribosomaux et de protéines ribosomales. Le ribosome permet la liaison d’acides aminés a

partir d’une matrice, I’ARN messager.

Le ribosome bactérien 70S est composé de 2 sous-unités [Figure 3] :

- La sous-unité 50S formée des ARNr 23S et 55 et d’un ensemble de protéines

ribosomales. L’ARNr 23S peut étre délimité en 6 domaines. Cette sous-unité est impliquée
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dans la liaison peptidique entre les différents acides aminés apportés par les ARN de

transfert (ARNt).

- La sous-unité 30S : composée de ARNr 16S et d’un ensemble de protéines. Cette
sous-unité est impliquée dans la présentation des codons aux anticodons des ARNt amino-
acylés et fait donc le lien entre les ARNt et ’ARNm. La sous-unité 30S peut étre séparée en

3 sites :

o le site P permet U'initiation de la traduction par fixation de I’ARNt initiateur
(ARNt™et) et accueille ’ARNt chargé par le peptide en cours de formation
lors de ’élongation.

o le site A « vérifie » la cohérence entre le codon et ARNt amino-acylé
présenté.

o lesite E accueille ’ARNt « dé-aminoacylé » avant de le « relarguer ».

I I ' : facteurs d’initiation (IF-1, 2 et 3)

O : facteur d’élongation EF-Tu

@ : facteur d’élongation EF-G

ARNT 23S ProtLe1mes

a
ARNTr 5S 32

: facteur de libération

Ribosome
Protéines
ARNr 165 | 513501 . w : ARN de transfert
SU-30S
Acide aminé

Q9 . .
Site de fixation  Codon Codon >/ *_ :ARNtamino-acylé
durbosome  initiation STOP L g

Figure 3. Description des acteurs impliqués dans la synthése peptidique.
SD : Shine-Dalgarno; TSP : Tunnel de sortie peptidique; CPT: Centre de la peptidyl-

transférase.
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La traduction comporte 3 étapes majeures : U'initiation, ’élongation et la terminaison.

L’initiation sera enclenchée avec la reconnaissance de la séquence d’initiation, nommée

RBS (Ribosomal Binding Site), sur ’ARNm par I’ARNr 16S et des facteurs d’initiation [Figure

4, étape 1]. Cette séquence spécifique comprend la séquence Shine-Dalgarno (SD) riche en

purines et le codon d’initiation (Londei, 2005). L’ARN de transfert chargé par l’acide aminé

formyl-méthionine (ARNt™') va fixer le codon d’initiation au niveau du site P de la sous-

unité 30S [Figure 4, étape 2]. La sous-unité 50S sera alors recrutée formant ainsi le

complexe ribosomal 70S [Figure 4, étapes 3 et 4].

C e EeE B
sb G|

Ribosoe 70S

Figure 4. Synthése peptidique : Initiation de la traduction.

(1) Fixation de la sous-unité 30S au niveau de la séquence de Shine-Dalgarno a I’aide d’IF-1.
(2) Fixation de I’ARNt amino-acylé avec fMet (ARNt™et) sur le codon d’initation a [’aide d’IF-2.
(3) Recrutement de la sous-unité 50S a [’aide d’IF-3.

(4) Complexe ribosomal 70S stabilisé.
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L’élongation peut étre séparée en différentes étapes [Figure 5] : le décodage de I’ARN,
[’accommodation de UARNt, la liaison peptidique et la translocation (Schmeing et
Ramakrishnan, 2009). La premiere étape se situe au niveau du site A de la sous-unité 30S
avec le recrutement de UARNt amino-acylé correspondant au codon situé sur le site A
[Figure 5, étape 1]. L’ARNt amino-acylé recruté forme déja un complexe avec un facteur
d’élongation EF-Tu : aaARNt/EF-Tu (Nissen et al., 1996). La bonne correspondance entre
UARNt et le codon va enclencher ’étape d’accommodation. Cette étape induit un
changement conformationnel de UARNr 16S, notamment a l'aide du facteur EF-Tu,
stabilisant le complexe pour l’étape de translocation (Ogle et al., 2001; Zaher et Green,
2009). En U’absence d’une interaction suffisante entre le codon de ’ARNm et ’anticodon
de UARNt, ’ARNt sera délogé pour faire place a un autre ARNt plus « adapté ». L’étape
suivante comprend la liaison peptidique, le déplacement de U’ARNt vers le site E et le
passage du peptide en cours de formation via le tunnel de sortie peptidique. La catalyse de
la liaison peptidique s’effectue au niveau du centre de la peptidyl transférase dans la sous-
unité 50S [Figure 5, étape 2]. La conformation de la structure ribosomique permet une
proximité des 2 AA chargés sur les ARNt. L’ARNr 23S va alors catalyser la liaison peptidique
de U’AA chargé par ’ARNt du site P avec ’AA chargé par UARNt du site A (Nissen et al.,
2000). Ce peptide néo-synthétisé est positionné au niveau du tunnel de sortie peptidique
(constitué d’une partie de ’ARNr 23S et de protéines ribosomales notamment L4 et L22)
permettant de faire sortir du ribosome l’extrémité N-terminale du peptide. La présence du
peptide au niveau de U’ARNt positionné sur le site A n’est pas thermodynamiquement
favorable. Cela va induire une délocalisation catalysée par un facteur d’élongation EF-G de
’ARNt libre du site P au site E et de ’ARNt chargé du peptide néo-synthétisé du site A vers
le site P [Figure 5, étape 3] (Moazed et Noller, 1989; Rodnina et al., 1997). Cette
translocation va libérer le site A du ribosome au niveau du codon suivant [Figure 5, étape
4]. Cette étape d’élongation va se répéter jusqu’a l'arrivée d’un codon stop [Figure 5,

étapes 5 et 6].
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Figure 5. Synthése peptidique : Elongation.

(1) Décodage de I’ARN et accommodation de I’ARNt a ’aide de EF-Tu.

(2) Liaison peptidique catalysée par CPT.

(3) Translocation médiée par EF-G.

(4) Complexe ribosomique stable avec le peptide néo-synthétisé positionné au niveau du TSP.
(5 et 6) Redémarrage de I’étape 1 de |’élongation.
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La derniere étape de la traduction est la terminaison (Laurberg et al., 2008) [Figure 6]. Le
codon stop est reconnu par un facteur de libération au niveau du site A [Figure 6, étape 1].
Cette interaction va provoquer des changements conformationnels favorisant ’hydrolyse
de la liaison entre ’ARNt situé sur le site P et le peptide [Figure 6, étape 2]. Le peptide
est alors libéré par le tunnel de sortie peptidique et le complexe ribosomal 70S se dissocie

[Figure 6, étape 3].

Figure 6. Synthése peptidique : Terminaison.

(1) Fixation du facteur de libération sur le codon stop.

(2) Clivage entre le peptide néosynthétisé et I’ARNt.

(3) Dissociation de tous les acteurs.

Une majorité d’antibiotiques peuvent interférer sur les différentes étapes du processus de
traduction [Figure 7]. Les principales familles d'antibiotique impliquées dans ces
mécanismes sont les aminosides, les macrolides et apparentés (MLS, Macrolides-

Lincosamides-Streptogramines), les tétracyclines, les phénicolés et les oxazolidinones

(dont le linézolide).
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Figure 7. Représentation des étapes inhibées par les antibiotiques inhibiteurs de la synthése peptidique.

(A) Inhibition de l’initiation causée par une perte d’interaction entre la sous-unité 50S et I’ARNt a cause de la présence de |’oxazolidinone sur
I’ARNr 23S.

(B) Altération du recrutement de I’ARNt amino-acylé sur le site A du ribosome lors de I’élongation. Les aminosides et tétracyclines perturbent et/ou
bloquent cette étape par fixation au niveau de la sous-unité 30S.

(C) Inhibition de la translocation de I’ARNt du site A au site P lors de [’élongation. La spectinomycine fixée au niveau de la sous-unité 30S bloque la
translocation. L’acide fusidique va empécher le recrutement du facteur EF-G catalysant la translocation.

(D) Inhibition de la liaison peptidique lors de I’élongation. Les phénicolés, macrolides et apparentés sont fixés au niveau du CPT, inhibant la réaction
de liaison peptidique.

(E) Dislocation prématurée du ribosome lors de I’élongation. Les macrolides et apparentés interagissant au niveau du TSP empéche le peptide en
cours de formation de s’y positionner. Le complexe se dissocie si la chaine est trop longue pour étre contenue dans le ribosome.
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a. Aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques inhibant la synthése protéique au niveau de la sous-
unité 30S du ribosome bactérien (Becker et Cooper, 2013). Plus précisément, la
majorité des aminosides vont se fixer au niveau du site A [Figure 7.B]. Cette fixation va
induire un changement conformationnel de UARNr 16S. Ce changement conformationnel va
mimer "accommodation induisant par la suite U’étape de translocation. Cette fixation
provoque une altération de U’étape de décodage de U’ARNm, induisant la possibilité
d’incorporation de « mauvais » AA dans le peptide en cours de synthese. Le peptide
produit contiendra donc des erreurs induisant la production de protéines non
fonctionnelles (McCoy et al., 2011). En fonction de la localisation de la fixation sur le site
A, Ueffet induit peut étre différent selon ’aminoside. Par exemple, la fixation sur le site A
de la spectinomycine empéchera la translocation de ’ARNt du site A au site P [Figure 7.C]

(Borovinskaya et al., 2007).

Les entérocoques ont naturellement une résistance intrinséque a bas niveau aux
aminosides causée par U'entrée cellulaire de ces molécules par des systémes de transport
0, dépendants. Ils peuvent tout de méme étre utilisés en association synergique avec des
antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne (B-lactamines, glycopeptides), facilitant
ainsi "accés des aminosides au ribosome. E. faecium peut également acquérir une
résistance de haut niveau par un mécanisme d’inactivation, notamment portée par des
éléments génétiques mobiles. Ces résistances sont médiées par |’acquisition d’enzymes de
type phospho-tranférase (APH), acétyl-transférase (AAC) et nucléotidyl-transférase (ANT)
(Ramirez et Tolmasky, 2010; Becker et Cooper, 2013). Cette acquisition de résistance se
retrouve souvent chez les souches responsables d’infections hospitaliéres. Les aminosides
inactivés dépendent de l’enzyme impliquée : toto-résistance excepté streptomycine avec
’enzyme bifonctionnelle AAC(6’)-le-APH(2’’)-la ; résistance a la tobramycine, kanamycine

et netilmicine avec U’enzyme ANT(6’)-1i ; résistance a la tobramycine, kanamycine et
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amikacine avec ’enzyme ANT(4’)-la (Ferretti et al., 1986; Carlier et Courvalin, 1990; Costa

et al., 1993). La présence de telles souches a I’hopital limite ’utilisation des aminosides.

b. Macrolides et apparentés

Les macrolides et apparentés dits MLS (Macrolides-Lincosamides-Streptogramines) sont la
classe d’antibiotiques inhibant la traduction bactérienne comportant le plus de molécules
différentes. Les molécules apparentées, bien que structurellement différentes, sont
regroupées dans ce méme groupe MLS du fait de leurs mécanismes d’action proches et de
résistances croisées. Ces molécules inhibent la synthése protéique par fixation a la sous-

unité 50S du ribosome et ont des sites de fixation qui se superposent.

Les macrolides se fixent sur UARNr 23S au niveau du tunnel de sortie peptidique (TSP)
empéchant, par encombrement stérique, ’élongation peptidique quand le peptide
néosynthétisé devient trop grand [Figure 7.E] (Hansen et al., 2002; Tenson et al., 2003;
McCoy et al., 2011; Vazquez-Laslop et Mankin, 2018). Cela bloque le ribosome sur sa
position et peut induire une dissociation prématurée du peptide « atrophié » de I’ARNt. La
spiramycine et les lincosamides peuvent fixer des sites supplémentaires au niveau du
centre de la peptidyl transférase (CPT) bloquant ’ajout d’AA sur le peptide en cours de

synthése [Figure 7.D] (Poulsen et al., 2000; Tenson et al., 2003).

Les streptogramines sont des associations de 2 composants A et B qui se fixent a des sites
différents au niveau de UARNr 23S (Reissier et Cattoir, 2020). Les streptogramines A
agissent préférentiellement au niveau du CPT (Cocito et al., 1997). La fixation des
streptogramines A permet un changement conformationnel favorisant la fixation des
streptogramines B (Hansen et al., 2003). Les streptogramines B ont les mémes sites de

fixation que les macrolides et obstruent donc le TSP (Tenson et al., 2003).

36



Chez E. faecium, les résistances aux MLS peuvent étre médiées par des mécanismes de

modification ou mutation de la cible, d’inactivation enzymatique ou d’efflux actif.

Les résistances par modification de la cible induisent potentiellement des résistances
croisées dues a certains sites de fixation communs entre les différentes molécules du
groupe des MLS. Cette résistance est notamment médiée par les genes erm codant pour
des méthylases modifiant U'Ayss de UARNr 23S bloquant [’accés aux macrolides,
lincosamides et streptogramines B (Leclercq, 2002). Chez E. faecium, ce mécanisme de
résistance est trés fréquent et la méthylase impliquée est principalement codée par le
gene erm(B) provoquant le phénotype de résistance dit MLSg (Portillo et al., 2000; Cattoir
et Giard, 2014). Des mutations ponctuelles au niveau de la zone d’interaction
principalement dans le domaine V de UARNr 23S sont également impliquées dans la
résistance aux antibiotiques MLS, mais restent rares chez E. faecium (Vester et

Douthwaite, 2001).

Plusieurs types d’enzymes inactivatrices induisent une résistance isolée selon la structure
de ’antibiotique incriminé. Chez E. faecium, les enzymes retrouvées sont principalement

(Roberts, 2008; Reissier et Cattoir, 2020) :

- des nucléotidyl-transférases codées par [(nu(B) induisant une résistance aux

lincosamides,

- des acétyl-transférases codées par vat(D) ou vat(E) induisant une résistance aux

streptogramines A,

- des lactonases codées par vgb(A) ou vgb(B) induisant une résistance aux

streptogramines B.
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Enfin, on peut retrouver des systemes d’efflux de type MFS qui sont principalement codés
par les genes de type mef largement retrouvés chez les streptocoques mais rares chez E.
faecium (Leclercq, 2002). Chez E. faecium, il existe des analogues aux ABC transporteurs
codés principalement par les génes msr, vga ou [sa, dont le mécanisme de résistance est la
protection ribosomale (Portillo et al., 2000; Reynolds et al., 2003; Novotna et Janata,

2006).

c. Tétracyclines

Les tétracyclines sont une famille d’antibiotiques bactériostatiques caractérisés par un
noyau naphtacene. La premiére molécule de cette famille (auréomycine) extrait de
souches de Streptomyces avait été décrite comme le premier antibiotique a large spectre
en 1948 (Nelson et Levy, 2011). Des dérivés hémi-synthétiques comme la doxycycline ou la
minocycline ont été obtenus pour améliorer leurs caractéristiques pharmacocinétiques/
pharmacodynamiques (PK/PD) et diminuer les effets secondaires de cette classe
d’antibiotiques (Nguyen et al., 2014). Une 3°™ génération de tétracyclines a été
développée pour surmonter les résistances aux tétracyclines acquises par les bactéries au
fil du temps avec comme premier représentant une glycylcycline : la tigécycline
(Bhattacharya et al., 2009). Cette génération a une conformation différente des molécules
des 2 premieres générations apportant une affinité supérieure sur les zones d’interaction
habituelles des tétracyclines. Cette spécificité restreint la flexibilité au niveau de ’ARNr
16S nécessaire pour le bon fonctionnement des protéines de protection ribosomale (RPP,

Ribosomal protection protein) (Bauer et al., 2004; Schedlbauer et al., 2015).

Les tétracyclines présentent des caractéristiques pharmacocinétiques intéressantes avec
une absorption généralement bonne (surtout pour les molécules de 2°™ génération), une
distribution tissulaire importante et une faible métabolisation (exceptée pour la

minocycline et la tigécycline) (Agwuh et MacGowan, 2006). Elles ont également un large
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spectre d’activité avec une activité sur les cocci a Gram positif, la plupart des
entérobactéries, certains bacilles a Gram négatif non fermentants et les bactéries
intracellulaires. Elles ont également une activité sur les protozoaires (Eliopoulos et
Roberts, 2003). Ces diverses caractéristiques font de la famille des tétracyclines, une
classe d’antibiotiques largement utilisée. Malheureusement, cette large utilisation a
favorisé ’émergence de souches résistantes limitant ainsi drastiquement leur utilisation.
Aujourd’hui, les tétracyclines de 1 génération sont surtout utilisées en médecine
vétérinaire (Daghrir et Drogui, 2013). Celles de seconde génération sont principalement
utilisées pour les infections a bactéries intracellulaires comme les rickettsies, les
bartonelles, les Chlamydiae ou les mycoplasmes (Eliopoulos et Roberts, 2003). Les
molécules de 3°™ génération (tigécycline, éravacycline, omadacycline) sont réservées a
certaines infections a bactéries multi-résistantes comme les entérobactéries productrices
de carbapénemases (EPC), S. aureus résistant a la méticilline (SARM) et les ERG
(Bhattacharya et al., 2009; Sutcliffe et al., 2013; Bender et al., 2018; Gallagher, 2019;
Boukthir et al., 2020). Dans le cas des ERG, l’activité bactériostatique et la faible
concentration plasmatique de ces molécules limitent leur utilisation a certaines situations

particulieres.

Le mécanisme d’action antibactérien des tétracyclines est l’inhibition de la traduction par
fixation a la sous-unité 30S du ribosome bactérien. Plus précisément, les tétracyclines se
fixent au niveau du site A de la sous-unité 30S empéchant l’accés du complexe aaARNt/EF-
Tu [Figure 7.B] (Brodersen et al., 2000). Les interactions entre U’ARNr 16S et les
tétracyclines se situent sur différentes positions dans le site A et ont un niveau variable
d’affinité. Elles nécessitent souvent des ions Mg** en tant que co-facteur (Brodersen et al.,
2000; Pioletti et al., 2001; Anokhina et al., 2004). Les tétracyclines sembleraient pouvoir
interagir avec des séquences aléatoires d’ARN double brin, pouvant donner des pistes de

mécanisme d’action expliquant les autres propriétés thérapeutiques (antiprotozoaire,
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antivirale et anti-inflammatoire) des tétracyclines (Wei et Bechhofer, 2002; Chukwudi et

Good, 2016).

Comme d’autres bactéries, E. faecium a acquis des résistances aux tétracyclines
principalement médiées par des protéines Tet impliquant des mécanismes d’efflux et/ou
de protection ribosomale (Chopra et Roberts, 2001; Thaker et al., 2010; Grossman, 2016).
Les génes le plus souvent retrouvés chez E. faecium sont tet(M) et tet(L), génes pouvant
étre parfois co-localisés et co-transcrits (Aarestrup et al., 2000; Nishimoto et al., 2005;

Hummel et al., 2007; Fiedler et al., 2016; Boukthir et al., 2020).

Les protéines d’efflux impliquées dans la résistance aux tétracyclines appartiennent a la
famille des MFS, grande famille de pompes a efflux actif possédant 12 ou 14 domaines
transmembranaires (TMS) (Paulsen et al., 1996; Ranaweera et al., 2015). Les génes tet
d’efflux peuvent étre séparés en 7 groupes basés sur l’analogie de leurs séquences
peptidiques (Guillaume et al., 2004). Chez E. faecium, les génes d’efflux appartiennent au
groupe 2 incluant tet(L) ou tet(K). Ces génes sont principalement retrouvés chez les
bactéries a Gram positif et souvent portés par des plasmides (Chopra et Roberts, 2001;
Cattoir, 2004). Ils codent des MFS a 14 TMS permettant la diminution intracellulaire des
tétracyclines de 1™ et 2°™ génération (excepté minocycline) en échange d’ions H* (Thaker

et al., 2010).

L’autre principal type de résistance aux tétracyclines est causé par des protéines de
protection ribosomale (RPP) codées chez E. faecium par les genes tet(M), tet(0), tet(S) ou
tet(T) (Thaker et al., 2010; Boukthir et al., 2020). La protéine la plus retrouvée est Tet(M)
(Burdett, 1991). Les RPP ont une structure secondaire proche du complexe aaARNt/EF-Tu
(Dantley et al., 1998; Donhofer et al., 2012). Cette protéine de type Tet(M) peut s’insérer
au niveau du site A de la sous-unité 30S du ribosome malgré la présence de la tétracycline,

empéchant la fixation du complexe aaARNt/EF-Tu [Figure 8] (Donhofer et al., 2012). La
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protéine provoque un changement conformationnel GTP-dépendant au niveau des positions
At492, A1493 et Cios4 induisant Uexpulsion de la tétracycline (Burdett, 1996; Dantley et al.,
1998) [Figure 8.B]. La nouvelle conformation en Cios4 protége alors le site d’une fixation
ultérieure par la tétracycline. Le complexe aaARNt/EF-Tu peut donc s’insérer pour
continuer la traduction [Figure 8.C].
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Figure 8. Description du mécanisme de résistance aux tétracyclines par la protéine Tet(M)
(Donhofer et al., 2012).

(A) Interaction de la tétracycline (rouge) empéchant l’insertion du complexe aaARNt/EF-Tu
(vert et violet) au niveau de la sous-unité 30S du ribosome (jaune).

(B) Insertion de la protéine Tet(M) (orange) provoquant un changement conformationnel,
expulsant la tétracycline.

(C) Insertion du complexe aaARNt/EF-Tu au niveau de la sous-unité 30S du ribosome.

Comme pour les systémes d’efflux, les tétracyclines de 3°™® génération échappent au
mécanisme médié par les RPP, sauf si celles-ci sont surexprimées (Beabout et al., 2015b;
Fiedler et al., 2016). Certaines souches ont acquis une résistance a la tigécycline par
mutation/délétion au sein du géne rpsJ codant pour la protéine ribosomale S10 (Beabout
et al., 2015a; Cattoir et al., 2015). Cette protéine ribosomale est localisée au niveau de

U’ARNr 16S, proche du site de fixation de la tigécycline (Luo et al., 2008).
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d. Linézolide

Le linézolide est le premier et principal représentant de la classe des oxazolidinones
(Hutchinson, 2003). Ces antibiotiques sont des inhibiteurs de la traduction par fixation a la
sous-unité 50S du ribosome au niveau du CPT (Lin et al., 1997). Plus précisément,
’antibiotique interagit avec I’ARNr 23S empéchant [’aaARNt de se positionner au niveau du

site A [Figure 7.A] (Wilson et al., 2008; Mendes et al., 2014).

Les mécanismes de résistance étaient principalement liés a des mutations de la cible (ARNr
23S ou protéines ribosomales) ou une méthylation de la cible par la méthyltransférase Cfr
(Marshall et al., 2002; Diaz et al., 2012). Ces deux mécanismes de résistance sont
retrouvés chez E. faecium, mais le second est plus problématique car porté par un gene
transférable (Diaz et al., 2012; Lazaris et al., 2017). De plus, l’acquisition du géne cfr
confére une résistance croisée a d’autres antibiotiques comme les phénicolés ou les
lincosamides (phénotype PhLOPS,) (Long et al., 2006). Plus récemment, deux autres
mécanismes de résistance aux oxazolidinones ont été mis en évidence, étant dus a des
protéines ABC codées par les génes optrA et poxtA. Ces protéines agissent probablement
par protection ribosomale (comme Msr, Vga et Lsa) et conferent une résistance croisée
avec les phénicolés (Wang et al., 2015; Antonelli et al., 2018). Ces genes sont également
transférables car généralement portés par des plasmides (Li et al., 2016; Lazaris et al.,

2017; Sassi et al., 2019).
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5. Daptomycine

La daptomycine est un lipopeptide cyclique ayant la particularité d’étre bactéricide envers
les ERG (Rybak et al., 2000). L’activité de la daptomycine est Ca?*-dépendant et restreinte
aux bactéries a Gram positif (Ho et al., 2008; Taylor et Palmer, 2016). La structure de
cette molécule est composée d’un peptide cyclique de 10 AA avec une chaine de 3 AA
contenant un acide décanoique (Debono et al., 1988). Le mécanisme d’action repose sur
une interaction entre la chaine carbonée et les phospholipides de la membrane
bactérienne. L’ion divalent capté au niveau du peptide cyclique va provoquer une
dépolarisation de la membrane favorisant une oligomérisation des molécules de
daptomycine. L’oligomérisation aura pour conséquence une déstabilisation de la
membrane et la formation de pores induisant une perte ionique de la cellule bactérienne

et la lyse cellulaire (Heidary et al., 2018).

Les acquisitions de résistance a la daptomycine restent encore sporadiques (Bender et al.,
2018). Chez E. faecium, une diminution de la sensibilité a la daptomycine peut étre
observée par une modification des charges et de la composition en phospholipides de la
membrane bactérienne. Ces modifications sont généralement dues a des mutations
multiples au niveau des genes liaFSR, cls, gdpD, yycFG ou cfa (Mishra et al., 2012; Diaz et

al., 2014; Sinel et al., 2016).
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E. Plasticité génomique et supports génétiques de

I’antibiorésistance chez E. faecium

E. faecium montre une grande plasticité génomique pouvant expliquer sa capacité
d’adaptation. Le « core-génome », c’est-a-dire ’ensemble des génes communs a toutes les
souches d’espece bactérienne, représente moins de 40% du nombre moyen de genes
retrouvé dans une souche (Zhong et al., 2019). Cela signifie que la majorité des genes
retrouvés chez E. faecium a été acquise. Cette capacité de transfert horizontal de génes
est un atout majeur en termes d’adaptation et d’évolution (Boto, 2010). Cette plasticité
est favorisée par un manque de CRISPR (Clustered regulatory interspaced short palindromic
repeats) chez E. faecium. En effet, les CRISPR sont impliqués dans la protection du génome
contre les insertions d’éléments génétiques étrangers comme les phages (Horvath et
Barrangou, 2010). Chez E. faecium, |’acquisition de génes de résistance semble corrélée a
une absence de CRISPR (Palmer et Gilmore, 2010). En effet, une défaillance de ce systeme

favorise les échanges génétiques horizontaux.

1. Eléments génétiques mobiles

Les éléments génétiques mobiles (EGM) principaux impliqués dans le transfert génétique
horizontal sont les plasmides et les transposons. Les plasmides sont extra-chromosomiques
et contiennent divers genes pouvant étre impliqués dans la résistance, la virulence ou la
conjugaison. Les plasmides dit conjugatifs possedent les génes de conjugaison nécessaires
pour leur transfert horizontal et font donc partie des ICE (Integrative and conjugative
elements) (Johnson et Grossman, 2015). Le transposon est un élément génétique
chromosomique ou plasmidique comportant généralement plusieurs genes, pouvant se
transposer (couper ou copier) et s’intégrer au niveau d’autres positions génétiques. Ils sont
séparés en 3 groupes [Figure 9] : composite, non-composite et conjugatif (Hegstad et al.,
2010). Le transposon composite est entouré de deux séquences d’insertion. Une séquence
d’insertion (IS) est un petit élément transposable composé d’une transposase encadrée de
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deux séquences inversées répétées (IR). Le transposon non-composite, dit de type Tn3, est
entouré de deux IR et contient une transposase. Si le transposon contient une résolvase, la
transposition sera alors réplicative (transposition d’une copie du transposon). Le
transposon conjugatif contient des genes de conjugaison (recombinase...) et est donc un

ICE (Ciric et al., 2013).

Trois mécanismes sont impliqués dans le transfert génétique horizontal chez les bactéries :

la conjugaison, la transduction et la transformation.

Chez E. faecium, le mécanisme de transfert génétique horizontal le plus fréquent est la
conjugaison. Le second utilisé est la transduction phagique (Garcia-Solache et Rice, 2019).
Bien que largement utilisé in vitro, les phénoménes de transformation bactérienne n’ont

pas encore pu étre observés naturellement chez E. faecium (Clewell et al., 2014).

Transposon conjugatif: Tn5382 porteur de 'opéron vanB

> NN TN N e vanB2 N

Transposon non-composite de type Tn3: Tn1546 porteur de I'opéron vanA

Transposon composite : Tn4001 porteur de géne de résistance aux aminosides

l aac6’-aph2”’ l

}‘ Séquences inversées répétées |:| Genes de transposition
I Geénes de résistance [ Geénes de conjugaison

Figure 9. Présentation des 3 types de transposons (Garcia-Solache et Rice, 2019).
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On retrouve trois types de plasmides chez les entérocoques (Weaver et al., 2002) :

RCR plasmides (Rolling circle replicating ou réplication en cercle roulant) (Ruiz-
Masoé et al., 2015) : plasmides pouvant étre retrouvés chez toutes les especes
bactériennes mais majoritairement chez les bactéries a Gram positif. La réplication
du brin principal démarre a partir de Uorigine de réplication double-brin et
’élongation s’effectuera entierement sur ce brin. Quand le premier brin est
entierement synthétisé, la réplication du second brin s’effectue de méme en
démarrant au niveau de ’origine de réplication simple brin.

PRP (Pheromone-responsive  plasmids) (Wardal et al., 2010): plasmides
exclusivement retrouvés chez les entérocoques. La bactérie réceptrice va produire
des petits peptides (phéromones) pouvant étre reconnus par des protéines codées
par le PRP contenu dans la bactérie donatrice. Cela induit alors la production de
facteur d’agrégation fixant les substances de fixation entre entérocoques favorisant
le contact entre les 2 cellules. Lors de ce processus, le plasmide est transféré de la
cellule donatrice a la cellule réceptrice par un systéeme de sécrétion de type IV.
Apres le transfert, des peptides inhibiteurs sont produits par le plasmide transféré
induisant une baisse de la production de phéromone et terminant le mécanisme de
transfert génétique horizontal. Ce type de plasmide se retrouve principalement
chez E. faecalis (Rosvoll et al., 2010).

Inc-18 plasmides (Groupe d’incompatibilité 18) (Kohler et al., 2018) : plasmides
seulement retrouvés chez certains Firmicutes comme les entérocoques,
streptocoques et staphylocoques. Les plasmides d’un méme groupe
d’incompatibilité ne peuvent pas cohabiter dans une méme cellule. Ce type de

plasmide est le plus courant chez E. faecium (Rosvoll et al., 2010).

Ces plasmides peuvent contenir un systéme toxine-antitoxine (T-AT) permettant la

stabilisation et le maintien du plasmide (Van Melderen et Saavedra De Bast, 2009). Le
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plasmide exprime une toxine étant inhibée par une antitoxine (ARN ou protéine). En cas de
perte du plasmide, l’antitoxine sera plus vite dégradée que la toxine, permettant a celle-ci
d’inhiber voire de tuer la cellule bactérienne. Dans ce cas, seule la population bactérienne
gardant le plasmide avec le systeme T-AT peut subsister. Chez E. faecium, le premier
systeme T-AT décrit a été Axe-Txe (Antitoxine protéine entérococcique - toxine protéique
entérococcique) porté par le plasmide pRUM (Grady et Hayes, 2003). Il existe d’autres
systemes T-AT pouvant étre retrouvés chez les entérocoques, comme le systeme w-€-(
dans les plasmides pRE25 ou le locus par codant les toxines Fst dans les plasmides pAD1
(Schwarz et al., 2001; Zielenkiewicz et Cegtowski, 2005; Weaver et al., 2009; Rosvoll et

al., 2010).

2. Implications dans la résistance et les épidémies

Certains éléments génétiques transférables mobiles comme les plasmides et les
transposons ont largement diffusé grace a ’avantage sélectif qu’ils peuvent apporter par
le biais de génes de résistance ou de facteurs de virulence (Wozniak et Waldor, 2010). Ces
outils sont particulierement importants chez les entérocoques, leur permettant depuis
quelques années de devenir des pathogenes de plus en plus prévalents (Hegstad et al.,
2010; Palmer et al., 2010). Dans une étude analysant un total de 94 souches d’E. faecium,
les 2 plasmides les plus fréquemment retrouvés sont pRE25 et pRUM (Rosvoll et al., 2010).
Le plasmide pRE25 est présent dans des souches d’origine diverse (animaux, humains
communautaires et hospitaliers). Au contraire, le plasmide pRUM est plus fréquent dans les
souches hospitalieres, notamment les souches responsables d’infections. Le plasmide pRUM
d’origine est composé du systeme T-AT Axe-Txe, de genes de résistance aux UV (uvrA) et
aux antibiotiques (aminosides, macrolides et chloramphénicol) (Grady et Hayes, 2003).
L’organisation des genes de résistance aux aminosides aadE-sat4-aphA-3 indique la
présence du transposon Tn5405 tronqué dans ce plasmide pRUM (Derbise et al., 1996;

Werner et al., 2001). Les plasmides dérivés de pRUM (pRUM-like) sont des plasmides
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mosaiques ayant intégré divers éléments mobiles, notamment le transposon Tn1546

porteur de l’opéron vanA conférant la résistance aux glycopeptides (Clewell et al., 2014).

Chez E. faecium, on s’intéressera principalement a la famille des transposons conjugatifs
de type Tn916 et au transposon non-composite Tn1546 porteur de ’opéron vanA (Clewell
et al., 2014). Le premier transposon conjugatif décrit est Tn916, et la majorité des
transposons conjugatifs dérive de Tn916 et est regroupée dans la famille dite des
transposons Tn916-like (Rice, 1998; Roberts et Mullany, 2011; Ciric et al., 2013). Celui-ci a
été décrit initialement chez E. faecalis (Franke et Clewell, 1981). Ce transposon a été mis
en évidence avec l’observation d’un transfert de résistance a la tétracycline en absence de
plasmide détectable. Les auteurs ont suggéré qu’un EGM, désigné transposon Tn916,
pouvait se transférer entre deux cellules par conjugaison indépendamment d’un plasmide
conjugatif. Le transposon Tn916 est composé de 18 kb contenant 38,8 % (G+C) et 24 cadres
ouverts de lecture (ORF) (Flannagan et al., 1994). Les ORF peuvent étre séparés en

plusieurs modules :

le module « tétracycline » contenant le gene de résistance aux tétracyclines tet(M)
(ORF11) précédé de I’ORF12, peptide leader hypothétiquement impliqué dans la
régulation de ce gene (Burdett, 1990; Su et al., 1992),

le module de recombinaison avec les genes impliqués dans le mécanisme de
recombinaison avec généralement une excisionase (ORF1 xis) et une intégrase
(ORF2 int) (Su et Clewell, 1993; Jaworski et al., 1996),

le module de conjugaison impliquant les ORF 13 a 24

le module de régulation comprenant les génes de régulation (ORF 6 a 10 et 12)
(Celli et Trieu-Cuot, 1998),

le module de genes accessoires pouvant contenir divers genes apportant un

avantage sélectif comme les genes impliqués dans la résistance aux antibiotiques.
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Les transposons de la famille des Tn9716-like ont impérativement les modules de

conjugaison, de recombinaison et de régulation [Figure 10].

Module « tétracycline »

| Module de régulation

A

_— A
I | \
242322 21 20191817 16 15 1413 12 tet(M) 6 91078 5 xis int
DDA >r‘ DDA b OOV )0 DD -
- o
i S M-
Module de conjugaison Geénes Module de
« accessoires » recombinaison

Figure 10. Disposition schématique des différents modules composant les transposons Tn916-
like (Roberts et Mullany, 2009).

La diversité dans cette famille est surtout retrouvée au niveau des géenes « accessoires »
pouvant notamment coder des protéines impliquées dans ’antibiorésistance (Ciric et al.,
2013). Les transposons conjugatifs de cette famille sont largement répandus dans le régne
bactérien (Roberts et Mullany, 2009). Le module de recombinaison est positionné a
’extrémité finale du transposon permettant l’excision par |’excisionnase codée par le gene
xis et l’intégration de celui-ci par lintégrase codée par le gene int. Chez certains
transposons de la famille Tn916-like, une résolvase codée par le gene tndX suffit pour
effectuer la recombinaison (Wang et Mullany, 2000; Wang et al., 2000; Giovanetti et al.,
2007). Ces transposons ont la capacité de s’insérer sur diverses positions riches en A:T
(Trieu-Cuot et al., 1993; Scott et al., 1994; Wang et al., 2006). Entre ces deux étapes, le
transposon se retrouve sous une forme circulaire (Scott et al., 1994; Salyers et al., 1995)
[Figure 11.A]. C’est lors de cet état circulaire que la conjugaison peut s’effectuer (Salyers
et al., 1995; Ciric et al., 2013) [Figure 11.B]. Les transposons de la famille Tn916-like sont

largement impliqués dans la diffusion de génes de résistance aux antibiotiques comme les
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tétracyclines mais aussi les macrolides et les aminosides (Roberts et Mullany, 2009; Ciric et
al., 2013). En plus d’étre porteur de résistance aux antibiotiques, certains antibiotiques et
antiseptiques sembleraient augmenter la conjugaison de ces transposons favorisant
d’autant plus leur dissémination entre différentes especes (Seier-Petersen et al., 2014;

Beabout et al., 2015b; Scornec et al., 2017).
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Figure 11. Représentation de la mobilisation des transposons de type Tn916 (Salyers et al.,
1995).

(A) Recombinaison du transposon entre 2 loci.

(B) Conjugaison du transposon entre 2 cellules.
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Le transposon Tn1549 joue également un role important chez E. faecium car c’est un
transposon conjugatif porteur de U’opéron vanB. Il est structurellement proche de la
famille des Tn916-like avec le remplacement des modules « tétracycline » et régulation

par ’opéron vanB2 [Figure 9] (Garnier et al., 2000).

Les transposons composites et non-composites peuvent également contenir des genes de
résistance aux antibiotiques, mais leur transfert horizontal génétique est médié par un
plasmide conjugatif. Chez E. faecium, les principaux sont Tn1546 (vanA), Tn1547 (vanB1),

et Tn4001 (aminosides) (Hegstad et al., 2010).

Un autre mécanisme impliqué dans la résistance aux antibiotiques médié par les EGM est
’inactivation de géne par insertion notamment d’IS (Depardieu et al., 2007; Siguier et al.,

2014).

Dans la souche d’E. faecium Aus0004, le gene de résistance aux tétracyclines tet(M) est
inactivé par un transposon non-composite de type Tn3 (Lam et al., 2012; Leon-Sampedro
et al., 2016). Ce mécanisme d’inactivation par insertion peut également étre considéré
comme un mécanisme de régulation. En effet, des souches résistantes d’E. faecium ont été
rendues résistantes a la daptomycine en induisant des mutations au niveau de ’opéron
liaFSR. En absence de pression de sélection, une amélioration du « fitness bactérien » peut
étre induite par inactivation de liaFSR due a linsertion d’une IS. En cas de nouvelle
exposition, une réversion de la résistance est rapidement possible par excision naturelle de

U’IS (Sinel et al., 2016).
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ll. Systéemes de régulation bactériens dépendant de la

conformation de I’ARN

L’étude des mécanismes de régulation génétique est indispensable dans la compréhension
de ’adaptation bactérienne. Des systemes de régulation existent a chaque étape entre la
séquence nucléotidique et U'effet produit par la protéine (Joanne M. Willey et al., 2013).
En effet, la régulation peut s’effectuer lors de Uinitiation de la transcription, lors
[’élongation transcriptionnelle (aussi appelé régulation post-transcriptionnelle), a ’étape
de la traduction et sur la protéine produite (aussi appelé régulation post-traductionnelle).
Ces mécanismes de régulation sont largement répandus et peuvent étre impliqués dans

’antibiorésistance (Dersch et al., 2017).

Pour la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons principalement aux mécanismes dits
de riborégulation. La riborégulation implique généralement une régulation post-
transcriptionnelle ou traductionnelle directement causée par la conformation de ARN en
cours de synthése. La conformation prise par ’ARN peut avoir un impact direct sur une
terminaison prématurée de la transcription par formation d’une tige-boucle terminatrice
(régulation post-transcriptionnelle), le recrutement/protection d’une RNase ou une
séquestration/libération de la séquence SD (régulation traductionnelle). Plusieurs facteurs
peuvent influer sur la conformation de cet ARN : divers métabolites (riboswitch), le

ribosome (mécanisme d’atténuation) et les ARN régulateurs (ARNreg).
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A. ARN régulateur « conventionnel »

Selon les auteurs, la définition des ARN régulateurs peut varier, nous définirons dans ce
manuscrit un ARN régulateur « conventionnel » comme un ARN généralement non codant
d’une taille variable de 50 a 500 nucléotides et pouvant interagir avec d’autres ARN voire
des protéines, provoquant ainsi une régulation dépendant de la zone d’interaction. Ils
peuvent donc avoir un role dans la régulation post-transcriptionnelle, traductionnelle voire
post-traductionnelle (Waters et Storz, 2009). La régulation post-traductionnelle est due a
Uinteraction entre U’ARN et une protéine (Babitzke et Romeo, 2007). On dit d’un ARN
régulateur qu’il a une action en cis si celui-ci est codé sur le brin opposé de sa cible.
L’interaction sera forte grace a une homologie de séquence parfaite entre ’ARNreg et
UARN cible (Brantl, 2007). Ces ARN sont également appelés ARN antisens et sont impliqués
dans les systémes T-AT de type | (Gerdes et Wagner, 2007). Un ARNreg peut également
avoir une activité dite en trans si celui-ci peut interagir avec un ARN situé sur un locus
différent de celui de ’ARNreg. Généralement, un ARNreg peut avoir de multiples cibles en
trans, mais l'interaction sera généralement modérée due a une homologie de séquence
imparfaite. L’interaction entre ’ARNreg et ’ARNm cible peut alors provoquer différents
effets [Figure 12] :
Interaction sur une séquence importante
o Au niveau du RBS : empéche le ribosome d’initier la traduction (régulation
traductionnelle)
o Au niveau d’un site de restriction : empéche une RNAse de dégrader I’ARN
cible (régulation post-transcriptionnelle)
Modification de la structure secondaire de ’ARN cible
o Conformation permettant de libérer le RBS, permettant Uinitiation de
traduction (régulation traductionnelle)
o Conformation induisant ou empéchant la formation d’une tige-boucle

terminatrice (régulation post-transcriptionnelle)
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Recrutement d’une RNAse : provoque la dégradation de U’ARN cible (régulation

post-transcriptionnelle).

Le role phénotypique de U’ARN régulateur dépendra de la fonction de sa cible. Ces ARN
régulateurs peuvent donc jouer un réle dans la virulence (Caldelari et al., 2013; Pitman et
Cho, 2015; Quereda et Cossart, 2017), ’antibiorésistance (Lalaouna et al., 2014; Felden et
Cattoir, 2018), la régulation métabolique (Michaux et al., 2014b), le maintien d’EGM par
les systéeme T-AT de type | (Gerdes et Wagner, 2007) ou la formation de biofilm (Mika et

Hengge, 2013).

Plusieurs études ont mis en évidence Uexistence d’ARN régulateurs putatifs chez les
entérocoques, mais peu d’entre eux ont une fonction ou un role défini (Fouquier d’Hérouél
et al. 2011; Shioya et al. 2011; Innocenti et al. 2015; Sinel et al. 2017; Michaux et al.
2020). On nommera dans ce manuscrit par défaut « petit ARN » ou ARN non codant, un ARN
exprimé sans role défini. En effet, il s’avere qu’un petit ARN puisse étre finalement une

région régulatrice en 5’UTR plutot qu’un ARN régulateur « conventionnel ».
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Figure 12. Représentation des mécanismes de régulation induits par I’interaction entre un ARNreg et un ARNm.
L’ARNreg est en bleu et ’ARNm est en noir. La séquence codante est indiquée en vert. Le RBS de la protéine régulée est représenté par un
rectangle bleu. Le ribosome est représenté par la protéine violette. La présence de la fleche indique I’élongation transcriptionnelle de I’ARNm. La
protéine rose est une RNAse. Les pointillés indiquent un ARN dégradé.
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Chez E. faecalis, initialement, une trentaine d’ARN non codants a pu étre mise en
évidence par 5’tagRACE dont 16 antisens et 13 validés par Northern-Blot (Fouquier
d’Hérouél et al., 2011). Une dizaine d’autres petits ARN a été révélée par tilling
microarray et validée par Northern Blot (Shioya et al., 2011). On y retrouve des
homologues au tmRNA; RNA | et 4.55 (Greenfield et al., 2001; Corvaisier et al., 2003;
Trevino et al., 2010). Une fonction dans la virulence de certains de ces ARN a été
déterminée par un modeéle d’infection in vivo chez Galleria mellonella, mais le réseau de
régulation et les cibles de ces petits ARN restent a identifier (Michaux et al., 2014a).
Enfin, une analyse globale par transcriptomique combinée au 5’tagRACE a été effectuée

ajoutant 85 nouveaux petits ARN putatifs chez E. faecalis (Innocenti et al., 2015).

Plus récemment, les premiers petits ARN ont été mis en évidence chez l’espéce E.
faecium, notamment en lien avec l’antibiorésistance, problématique principale de cette
espece (Sinel et al. 2017). Une soixantaine d’ARN putatifs a été identifiée par une
approche de transcriptomique globale comparative en soumettant la bactérie a un stress
antibiotique, une concentration subinhibitrice de daptomycine. Sur U’ensemble de ces
candidats, les 10 ARN les plus exprimés par RNAseq ont été validés par Northern-Blot et
RT-gPCR [Figure 13]. Ces données ont permis d’effectuer une premiére caractérisation de
ces ARN avec leurs tailles, leurs profils d’expression selon la phase de croissance ou le

stress antibiotique et la présence ou non de formes alternatives.
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Figure 13. Northern blot validant 10 ARN candidats exprimés par E. faecium (Sinel et al. 2017).
Les ARN totaux ont été extraits a trois phases de croissance (milieu de phase exponentielle ME,
fin de phase exponentielle (LE) et début de phase stationnaire (ES) et en présence (D+) ou non
(D-) de concentration subinhibitrice de daptomycine.

Les trois nouveaux petits ARN les plus exprimés par RNAseq sont SRNA_0160, sRNA_0280 et
SRNA_1300. Seuls 6 nouveaux ARN ont une expression altérée par la présence de
daptomycine, avec 3 diminutions d’expression (SRNA_0560, sRNA_1420 et sRNA_2290) et 3
augmentations d’expression (SRNA_0160, sRNA_0170, sRNA_0290). La conservation de tous
ces nouveaux petits ARN mis en évidence par RNAseq au sein des différents clades d’E.
faecium a été estimée. Treize de ces ARN sont totalement absents du clade B
communautaire. Sur les 10 ARN validés par Northern-Blot, la plupart semble appartenir au
core-génome. Seuls sSRNA_0030 et sRNA_1300 sont retrouvés de maniére inconstante selon
le clade. sRNA_0030 reste principalement retrouvé dans les clades A1 (52%) et A2 (36%).

sRNA_1300 est retrouvé dans moins de 2 % des souches d’E. faecium. On peut supposer que
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certains de ces nouveaux ARN décrits chez E. faecium sont impliqués dans |’adaptation aux
antibiotiques voir U’antibiorésistance (modulation de U’expression par la daptomycine) et
dans la pathogénicité et le risque épidémique (absence dans le clade B communautaire).
Mais le role fonctionnel de ces ARN reste a démontrer. Cette exploration sera décrite au

sein de ce manuscrit pour certains de ces nouveaux ARN.

Dernierement, de nouveaux ARN ont pu étre mis en évidence par une méthode de RNAseq
différentielle couplée a une prédiction de site d’initiation de la transcription dans les deux
especes E. faecalis et E. faecium (Michaux et al., 2020). Ces ARN ont été catégorisés en
fonction de leur localisation vis-a-vis d’autres génes, identifiant ainsi des régulateurs de
type riboswitch en 5’UTR, des ARN régulateurs antisens ou en région intergénique et
d’autres types de régulateurs comme la région régulatrice médiée par la protéine de
régulation PyrR. Certains de ces ARN ont été validés par Northern Blot et soumis a diverses

conditions de culture et de stress (14 chez E. faecalis et 19 chez E. faecium).
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B. Régulation en 5’UTR

La région non traduite en 5’ (5’UTR) d’un géne codant est la région-clé impliquée dans un
mécanisme de cis-régulation. En effet, la transcription du reste de ’ARNm et la traduction
de la séquence codante est totalement dépendante de la conformation de cette région
5’UTR. Généralement, un géne ayant un 5’UTR de plus de 100 nucléotides sera impliqué
dans un mécanisme de cis-régulation. On peut distinguer deux grandes catégories de

mécanismes de cis-régulation : les mécanismes dit d’atténuation et les riboswitchs.

1. Atténuation transcriptionnelle et traductionnelle

Selon les auteurs, les mécanismes d’atténuation peuvent comprendre tous les mécanismes
induisant un arrét transcriptionnel prématuré impliquant métabolite (riboswitch), protéine
(protéine régulatrice ou ribosome) ou ARN (ARN régulateur ou ARNt) (Lovett et Rogers,
1996; Gollnick et Babitzke, 2002). Dans ce manuscrit, on appellera par défaut
« atténuation », le mécanisme d’atténuation médié par le ribosome. Le mécanisme dit
d’atténuation implique la présence d’une petite séquence codante (peptide leader) située
dans la région 5’UTR du gene régulé. Ce peptide leader n’aura généralement pas de
fonction propre et sert seulement au recrutement d’un ribosome. Chez les procaryotes, les
étapes de transcription et de traduction sont concomitantes, ce qui signifie que la
synthese peptidique peut influencer I’élongation transcriptionnelle (Miller et al., 1970). La
synthése du peptide leader aura donc une influence sur la conformation de I’ARN en cours
de synthése. L’ARN prendra donc différentes conformations selon la position du ribosome
lors de la synthese du peptide leader. La conformation de l’ARN est alors dépendante de la
vitesse et des pauses de ce ribosome impliqué dans la synthése du peptide leader [Figure

14].
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Figure 14. Représentation du principe d’atténuation transcriptionnelle et traductionnelle.

Le RBS du peptide leader est représenté par un rectangle jaune, le RBS de la séquence codant
la protéine régulée est représenté par un rectangle vert. Le ribosome est représenté par la
protéine violette. L’ARN est représenté par la ligne bleue. La présence de la fleche bleue
indique I’élongation transcriptionnelle de I’ARN.

Ce mécanisme de régulation par atténuation est donc un mécanisme largement retrouvé
dans la régulation des voies métaboliques impliquant LUutilisation d’acides aminés
notamment les opérons de biosynthese d’AA (Kolter et Yanofsky, 1982). En effet, si un des
AA impliqués dans la synthése du peptide leader est en faible quantité, le ribosome sera
bloqué a la position du codon correspondant. Au contraire, en exces d’AA, ’avancée du
ribosome dans la synthese du peptide leader sera favorisée. Les mécanismes d’atténuation
sont également répandus dans la régulation de géne de résistance aux antibiotiques

inhibiteurs de la traduction par fixation du ribosome (Dubnau, 1984; Dersch et al., 2017).
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Le mécanisme d’action de ces antibiotiques a indéniablement un impact sur la synthéese du

peptide leader.

On distingue deux types d’atténuations : ’atténuation transcriptionnelle (Gollnick et
Babitzke, 2002) et I’atténuation traductionnelle (Lovett et Rogers, 1996) [Figure 14]. Pour
Uatténuation transcriptionnelle, on retrouve deux types de conformations de ARN : une
conformation terminatrice et antiterminatrice. La conformation terminatrice implique la
présence d’un terminateur rho-indépendant provoquant le décrochage de UARN
polymérase au niveau de la tige-boucle terminatrice [Figure 14]. La conformation
antiterminatrice permettra une élongation transcriptionnelle jusqu’a la séquence codante
du géne régulé. La position du ribosome impliqué dans la synthése du peptide leader va
favoriser l'une ou lautre conformation, induisant ainsi un arrét ou une élongation
transcriptionnelle. Ce mécanisme a été particulierement étudié chez Escherichia coli dans
la régulation de U'opéron tryptophane trp impliqué dans la biosynthése du tryptophane
(Yanofsky, 1981). La séquence du peptide leader contient 14 AA, dont 2 tryptophanes a la
suite. Si la quantité de tryptophane est limitée, le ribosome sera bloqué au niveau des
codons correspondants (UGG) lors de la synthese du peptide leader. La position du
ribosome va alors induire la conformation antiterminatrice de U'ARN, permettant la
transcription de ’opéron impliqué dans la synthése du tryptophane. Avec une quantité
suffisante de tryptophane, le ribosome ne sera plus stoppé sur les codons UGG, induisant
alors une conformation terminatrice [Figure 15]. Une augmentation de U’expression de
’opéron a été mise en évidence dans des souches contenant des mutations au niveau de la
tige-boucle terminatrice. Au contraire, deux systémes déficients induisent une baisse
d’expression de l'opéron. L’un nommé trplL29, contient une substitution du codon
d’initiation AUG du peptide leader par AUA ne permettant plus la traduction du peptide
leader. Le second, trpL75, posseéde un SNP (Single Nucleotid Polymorphism) en position 75,

remplacant une guanine par une adénine, induisant une fragilisation de la conformation
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antiterminatrice (Yanofsky, 1981). Ce mécanisme d’atténuation est souvent retrouvé dans

la régulation de la biosynthése des AA chez les bactéries a Gram négatif (Vitreschak et al.,

2004).
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Figure 15. Représentation de la régulation par atténuation transcriptionnelle de |’opéron trp
dépendant de la restriction ou non de différents AA (Yanofsky, 1981).
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Pour ’atténuation traductionnelle, on retrouve également deux types de conformations de
UARN : une séquestrant le site de fixation au ribosome du gene régulé et une rendant
accessible le RBS permettant la synthese de la protéine du géene régulé [Figure 14]. Comme
pour ’atténuation transcriptionnelle, la position du ribosome impliqué dans la synthése du
peptide leader va favoriser ’'une ou [’autre conformation, induisant ainsi une initiation ou
non de la traduction de la protéine du géne régulé. Ce mécanisme de régulation est
notamment impliqué dans la régulation de genes de résistance aux antibiotiques inhibant
la traduction (Dersch et al., 2017). Par exemple, le mécanisme de régulation du gene cat
(résistance au chloramphénicol) est dépendant de ’arrét ribosomal aux alentours de 5 AA
causé par ’altération de la liaison peptidique lors de U’élongation [Figure 16.A]. Dans le
cas du gene erm (résistance phénotype MLSg), U'atténuation repose sur l'arrét de la
synthése du peptide leader aux alentours de 8 AA assemblés causé par l’encombrement
stérique de ces molécules aux niveau du tunnel de sortie peptidique du ribosome (Lovett,

1990; Lovett et Rogers, 1996; Ramu et al., 2009) [Figure 16.B].

Nous allons nous intéresser a la régulation de deux genes de résistance aux antibiotiques
médiée par une mécanisme d’atténuation transcriptionnelle en lien avec les ARN étudiés

dans ce manucsrit : mef(E) et tet(M).

63



K
A
U TR
A A (<]
A B "a-u® A &
16 PC-G c-6
c-G c-6
A-U A-U
15
A-U A-U
188 2 344
14YA-U A-U
ermCL uA A | ermC
1
123453739101?22-3 g-gM
MG I I FV I 8STVj, u.a NEKN T K
AGUUUUAY; UAUGGGCAUUUUUAGSAUUUUUGUAAUCAGCACAGU - AUCGUUAAUAAGCAAAAL - ACGAGAAAAAUAUAAAA...
RBS-2
-SAU-AAA
{ ﬂmi 'y
Met-val-Lys-The-Asp” &
AAUAA

Cy.
A-
A-
G
2 &
A-
A-
1 A
ermCL 8
f, 1 2z 3 4 5 6 7 8_9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 g
. F VoI HYQPNEKK?*
Met-Vol-Lys-Thr -Asp gln g AGUUUUAUAAGGAGGAAAARAUAUGGGCAUUUUUAG JAAU AUUAUCAACCAAACAAAAAAUAAGT -

Figure 16. Représentation d’une atténuation traductionnelle impliquant des génes de résistance aux antibiotiques (phénicolés et macrolides)
(Lovett, 1990; Ramu et al., 2009).

(A) Régulation du géne cat. RBS-2 est le RBS du peptide leader et RBS-3 est celui codant la protéine Cat (Lovett, 1990).

(B) Régulation du géne erm(C). Le peptide leader est nommé ermCL (Ramu et al., 2009).
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a. Régulation de mef(E)

La régulation des genes de type mef (mef(E) et apparentés) a été décrite
expérimentalement et phénotypiquement. Il existe une surexpression du géne mef(E) et
une induction de résistance par addition de macrolides (Chancey et al., 2011). Cette
observation peut étre en accord avec un systéme d’atténuation transcriptionnelle. Les
auteurs ont défini la région régulatrice par 5’RACE. La région 5’UTR du géne mef contient
327 nucléotides précédant le codon d’initiation de mef. Cette région peut-étre structurée
en 8 domaines correspondant a 4 tige-boucles, avec un peptide leader putatif de 8 AA (A4
a As7) contenu dans le domaine R1 et la tige-boucle R5-R6 impliquée dans un terminateur
rho-indépendant [Figure 17]. L’élongation transcriptionnelle induite par la présence
d’érythromycine (macrolide a 14 atomes) a été démontré par RNAseq. Cette induction
n’est pas présente avec |’exposition au LL-37 (peptide antimicrobien) et a la spiramycine
(macrolide a 16 atomes ayant un site d’interaction différent de celui de I’érythromycine).
Plusieurs mutants avec diverses mutations ciblées au niveau de la région régulatrice ont
été utilisés pour déterminer les régions impliquées dans le mécanisme de régulation. Cette
exploration a été effectuée a ’aide d’un systéme rapporteur et de tests de détermination
de la sensibilité a I’érythromycine. Le role du peptide leader a été validée avec un mutant
contenant la substitution du RBS du peptide leader (AGGAGG) par une séquence « inerte »
(CCTCCT). L’absence de la traduction de ce peptide leader favorisant alors la conformation
terminatrice, la souche devient sensible a l’érythromycine [Figure 17]. Un mécanisme de
régulation complémentaire semble exister, mis en évidence par l'importance de la
structure R3-R4 qui, lorsque délétée, induit une perte de résistance a ’érythromycine
associée a une absence d’induction transcriptionnelle par |’érythromycine. Méme avec une
délétion des régions R6-R7 empéchant la formation du terminateur, une induction
transcriptionnelle par U’érythromycine reste observable, ne pouvant pas étre seulement

expliquée par |’atténuation transcriptionnelle médiée par la traduction du peptide leader.
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Les auteurs mettent également en évidence indirectement une potentielle protection de
UARN d’une dégradation médiée par des RNAses quand le peptide leader reste traduit. La
délétion totale de la région cause une absence d’induction, mais en gardant seulement la
séquence codante du peptide leader, une induction par U’érythromycine reste observable
(Chancey et al., 2015). Malgré un mécanisme d’atténuation transcriptionnelle bien défini
dans la régulation des gene mef, des mécanismes de régulation complémentaires restent

encore a identifier.
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Figure 17. Représentation des deux conformations de la région 5’UTR du géne mef(E) (Chancey
et al., 2015).

La représentation a gauche est terminatrice et celle a droite est antiterminatrice. La séquence
codant le peptide leader est appelée mef(E)L. L’équilibre thermodynamique est indiqué pour
chaque structure.
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b. Régulation de tet(M)

Sur le méme principe, nous allons nous intéresser au mécanisme de régulation du gene
tet(M), étant moins approfondi que la régulation de mef(E) dans la validation du
mécanisme. La régulation de ce géne tet(M) est d’autant plus importante que cette
régulation est impliquée dans le transfert horizontal génétique bactérien des transposons
Tn916-like (Celli et Trieu-Cuot, 1998; Beabout et al., 2015b). L’hypothese que le gene
tet(M) soit régulé par un mécanisme d’atténuation transcriptionnelle a été posée en 1992
(Su et al., 1992). Apres détermination de la région 5’UTR du gene tet(M) par 5’RACE, les
auteurs ont observé un ORF pouvant potentiellement coder pour un peptide leader. Par
Northern Blot, |’élongation transcriptionnelle induite par la tétracycline a pu étre mise en
évidence. Par contre, U'induction de la conformation antiterminatrice par la tétracycline
est plus difficile a expliquer. En effet, apres la fixation du ribosome sur le codon
d’initiation, la tétracycline empéche le complexe aaARNt/EF-Tu de se loger au niveau du
site A. En regardant les prédictions de structure, la tétracycline favoriserait donc la
structure 4 [Figure 18]. Les auteurs expliquent l’induction par la tétracycline liée a une
« accélération » de la traduction du peptide leader. En effet, la séquence du pepitde
leader contient des codons associés a des aaARNt « rares », provoquant une plus forte
probabilité de pause ribosomale. Par son mécanisme d’action, U’altération générale de la
traduction par la tétracycline va augmenter la quantité d’aaARNt disponible, induisant
alors une « accélération » de la traduction du peptide leader. Sans pause ribosomale, la
tige-boucle terminatrice ne pourra pas se former et cela provoquera une élongation
transcriptionnelle. Ce premier article met en évidence seulement une élongation
transcriptionnelle induite par la tétracycline, mais le mécanisme d’atténuation
transcriptionnelle bien que plausible, n’est ici pas démontré (Su et al., 1992). Un second
article montre ’importance de cette région régulatrice annotée Ptet dans la transposition

du transposon Tn916 (Celli et Trieu-Cuot, 1998). En effet, l’élongation transcriptionnelle
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induite par la tétracycline augmente Uexpression du géne tet(M) mais également
Uexpression des genes retrouvés en aval, notamment des génes de régulation et les genes

impliqués dans la transposition [Figure 10].
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Figure 18. Structures secondaires prédites selon la stabilité des tige-boucles (Su et al., 1992).

Les positions du RBS du peptide leader putatif et du géne tet(M) sont indiquées. Le triangle noir
indique la position des 5 uraciles impliqués dans le terminateur rho-indépendant.

Un dernier article explorant le role des tétracyclines dans les échanges génétiques
horizontaux a pu démontrer phénotypiquement le role de la région 5’UTR de tet(M) dans la
résistance aux tétracyclines et U’hyperconjugaison du transposon Tn916 chez E. faecalis
(Beabout et al., 2015b). Cette mise en évidence a été effectuée a l’aide de souches
mutantes résistantes a la tigécycline (désignées BTR) induites par une exposition répétée

de concentration subinhibitrice de tigécycline. Apres caractérisation par séquencage de
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ces souches, les mutations retrouvées sont principalement une délétion de 12 pb au niveau

du gene rpsJ ou des délétions au niveau de Ptet.

Quatre types de délétions de Ptet ont pu étre distinguées [Figure 19]:

BTR125 : souche avec une délétion de 125 pb contenant les délétions retrouvées
dans les souches BTR87 et BTR37. La délétion contient le RBS du peptide leader
jusqu’a son 22°™ codon, délétant ainsi totalement la tige-boucle terminatrice. La
CMI a la tigécycline de cette souche atteint 2 mg/L (contre 0,125 mg/L pour la
souche initiale).

BTR87 : souche avec une délétion de 87 pb contenant la délétion retrouvée dans la
souche BTR37. La délétion contient le RBS du peptide leader jusqu’a son 17¢™
codon, délétant ainsi partiellement la tige-boucle terminatrice. La CMI a la
tigécycline de cette souche atteint également 2 mg/L.

BTR37 : souche avec une délétion de 37 pb incluant le RBS du peptide leader et son
2°m codon. La CMI a la tigécycline de cette souche atteint 1 mg/L.

BTR22 : souche avec une délétion en 5’ de Ptet située a plus de 100 pb en amont du
codon d’initiation du peptide leader putatif. La CMI a la tigécycline de cette souche

atteint 2 mg/L.
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Figure 19. Position des délétions retrouvées dans les souches BTR (Beabout et al., 2015b).
Les séquences délétées sont soulignées en vert (BTR22), rouge (BTR125), jaune (BTR37) et bleu
(BTR87).

Les souches avec la tige-boucle terminatrice altérée sont prédominantes (BTR125 et
BTR87). Les souches BTR22 et BTR87 ont une surexpression constitutive de |’expression de
tet(M). L’excision et la trans-conjugaison du transposon sont augmentées avec les deux
souches. Etrangement, ’expression du gene xis n’est augmentée qu’avec la souche BTR87,
et reste inductible par la tigécycline (Beabout et al., 2015b). Toutes ces observations
prouvent ’importance de la région Ptet dans la régulation de tet(M) et dans la conjugaison
du transposon, mais semblent indiquer I’existence de mécanismes de régulation alternatifs
et/ou complémentaires a ’hypotheése d’atténuation transcriptionnelle. L’induction de
tet(M) par des biocides autres que la tétracycline est un argument supplémentaire (Seier-
Petersen et al., 2014; Scornec et al., 2017). Avec Uutilisation d’un systeme rapporteur, les
auteurs ont réussi a mettre en évidence une élongation transcriptionnelle induite par des
antibiotiques fixant le ribosome, et plus particulierement, la spectinomycine et les
lincosamides. Avec ces antibiotiques, l’induction est indépendante de la présence du reste
du transposon, contrairement aux tétracyclines de 1 et 2°™ générations (Scornec et al.,
2017). L’exploration de cette région Ptet sera approfondie au sein de ce manuscrit (Article

1, Le Neindre et al., 2021).
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2. Riboswitch

On définira dans ce manuscrit un riboswitch comme le 5’UTR d’un géne codant dont la
conformation dépendra de ’interaction « directe » avec une molécule effectrice (Serganov
et Nudler, 2013). Comme pour les mécanismes d’atténuation, le changement
conformationnel peut avoir un impact sur [’élongation transcriptionnelle ou Uinitiation de
la traduction [Figure 20]. Les riboswitchs comportent généralement des séquences
consensus conservées impliquées dans l’interaction spécifique avec le ligand (séquence

« specifier » ou « tige-boucle d’interaction »).

Les premiers riboswitchs mis en évidence ont pour ligand des vitamines comme la thiamine
(TPP ou vitamine B1) dans la régulation de sa biosynthése codée par ’opéron thiC
(Miranda-Rios et al., 2001; Mironov et al., 2002) ou la cobalamine/adénosylcobalamine
(Cbl/AdoCbl ou vitamine B12) dans la régulation de son transporteur codé par btuB (Nou et
Kadner, 1998; Nahvi et al., 2002). Depuis, de nombreux riboswitchs ont été découverts
avec une grande variété de ligands comme des petites molécules organiques, des ions, des

acides aminés, des protéines ou des ARN (Serganov et Nudler, 2013) [Figure 20].

Nous allons aborder trois exemples :

e Les riboswitchs appartenant aux ribozymes, avec ’exemple du ribozyme régulant
glmsS,

e Le riboswitch impliqué dans la régulation de la biosynthése des pyrimidines ayant
pour ligand la protéine régulatrice PyrR,

e Les riboswitchs ayant pour ligand les ARNt, appelés T-box riboswitch.

71
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Figure 20. Représentation du principe de riboswitch.

Les molécules effectrices (liste non exhaustive) fixent directement une séquence ou une tige-
boucle du riboswitch changeant ainsi sa conformation. Le RBS de la séquence codant la protéine
régulée est représenté par un rectangle vert. Le ribosome est représenté par la protéine
violette. L’ARN est représenté par la ligne bleue. La présence de la fléeche bleue indique
I’élongation transcriptionnelle de I’ARN. La RNAse potentiellement recrutable est représentée
par la protéine rose. Abréviations : SAM (S-adénosyl-méthionine); TPP (Pyrophosphate de
thiamine) ; ARNreg (ARN régulateur); PyrR et TRAP (protéines régulatrices); AdoCbl
(Adénosylcobalamine) ; FMN (Flavine mononucléotide) ; di-GMPc (Di-guanosine monophosphate
cyclique) ; AA (Acides aminés).
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a. Régulation de glmS chez les Firmicutes : ribozyme

L’enzyme GlmS est impliquée dans la biosynthese de précurseurs du peptidoglycane
(Anderson et Raetz, 1987). C’est une enzyme pouvant étre ciblée par certains

antibiotiques (Molloy et al., 1972; Kenig et Abraham, 1976).

La régulation de cette enzyme differe selon les bactéries. Elle est médiée par un ARN
régulateur, « GImZ », chez les entérobactéries (Kalamorz et al., 2007; Reichenbach et al.,
2008; Khan et al., 2016) et par un ribozyme chez les Firmicutes (McCown et al., 2011,
2012). On s’intéressera au second mécanisme car E. faecium appartient aux Firmicutes.
Les ribozymes sont des ARN ayant une capacité de catalyse (Doherty et Doudna, 2000). Le
ribozyme régulant glmS est localisé dans sa région 5’UTR et s’autocatalysera en présence
de sa molécule effectrice qui est la glucosamine-6-phosphate (Winkler et al., 2004;
Savinov et Block, 2018). La catalyse induit alors une déstabilisation de ARNm de glmS en

présence de RNase (Collins et al., 2007) [Figure 21].

5°

Bacillus subtilis

Clivage

Figure 21. Représentation de la régulation de glmS par son ribozyme (Kawada-Matsuo et al.,
2017).
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b. Régulation de la biosynthése des pyrimidines

Les pyrimidines sont des composés chimiques indispensables a la vie, nécessaire a la
synthese des acides nucléiques. La voie de biosynthése des pyrimidines est similaire chez
les eucaryotes et les procaryotes (Moffatt et Ashihara, 2002). Cette voie a pour objectif la
synthese d’UMP, qui pourra dériver en CTP et TTP. Elle nécessite un apport (endogene
et/ou exogene) de glutamine, d’aspartate et de PRPP (5-phospho-aD-ribose 1-
diphosphate). Cette voie de bio-synthése comporte 6 étapes (O’Donovan et Neuhard,

1970) [Figure 22.A] :

Synthese de carbamyl-phosphate a partir de L-glutamine et d’ions bicarbonate : la
réaction est irréversible, ATP dépendante, nécessite 2 co-facteurs (Mg* et K*) et
est médiée par la carbamylphosphatase composée de 2 sous-unités codées par carA
et carB (ou pyrAA et pyrAB).

Synthése de N-carbamyl-L-aspartate a partir de L-aspartate et carbamyl-
phosphate : la réaction est médiée par une aspartate carbamyltransférase codée
par pyrB.

Synthese de L-dihydroorotate a partir de carbamyl-aspartate : la réaction nécessite
un co-facteur Zn** et est médiée par une dihydroorotase codée par pyrC.

Synthese d’orotate a partir de L-dihydroorotate : réaction d’oxydo-réduction
couplée avec NAD+/NADH médiée par une dihydroorotate déshydrogenase codée
par pyrD (ou pyrDl) et pyrK (ou orf2 ou pyrDIl).

Synthese d’OMP (orotidine monophosphate) a partir d’orotate et de PRPP: la
réaction nécessite un co-facteur Mg*” et est médiée par une orotate
phosphoribosyltransférase codée par pyrE.

Synthese d’UMP (uracile monophosphate) a partir d’OMP: la réaction est

irréversible et est médiée par une OMP décarboxylase codée par pyrF.
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Figure 22. Représentation des génes impliqués dans la biosynthése des pyrimidines.

(A) Voie de biosynthése des pyrimidines. Les fléches pleines représentent les réactions
enzymatiques, les fléeches en pointillé représentent un transport (Turnbough et Switzer, 2008).
(B) Organisation de I’opéron pyr chez Bacillus subtilis (Turner et al., 1994). Les riboswitchs
sont identifiés par des triangles noirs.

Tous les genes impliqués dans la biosynthése de I’UMP sont codés sur ’opéron pyr chez
Bacillus subtilis (Turner et al., 1994) [Figure 22.B]. Dans cet opéron, les deux premiers
genes en 5’ ne sont pas impliqués dans la biosynthése. On distingue le géne pyrR qui code
pour une protéine de régulation et le géne pyrP qui code pour une uracile perméase. Chez
les bactéries a Gram positif, la transcription de cet opéron dépend de la conformation d’un
riboswitch localisé en 5’UTR de pyrR. L’expression de cet opéron est dépendante de la
concentration cellulaire en UMP, avec un arrét transcriptionnel prématuré en présence
d’UMP. L’élément-clé faisant le lien entre le riboswitch et la concentration d’UMP est la
protéine de régulation PyrR, codée par le gene pyrR. Cette protéine posseéde une activité
uracile phosphoribosyltransférase, mais également une capacité d’interaction avec une
tige-boucle spécifique de ’ARN leader [Figure 23, domaine 1-2] dans la région 5’UTR de

Uopéron pyr qu’on appellera « tige-boucle d’interaction » (Turner et al., 1998). Cette
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affinité est majorée en présence d’UMP formant le complexe PyrR/UMP. La fixation du
complexe PyrR/UMP sur la « tige-boucle d’interaction » va alors favoriser l’interaction des
domaines 3 et 4 formant ainsi un terminateur rho-indépendant [Figure 23]. En absence de
cette interaction, la conformation la plus stable est la tige-boucle antiterminatrice,
favorisant |’élongation transcriptionnelle du reste de ’opéron pyr (Turner et al., 1994,
1998; Zhang et Switzer, 2003). Cette conformation antiterminatrice est favorisée par le
complexe PyrR/GTP ayant une faible capacité d’interaction avec ’ARN (Chander et al.,

2005).

Antiterminatrice

2H3 RNAP
5 Uuuuu

Boucle antiterminatrice permettant
|’élongation transcriptionnelle

Terminatrice

Transcription de la boucle Fa’b{@[
d’interaction positionnée en
5’ de la région régulatrice de

: - o+
["opéron pyr B ik UUUUU-OH-3

Fixation de la boucle d’interaction par
PyrR déstabilisant la boucle
antiterminatrice = Arrét transcriptionnel

Figure 23. Mécanisme de régulation de [’opéron pyr médié par un riboswitch PyrR-dépendant
(Zhang et Switzer, 2003).
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Cette protéine PyrR est également capable de se fixer sur deux autres « tige-boucles
d’interaction » positionnées au niveau d’un premier riboswitch dans la région intergénique
entre pyrR et pyrP et d’un second riboswitch entre les génes pyrP et pyrB [Figure 22.B] (Lu
et al., 1995; Zhang et Switzer, 2003). Il y a donc 3 points de contrdle sur la régulation de
[’élongation transcriptionnelle de ’opéron pyr, favorisant majoritairement l’expression de
pyrR, puis Uexpression de pyrP et enfin Uexpression des genes de biosynthese des
pyrimidines. L’absence de PyrR favorise la transcription du premier gene pyrR. Malgré la
présence de PyrR, en absence d’UMP, la conformation antiterminatrice sera favorisée
entre pyrR et pyrP, impliquant la transcription de pyrP. Le gene pyrP code pour une
uracile perméase, permettant donc un apport d’uracile pouvant provoquer une régulation
de "opéron médié par PyrR [Figure 22.A] (Ghim et Neuhard, 1994). Si ’apport d’uracile et
donc d’UMP reste faible, la conformation antiterminatrice entre pyrP et le reste de
’opéron pyr sera favorisée, provoquant la transcription de tous les genes nécessaires a la
biosynthése d’UMP. L’objectif de cet opéron est donc d’obtenir un apport exogene et
endogene d’UMP nécessaire a la synthése des acides nucléiques, et est donc autorégulé
indirectement selon la concentration d’UMP. Ce mécanisme de régulation semble conservé
chez les bactéries a Gram positif et a été mis en évidence dans certains d’entre eux dont

E. faecalis (Ghim et al., 1999; Switzer et al., 1999).
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c. T-box riboswitch

L’aminoacylation des ARNt est une étape indispensable pour la synthese protéique. Cette
réaction ATP-dépendante est catalysée par les aminoacyl-ARNt synthétase ou ligase (aaR$),
permettant la fixation d’un AA au niveau de Uextrémité 3’ de UARNt correspondant
(Rajendran et al., 2018). Chez les bactéries, divers mécanismes existent dans la régulation
de ces enzymes. Cette diversité est principalement observée chez les bactéries a Gram
négatif. On retrouve plusieurs mécanismes de régulation (Putzer et Laalami, 2013) :
Régulation transcriptionnelle (inhibition de Uinitiation de transcription) due a la
fixation de la région promotrice par une protéine régulatrice comme la régulation
du gene lysU par la protéine Lrp,
Régulation post-transcriptionnelle (inhibition de l’élongation transcriptionnelle) par
atténuation transcriptionnelle comme la régulation du gene pheST,
Régulation traductionnelle (inhibition de Uinitiation de la traduction) causée par la
présence d’une protéine bloquant l’accés au RBS comme la régulation du gene thrS
par la protéine Thrs,
D’autres mécanismes encore mal décrits.
Contrairement aux bactéries a Gram négatif, un seul mécanisme de régulation des aaRS est
décrit chez les bactéries Gram positif : T-box riboswitch (Kreuzer et Henkin, 2018).
Un T-box riboswitch est un riboswitch dont la conformation va dépendre de la fixation avec
un ARNt aminoacylé (aaARNt) ou un ARNt « libre » (ARNt) [Figure 24] (Kreuzer et Henkin,
2018). Dans ce type de riboswitch, il y a deux séquences d’interaction pouvant étre fixées
par la molécule effectrice qui est ARNt. La premiére séquence est le codon « specifier »
fixant spécifiguement U’anticodon de UARNt. Ce codon « specifier » correspondant
généralement au codon de U'AA impliqué dans ’aminoacylation de U’ARNt médiée par
’enzyme régulée. La seconde séquence est un triplet UGG complémentaire a ’extrémité

3’ -CCA d’un ARNt « libre ». Ce triplet est localisé dans une séquence dite T-box. Cette
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seconde interaction va causer un changement conformationnel du T-box riboswitch [Figure
24]. La régulation est principalement post-transcriptionnelle avec une conformation
terminatrice ou antiterminatrice mais existe rarement en tant que régulateur
traductionnel avec une conformation séquestrant ou non le RBS du géne régulé comme
pour la régulation d’ileS chez les Actinobacteria (Seliverstov et al., 2005; Vitreschak et al.,

2008).

Antiterminatrice

Terminatrice

ON
OFF -
Arrét transcriptionnel Elongation transcriptionnelle

Figure 24. Représentation d’un T-box riboswitch (Kreuzer et Henkin, 2018).

Le codon « specifier » est représenté en vert, la séquence T-box en rouge avec le triplet -UGG-
en bleu cyan et les séquences conservées de la boucle « specifier » en orange.

(A) Conformation « OFF » du T-box riboswitch induisant un arrét transcriptionnel.

(B) Conformation « ON » du T-box riboswitch induisant I’élongation transcriptionnelle.
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Ces systéemes ont été mis en évidence par l’observation de séquences consensus tres
conservées retrouvées dans une majorité de 5’UTR d’aaRS chez les bactéries a Gram positif
(Henkin et al., 1992; Grundy et Henkin, 1994; Vitreschak et al., 2008). La séquence
consensus généralement utilisée pour détecter un T-box riboswitch est la séquence T-box,
composée de 14 bases (5’-AGGGUGGNACCGCG-3’, les bases soulignées sont les plus
conservées) (Rollins et al., 1997; Vitreschak et al., 2008). Ce systeme de T-box riboswitch
est également présent dans la régulation de génes impliqués dans la biosynthése d’AA et
de genes codant des transporteurs ou des protéines de régulation (Delorme et al., 1999;
Vitreschak et al., 2008; Schoenfelder et al., 2013).

Le mécanisme de régulation a été principalement exploré dans la régulation de tyrS chez
B. subtilis [Figure 25] (Rollins et al., 1997). L’expression de ce gene est indirectement
dépendante de la concentration de tyrosine dans le milieu (Grundy et Henkin, 1993). La
région 5’UTR de tyrS possede une structure secondaire prédite trés proche des régions
5’'UTR d’autres aaRS (Grundy et Henkin, 1993; Rollins et al., 1997). On retrouve
strictement conservée la tige-boucle « specifier » (Stem ) localisée en 5’ du T-box
riboswitch et la tige-boucle « terminatrice-antiterminatrice » positionnée en 3’ du T-box
riboswitch. D’autres tige-boucles peuvent étre observées (Stem II, IIA/B et Ill) mais sont
variables selon les genes régulés et les especes bactériennes. Une conformation simple
brin est généralement observée au niveau des séquences consensus, supposant une

accessibilité possible par I’ARNt (Rollins et al., 1997; Vitreschak et al., 2008).
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Figure 25. Structure secondaire du T-box riboswitch régulant tyrS et de I’ARNt™" chez B.
subtilis (Kreuzer et Henkin, 2018).

(A) Représentation du 5’UTR de tyrS, avec les conformations terminatrices et antiterminatrices

(B) Représentation de I’ARNt™" pouvant interagir spécifiquement avec le T-box riboswitch de
tyrS

Les séquences consensus généralement retrouvées sont des AGUA-box, AG-box, GNUG-box,
F-box (5’-CCGUUA-3’) et la T-box. Le codon « specifier » (non consensus au sens strict car
spécifique de ’ARNt « ligand ») est généralement positionné entre la GNUG-box et la F-
box. Démontré a l’aide d’un systéme rapporteur, les mutations au niveau de ces séquences
consensus induisent la conformation terminatrice suggérant une perte d’interaction entre
[’ARNt et le T-box riboswitch (Rollins et al., 1997).

Une interaction directe entre ’ARNt et deux séquences spécifiques existent [Figure 24 et

Figure 25] (Gerdeman et al., 2002; Nelson et al., 2006) :
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- Entre U’anticodon de I’ARNt et le codon « specifier » du T-box riboswitch. C’est
cette interaction qui définit la spécificité de ’ARNt. Une mutation ponctuelle sur
ce codon « specifier » change le type d’ARNt qui s’y fixera, selon la séquence du
nouveau codon, modifiant alors UAA impliqué indirectement dans la régulation
(Grundy et Henkin, 1993; Putzer et al., 1995).

- Entre Uextrémité 3’ -CCA de UARNt libre et la séquence T-box. La présence d’un

AA sur cette extrémité 3’ empéche donc ’interaction.

Le role des autres séquences consensus réside dans la structure secondaire du T-box
riboswitch de type « plate-forme d’amarrage » favorisant le « logement » de ’ARNt au sein

du T-box riboswitch (Grigg et Ke, 2013; Zhang et Ferré-D’Amaré, 2013).

La premiere tige-boucle (stem I) ou tige-boucle « specifier » comporte trois domaines :

- Un motif « Kink-turn » qui comporte généralement un motif GA (5’UTR tyrS de B.
subtilis : G21A2). Ce motif est localisé a la base de la tige-boucle et peut étre
retrouvé dans d’autres riboswitchs. Ce motif aurait un réle de « flexibilité » de la
tige-boucle, permettant d’améliorer Uaffinité de UARNt avec la tige-boucle

« specifier » (Winkler et al., 2001; Wang et Nikonowicz, 2011).

- La « specifier loop » opposant en 5’ une AGUA-box (5’UTR tyrS de B. subtilis : As;-
Ass) et en 3’ le codon « specifier » (5’UTR tyrS de B. subtilis : Ug-Cio1). Cette

boucle laisse le codon « specifier » accessible pour l’interaction avec I’ARNt.

- La « plate-forme d’amarrage » incluant UAG-box (5’UTR tyrS de B. subtilis : Ass-
As7 ; formant U’AG Bulge) et la GNUG box (5’UTR tyrS de B. subtilis : Ges-Az4). En
plus de la conservation des deux motifs, le nombre de nucléotides au niveau des

zones simple brin est important pour garder une structure secondaire cohérente et
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donc une bonne affinité avec U’ARNt ligand, notamment au niveau de sa T-loop

(Rollins et al., 1997; Grigg et Ke, 2013; Zhang et Ferré-D’Amaré, 2013).

Suite a cette premiere tige-boucle, la présence d’autres tige-boucles (stem Il, lIA/B et Ill)
est fréquente mais pas toujours conservée. Quand celles-ci sont présentes, |’orientation de
ces tige-boucles semble importante pour stabiliser U'interaction avec ’ARNt (Yousef et al.,
2003). On y retrouve potentiellement une AGUA-box (5’UTR tyrS de B. subtilis : A143-A14s)

et F-box (5’UTR tyrS de B. subtilis : Cies-A171) (Rollins et al., 1997).

Ce mécanisme de régulation est treés répandu et conservé chez les Firmicutes, mais
également peut facilement évoluer et changer d’ARNt spécifique par simple mutation au
niveau du codon « specifier » (Vitreschak et al., 2008). Par exemple, pour le cas de la
régulation prédite de U'opéron hisS-aspS codant les enzymes HisS et AspS, on peut
remarquer une variation dans le codon « specifier » pouvant étre GAC (Asp) chez la
majorité des Lactobacillales, CAC (His) dans ’espéce Lactobacillus reuteri ou AAC (Asn)
chez certains Bacillales [Figure 26]. Il existe également des T-box riboswitch plus originaux
comme des T-box riboswitch en tandem (Vitreschak et al., 2008) ou un exemple de T-box

riboswitch spécifique de 2 ARNt (Saad et al., 2013).

E. faecium étant un Firmicutes, il est normal de retrouver des T-box riboswitchs chez
cette espece (Marchand et al., 2020; Michaux et al., 2020). Dans ce manuscrit, nous

validerons le T-box riboswitch régulant I’opéron hisS-aspS dans U’espece E. faecium.
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Figure 26. Arbre phylogénétique montrant I’évolution des T-box riboswitchs ayant un codon
« specifier » Asp ou Asn (Vitreschak et al., 2008).

Le T-box riboswitch est représenté en violet, avec I’AA correspondant au codon. Les génes
codant des aaRS sont en noir, des protéines de biosynthése en bleu et des transporteurs en
vert. LCA = Lactobacillus casei, LJ = Lactobacillus johnsonii, LRE = Lactobacillus reuteri, LB
Lactobacillus brevis, LP = Lactobacillus plantarum, PPE = Pediococcus pentosaceus, CTC
Clostridium tetani, LD = Lactobacillus delbrueckii, EF = Enterococcus faecalis, EX
Exiguobacterium, BCL = Bacillus clausii, BH = Bacillus halodurans, OB = Oceanobacillus
iheyensis, BC = Bacillus cereus, BE = Bacillus stearothermophilus, BL = Bacillus licheniformis,
BS = Bacillus subtilis.
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Contribution scientifique
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Projet de recherche

Ces dernieres années, E. faecium est devenu un pathogéne majeur impliqué dans de
nombreuses infections et épidémies hospitalieres grace a sa capacité d’adaptation et de
dissémination. Depuis février 2017, les souches résistantes a la vancomycine (ERV/ERG)
sont classées en priorité élevée par I’Organisation Mondiale de la Santé pour la recherche

de nouvelles thérapies anti-infectieuses (https://www.who.int/news/item/27-02-2017-

who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed).

Les ARN régulateurs bactériens sont de plus en plus décrits comme acteurs majeurs dans
les réponses adaptatives notamment aux stress antibiotiques et semblent impliqués dans la

pathogénie et la résistance.

Ce projet de recherche fait suite a la découverte des premiers ARN régulateurs décrits
chez E. faecium (Sinel et al., 2017a). L’objectif du travail a été de déterminer le role
fonctionnel de certains de ces ARN régulateurs pour mieux comprendre leurs liens avec

’antibiorésistance et la capacité d’adaptation d’E. faecium.

Ce travail est séparé en trois parties :

1/ Une premiére caractérisation et analyse des ARN décrits chez E. faecium ayant

permis :

- De sélectionner et mettre en évidence des ARN potentiellement impliqués dans les
infections humaines (clade A1), dans ’antibiorésistance (tétracyclines, macrolides,
fluoroquinolones...) et dans le « fitness » bactérien (métabolisme des acides aminés,

transporteurs...).
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- De préparer des souches d’étude délétées par double recombinaison homologue et trans-

complémentées de I’ARN sélectionné.

2/ L’étude de la régulation du géne de résistance aux tétracyclines tet(M) par ern0030.
(Article soumis a « Frontiers in microbiology » et déposé sur le serveur de pré-print
« BioxRiv » (Le Neindre et al., 2021))

L’un des ARN candidats, ern0030, s’est avéré toujours étre positionné dans la région 5’UTR
de tet(M) (annoté Ptet) indépendamment de ’espece bactérienne. L’augmentation
transcriptionnelle du géne tet(M) induit par la tétracycline est connue mais seul un article
a décrit le mécanisme de régulation par un mécanisme hypothétique d’atténuation
transcriptionnelle (Su et al., 1992). Or, ce mécanisme n’a, a ce jour, pas été validé
expérimentalement dans la régulation du gene tet(M). De plus, la délétion partielle en 5’
de Ptet cause une surexpression de tet(M), suggérant un mécanisme de régulation

alternatif ou additionnel a celui précédemment décrit (Beabout et al., 2015b).

La caractérisation génétique et ’exploration phénotypique et transcriptionnelle d’ern0030
apportent de nouvelles connaissances dans la compréhension de ce mécanisme de

régulation.

3/ Description expérimentale de la régulation de I’opéron hisS-aspS par un T-box
riboswitch chez E. faecium. (Article en cours de rédaction pour soumission a « Nucleic

Acid Research »)

Chez les bactéries a Gram positif, la régulation des aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) est
majoritairement médiée par un systeme T-box, riboswitch fixant spécifiquement
’anticodon d’un ARNt. L’un des ARN candidats, ern2050, s’avére étre positionné en amont
du gene hisS codant une histidyl-ARNt synthétase suivi du gene aspS codant une aspartyl-
ARNt synthétase. L’objectif ici est de valider expérimentalement ern2050 comme un T-box

riboswitch par une approche transcriptomique, phénotypique et mécanistique. Les données
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obtenues et présentées dans ce manuscrit sont le fruit d’une collaboration avec les Dr

F.DR. Wencker et Pr W. Ziebuhr (Université de Wiirzburg, Allemagne).

Les données et souches d’étude obtenues lors de la premiere partie ont été utilisées pour
Uexploration du role des ARN en lien avec les antiseptiques et la colonisation murine,
projets de recherche menés respectivement par les Dr L. Dejoies et Dr S. Reissier. Ces
deux sujets font U'objet de 2 publications internationales en tant qu’auteur associé

(Dejoies et al., 2021) (Reissier et al., 2021).
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Résultats et discussion

l. Caractérisation et analyse initiale des ARN candidats

A. Mise en évidence des ARN candidats d’intérét

Pour la caractérisation fonctionnelle des nouveaux ARN mis en évidence chez E. faecium, il
a été nécessaire d’obtenir des souches d’étude sur lesquelles des tests phénotypiques
pouvaient étre appliqués. Dans [’objectif de l’obtention de ces souches, les extrémités 5’
et 3’ de 9 ARN initialement validés par Nothern Blot [Figure 13] (Sinel et al., 2017a) ont
été déterminées par 5’3’RACE mapping sur la souche de référence Aus0004, isolat clinique
d’ERV porteur de l’opéron vanB et appartenant au CC17 (Lam et al., 2012) [Tableau 2]. Le
principe de cette technique repose sur le séquencage de la jonction d’un ARN
préalablement circularisé, permettant de déterminer ces extrémités 5 ¢ et 3’ (Voir

matériels et méthodes (Le Neindre, 2018)).

Tableau 2. Récapitulatif des coordonnées déterminées par 5’3’RACE des 9 ARN candidats.

Taille Coordonnées Aus0004
ARN Brin N clones
NB RACE 5’ 3’

ern0030 + 40 245/154 233 65.144 65.376
ern0120 + 8 212 201 206.306 206.506
ern0160 3 362 365 231.312 231.676
ern0280 + 4 216 120 294.266 294.385
ern1260 + 9 243 218 1.532.590  1.532.807
ern1300 9 278 195 1.613.158  1.613.352
ern2050 4 238 237 2.519.553  2.519.789
ern2210 4 263/229 211 2.696.057  2.696.267
ern2410 + 11 326/240 257 2.907.933  2.908.189

Les ARN soulignés ont une taille déterminée par 5’3’RACE proche de celle déterminée par Northern
blot (Sinel et al., 2017a).
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Sur les 9 ARN, 5 avaient une longueur cohérente avec celle déterminée par Northern blot
[Figure 13] (Sinel et al., 2017a). Des souches d’étude ont été produites pour les ARN
ern0030, ern0160 et ern2050. Pour ern0030 et ern2050 (Articles 1 et 2), les souches
utilisées sont décrites ultérieurement. Pour ern0160, une premiere souche délétée de la
séquence déterminée par 5’3’RACE a été produite par double recombinaison homologue :
Aern0160. Cette souche a été trans-complémentée par le plasmide pAT29 vide et
pAT29Qern0160. Le plasmide pAT29Qern0160 contient toute la région intergénique entre
EFAU004_00234 et EFAU004_00235, incluant la région promotrice et le terminateur natif
de ern0160. Ces souches ont été validées expérimentalement par Northern Blot et RT-qPCR
[Figure 27]. Les souches trans-complémentées surexpriment ARN d’au moins un facteur

10 sur chaque phase de croissance.

L’exploration fonctionnelle de ’ARN ern0160 sera traitée au sein de deux autres theses

que celle-ci (Dr L. Dejoies et Dr S. Ressier).
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Figure 27. Validation des souches d’étude d’ern0160.

Les ARN ont été extrait aux 3 phases de croissance : milieu (ME) et fin (LE) de phase
exponentielle et début de phase stationnaire (ES) a partir des souches sauvage (Aus0004),
délétée (Aern0160), délétée trans-complémentée (Aern0160_pAT29Qern0160) et délétée avec
un plasmide vide (Aern0160_pAT29).

(A) Validation par Northern Blot.

La sonde NBtmRNA a été utilisée en tant que témoin de dépét.

(B) Validation par RT-qPCR.

L’expression de I’ARN est exprimée en nombre de copies par nanogramme d’ARN totaux. Les
barres représentent ’intervalle de confiance a 95 % entre 3 réplicats biologiques indépendants.
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Une analyse bio-informatique a été effectuée pour compléter les informations obtenues
avec les données de transcriptomique globale en lien avec la daptomycine (Sinel et al.,
2017a). Dans ce but, ’annotation des 61 ARN putatifs mis en évidence dans ’analyse
« daptomycine » (Sinel et al., 2017a) a été ajoutée dans l’analyse de transcriptomique
globale en lien avec la ciprofloxacine effectuée précédemment (Sinel et al., 2017b). Cette
nouvelle analyse couplée aux données transcriptomiques obtenues avec le stress a la
daptomycine et de conservation génomique selon les clades (Sinel et al., 2017a) a permis
de mettre en évidence des ARN probablement impliqués dans la tolérance aux
antibiotiques ou dans la pathogénicité d’E. faecium [Tableau 3].

Tableau 3. Liste des 16 ARN sélectionnés.

Daptomycine Ciprofloxacine
ARN (Sinel et al., 2017a) (Sinel et al., 2017b)

Max RPKM FC p-val Max RPKM FC p-val
ern0030* 6 781 -1,91 0,5 2 690 -1,99 1
ern0120* 8 721 -3,06 0,02 3544 -3,56 <1,0E-6
ern0160* 147 750 -11,19 0,02 42 465 -9,89 <1,05-6
ern0280* 77 498 -6,64 0,05 28 132 -4,09 3,856
ern0510 55 -1,17 0,78 423 5,47 <1,05-6
ern0980 286 2,33 8,95-6 152 2,34 0,01
ern1030 118 -3,70 5,34E-6 38 -3,55 1,154
ern1060 57 1,05 0,9 143 3,49 1,95-5
ern1260* 2 672 2,05 0,4 1 804 2,07 1
ern1300* 64 411 -3,94 0,2 28 198 -4,08 5,43E-6
ern1900 247 2,97 <1,05-6 240 5,05 <1,08-6
ern1940 244 2,15 2,584 125 2,93 3,256
ern2020 167 -4,92 0,05 262 -5,05 5,61E-6
ern2050* 551 1,74 0,23 541 3,19 0,03
ern2210* 1269 -2,64 0,3 189 -2,00 0,24
ern2410* 647 2,27 0,03 861 4,14 0,001

Les ARN retenus ont au moins 100 RPKM (dans une des conditions) et répondent au moins a 2
des critéres suivants : variation significative en présence de daptomycine (DEseq analyse) ou de
ciprofloxacine (Bonferoni analyse) ou absence du clade B (ARN souligné). Les ARN initialement
validés par Northern Blot et RT-qPCR (Sinel et al., 2017a) sont également disposés dans ce
tableau®.

La colonne « daptomycine » reprend les données obtenues lors de [’analyse de
transcriptomique globale en présence ou non de daptomycine. La colonne « ciprofloxacine »
présente la nouvelle analyse a partir de « raw data » obtenues lors du RNAseq en présence ou
non de ciprofloxacine.
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Sur le méme principe que précédemment décrit [Figure 13] (Sinel et al., 2017a),
’expression de 6 de ces ARN dont 2 non validés initialement a été évaluée par Northern
Blot en présence d’une concentration subinhibitrice de ciprofloxacine (méme condition
utilisée lors de l’étude transcriptomique (Sinel et al., 2017b), soit 1/8° de la CMI) [Figure
28]. Les profils d’expression selon la phase de croissance des 4 ARN initialement validés
restent cohérents avec les profils précédemment observés [Figure 13]. La différence
majeure réside dans l’observation d’une seconde forme pour ’ARN ern1300 s’exprimant

lorsque la forme a 278 nt ne s’exprime plus [Figure 28].

Les deux nouveaux ARN décrits, ern0980 et ern2020, sont des ARN exclusivement retrouvés
dans les clades A1 et A2 (Sinel et al., 2017a). L’ARN ern0980 présente 3 formes en milieu
de phase exponentielle (ME), dont la plus exprimée est la plus grande. Les deux autres
formes ne sont plus distinguables aux deux autres points de croissance. L’autre ARN,

ern2020, est principalement exprimé en milieu de phase exponentielle (ME) [Figure 28].

ME LE ES ME LE ES
Cip- Cip+ Cip- Cip+ Cip- Cip+ Cip- Cip+ Cip- Cip+ Cip- Cip+
ern0280 | #e ww ww @ w= ™| crn0160 - =00

ern0120 | MWD = S M

—— ermn1300} - -

ern2020 | o o=

ern0980

tMRNA | w= = w o & & tMRNA | * ™= w - & &

Figure 28. Expression d’ARN altérée par la présence de ciprofloxacine.

Les ARN ont été extraits aux 3 phases de croissance : milieu (ME) et fin (LE) de phase
exponentielle et début de phase stationnaire (ES) a partir de la souche Aus0004 en présence
(Cip+) ou non (Cip-) de concentration subinhibitrice de ciprofloxacine. La sonde NBtmRNA a été
utilisée en tant que témoin de dépéot.

93



Avant U’investigation fonctionnelle de ces ARN, U’environnement génétique de ces ARN a
été exploré pour avoir une base de réflexion sur le mécanisme d’action de ’ARN [Figure
29]. On distingue alors deux grands groupes parmi les ARN sélectionnés [Tableau 3] : des

régulateurs en 5’UTR et des ARN régulateurs « conventionnels ».

Un régulateur en 5’UTR est suspecté si ARN est exprimé en 5’ d’un gene, sur le méme
brin et ayant une distance de moins de 100 nucléotides entre le 3’ de ’ARN et le codon
d’initiation du géne adjacent. En ’absence de ces criteres, une fonction en tant qu’ARN
régulateur « conventionnel » est envisagée. On peut distinguer 2 types d’ARN régulateurs

conventionnels : ayant une action potentiellement en cis ou en trans.

Une action en cis est suspectée pour :

- Les couples d’ARN sens-antisens, c’est-a-dire deux ARN exprimés sur le méme

locus mais sur les brins opposés.

- Les ARN exprimés sur le brin opposé d’un géne, de la position -50 nt avant le

codon d’initiation a +50 nt aprés le codon stop.

En ’absence de ces critéres, seule une action en trans peut étre envisagée.

Les coordonnées 5’3’ ont été ajustées (pour les ARN mappés) ou prédites a l’aide des
logiciels BDGP Neural Network Promoter Prediction (Reese, 2001) et ARNold finding

terminator (Naville et al., 2011) [Tableau 4 & Tableau 5].
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Figure 29. Représentation de I’environnement de chacun des ARN candidats.

La fleche marron représente la séquence transcrite de I’ARN. Les terminateurs prédits par
ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) sont indiqués par les tige-boucles sur les brins
correspondants. Les espaces entre genes adjacents et ARN sont indiqués par les double-fléches
avec le nombre de nucléotides correspondant. Les transcrits ayant un RACE mapping sont
indiqués par une barre pleine et un nombre de nucléotides. Ce nombre est en gras si le RACE
mapping est proche de la taille déterminée initialement par Northern blot. Les autres transcrits
sont indiqués par une barre en semi-pointillé et la taille correspondant a |’estimation sur
RNAseq est indiquée. Des ajustements de la taille de transcrits suggérés sont indiqués par une
barre en pointillés. Les fonctions potentielles des protéines codées par les génes adjacents de
I’ARN sont indiquées par un code couleur : Gris : hypothétique ; Rose : éléments mobiles
génétiques ; Vert: enzymes et métabolisme ; Bleu : transporteurs; Jaune : résistance aux

antibiotiques.

Pour évaluer les cibles ARNm en trans par complémentarité, des prédictions ont été
effectuées par Target RNA2 (Kery et al., 2014) et copraRNA (Wright et al., 2014). Les
séquences ajustées [Tableau 4 & Tableau 5] ont été utilisées. Pour targetRNA2, les cibles
recherchées ont été fixées a -150 nt a +50 nt aprés UATG. Pour copraRNA, les critéres
étaient -200 nt a +100 nt aprés UATG des genes cibles prédits. Les différents génomes
utilisés dans U’analyse copraRNA sont indiqués pour chaque ARN en annexes (comportant
une homologie de 100 % avec la séquence de ARN chez Aus0004). Cette prédiction n’est
pas suffisante pour discriminer les ARN régulateurs agissant en trans des autres types de
régulateurs investigués [Tableau 6]. Le détail des cibles prédites sont décrites en annexes

pour les ARN ern0120 et ern0160.

Toutes ces informations ont permis d’obtenir les premieres pistes pour une investigation

mécanistique et fonctionnelle de ces différents ARN.

Nous allons d’abord présenter les caractéristiques de certains de ces ARN permettant de
déterminer leurs fonctions potentielles, puis approfondir ceux pour lesquels nous avons

obtenu des données expérimentales.
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Tableau 4. Ajustement des coordonnées 5’ et 3’ des ARN mappés par 5’3’RACE.

ARN 5’3’RACE BDGP prédiction ARNold finding terminator Taille (nt)
5’ 3’ 5’ Nt Score 3 Nt AG RACE Ajustée NB

65.144 T 0,95 65376 [T205-Az34] -12,2 233 245

ern0030 Tes.144 Ass.376 233
65.176 Cis 0,98 65246 [Ges-Cio2] -7,0 70 ~100
ern0120 T206.306 A206.506 206.308 T 0,35 206.500 [T164-A103] -8,10 201 193 212
ern0160 G231,67(, A231,312 231.677 T+1 1,00 231.292 [G365-G386] -14,3 366 386 362
ern0280 T294.266 C294.385 294.196 T 0,63 294.400 [G178-Ga04] -14,7 120 204 216
ern1260* A1,532,59o T1,532,8o7 1.532.589 A+1 0,96 1.532.800 [G182-G213] mfold 218 213 243
ern1300* A1.613.352 A1.613.158 1.613.439 T 0,86 1.613.165 [T234-Az7o] mfold 195 270 278
ern2050# G2,519,789 A2,519_553 2.519.789 T+7# 0,98 2.519.553 [T205-A233] -12,0 237 233 238
S = . 2.696.358 T 0,97 AT o -~ i 287 263

ern 5 5 = =10,

2.696.267 2.696.057 2696299 T+59 1 ,00 [ 230 251] 228 229
2.907.847 A 0,96 333 326

ern2410 C2,9o7,933 T2.908.189 2.908.177 [C309-G333] -7,1 257
2.907.925 A.7g 0,99 254 240

Les promoteurs sélectionnés I’ont été sur les critéres suivants : selon les prédictions par BDGP (Reese, 2001), le plus cohérent avec la taille NB et
’extrémité 5’ déterminée par RACE. Le +1 de transcription est annoté +1 selon le promoteur sélectionné (#excepté pour ern2050 ou I’extrémité
5’RACE a été gardée en tant que +1).
Les terminateurs ont été prédits par le logiciel ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) avec |’équilibre thermodynamique indiqué (*deux
exceptions car aucun terminateur prédit, la tige-boucle a donc été détectée par le logiciel mfold (Zuker, 2003).
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Tableau 5. Prédiction des coordonnées 5’ et 3’ des ARN non mappés par 5’3’RACE.

ARN Estimation RNAseq BDGP prédiction ARNold finding terminator Taille (nt)
5’ 3’ 5’ Nt Score 3’ Nt AG RNAseq  Ajustée
493.263 [Gi1o4-Ci23] -14,6 123
ern0510 493.357 493.298 493.385 T 0,91 60
493.216 [G104-Ci23] -5,1 142
ern0980 1.081.114 1.080.881 1.081.132 T 0,90 1.080.861 [G240-C272] -9,8 234 272
ern1030 1.154.749  1.154.492 1.154.881 A 0,95 1.154.642 [G215-Ca40] -5,2 258 240
ern1060 1.175.385 1.175.299 1.175.385 A 0,95 Pas de prédiction 87 /
2.327.991 [G227-Ca51] -10,3 251
ern1900 2.328.162 2.327.902 2.328.241 Ci 0,90 261
2.327.882 [C309-G360] -13,4 360
ern1940 2.399.705 2.399.408 2.399.720 T 0,97 2.399.287 [G396-Ta34] NA 298 434
ern2020 2.497.479  2.497.545 2.497.392 T 0,88 2.497.564 [A13g -T173] -7,0 67 173

Les promoteurs sélectionnés [’ont été sur les critéres suivants : selon les prédictions par BDGP (Reese, 2001) et I’extrémité 5’ estimée par les
données transcriptomiques. Le +1 de transcription est annoté +1 selon le promoteur sélectionné. Les terminateurs ont été prédits par le logiciel
ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) avec |’équilibre thermodynamique indiqué. NA : Non applicable.
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Tableau 6. Bilan des cibles prédites par TargetRNA2 (p-value <0,05) selon la catégorie (COG) de la cible et les différents ARN candidats.

ern0030 | ern0120 | ern0160 | ern0280 | ern0510 | ern0980 | ern1030 | ern1060 | ern1260 | ern1300 | ern1900 | ern1940 | ern2020 | ern2050 | ern2210 | ern2410
STOCKAGEET TRAITEMENT D'INFORMATIONS 7 12 12 15 5 13 17 7 12 12 8 11 0 13 15 0
[J] Traduction, structure ribosomale et biogenése 0 2 4 5 2 5 7 0 1 4 1 0 6 4
[K] Transcription 2 4 2 3 0 3 4 1 5 4 3 4 3 4
[L] Réplication, recombinaison et réparation 5 6 6 7 3 5 6 6 6 4 4 7 4 7
TRAITEMENT CELLULAIRE ET SIGNALISATION 0 10 9 8 3 5 2 4 3 3 6 10 0 11 11 0
‘[:lgl ()Crr(:::z:;:qii cycle cellulaire, division cellulaire et séparation 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 0 0
[V]Mécanismes de défense 0 4 3 0 0 1 1 0 0 0 0 1 3 1
[T] Mécanismes de transduction des signaux 0 1 1 3 0 1 0 1 1 1 0 1 1 2
fl:rll]vlzll(;i;r;ese de la paroi cellulaire, de la membrane et de 0 4 4 2 1 0 0 3 2 2 2 2 6 5
[U] Trafic intracellulaire, sécrétion et transport vésiculaire 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 2 1 0
Modification I ionnelle, ren llement protéi
L(t)P])rOt(;(iinezalcth(;pg:())snt[tljjuct onnelle, renouvellement protéique 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 3 2 0 3
METABOLISME 4 20 14 20 9 15 10 11 20 7 11 6 0 20 21 0
[C] Production et conversion d'énergie 0 1 3 1 0 1 0 1 1 1 0 0 4 0
[G] Transport et métabolisme des sucres 3 6 7 5 3 4 3 4 9 3 3 4 10 10
[E] Transport et métabolisme des acides aminés 1 3 0 3 0 4 4 2 6 1 5 0 3 1
[F] Transport et métabolisme des nucléotides 0 3 1 4 3 0 1 0 3 1 2 1 0 3
[H] Transport et métabolisme des coenzymes 0 3 0 1 1 0 1 2 0 0 0 0 2 1
[I] Transport et métabolisme des lipides 0 2 0 2 2 0 0 1 0 0 0 0 0 2
[P] Transport et métabolisme des ions inorganiques 0 2 3 4 0 6 1 1 1 1 1 1 1 4
FAIBLEMENT CARACTERISEE 9 23 28 a4 20 28 17 20 22 22 13 22 0 25 33 0
[R] Fonction générale 2 7 6 9 4 5 5 4 6 5 6 7 5 8
[S] Fonction inconnue 3 7 8 14 7 4 2 3 6 5 5 3 4 8
[-] Protéine hypothétique 4 9 14 21 9 19 10 13 10 12 2 12 16 17
MIXTE 1 5 1 5 1 3 4 1 4 1 4 1 0 1 3 0
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B. Régulateurs en 5’UTR

1. Antibiotique-dépendant

a. Tétracyclines et ern0030

L’ARN ern0030 (initialement nommé sRNA_0030) est le 5™ ARN le plus exprimé des 16
sélectionnés [Tableau 3]. L’extrémité 3’ déterminée par 5’3’RACE mapping, correspondant
au terminateur prédit, est située a moins de 50 nucléotides du codon d’initiation du gene
EFAU004_00063 annoté comme un facteur d’élongation EF-G, suggérant fortement une cis-
régulation en 5’ de ce géne [Figure 29]. Cet ARN est largement retrouvé dans les
transposons de la famille Tn916-like répandus dans diverses especes bactériennes (Sinel et
al., 2017a). De plus, il est localisé dans la région 5’UTR du gene de résistance a la
tétracycline tet(M) au sein du transposon Tn976. L’alignement de séquence du gene tet(M)
chez Aus0004 a permis d’identifier la premiere partie du géne tet(M) correspondant au
géne EFAU004_00063 et la seconde partie du géne tet(M) correspondant au gene
EFAU004_00067. L’annotation de ces deux genes comme EF-G est slrement due a
’homologie de la séquence peptidique existante entre les protéines Tet(M) et le facteur
d’élongation EF-G (Leipe et al., 2002). Chez Aus0004, ern0030 est donc localisé dans la
région 5’UTR d’un géne tet(M) tronqué, au sein d’un transposon de la famille des Tn58017-

like de type A5, apparenté au transposon Tn916 (Ledn-Sampedro et al., 2016).

Dans le but de déterminer la fonction de ern0030 dans la résistance aux tétracyclines, une
autre souche a été utilisée, la souche E1162 résistante aux tétracyclines et portant
Uopéron tet(M)-tet(L) (van Schaik et al., 2010). L’ARN ern0030 est localisé sur le
contig00130 tandis que les genes tet(M) et tet(L) sont localisés sur le contig00022. Par
séquencage de Sanger, la localisation d’ern0030 dans la région 5’UTR de tet(M) a été
confirmée dans la souche E1162. L’expression d’ern0030 a également été validée dans

cette seconde souche [Figure 30]. Une troisieme forme d’ern0030 a ainsi été mise en
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évidence, le transcrit étant plus petit que les deux autres et principalement exprimé en fin

de croissance.

E1162 Aus0004

ern0030

IMRNA | e > - - -

Figure 30. Validation de I’ARN ern0030 dans les souches E1162 et Aus0004.

Les ARN ont été extraits aux 3 phases de croissance : milieu (ME) et fin (LE) de phase
exponentielle et début de phase stationnaire (ES). L’ARN tmRNA a été utilisé en tant que
témoin de dépot.

Des essais préliminaires de détermination de demi-vie ont également été effectués dans
cette souche [Figure 31]. N’ayant effectué qu’un seul réplicat biologique, les demi-vies de
ces ARN n’ont pas été calculées. De plus, le délai d’exécution semble non négligeable
(différence entre T et 0), limitant la détermination précise du temps de demi-vie.
Néanmoins, en comparant avec le délai de dégradation de ARN tmRNA, nos essais

mettent en évidence :

- Deux ARN avec une stabilité comparable au tmRNA : ern0720 et ern0160.

- Un ARN avec une stabilité limitée : ern0030.

- Deux ARN dégradés des ’ajout de rifampicine : ern1260 et ern2050.
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ern0030

B 00,512357_,5T1015203060120

ern0120
ern0160
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tmRNA ﬁi*&* ‘ﬂﬁ'# 3*5 o

Figure 31. Essai de détermination de demi-vie dans la souche E1162 d’E. faecium.

La souche E1162 a été mise en culture en milieu BHI a 37°C, jusqu’a atteindre le milieu de
phase exponentielle (ME) (DOgoonm = 1). Un premier culot bactérien a été effectué, mis dans la
glace pour obtenir ’extrait ARN T (témoin utilisé pour estimer le délai de prise en charge des
culots bactériens obtenus lors de |’essai). De la rifampicine (inhibiteur de la transcription) a
ensuite été ajoutée jusqu’a I’obtention d’une concentration C = 200 mg/L. Des culots successifs
ont ensuite été effectués a différents temps: 0;0,5;1;2;3;5;7,5;10;15;20;30;60;
120 minutes. La dégradation des ARN a été révélée par Northern Blot avec les sondes
correspondantes. L’ARN tmRNA a été utilisé comme témoin de dépot et controle positif d’ARN a
longue demi-vie.

(A) Estimation de la demi-vie de I’ARN ern0030.

(B) Estimation des demi-vies des ARN ern0120, ern0160, ern1260 et ern2050.
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Malheureusement, la délétion par double recombinaison d’ern0030 dans la souche E1162
n’a pas fonctionnée, probablement due a une localisation plasmidique de la séquence
étudiée. Des souches d’étude exprimant tet(M) dérivant d’E. faecium Aus0004 ont alors
été produites. Dans U'objectif d’effectuer des retards sur gels, des transcriptions in vitro
d’ern0030 et de la région 5’UTR jusqu’au 100 premiers nucléotides de tet(M) ont été
effectués. Une orginalité a pu étre observée lors de cette transcription, avec l’observation
de 2 formes de 230 et 100 nucléotides pour la transcription correspondant au 5’ et 3’
d’ern0030 mais qu’une seule forme d’environ 350 nucléotides correspondant au 5’
d’ern0030 jusqu’au début de la séquence codante de tet(M) [Figure 32]. L’investigation
fonctionnelle d’ern0030 dans la résistance aux tétracyclines est décrite ultérieurement et
fait ’objet d’un article soumis a « Frontiers in microbiology » (Article 1) ainsi qu’un dépot

sur le serveur de pré-print « BioxRiv » (Le Neindre et al., 2021).

5’tet ern0030

-a 400 nt
1 ern0030 >— EFAU004_00063 >-

— <~ <~
T7ern0030F T7ern0030R  R-PCRTETM -] 230 nt
5’'tetM 401bp

ern0030 ———— 233bp - 150 nt

Figure 32. Controle des transcrits obtenus par transcription in vitro aprés élution.

A gauche, la taille des transcrits théoriques est indiquée selon la position des oligonucléotides
utilisées pour produire la matrice utilisée lors de la transcription in vitro.

A droite, visualisation des transcrits obtenus sur gel acryl-urée 8% révélé par BET.
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b. Macrolides et ern1300

L’ARN ern1300 (initialement nommé sRNA_1300) est le 3°™ ARN le plus exprimé des 16
sélectionnés [Tableau 3]. L’extrémité 3’ déterminée par 5’3’RACE mapping est située a
environ une soixantaine de nucléotides du codon d’initiation du gene EFAU004_01596

annoté comme le gene de résistance aux macrolides mef(A) [Figure 29].

Cet ARN est retrouvé dans moins de 2 % des souches d’E. faecium, mais est trés répandu
dans les souches de streptocoques et est également localisé dans la région 5’UTR des genes
mef. Le mécanisme de régulation des génes mef a été bien décrit dans l’espece
Streptococcus pneumoniae (Chancey et al., 2011, 2015). L’ARN ern1300 semble donc
correspondre a la région régulatrice des génes mef impliquant un mécanisme d’atténuation
transcriptionnelle [Figure 17]. L’alignhement d’ern1300 de la souche Aus0004 d’E. faecium
avec la région régulatrice de mef(E) de la souche GA17457 de S. pneumoniae montre une
conservation importante des différents domaines [Figure 33]. Cette conservation implique
une importance de la structure secondaire de cette région régulatrice. De plus, la
séquence impliquée dans la traduction du peptide leader est également conservée. Les
différences majeures sont localisées au niveau de la région promotrice, comme cela a déja
été décrit (Chancey et al., 2015). Il y a également quelques mutations au niveau du
domaine R3 et du domaine R6. Comme décrit précédemment (partie bibliographique),
malgré un mécanisme d’atténuation transcriptionnelle démontré, il existerait un
mécanisme de régulation complémentaire nécessitant de plus amples investigations.
Cependant, les genes mef étant peu retrouvés chez E. faecium, ’intérét de I’exploration

de la régulation de ces genes reste limité chez cette espece.
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Aus0004 TATTTTTTATATTGAATATATCACCTTATTGTGCTABRAATATAGGTTGCTAARATAAGARTTTGCGAGGA
-35 -10 +1 RBS1
GA17457 TATATTGAACATACATCATATCATCTTGTTGTGTTATACTARATTGATATAAACARAGATGTGAGGAGGA
-35 -10 +1 RBS1
RAus0004[ACCGAAACTATGACAGCCT CAATGCGTTTAAGATAAGCTGGCAATAAAAARAGCRGAAT CTATECCCGAT
dR1T= === === = >
GA17457| ACCGAAACTATGACAGCCTCAATGCGTTTAAGATAAGCTGGCAATARAAAAAGCAGAATCTATACCCGAT

Peptid M T A s M R L R *

Aus0004 GATAGGCTTTTTTGTTGTGCTTATTTATACGATATTGAGCATTCATTAGTTACGGTICAG-ATATAAGTTIA
DR1——
GAl17457 GATAGGCTTTTTTGTTGTGCTTATTTATACGATATTGAGCATTCATTAGTTACGGTICAGGATATTIGGTTA

Aus0004 TTTAACTATACCTTITATTTAACTATGTCTTTAATATGAATGTTTCCARATTGTATGTATGCAGACCAARA
> DR2 >

GAl17457 TTTAACTATACCTTTATTTAACTATGTCTTTAATATGAATGTTTCCAAATTGTATGTHTGCAGACCAAAR

Aus0004 GCCACHAITGTGGATTTAGGACTGCATTTTTTATTGCCTAGAATGCTATTCAMAATAGAAATT CAAGCARRA

dIR2= = = == = — — | - >
GA17457 GCCACATTGTGGGGTTTGGCCTGCATTTTTTAI TGCCTAGRAATGCTATTICARRATAGARATTCAAGCARAR

Aus0004 ATAACATACAGGAGATAATATARATG

RBS2

GA17457 ATRATATGCAGGAGATAATATARATG
RBSZ

Peptid M

Figure 33. Alighement des séquences nucléotidiques des séquences 5’UTR du gene mef(A) pour
la souche Aus0004 et mef(E) pour la souche GA17457.

Les séquences promotrices sont soulignées et annotées par la humérotation correspondante (-
35; -10; +1). Les RBS et codon d’initiation sont soulignés et en gras. RBS1 correspond au
peptide leader et RBS2 correspond a la protéine de résistance. Les séquences soulignées sans
annotation correspondent au terminateur. Les différents domaines présentés par Chancey et al.
(Chancey et al., 2015) sont indiqués par les rectangles de couleur avec : R1 en bleu foncé, R2
en orange, R3 en jaune, R4 en vert clair, R5 en rouge, R6 en bleu cyan, R7 en violet et R8 en
vert foncé. Les séquences répétées directes (DR) sont indiquées par les fleches rouges et les
séquences répétées inversées (dIR) sont indiquées par la fleche en pointillés noirs. La séquence
du peptide leader est indiquée sur la ligne « Peptid ».
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2. T-box riboswitch

a. L’opéron hisS-aspS et ern2050

Initialement, UARN ern2050 (initialement nommé sRNA_2050) semblait étre un bon
candidat dans la régulation de la résistance a la daptomycine [Figure 13] (Sinel et al.,
2017a). Malheureusement, la CMI a la daptomycine reste inchangée (1,5 mg/L par
bandelette E-test®) entre les souches d’étude concernant ern2050 (Aus0004 WT, Aern2050-

Aus0004, Aern2050-Aus0004_pAT29, Aern2050-Aus0004_pAT29Qern2050).

Les coordonnées déterminées par 5’3’RACE d’ern2050 indiquent que cet ARN est
probablement dans la région 5’UTR du gene EFAU004_02496 annoté hisS, géne codant
Uhistidyl-synthétase [Figure 29]. La stabilité tres faible de cet ARN limite une potentielle
action en trans en tant qu’ARNreg [Figure 31] et renforce I’hypothése d’une régulation en
5’UTR. Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont généralement régulées en 5’UTR par un
T-box riboswitch chez les Firmicutes (Kreuzer et Henkin, 2018). La séquence d’ern2050 est
bien retrouvée (100% d’homologie avec I’ID TBDB F1TD5WKQ) sur la base de données TBDB
(Marchand et al., 2020) en tant que T-box riboswitch régulateur du géne hisS. De plus, il
s’agirait de la régulation d’un opéron hisS-aspS comme décrit précédemment [Figure 26]
(Vitreschak et al., 2008). La validation expérimentale d’ern2050 comme T-box riboswitch
est décrite ultérieurement et fait ’objet d’un article en cours de rédaction (Article 2,
collaboration avec le Dr F.DR. Wencker et le Pr W. Ziebuhr, Université de Wiirzburg,

Allemagne).
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b. Opéron de genes codant des protéines putatives d’import de

[’histidine et ern1900

L’ARN ern1900 est un ARN moins exprimé que les 10 ARN initialement validés par Northern
Blot (Sinel et al., 2017a) mais semble étre impliqué dans le stress antibiotique [Tableau 3].
La position de cet ARN estimée par RNAseq le localise dans la région 5’UTR du gene
EFAU004_02290 annoté comme un ABC transporteur impliqué dans le transport des acides
aminés (COG 0765 HisM). Chez les Firmicutes, la régulation de ces transporteurs peut étre
médiée par des T-box riboswitchs (Gutiérrez-Preciado et al., 2009). On retrouve
effectivement les différentes séquences consensus des T-box riboswitchs dans la séquence

d’ern1900 [Figure 34].

2328280 AATGAAAAATAATCATGTAAATTACACGTAAAGTTAAAACAAATGACATCGAAAAGAA
-35 -10 +1
2328222 GAGTAGCCGTTAGGTGTTTTTAGAGAGTCTCTGGTTGGTGGAAAGAGGCAGCAGTTAA
AGUAboOx AGbox GNUGbox
2328164 CCGTGAAACACATCTTGGAGTCGATTTTCTGAAGCGTATAGTAGGAAAATCCGGGGAG
Codon
2328106 CCCGTTACAGCTGCGGTCGTTGCTAGATGACCAGATAAGGCTGGCTTTTCCGTGAGGA
F-box
2328048 GTCGGTAAAAAAAGGTGGAACCACGTGATTAACGTCCTTTGATCTTCGGATCAAAGGA
T-box -10,3 kcal/mol
2327990 CTTTTTGTTTTCATCTGAACGGCAACGACTGTGTGAGGTTTTTTCTGCAAGGAAAAAA
2327932 TAAACAGAGGTGGAACCACGTATAATACGTCCTCTTGGCATTTGCCAAGAGGATTTTT
T-box -13,4 kcal/mol
2327874 TTATTTTAAAGGAGGAAAAGAAGATGGAGTATTTGATTGAAGTTATGCCGCAATTATT
RBS M E Y L I E V M P Q L L

Figure 34. Région non traduite en 5’ (5’UTR) du géne codant la protéine hypothétique HisM.

Les séquences consensus T-box sont annotées en orange, vert (Codon « specifier ») et bleu. Le
+1 de transcription prédit par BDGP est indiqué. Les terminateurs rho-indépendants prédits par
ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) sont soulignés. La séquence surlignée en gris
correspond a la séquence prédite par RNAseq. Les séquences importantes dans les initiations de
transcription et traduction sont en gras (Promoteur transcriptionnel, RBS, codon d’initiation...).
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La séquence contient deux terminateurs prédits précédés chacun d’un motif T-box,
indiquant qu’ern1900 serait un T-box riboswitch en tandem (Vitreschak et al., 2008). En
effet, Vitreschak et al. avaient détecté un tel riboswitch régulant ’opéron hisXYZ codant
pour des transporteurs putatifs chez les Lactobacillales dont font partie les entérocoques
(Vitreschak et al., 2008). De plus, la séquence d’ern1900 est bien retrouvée (100 %
d’homologie avec U'ID TBDB LVYNDX2SZ) sur la base de données TBDB (Marchand et al.,
2020) en tant que T-box riboswitch spécifique de U’histidine et régulateur d’un ABC
transporteur d’AA. On peut donc supposer qu’ern1900 soit un T-box riboswitch régulant
des transporteurs impliqués dans limport de U'histidine [Figure 35]. D’autres arguments en

faveur de cette hypothese sont décrits ultérieurement (Article 2).

bglB hisJ  hisQ hisM proX

< ern1900

Opéron hisXYZ

Figure 35. Représentation de ’opéron hisXYZ et des génes adjacents.

Les génes de l'opéron sont en bleu, le T-box riboswitch en noir et les genes adjacents en gris.
Les terminateurs prédits par ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) sont indiqués par
les boucles.
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3. Riboswitchs putatifs avec effecteur inconnu

a. Reégulation du gene glmU par ern2210 ?

L’ARN ern2210 (anciennement sRNA_2210) est un ARN faiblement exprimé, comportant
deux formes [Figure 13] (Sinel et al., 2017a). Il est localisé approximativement a une
centaine de nucléotides en amont du gene glmU [Figure 36]. Une régulation en 5’UTR de

type riboswitch peut étre envisagée.

2696400 ACATTTTTTCATAAATTTGGCTTAATACCGAGAAACTGGCTTTTGAACACCGTTTAT
2696343 CTAGAGGTTGTGAAATCAGCGTCCTGTCCTGAGTATTAGCTCgizAAACGGAAAAAT
2696286 TGCTCCTCATATTTTGCCGETTATTGAGCTAATACCGAAGGTCAgéTGATTGAAAAA
2696229 CGTTTAATGAAGAGGTTGTiAGCCTACCGTTTAACTCTAAGTCACAAGAAACGATTT
2696172 CAAAAAACAGCTTTTCATGTTTTATGAGTAGTGTGACTTGTGACCGAGGAGTTGGCA
2696115 GGAGACCACCGGTTACCAAATAGATAGGCCCGTTATGGTCTATCTATTTTTTTATCC
-10,6 kcal/mol
2696058 AGAAAACGCTGGGATAAAAGAAAATCACTTGTTTTGTTGAAAAAATGGGTATACTGG
2695972 G;TAAACTGAAATCAGCAAACTATATTTAGGAGTGACGCAGTTEEAEECACGTTAEE

RBS
Figure 36. Séquence nucléotidique de la potentielle région non traduite en 5’ (5’UTR) du géne
glmU.
Les +1 de transcription prédit par BDGP (Reese, 2001) sont indiqués. Le terminateur rho-
indépendant prédit par ARNold finding terminator (Naville et al., 2011) est souligné. Les

données 5’3’ RACE sont également annotées. La séquence alignée sur plus de la moitié des loci
des génomes est surlignée en gris.

L’enzyme GlmU est impliquée dans la synthése d’un précurseur du peptidoglycane, |’UDP-
N-acétylglucosamine (GlcNAc) (Anderson et Raetz, 1987; Mengin-Lecreulx et van
Heijenoort, 1994; Olsen et al., 2007). La transcription du gene glmU est régulé par les
facteurs de transcription NagC (E. coli) (Plumbridge, 1995) ou NagR (B. subtilis) (Gaugué et
al., 2014). Ces protéines reconnaissent des séquences ADN consensus favorisant alors
Uinitiation de la transcription du géne régulé. Sur la base de données RegPrecise

(Novichkov et al., 2013), des sites de fixation a NagR ont été identifiés a -194 nucléotides
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de glmU chez E. faecalis (souche V583 (Sahm et al., 1989)) mais pas chez E. faecium
(souche DO (Qin et al., 2012)). De plus, 'activité et la transcription de GImU semblent
étre diminuées par la présence de GlcNAc (Mengin-Lecreulx et van Heijenoort, 1994;
Rodriguez-Diaz et al., 2012a). Un systeme régulant glmU semble exister mais reste encore

a étre élucidé [Figure 37].

Glucose GlcNAc

ALY - RERATY - AT SRR

M v

Glucose

Glucose-6P /@
o)

Fructose-6P

&
Riboswitch Glucosamine-6P

|

GlcNAc-6P

Régulation

Glucosamine-1P Allostérique
Ou
@ Transcriptionnelle

2

GIcNAc-1P

|~
UDP-GIcNAc

Figure 37. Représentation de la voie de biosynthése de I’'UDP-GIcNAc et des mécanismes de
régulation associés chez Lactobacillus casei (Rodriguez-Diaz et al., 2012b).
PTS, phosphoénol-pyruvate phosphotransférase systéme ; GlcNAc, N-acétylglucosamine ; Glk,
glucokinase ; Pgi, phosphoglucose isomérase ; NagA, GIcNAc-6P déacétylase ; NagB,
glucosamine-6-phosphate déaminase ; GImS, glucosamine-6-phosphate synthase ; GImM,
phosphoglucosamine mutase ; GImU, glucosamine-1-phosphate acétyltransférase/N-
acétylglucosamine-1-phosphate uridyltransférase.
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Sur le méme modele que la régulation de glmS, ern2210 pourrait étre un ribozyme régulant
glmU et spécifique de GlcNAc-1P et/ou UDP-GIlcNAc. Généralement, le site de catalyse du
ribozyme se situe aux alentours de 200 a 300 nucléotides avant le gene glmS (Kawada-
Matsuo et al., 2017). Pour le gene glmU, un ribozyme pourrait expliquer l’observation des
deux formes d’ern2210 [Figure 13]. La présence d’un terminateur rho-indépendant prédit
peut suggérer un second mécanisme de régulation, mais ne correspondant pas a
Uextrémité 3’ déterminé par 5’3’RACE [Tableau 4; Figure 36]. On peut également
remarquer que la séquence ern2210 s’aligne (étendue de 53 a 257 nucléotides et avec de
80 a 90 % d’homologie avec BLAST (Altschul et al., 1990)) sur une vingtaine de positions

dans le génome d’Aus0004 ainsi que d’autres souches d’E. faecium [Tableau 7].

Tableau 7. Description des résultats obtenus par [’alignement de la région 5’UTR de gimU.

% identité Etendue (nt) SNP (nt) Gap (nt) 5' 3' Géneen 3’ Méme brin ?

100 414 0 0 2696358 2695945 glmu Oui
86,77 257 31 3 22138 21884  Transposase Oui
86,72 241 31 1 2882787 2882548 rplM Oui
83,73 252 40 1 2711382 2711131 rodZ Oui
84,29 210 30 3 386643 386436 PgsA Non
81,06 264 34 15 17130 16875 dnaB Non
85,64 181 25 1 638255 638434 mdoB Oui
88,32 137 16 0 428659 428795 Hypoth. Oui
79,52 249 37 13 2159012 2159254 Hypoth. Non
86,58 149 19 1 386888 386740 pgsA Non
88,15 135 16 0 682182 682048 rimL Non

90 120 12 0 2585057 2584938 md|B Non
85,40 137 18 2 725693 725827 Hypoth. Oui
85,40 137 19 1 2363062 2363197 mdIB Non
85,50 131 17 2 1956836 1956708 Hypoth. Oui
85,27 129 19 0 2709336 2709208 cinA Oui
88,07 109 13 0 521689 521797 Hypoth. Oui
83,82 136 22 0 1280126 1279991 cls Non
86,33 117 16 0 2128223 2128339 fbp2 Non
81,34 134 21 4 203342 203472 Transposase Oui
87,14 70 9 0 2762517 2762448 Hypoth. Oui
88,68 53 4 1 144279 144229 Hypoth. Oui
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b. Reégulation d’un opéron de transporteur ABC putatif par ern2410 ?

L’ARN ern2410 (anciennement sRNA_2410) s’exprime également sous deux formes [Figure
13] (Sinel et al., 2017a). Cet ARN est localisé a moins de vingt nucléotides d’un opéron
d’ABC-transporteur putatif, suggérant une régulation en 5’UTR de type riboswitch [Figure
38]. On peut supposer un régulateur de type riboswitch ayant comme effecteur la

molécule impliquée dans le transport médié par le transporteur ABC régulé.

rpoB || ern2410 phnK  pirA2 Jl

ABC transport

Figure 38. Représentation de |’opéron potentiellement régulé par ern2410 et des génes
adjacents.

L’opéron comprend également le gene birA2 codant pour une enzyme impliquée dans le
métabolisme de la biotine et également pour un répresseur transcriptionnel (Rodionov et
al., 2002). De plus, les transporteurs de la biotine ne sont pas annotés chez E. faecium. Il
existe des riboswitchs ayant comme molécules effectrices des vitamines, mais pas a la
biotine a ce jour. L’ARN ern2410 peut donc étre potentiellement un riboswitch médié par
la biotine régulant ’opéron des transporteurs ABC jusqu’au gene birA2. La protéine BirA2
pourrait alors inhiber Uinitiation de transcription d’ern2410. Cet opéron aurait donc

potentiellement une double régulation (transcriptionnelle et post-transcriptionnelle).
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C. ARN régulateurs

1. Action en cis

a. Le couple ern0280-ern0290 comme toxine-antitoxine de type 1

L’ARN ern0280 (anciennement sRNA_0280) est le second ARN le plus exprimé des 16 ARN
sélectionnés [Tableau 3]. Celui-ci est sur le brin opposé des deux genes adjacents et a plus
de 50 nucléotides du codon stop du gene le plus proche. L’ARN ern0280 pourrait donc étre
un ARN régulateur « conventionnel » [Figure 29]. Sur le méme locus mais brin opposé, il
existe un ARN antisens, ern0290, tres faiblement exprimé par RNAseq (38 RPKM) (Sinel et
al., 2017a). Ce systeme d’ARN sens-antisens peut suggérer un systeme T-AT de type |
(Gerdes et Wagner, 2007). Une recherche de peptide a été effectuée par ORFfinder (ncbi)
révélant un peptide putatif de 28 AA dans la séquence d’ern0280 et un autre de 39 AA dans
la séquence d’ern0290 [Figure 39]. Par alignement de séquences peptidiques, le peptide
putatif codé par ern0280 semble appartenir a la famille des Fst, toxines impliquées dans
les systemes T-AT, notamment dans le maintien de plasmides comme pAD1 (Weaver et al.,
1996, 2003). Le second peptide, codé par ern0290, s’aligne partiellement sur une protéine
hypothétique (deux souches d’E. hirae et une d’E. faecium). L’alignement nucléotidique
de la séquence étudiée [Figure 39] montre une grande conservation (100 % d’homologie) au
sein de plasmides d’E. faecium. Le systéeme ern0280-ern0290 semble donc étre un systéeme
T-AT de type | avec ern0280 codant une toxine Fst-like et ern0290, U’ARN antisens
complémentaire de la région d’initiation de la traduction de la toxine d’ern0280 [Figure

39].
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CCTAAAACAAGTGATACTTAAAAACACCACACAAATTTAATTTTTTAAGATATA
-35 =10 +1
GGATTTTGTTCACTATGAATTTTTGTGGTGTGTTTAAATTAAAAAATTCTATAT
* F L H ¥ K F vV 6 ¢ L N L K K L Y L
ATAACTTGTCGCCTATCCGACAGTCTTGCGACTGGAAGGAGGTGTATCTAATGT
RBS M
TATTGAACAGCGGATAGGCTGTCAGAACGCTGACCTTCCTCCACATAGATTACA
L K D G I R CD Q@ S8 Q F s T ¥ R I N
TTGAACTGTTCATTTGCCCCCTTCTTGTAGGAGTTTGTGTCTCTTTATTCAGTT
F E L F I ¢ P L L V G V C Vv 858 L F =8
AACTTGACAAGTAAACGGGGGAAGAACATCCTCAAACACAGAGAAATAAGTCAA
S S N M RBS
ATTGGTTGAATAACCGAAACAAGAAGTAAAATCAATARAGGCGACATCAACCTG
¥ W L N N R N K K *
TARCCAACTTATTGGCTTTGTTCTTCATTTTAGTTATTTCCGCTGTAGTTGGAL

+¥’ -10

AAAARAAAGCCCCAGAGAATCCGACCTCTCTGGGGCTTTCGTGTATCTAATGTTT

-14,7 kcal/mol
TTTTTTTCGGGGTCTCTTAGGCTGGAGAGACCCCGAAAGCACATAGATTACAAA
-35

Figure 39. Séquence nucléotidique et peptidique contenant les 2 ARN ern0280-ern0290.
L’ARN ern0280 est transcrit sur le brin sens (5’-3’) et ’ARN ern0290 est transcrit sur le brin
antisens (3’-5’) comme indiqué a gauche de la figure. Le peptide codé par ern0280 est indiqué
en rouge et celui codé par ern0290 est indiqué en noir. Les séquences d’initiation de
transcription (-35, -10 et +1 prédit par BDGP) et de traduction (RBS et ATG prédit par ORFinder)
sont annotées. Le terminateur rho-indépendant prédit par ARNold finding terminator est
souligné. Les triangles noir et blanc indiquent respectivement les positions 5’ et 3’ d’ern0280
déterminées par 5’3’RACE. La séquence prédite par RNAseq d’ern0290 est surlignée en gris.
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b. Reégulation d’une aldolase (fsaA-like) par ern1260 ?

L’ARN ern1260 (anciennement sRNA_1260) est le 6°™ ARN le plus exprimé de 16
sélectionnés [Tableau 3]. Cet ARN est proche (moins de 20 nt) de la séquence codante de
EFAUO04_01516 (codant pour l’enzyme fructose-6-phosphate aldolase FsaA) mais sur le
brin opposé [Figure 29]. Une action en cis de ARN ern1260 sur la région 3’UTR du gene
peut étre envisagée. Une action en trans semble peu probable a cause de sa stabilité
limitée [Figure 31]. Chez E. coli, le géne fsaA peut étre régulé en 3’UTR par le
recrutement de RNAse médié par des séquences REP (Repetitive Extragenic Palindrome)
(Liang et al., 2015; Liang et Deutscher, 2016). Un systéeme analogue pourrait exister chez

E. faecium, et Uinteraction entre U’ARN régulateur et la région 3’UTR empécherait la

formation de cette structure REP, stabilisant ainsi ’ARNm cible [Figure 40].

)
-
Q
@ .
[V
(7]
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-

Endoribonucléase ?

REP?

Start

3" T — 5

5I
ern1260 Start

Figure 40. Représentation du mécanisme de régulation hypothétique de ern1260.
Schéma reprenant le mécanisme de régulation par les domaines REP chez E. coli (Liang et al.,
2015).
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Une autre hypothése peut étre émise impliquant une interaction plus importante entre
UARN régulateur ern1260 et UARNm de fsaA. En effet, Uextrémité 3’ déterminée par
5’3’RACE ne correspond pas a un terminateur prédit par ARNold finding terminator (Naville
et al., 2011). Cependant, il existe un terminateur prédit sur le brin de ARN régulateur,
localisé vers le début de la séquence codante de fsaA. L’existence d’une seconde forme
d’ern1260 peut étre suggérée, qui semblerait étre induite par la présence de daptomycine
[Figure 41]. La forme plus grande pourrait donc interagir plus fortement avec la séquence
de UARNm de fsaA sur le brin opposé. L’ARN ern1260 pourrait étre un ARN régulateur
agissant en cis sur le gene fsaA.

213nt 781nt ?

fsaA

- Dap

1533600

Figure 41. Représentation de [’élongation de ern1260 induite par la daptomycine vis-a-vis de la
position du géne fsaA.

L’expression (RNAseq) est illustrée en absence (- Dap) ou présence (+ Dap) de daptomycine par
Artemis (Carver et al., 2012). Les données proviennent des « raw data » obtenues par C. Sinel
et al. (Sinel et al., 2017a).
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2. Action en trans d’ern0120?

L’ARN ern0120 (anciennement sRNA_0120) est le 4°™ ARN le plus exprimé [Tableau 3]. Cet
ARN est proche du codon stop du gene précédent EFAU004_00212 (codant une acétyl-
transférase putative). Les promoteurs prédits par BDGP (Reese, 2001) aux alentours de
Uextrémité 5’ déterminée par 5°3’RACE ont des scores de confiance inférieurs a 0,5
[Tableau 4]. Ces informations semblent suggérer qu’ern0120 puisse étre inclus dans la
région 3’UTR du gene EFAU004_00212 [Figure 29]. La grande stabilité d’ern07120 est
cohérente avec une potentielle activité en trans [Figure 31]. Les prédictions de cibles
semblent peu contributives, excepté la régulation de la ribonucléase HIll [Tableau 8]. On
peut supposer une « activation » d’ern0120 apres clivage de la région 3’UTR du gene
EFAU004_00212 par la ribonucléase HIIl [Figure 42]. L’ARN ern0120, alors clivé, pourrait
agir sur différentes cibles dont ARNm de rnhC. L’interaction se situant a environ une
centaine de nucléotides en amont de rnhC, la régulation devrait étre post-

transcriptionnelle.

Autres cibles ?

-

+1

?+1
- P | EFAU004_00212 r EFAU004_00212 rnhC }

\ [ RnhC
g & ern0120

Figure 42. Représentation de |’autorégulation hypothétique entre ern0120 et rnhC.
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Tableau 8. Sélection de cibles prédites par Target RNA2 et copraRNA de ern0120.
La sélection est basée sur les cibles avec une p-value <0,001 (ou les 5 avec la plus petite p-
value) ou des cibles en communs (p-value <0,05).

Numéro

Gene

Annotation

Target RNA2

CopraRNA

Rang

p-value

Rang

p-value

FDR

EFAU004_02111
EFAU004_01530
EFAU004_01822
EFAU004_01750

EFAU004_01028

EFAU004_00163

EFAU004_00720

EFAU004_00162

EFAU004_00213

EFAU004_00628

EFAU004_02474

EFAUO004_01757

rnhC
tra8

yqsQ

mscS

lrgA

nrdG

glpF

rex2

panE

mgtE

folA/
dfrD

ribonuclease HIll
Integrase
hypothetical protein

hypothetical protein

transporter, small
conductance
mechanosensitive
ion channel family
protein

LrgA family protein

anaerobic
ribonucleotide
reductase small
subunit
glycerol MIP family
major intrinsic
protein channel
protein
hypothetical protein
redox-sensing
transcriptional
regulator
2-dehydropantoate
2-reductase
MgtE family
magnesium
(Mg2+)/cobalt
(Co2+) transporter-E
dihydrofolate
reductase

1

2
3
4

47

61

<0,001
<0,001
0,001
0,001

0,001

0,001

0,002

0,028

0,045

28

53

40

99

0,007

<0,0001

<0,0001

0,0002

0,0004

0,015

0,011

0,028

0,60

0,02

0,04

0,11

0,24

0,72

0,69

0,73
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3. Action mixte en cis et trans d’ern0160 ?

L’ARN ern0160 (anciennement sRNA_0160) est UARN le plus exprimé et ayant la plus
grande variation d’expression en stress antibiotique et antiseptique (Sinel et al., 2017a;
Dejoies et al., 2021) [Tableau 3]. Cet ARN est sur le brin opposé des deux genes adjacents
et a plus de 50 nucléotides du codon stop du gene le plus proche. Sur le brin opposé, un
autre ARN, ern0170, est également exprimé (95 RPKM) (Sinel et al., 2017a) [Figure 29].
L’absence de peptide prédit dans les deux séquences d’ARN écarte !’hypothése d’un
systeme T-AT. L’ARN ern0170 est a moins de 100 nucléotides du codon d’initiation du gene
EFAU004_00235 (mgtA) pouvant suggérer une potentielle régulation en 5’UTR. On peut
donc imaginer une action en cis d’ern0160 sur ern0170, qui aura une conséquence directe

sur la transcription du geéne mgtA comme suggere les prédictions de cibles [Tableau 9].

Une action en trans d’ern0160 est également envisagée due a la relative stabilité de cet

ARN [Figure 31].
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Tableau 9. Sélection de cibles prédites par Target RNA2 et copraRNA d’ern0160.
La sélection est basée sur les cibles avec une p-value <0,001 (ou les 5 mieux classées) ou des
cibles en communs (p-value <0,05).

Numéro Gene COG Annotation VIR RN eI
Rang p-value Rang p-value FDR
EFAUO04_01131  ygaE S membrane protein 1 <0,001 -
EFAU004 01533  eis R GNAT family 2 0,002 -
acetyltransferase
EFAU004_01585  galA G alpha-galactosidase 3 0,004 -
i I b
EFAUO04_00236  ybfA S esraimemorane 5 004
protein
EFAU004_02429 tra8 L Integrase 5 0,004
P-ATPase
EFAUOO4 00235 mgtd  p  ‘SuperfamilyP-type - 1 <0,0001 <0,0001
ATPase cation
transporter
y - .
EFAUO04_02084 [plA  H Ipoate--protein 2 <0,0001 0,096
ligase A
PadR family
EFAUO04_02667 padR K transcriptional 3 0,0004 0,27
regulator
EFAU004 02554 WA/ pseudouridylate 4 0,0005 0,27
rluD synthase RluD
EFAU004_ 01812 57 Z’é; M sortase 5  0,0005 0,27
EFAUO004_01059 lysM S LysM family protein 6 0,0007 0,27
LysR family
EFAUO004_00344 lysR K transcriptional 35 0,025 22 0,0055 0,62
regulator
mleA/ malic enzyme, NAD
EFAUO004_02124 SfcA binding domain 44 0,032 148 0,042 0,74

protein
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lIl. Implication de I’ARN ern0030 dans la régulation de la

résistance aux tétracyclines induit par le géne tet(M)

A. Résumé de 'article 1
1. Présentation

Ce travail présente linvestigation fonctionnelle d’un des premiers petits ARN mis en
évidence chez E. faecium : ern0030 (Sinel et al., 2017a). Cet ARN est exprimé sous trois
formes de tailles variables et son expression diminue en fin de croissance [Figure 30].
Apres les premieres caractérisations et l’analyse génétique, on a remarqué que U’ARN
ern0030 correspondait a la région régulatrice du gene de résistance aux tétracyclines
tet(M) (5’UTR d’environ 230 nucléotides) décrit par Su et al., 1992. L’expression de tet(M)
et des genes en aval impliqués dans le transfert génétique horizontal des transposons
conjugatifs de la famille Tn9716-like est régie par la présence de tétracycline et de cette
région régulatrice (Beabout et al., 2015; Celli et Trieu et Cuot, 1998; Su et al., 1992).
Néanmoins, le mécanisme de régulation repose sur une hypothése d’atténuation

transcriptionnelle non entiérement démontrée et nécessite plus d’investigations.

Les différents objectifs de ce travail ont été de :

Décrire le role fonctionnel de I’ARN ern0030,
Caractériser plus précisément ern0030 (expression et mécanisme de régulation),

Investiguer le mécanisme d’atténuation transcriptionnelle initialement décrit.

Pour cela, trois approches ont été utilisées: transcriptomique, phénotypique et
mécanistique. Des souches d’étude exprimant le gene tet(M) et dépourvues d’ern0030 ont
été produites [Article 1, Figure 1A et S1]. Des plasmides permettant de tester le role
d’ern0030 vis-a-vis de tet(M) et de la résistance aux tétracyclines ont été construits et

introduits dans les souches d’étude. L’expression et la demi-vie d’ern0030 et de ’ARNm de
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tet(M) ont été déterminées. L’expression génique a également été analysée selon les
différentes souches d’étude et la présence de tétracycline. Ces données ont été
comparées avec les résultats de tests de sensibilité a la tétracycline et la tigécycline.
Enfin, le mécanisme de régulation a été exploré par diverses techniques comme des essais

de TOE print pour comprendre le lien existant entre les tétracyclines, tet(M) et ern0030.

2. Principaux résultats

Les principaux résultats de ce travail sont les suivants :

- Description de 3 transcrits (230, 150 et 100 nucléotides) dérivés d’ern0030. Les transcrits
de plus petite taille sont positionnés en 5’ de la région régulatrice de tet(M) [Article 1,

Figure 1B et 2].

- Exclusion de U’hypothése qu’ern0030 régule tet(M) par trans-activité. Les demi-vies
déterminées pour ern0030 et UARNm de tet(M) sont respectivement de 4 minutes et 18
secondes et 1 minute et 48 secondes [Article 1, Figure 3]. La trans-complémentation

d’ern0030 n’a aucun impact sur la sensibilité aux tétracyclines [Article 1, Table 1].

- Observations phénotypiques inattendues : la délétion totale d’ern0030 a induit une
augmentation de la sensibilité de la souche aux tétracyclines (CMI allant de 32 mg/L a 4
mg/L) [Article 1, Table 1]. L’expression de tet(M) dans la souche délétée reste au méme
niveau que l’expression basale (absence de tétracycline) dans la souche non délétée.
L’induction par la tétracycline est perdue dans la souche délétée d’ern0030 [Article 1,

Figure 4].

- Confirmation par Northern-blot et RT-PCR de la co-transcription entre ern0030 et tet(M)

induit par la présence de tétracycline [Article 1, Figure 5 et S2].
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- Par TOE print, la fixation du ribosome sur le RBS du peptide leader n’a pas pu étre
détectée [Article 1, Figure 6B], remettant en cause le mécanisme d’atténuation

transcriptionnelle.

- Aucun impact majeur sur la sensibilité aux tétracyclines des délétions/mutations des
séquences présumées impliquées dans le mécanisme de régulation dans un systeme
plasmidique [Article 1, Table 1]. Ces résultats suggerent qu’un (ou plusieurs) acteur(s)

extérieur(s) au systeme ern0030-tet(M) serait également impliqué dans la régulation.

B. Article 1

cis-RNA-mediated expression regulation of the tet(M) resistance
gene in Enterococcus faecium

Killian Le Neindre!, Loren Dejoies'?, Sophie Reissier!, Francois Guerin>?, Brice
Felden!', Vincent Cattoir»>>*

' Unité Inserm U1230, Université de Rennes 1, Rennes, France

ZService de Bactériologie-Hygiéne hospitaliére, CHU de Rennes, Rennes, France

3 CNR de la Résistance aux Antibiotiques (laboratoire associé 'Entérocoques’), Rennes,

France

Article soumis au journal « Frontiers in microbiology »
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ABSTRACT

A set of putative novel small RNAs was recently identified as expressed in Enterococcus
faecium, but no biological function has been elucidated so far. Here, we investigated the
role of one of them (named ern0030) in the regulation of a resistance gene. We revealed
that ern0030 was encoded within the 5’ untranslated region of tet(M), a gene conferring
tetracycline resistance through ribosomal protection. Although previously described as
transcriptional attenuation, the mechanism of regulation of tet(M) expression remains
poorly characterized and hypothetically relies on the upstream sequence of tet(M)
(designated as Ptet), that comprises predicted secondary structures (especially a rho-
independent transcriptional terminator) and a putative peptide leader sequence. By RACE
mapping, we accurately determined the boundaries of ern0030, which corresponded to
Ptet. Surprisingly, Northern blot analyses revealed three transcripts of different lengths
(ca. 230, 150 and 100 nucleotides) expressed from Ptet. Phenotypically, the total deletion
of ern0030 conferred an unexpected decrease in tetracycline MICs that was consistent with
transcriptomic data showing no significant tet(M) induction under tetracycline SIC in
ern0030-deleted mutant as opposed to a 10-fold increase of tet(M) expression in the wild-
type strain. Even though we confirmed that there was a transcriptional read-through of
ern0030 and tet(M) promoted by tetracycline, we showed that the deletion of the rho-
independent terminator did not significantly affect tetracycline susceptibility. To
determine the role of the putative leader peptide, we investigated the ribosomal binding
to the predicted ribosome binding sites (RBS) by toeprint assays. Whereas three toeprints
were detected for tet(M) RBS (including the expected one), none toeprint was observed
with the primer targeting the RBS of the putative leader peptide, suggesting that the latter
does not exist or is not involved in ribosomal recruitment and regulation of tet(M)
expression. This conclusion is also supported by the lack of significant effect on
tetracycline MICs in the absence of leader peptide translation. Here, we demonstrate that

ern0030 has a role in regulation of tet(M) expression. Altogether, these findings support
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50 alternative or complementary mechanism(s) of tet(M) regulation other than transcriptional

51 attenuation.
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INTRODUCTION

The worldwide spread of multidrug-resistant (MDR) bacterial pathogens has become a
major public health issue and there is an urgent need to find new tools and approaches to
control it. The most critical MDR microorganisms have been grouped as “ESKAPE”
pathogens that comprise Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp.
(Rice, 2008; Santajit and Indrawattana, 2016). Among them, E. faecium is a leading cause
of nosocomial infections and hospital outbreaks, especially vancomycin-resistant E.
faecium (VREF) isolates for which limited therapeutic options are available (Arias and
Murray, 2012; Lebreton et al., 2013; Ayobami et al., 2020; Zhou et al., 2020). The
epidemiological success of VREF mainly results from the worldwide dissemination of a
specific clonal complex (CC17) comprising clinical isolates that share a common MDR
phenotype with high-level resistance to both ampicillin and fluoroquinolones (Willems et
al., 2005; Lee et al., 2019). CC17 is part of a human hospital-adapted lineage (clade A1)
that emerged from the animal-associated lineage (clade A2) after the introduction of
antibiotics, and which differs genetically from the human community-associated lineage
(clade B) (Lebreton et al., 2013). Thanks to a remarkable genomic plasticity, E. faecium is
particularly adept at acquiring new genes through horizontal gene transfer of a large panel
of mobile genetic elements (Hegstad et al., 2010; Zhong et al., 2019) while it also exhibits
a versatile metabolism allowing it to cope with many environmental stresses (Arias and
Murray, 2012; Gaca and Lemos, 2019).

Post-transcriptional control by non-coding RNAs (ncRNAs) enables a rapid and tight
regulation to environmental cues, with gene expression directly influenced by metabolic
variations (Repoila and Darfeuille, 2009). ncRNAs can be divided into small RNAs (sRNAs)
and RNA leaders, the latter including riboswitches and attenuators (Dersch et al., 2017).

Regulation of the expression of antibiotic resistance genes by attenuators is widespread,
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particularly for ribosome-targeting antibiotics such as tetracyclines, aminoglycosides or
MLS (macrolides-lincosamides-streptogramins) antibiotics (Su et al., 1992; Lovett and
Rogers, 1996; Vazquez-Laslop et al., 2008; Chancey et al., 2015; Dersch et al., 2017). The
attenuation mechanism is based on the presence of a short open reading frame (ORF)
coding for a leader peptide immediately upstream of the resistance gene, which recruits
translating ribosomes to the regulatory 5’-untranslated region (5’-UTR) element. In the
absence of antibiotics, there is an inhibition of the resistance gene expression through a
premature transcriptional terminator (transcriptional attenuation) or the ribosome binding
site (RBS) masking (translational attenuation) (Lovett and Rogers, 1996; Gollnick and
Babitzke, 2002). When the antibiotic is present in the cell, there is a RNA leader
conformational switch due to the ribosome stalling resulting in alternative base-pairing
patterns that promote an anti-termination conformation or a RBS release, which
consequently activate the expression of the regulated gene (Lovett and Rogers, 1996;
Gollnick and Babitzke, 2002).

Recently, we identified the first set of transcripts expressed from non-annotated regions in
E. faecium using the reference strain Aus0004 (Lam et al., 2012) and provided a list of 61
SRNA candidates (Sinel et al., 2017). Out of them, 10 were experimentally validated by
Northern blots and by qPCR experiments as expressed along bacterial growth (Sinel et al.,
2017). However, their biological functions as well as their molecular targets and associated
gene networks remain unknown. Among them, a putative sRNA (initially designated
SRNA_0030 and renamed here ern0030 for Enterococcus ribonucleotide acid) was located
upstream of the tet(M) gene, which codes for a ribosomal protection protein involved in
tetracycline resistance (Burdett, 1991, 1996; Dantley et al., 1998; Brodersen et al., 2000;
Donhofer et al., 2012; Grossman, 2016). This gene is carried by the widespread Tn916-like
conjugative transposons (Burdett, 1990; Rice, 1998; Roberts and Mullany, 2011; Ciric et
al., 2013), and its expression is inducible by low concentrations of tetracycline (Su et al.,

1992; Beabout et al., 2015). The regulatory region upstream of tet(M), known as Ptet, has
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been described as RNA leader sequence encoding a putative peptide leader (Orf12), and it
has been suggested by structure prediction that tet(M) regulation might be mediated by
transcriptional attenuation with the hypothetical implication of the availability of rare
aminoacyl-tRNAs (Su et al., 1992; Celli and Trieu-Cuot, 1998). Interestingly, it has also
been demonstrated in Enterococcus faecalis that partial deletions of Ptet could be
responsible for an upregulation of tet(M) expression associated with resistance to
tigecycline, antibiotic usually effective despite Tet(M) production (Beabout et al., 2015).

Since the regulation mechanism of tet(M) expression has been poorly studied, the aim of
this study was to molecularly characterize a small cis-regulatory RNA (ern0030) expressed
within the 5’ UTR of tet(M) and to mechanistically investigate its role in regulation of

tet(M) expression and associated tetracycline resistance.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

The reference strain E. faecium Aus0004 (GenBank accession number CP003351.1) and
isogenic mutants (Supplementary able S1) were grown under ambient air at 37°C in brain
heart infusion (BHI; Oxoid) broth or on BHI agar (Oxoid). Strains of Escherichia coli (Table
S1) were grown under ambient air and agitation (160 rpm) at 37°C in Luria-Bertani (LB;
ThermoFischer Scientific) medium or on LB agar (ThermoFischer Scientific). For some
experiments, these media were supplemented with spectinomycin (Sigma) and/or
tetracycline (Sigma) (see below). The plasmids pAT29 and pWS3 (Table S2) were used for
cloning and gene disruption, respectively.

Antimicrobial susceptibility testing

Minimal inhibitory concentration (MICs) of tetracycline and tigecycline were determined by
the microdilution reference method in Mueller-Hinton (MH; ThermoFischer Scientific) broth
in accordance with EUCAST guidelines (www.eucast.org). The sub-inhibitory concentration
(SIC) of tetracycline was determined in BHI broth and was defined as the highest antibiotic
concentration that did not altered significantly the bacterial growth kinetics.

Construction of deleted mutants and trans-complemented strains

The restauration of a functional tet(M) gene (named E. faecium Aus0004™) was obtained
from E. faecium Aus0004 (as represented in Figure 1A) by homologous recombination and
excision using the pWS3 suicide vector and specific primers, as previously described (Zhang
et al., 2011) (Supplementary Tables S1-S3). Using the same approach, the entire ern0030
gene (from 5’ to 3’ position; see Figure 1B) was deleted in E. faecium Aus0004™ and the
corresponding deleted mutant was named Aern0030-Aus0004™ (Supplementary Tables S1-
S3). Both deletions were confirmed by PCR and sequencing using specific primers
(Supplementary Table S3).

Trans-complemented strains were constructed by cloning the ern0030 gene (with its native

promoter and rho-independent terminator) in the pAT29 shuttle vector (Trieu-Cuot et al.,
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1990) using specific primers (Supplementary Tables $1-S3). The recombinant plasmid was
transformed by electroporation into E. coli EC1000 then into both E. faecium Aus0004™
and Aern0030-Aus0004™ strains (Supplementary Table S1). For investigation of the ern0030
function, different recombinant plasmids were generated using the pAT29 vector in which
was cloned the functional tet(M) gene comprising the wild-type sequence of ern0030 or
several mutated ern0030 sequences, and were introduced into E. coli EC1000 strain and
then into E. faecium Aus0004 (Supplementary Tables S1-S3). Transformants were selected
on agar plates containing spectinomycin at the concentration of 100 mg/L (E. coli) or 300
mg/L (E. faecium). Inserts of recombinant plasmids were sequenced using specific primers
(Supplementary Table S3).

RNA extraction

Total RNAs were isolated at three different time points during growth: mid exponential
(ME, OD 1), late exponential (LE, OD 2.2) and early stationary (ES, OD 3) phase. In some
experiments, tetracycline was added in the growth medium at the SIC (equivalent to 1/32
MIC). Extractions were performed as previously described (Bronsard et al., 2017). Briefly,
cell pellets were dissolved into 500 pL of lysis buffer, and cells were broken by acid-
treated glass beads and phenol (pH 4) using a FastPrep-24 cell disruptor (MP biomedicals).
Total RNAs were extracted with phenol/chloroform and ethanol precipitated overnight at -
20°C with sodium acetate. Residual chromosomal DNA was removed by treating all total
RNA samples with the Turbo DNA-free kit (Life Technologies).

RACE mapping

RACE mapping was performed using bacterial cells grown in BHI broth and collected at ME
growth phase, as previously described (Pinel-Marie et al., 2014). Briefly, Total RNAs (5 pg)
from E. faecium Aus0004 were circularized using T4 RNA Ligase (Promega). After
precipitation, the reaction was reverse transcribed by the M-MLV RT (Promega) using
primer sRNAOO30R1 and then two PCR reactions were performed with Tag polymerase

(Invitrogen) using sSRNAOO30R2-F1 and sRNAOO30R3-F2 primers (Supplementary Table S3).
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The PCR products were cloned in pGEM-T vector (Promega) and recombinant plasmids were
transformed into E. coli XL1blue (Supplementary Table S1), and sequenced with M13
reverse vector primer (Supplementary Table S3).

Northern Blot

Northern blots were done using total RNAs extracted at the three different time points
during growth (see above). RNA samples (5 to 20 pg) were loaded on denaturing 8%
polyacrylamide/8M urea gels for separation of smaller RNA transcripts (100-600 nt) or
denaturing 0.8% agarose gel for separation of larger RNA transcripts (0.2-3 kb), and
transferred onto membrane Hybond N+ (GE Healthcare). Membranes were hybridized with
specific Y*?P 5’ end-labeled probes (Supplementary Table S3) in ExpressHyb solution
(Clontech), washed, exposed, and scanned with a Typhoon FLA 9500 scanner (GE
Healthcare). tmRNA levels were used as internal loading controls.

RT-PCR and RT-gPCR

For RT-PCR, DNase-treated RNAs isolated from E. faecium Aus0004 grown at the ME phase
(OD 1) in BHI broth supplemented with tetracycline SIC were used. cDNA was synthetized
using the High Capacity cDNA reverse transcription kit (ThermoFischer Scientific) with
gPCRTETMR or gPCRsRNAOO30R primers (Supplementary Table S3). PCRs were then carried
out under standard conditions using specific primers (Supplementary Table S3). Each PCR
amplification was performed on cDNA and chromosomal DNA (used as positive control).
From 40 ng of DNase-treated total RNA samples, RT-qPCR was performed using the Power
SYBR Green RNA-to-CT 1-Step kit (ThermoFischer Scientific) and a StepOnePlus Real-Time
PCR system (Applied Biosytems). Transcript levels (expressed as copy numbers per ng of
RNA) in each sample were determined by absolute quantification using serial dilutions of
PCR products. Expression of the adk gene as a housekeeping control gene was also
measured. Each experiment was performed in triplicate. For statistical analysis, two-way
ANOVA and Tukey tests were employed using the GraphPad Prism 7.0 software.

Half-life determination
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E. faecium Aus0004™ cells were cultured overnight, diluted 1:50, then grown to ME phase
(OD 1) at 37°C in BHI broth supplemented or not with tetracycline SIC, and then incubated
with 150 mg/L of rifampicin. Total RNAs were extracted at different time intervals and
transcript levels of ern0030 and tet(M) were quantified by RT-qPCR with specific primers
(Supplementary Table S3). Half-lives of both RNAs were calculated by non-linear regression
curve fitting (one phase decay) using GraphPad Prism 7.0 software as previously described
(Ratnadiwakara and Anko, 2018).

Toeprints assays

In vitro transcription was conducted from PCR-amplified templates using Aus0004 genomic
DNA and the MEGAscript T7 kit (Ambion) with specific primers (Supplementary Table S3).
RNAs were gel-purified, eluted and precipitated with ethanol in the presence of 0.3M
sodium acetate. Toeprint assays were performed as previously described (Riffaud et al.,
2019) with some minor modifications. Briefly, annealing mixtures containing 5 pmol 5’UTR-
tet(M) RNA with 1 pmol Y¥’P 5’ end-labeled primers (Supplementary Table S3) were
incubated in a buffer (20 mM Tris-HCl, pH7.5, 60 mM NH4Cl) for 1 min at 90°C.
Renaturation was done in the presence of 10 mM MgCl, for 20 min at 20°C. 70S ribosomes
were reactivated for 15 min at 37°C, diluted in the reaction buffer and incubated again for
15 min at 37°C. Various concentrations (0 to 1.9 pmol) of purified 70S ribosomes were
added to each sample, and these were incubated for 5 min at 37°C, after which MgCl, was
adjusted to 10 mM. After 15 min at 37°C, an amount of 10 pmol of uncharged tRNA™et was
added and incubated for 5 min at 37°C. The cDNA were synthesized with 10 U of AMV RT
(New England Biolabs) for 20 min at 42°C. Reactions were stopped by the addition of 15 pl
of loading buffer 1l (Ambion), and cDNAs were loaded and separated onto 8%
polyacrylamide/8M urea gels. Sequencing ladders were generated with the same 5’ end-

labeled primer for toeprint.
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RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of ern0030 transcripts in E. faecium Aus0004

In a previous study, we identified a set of novel transcripts in the ESKAPE pathogen E.
faecium (Sinel et al., 2017). Among them, ern0030 was found to be expressed upstream
from the initiation codon of the tet(M) tetracycline resistance gene. In E. faecium
Aus0004, tet(M) was chromosomally encoded but interrupted by a large insertion sequence
(from EFAUO04_00064 to EFAU004_00066) containing the dfrG trimethoprim resistance
gene (Figure 1A) related to Tn5801 ‘type A5’ transposons (Ledn-Sampedro et al., 2016).
Due to an overlap between ern0030 and Ptet, we hypothesized a functional relationship
between ern0030 and tet(M). Therefore, we repaired the tet(M) gene (named E. faecium
Aus0004™) in E. faecium Aus0004 and confirmed its functionality by Northern blot
(Supplementary Figure S1) and determination of tetracycline MICs (Table 1).

By RACE mapping, the 5’ end of ern0030 was determined to be located at the genomic
position 65144 on E. faecium Aus0004 chromosome (T; Figure 1B). This position
corresponds to the transcription initiation site (TSS) previously reported for tet(M) (Su et
al., 1992). Its 3’ end corresponded to a predicted rho-independent terminator (Azs3; Figure
1B). This revealed that ern0030 corresponded to Ptet, the RNA leader sequence upstream
tet(M) previously reported (Su et al., 1992; Celli and Trieu-Cuot, 1998). Surprisingly, by
using the same probe previously published to reveal ern0030 (Sinel et al., 2017), we
identified three transcripts of different lengths (ca. 230, 150 and 100 nucleotides; Figure
2) expressed from Ptet, which has not been previously described (Su et al., 1992; Sinel et
al., 2017). Using other ern0030-specific probes, we demonstrated that the two shorter
forms were located in the 5’ end of the Ptet sequence between positions Gy and Cis3
(Figures 1B and 2), suggesting RNA processing or premature transcription termination. Note
that Su et al. were not able to detect these shorter transcripts since they used a probe
targeting the 3’ moiety of the Ptet sequence (Su et al., 1992). Interestingly, the transcript

level of these three different transcripts significantly changed during to the bacterial
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growth, with high-level expression of 230- and 150-nt transcripts and weak expression of
the 100-nt transcript at the ME phase whereas an opposite pattern was observed at the ES
phase (Figure 2). The high-level expression of the 100-nt transcript at the ES phase might
suggest an accumulation due to stability change or a processing from a longer transcript.
To complete ern0030 characterization, the half-life of this RNA was measured in E.
faecium Aus0004™ in the absence of tetracycline. The half-life of ern0030 RNA (mean = 4
minutes and 18 seconds) was slightly higher than that of tet(M) (mean = 1 minute and 48
seconds) (Figure 3). The ern0030 half-life is shorter than those of conventional trans-acting
sRNAs while the very short half-life of tet(M) mRNA is consistent with a dynamic
transcriptional adaptation. Half-life measurement with a SIC of tetracycline was not
calculable since transcript levels did not differ between different time points. This may be
related to the fact that tetracycline SIC may result in a global mRNA stabilization, as
previously described in Bacillus subtilis (Wei and Bechhofer, 2002).

Role of ern0030 in tet(M) expression

We firstly investigated the functional link between ern0030, tet(M) and tetracycline
resistance by using the ern0030-deleted Aus0004™ mutant. Phenotypically, the ern0030
deletion caused an eight-fold decrease in MICs of tetracycline (from 32 to 4 mg/L) while no
change was observed for tigecycline (Table 1). This observation was consistent with
variations of tet(M) expression between the two strains with a ~10-fold increase of tet(M)
expression in Aus0004™ and no transcriptional response in Aern0030-Aus0004™ (Figure 4A).
Noteworthy, tetracycline did not affect ern0030 expression in Aus0004™ (Figure 4B). This
decrease in tetracycline MICs is quite surprising since bioreactor-adapted E. faecalis
mutants with partial deletions in Ptet were higher levels of tetracycline resistance,
especially towards tigecycline (Beabout et al., 2015). In the latter study, two types of
chromosomal mutants were obtained, one with a partial deletion of 3’ end of Ptet (named
BTR87b) and another with a partial deletion of 5’ end of Ptet (named BTR22). It was also

demonstrated that both BTR87b and BTR22 strains had a greater than 10-fold increase in
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tet(M) expression in the presence of tigecycline, which is contradictory with our results.
Then, the complete deletion of ern0030 seems to confer a phenotype different from those
obtained by partial deletions, suggesting a complex mechanism of regulation.
Trans-complementation experiments were performed by expressing pAT29Qern0030 in
Aus0004™ and Aern0030-Aus0004™ strains (Supplementary Tables S1 and S2). No difference
in MICs of tetracycline and tigecycline was observed between trans-complemented strains
and those harboring the pAT29 empty vector (Table 1), demonstrating that ern0030 did not
act as a trans-acting sRNA.

Investigation of transcriptional attenuation mechanism

The upstream sequence of the tet(M) gene, Ptet, was defined as a transcriptional
attenuator only based on predicted secondary structures and the presence a putative
peptide leader ORF (orf12) (Su et al., 1992; Celli and Trieu-Cuot, 1998). This mechanism
hypothetically relies on peptide leader translation and ribosome stalling that may cause an
alternative structure of the rho-independent transcriptional terminator located at 3’ end
of ern0030 (Figure 1B). The role of these two elements (i.e. rho-independent
transcriptional terminator and putative peptide leader ORF) was then investigated.

First, we verified that there was a transcriptional read-through of ern0030 and tet(M)
promoted by tetracycline as previously described (Su et al., 1992; Celli and Trieu-Cuot,
1998). For this, we used Aus0004™ strain and its isogenic mutant Aern0030-Aus0004™ and
we confirmed the read-through after tetracycline addition (Figure 5). The co-transcription
of ern0030 and tet(M) was also observed by RT-PCR (Supplementary Figure S2). The role of
the rho-independent transcriptional terminator was investigated by studying the
Aus0004_pAT29Qtet(M)-Az4.238ern0030 strain that carried pAT29Qtet(M) (that contained
both ern0030 and tet(M) genes) with a 35-nt deletion in ern0030 comprising the rho-
independent terminator (Supplementary Tables S1 and S2). MICs of tetracycline and
tigecycline were similar (only a one-dilution difference) between the two strains (Table 1),

suggesting a minor effect of the rho-independent transcriptional terminator.
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The second important element in transcriptional attenuation mechanism is the ribosomal
binding to the 5’ UTR and the peptide leader translation. Based on structural predictions,
it has been suggested that the RNA leader termination conformation was induced by the
ribosome stalling during peptide leader translation (Su et al., 1992). According to this
hypothesis, under non-induced conditions, the translation of the leader peptide is delayed
since it is composed of codons corresponding to rare aminoacyl-tRNAs, and then the
expression of Tet(M) is limited only to what can be generated as a result of transcriptional
read-through of the terminator. When bacterial cells are exposed to tetracycline SIC,
which delays translation, there is an increased availability of those rare aminoacyl-tRNAs,
which allows leader peptide translation to more easily keep up with transcription, disrupt
the terminator stem-loop base pairing and enable continuing tet(M) transcription. To
determine whether the peptide leader had a function in regulation of tet(M) expression,
we investigated the ribosomal loading onto the predicted peptide leader RBS by toeprint
assays. This in vitro assay relies on the inhibition of reverse transcription due to stalled
ribosome onto the initiation codon. Recognition of a RBS sequence by ribosomes induces a
toeprint during primer extension that usually occurs 16-19 nucleotides downstream of the
initiation codon (Nilsen, 2013). We used the two different radiolabeled primers TETMPRINT
and RBSTETM-R targeting the RBS of tet(M) and that of the putative leader peptide (Su et
al., 1992), respectively (Figure 1B). With the TETMPRINT primer, three different toeprints
(Aso0, G292 and Uze0) were detected (Figure 6A). The position Gz corresponds to the
expected tet(M) RBS (Figure 1B). Being close to Gag2, Aso0 may be the result of structural
changes due to ribosome binding. For Ui, it is located ~15-20 nucleotides downstream of
an AUG that has a putative RBS (GGGA) suggesting that another leader peptide might exist
(Figure 1B). Note that the stop at the position A;33 was independently observed regardless
of the ribosome concentration and corresponded to the end of the stem-loop of the
ern0030 rho-independent transcription terminator, which is undoubtedly a very robust

structure (Figure 6A).
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The research of the putative peptide leader RBS was also performed with RBSTETM-R
primer. According to Su et al. (Su et al., 1992), the expected theoretical ribosome toeprint
should have been detected between positions Ui and U4 (Figure 1B). However, none
toeprint was observed suggesting that this putative leader peptide does not exist or is not
involved in ribosomal recruitment and regulation of tet(M) expression (Figure 6B). The role
of this putative peptide leader was also challenged by studying the
Aus0004_pAT29Qtet(M)-TGA172-174 strain that carried pAT29Qtet(M) (that contained both
ern0030 and tet(M) genes) with an unique mutation (ATG > TGA) in the translation
initiation codon of the putative peptide leader (Supplementary Tables S1 and S2). Despite
the absence of leader peptide translation, tetracycline MICs were similar (only one-dilution
difference) between Aus0004_pAT29Qtet(M) and Aus0004_pAT29Qtet(M)-TGA172-174 strains
(Table 1), indicating that this putative leader peptide (if it does exist) has no major role in
tetracycline-mediated regulation of tet(M) regulation. Finally, it has been demonstrated
that tetracycline could interact with double-stranded RNAs (Chukwudi and Good, 2016) and
hypothetically might interfere with ribosomal interaction. This ability to alter ribosome
binding onto the mRNA was also evaluated by toeprint assays, but we did not detect
differences regardless of tetracycline concentration (Supplementary Figure S3). Another
argument suggesting another regulation mechanism is that it has been previously
demonstrated that a partial deletion of 5’ Ptet (mutant BTR22), which does not include
the peptide leader orf12, is more resistant to tetracyclines with upregulation of tet(M)

(Beabout et al., 2015).
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CONCLUSION

Here, we have for the first time investigated the role of a regulatory RNA (ern0030)
expressed in E. faecium. We have demonstrated that ern0030 had a role in regulation of
tet(M) expression. Even though further investigations are needed, results obtained here
indicate the existence of alternative or complementary mechanism(s) of tet(M) regulation
other than transcriptional attenuation. The complexity of regulation tet(M) expression has
also been pointed out since it has been demonstrated that the transcription of tet(M) from
Tn916 was induced by SICs of other antibiotics (such as spectinomycin and MLS) or biocides
(such as ethanol) (Scornec et al., 2017; Seier-Petersen et al., 2014). Besides its role in the
regulation of the tet(M) resistance gene, ern0030 may also be involved in the control of
the transfer of Tn916 and then the dissemination of antibiotic resistance genes (Roberts

and Mullany, 2011; Beabout et al., 2015).
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519 Table 1. MIC values (mg/L) of tetracycline and tigecycline against the different E. faecium

520 strains.
E. faecium Tetracycline Tigecycline
Aus0004 0.12 0.01
Aus0004™ 32 0.03
Aern0030-Aus0004™ 4 0.03
Aus0004™ _pAT29 32 0.03
Aus0004™_pAT29Qern0030 32 0.03
Aern0030-Aus0004™ _pAT29 4 0.03
Aern0030-Aus0004™_pAT29Qern0030 4 0.03
Aus0004_pAT29 0.12 0.01
Aus0004_pAT29QtetM 64 0.25
Aus0004_pAT29QtetM-Ao4-238ern0030 32 0.12
Aus0004_pAT29QtetM-TGA172-174 32 0.03
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Figure 1 | Genetic environment of chromosomal ern0030 and tet(M) genes in E. faecium strains.

(A) Genetic organization of ern0030 and tet(M) genes in E. faecium Aus0004 and derivative strains (Supplementary Table S1). Open reading
frames (ORFs) are indicated by horizontal arrows. Putative transcription terminators, predicted with ARNold finding terminator software
(Naville et al., 2011), were indicated by loops. The tet(M) gene actually corresponds to both EFAU004_00063 and EFAU0004_00067
annotated genes (Genbank accession no. CP003351.1).

(B) Annotated nucleotide sequence of the 5’ untranslated region of tet(M). The -35 and -10 promoter boxes are in bold as well as the
transcription start site (+1) from which the numbering starts. The white triangle corresponds to the 3’ end of ern0030. Putative ribosome
binding sites (RBS) of ern0030, the putative leader peptide and tet(M) are indicated as well as translation initiation codons of the putative
leader peptide and tet(M). The rho-independent transcriptional terminator (comprising the stem-loop between positions 204 and 233) and
the putative leader peptide sequence are represented. Positions of Northern blot probes and toeprint primers (Supplementary Table S3) are

indicated. Toeprint positions (Figure 6A) are symbolized by black triangles.
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Figure 2 | Expression of ern0030 transcripts with or without induction by tetracycline SIC

in E. faecium Aus0004.

Northern Blots were performed on total RNAs extracted from Aus0004 cells collected at an

ODs of 1, 2.2 and 3 corresponding to mid (ME), late (LE) exponential and early stationary

(ES) phases of growth. The RNAs were extracted on cells grown in the absence (-tet) or

presence (+tet) of tetracycline SIC (equivalent 1/32 of MIC). The detection of transcripts

was performed by using three different probes (Figure 1B, Supplementary Table S3).

tmRNA levels were used as internal loading controls. The data show a representative

experiment among three independent biological replicates.
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Figure 3 | Half-life measurement of ern0030 (A) and tet(M) (B) transcripts in E. faecium
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After reaching the ME phase, rifampicin was added at t = 0. RNA abundance was measured
by absolute RT-qPCR (number of copies by ng of total RNAs) and half-lives (in seconds)

were determined by nonlinear one phase decay.
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Figure 4 | Expression levels of tet(M) (panels A) and ern0030 (panel B) in E. faecium
strains in the presence or absence of tetracycline SIC.

Total RNA samples were collected from bacterial cells grown until mid-exponential (ME)
phase in BHI broth supplemented (grey bar) or not (white bar) with tetracycline SIC
(equivalent to 1/32 of MIC). Transcript levels (expressed as copy numbers per ng of RNA) in
each sample were determined by absolute quantification. The multiple comparison
between each sample was done by the Tukey test (p-value adjusted: * < 0.05, *** < 0.001,

**** < 0.0001). Error bar shows 95%Cl between three independent biological replicates.
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Figure 5 | Expression of ern0030 and tet(M) transcripts with or without induction by

tetracycline SIC in Aus0004™ and Aern0030-Aus0004™ strains.

Northern Blots were performed on total RNAs extracted from Aus0004™ and Aern0030-
Aus0004™ cells collected at an OD of 1 corresponding to mid exponential (ME) phase of
growth. The RNAs were extracted on cells grown in the absence (-) or presence (+) of
tetracycline SIC (equivalent 1/32 of MIC). The detection of transcripts was performed on
two different probes, one with a ern0030-specific probe and another with a tet(M)-specific
probe (Supplementary Table S3). tmRNA levels were used as internal loading controls. The

data show a representative experiment among three independent biological replicates.
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Figure 6 | Translational toeprint assays on 5’ untranslated region (5’ UTR) of tet(M).

The cDNAs were synthetized using primers TETMPRINT (A) and RBSTETM-R (B) that target
the RBS of tet(M) and that of the putative leader peptide, respectively. Concentrations of
70S ribosomes were indicated as follows: RO: 0 nM, R1: 0.25 nM, R2: 0.5 nM, R3: 1 nM, R4:
1.9 nM. Positions of toeprints are represented by black triangles according to ern0030
numbering (Figure 1B). The position Azs; corresponds to the end of the stem-loop of the

ern0030 rho-independent transcription terminator.
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Supplementary Table S1 | Bacterial strains used in the study.

Strains Relevant characteristics Reference

E. faecium

Aus0004 vanB-positive reference strain, isolated in Australia, 1998 (Lam et al., 2012)
Aus0004™ Mutant derived from Aus0004 with functional tet(M) (see Figure 1A) This study
Aern0030-Aus0004™ Aus0004™ deleted for ern0030 (see Figure 1A) This study
Aus0004™_pAT29 Aus0004™ carrying empty pAT29 vector This study
Aus0004™_pAT29Qern0030 Aus0004™ carrying recombinant plasmid pAT29Qern0030 This study
Aern0030-Aus0004™ _pAT29 Aern0030-Aus0004™ carrying empty pAT29 vector This study
Aern0030-Aus0004™_pAT29Qern0030 Aern0030-Aus0004™ carrying recombinant plasmid pAT29Qern0030 This study
Aus0004_pAT29 Aus0004 carrying empty pAT29 vector This study
Aus0004_pAT29Qtet(M) Aus0004 carrying recombinant plasmid pAT29Qtet(M) This study
Aus0004_pAT29Qtet(M)-Az04.238€rn0030 Aus0004 carrying pAT29Qtet(M)-Azo4-238€rn0030 This study
Aus0004_pAT29Qtet(M)-TGA172-174 Aus0004 carrying pAT29Qtet(M)-TGA172-174 This study

E. coli

XL1blue Strain used for 5’3’RACE mapping and cloning Stratagene®
EC1000 Strain used for cloning (Leenhouts et al., 1996)
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Supplementary Table S2 | Plasmids used in the study.

Plasmids Relevant characteristics? Reference

pGEM-T High-efficiency TA cloning vector used for 5’3’RACE mapping (Amp") Promega®

Temperature-sensitive pG(+)host9-derived shuttle vector used for gene
pWS3 ) ] (Zhang et al., 2011)
disruption (Spc")

pAT29 High-copy-number promoterless shuttle vector used for cloning (Spc") (Trieu-Cuot et al., 1990)

pAT29 containing ern0030 with its native promoter and rho-independent )
pAT29Qern0030 This study
terminator (Spc')

pAT29Qtet(M) pAT29 containing both ern0030 and tet(M) genes (see Figure 1A) (Spc', Tet") This study

pAT29Qtet(M) with a 35-nt deletion in ern0030 comprising its rho-independent )
pAT29Qtet(M)-Az4-233€rn0030 ) This study
terminator (see Figure 1B) (Spc', Tet")

pAT29Qtet(M) plasmid with an unique mutation (ATG - TGA) in the translation )
pAT29Qtet(M)-TGA172-174 . _ . This study
initiation codon of the putative peptide leader (see Figure 1B) (Spc', Tet")

dAmp', ampicillin resistance; Spc', Spectinomycin resistance; Tet', tetracycline resistance.
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Supplementary Table S3 | Oligonucleotides used in the study.

Name Nucleotide sequence (5’-3’) Purpose

sRNAOO30F1 CATGTGATTCTAAAGTATCCAG

sRNAOO30F2 CTGTATGCTTTGTATACCTATGG s .
5’3’RACE mapping

SRNAOO30R1 AAAGGTATTCTTAAACTGGG of ern0030

sRNAOO30R2 CTAAGCCCTCCTAAAAAAGGACATC

sRNAOO30R3 CCCGCTATCAAATTGACAGTT

KOern0030F 1 CTATGAATTCAGCTTTCATGTGGTTGTCCATATAG

KOern0030F2 TTTTTATGCCCTTTTGGGTTTTTGAATGG

KOern0O030R1 CCAAAAGGGCATAAAAACTTAAATAATAGCACGTAAGAGC Knockout deletion

KOern0030R2 GTTCGAATTCCTGTTTGATTACAATTTCGGCAG of ern0030

KOern0030vF TTGGAGATTCCTTTACAAATATGC

KOern0030vR TTTCCTGCATCAACATGAGC

KOdfrGF1 AGAAGGAATTCCAAAGGTACAACGAGGACGG

KOdfrGF2 ATACGCCTTTATAGTGGAGTACTACATTTACGAGATTCG

KOdfrGR1 CTCCACTATAAAGGCGTATATATGCAAGACGTTGTCTTT Restoration

KOdfrGR2 GTTCCAGAATTCCTAAAGGCTTGCTCCAGTAC of tet(M) function

vF-KOdfrG CATCAACACATCGAGGTCCG

VR-KOdfrG CTCCAGAATAAGCTCTATCAATCTTAC

pCern0030F GGTGGTGGATCCCAAATATTGGTACATGATTACAG

pCern0030R GGTGGTGAATTCGTGATTTTCCTCCATTCAAAAAC

F-Dloopern0030
R-Dloopern0030
R-StopPLtetM
F-StopPLtetM

ATGCCCTTTTGGGTTTTTGA
AACCCAAAAGGGCATTTTTTATGCATAACCATAGGTATAC
TACAAAGTCAACAGATATTCTCTGGATACTT
TACTGTTGACTTTGTATACCTATGGTTATGC

Construction of
recombinant
plasmids

R-pCtetM GGTGGTGAATTCCAAAAAGAGCCGATAAGATGAG

M13F GTAAAACGACGGCCAGTG

M13 Reverse short CAGGAAACAGCTATGAC Verification of
pWS3F1 TTTCCCAGTCACGACGTTGT recombinant
pWS3R1 ACTGACAGCTTCCAAGGAGC plasmid
pPAT29vF GTAAAACGACGGCCAG constructions
pPAT29vR CAGGAAACAGCTATGAC

qPCRsRNAOO30F CATGTGATTCTAAAGTATCCAGAGA

qPCRsRNAOO30R TGCATAACCATAGGTATACAAAGCA

qPCRTETMF CGATTACAGAATTAGGAAGCG RT-qPCR
qPCRTETMR GATGTTCACCTTCGTATTTTCC

adk-F CCGCACATCTCAACAGGAGA

adk-R AGGCCAAGAGCTGTTTCGTT

T7ern0030F TAATACGACTCACTATAGGGTGACTATTTAAAAGGAGTTAATAAATATGCG In vitro
R-PCRTETM GTCCTCGTTGTACCTTTGTC transcription
F-PCRTETM GGAGTTTTAGCTCATGTTGATGC

F-ORF CCCTTTTGGGTTTTTGAATGGAG RT-PCR
F-PCRern0030 GGAGTTAATAAATATGCGGCAAGG

NBtmRNA TCGCTAGTCTGATGTTCTCTTTTTC

NBTetM CGCTTCCTAATTCTGTAATCGC

NBern0030* GGTATTCTTAAACTGGGTACAAAAA Probes for
NBRBSputPLern0030 AGGTATACAAAGCATACAGATATTCTCTGG Northern blot

NB5’ern0030

CAGTTTATTTAAGAATACCTTGCCGC

NBdfrG GGTTCTTCCTACCTAATATTATCGG
TETMPRINT CTCCACTGTTATATAATAAGC oeorint aseavs
RBSTETM-R CATGTGATTTTCCTCCAT P y

*Probe for ern0030 used previously (Sinel et al., 2017).
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Supplementary Figure S1 | Validation of the Aus0004™ strain by Northern Blot.

Northern Blots were performed on total RNAs extracted from Aus0004™ cells collected at an
OD of 2.1 corresponding to the late exponential phase of growth. The RNAs were extracted
on cells grown in the absence (-) or presence (+) of tetracycline SIC (equivalent 1/32 of
MIC). The detection of transcripts was performed by using tet(M)-specific and dfrG-specific
probes (Supplementary Table S3). tmRNA levels were used as internal loading controls. The

data show a representative experiment among three independent biological replicates.
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Supplementary Figure S2 | Mapping of the 5’ untranslated region (5’ UTR) of tet(M) by RT-
PCR.

(A) Schematic representation of the genetic environment of ern0030 in E. faecium Aus0004
(Genbank accession no. CP003351.1). Black labeled lines (A-G) indicate the regions of
interest for amplification. The two primers used for reverse transcription are represented by
arrows.

(B) Visualization of PCR-amplified products using cDNAs as matrix (RT +). Genomic DNA was

used as positive control and DNAse-treated RNAs as negative control (RT -).
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Supplementary Figure S3 | Translational toeprint assays on 5’ untranslated region (5’ UTR)
of tet(M).

The cDNAs were synthetized using the TETMPRINT primer that target the RBS of tet(M).
Concentrations of 70S ribosomes were indicated as follows: RO: 0 nM, R4: 1.9 nM.
Concentrations of tetracycline were from 0 to 288 uM (0 M; 281 nM; 9 pM; 288 pM). Positions
of toeprints are represented by black triangles according to ern0030 numbering (Figure 1B).
The position Az3 corresponds to the end of the stem-loop of the ern0030 rho-independent

transcription terminator.
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Ill. Régulation de deux aaRS par le T-box riboswitch ern2050

A. Résumé de ’article 2
1. Présentation

Ce travail présente U'investigation fonctionnelle d’un autre des premiers petits ARN mis en
évidence chez E. faecium : ern2050 (Sinel et al., 2017a). Apres les premiéres analyses de
transcriptomique globale par RNAseq, on a pu décrire ern2050 comme un régulateur post-
transcriptionnel des deux genes hisS et aspS codant pour des aminoacyl-ARNt synthétase
(aaRS). Cet ARN présente les séquences consensus d’un riboswitch de type T-box. Cet
article est le fruit d’une collaboration avec les Dr F.DR. Wencker et Pr W. Ziebuhr (Equipe
« nosocomial infection » de '« institue for molecular infection biology », université de
Wiirzburg, Allemagne), ayant caractérisé expérimentalement la structure secondaire
d’ern2050 et approfondi les expérimentations d’interaction entre les ARNt et ern2050

(expériences toujours en cours).

Les différents objectifs de ce travail ont été :

Décrire le role fonctionnel de ’ARN ern2050,

Mettre au point un milieu de culture chimiquement défini pour E. faecium,

Valider expérimentalement (caractérisation structurale, transcriptomique,
phénotypique et mécanistique) UARN ern2050 comme un régulateur de type T-box
riboswitch,

Décrire le réseau de régulation impliquant ern2050.

Comme pour ’étude fonctionnelle des autres ARN, des souches d’étude ont été produites
(mutant délété et trans-complémenté) [Article 2, figure 1A]. Une analyse transcriptomique

globale comparative par RNAseq a été effectuée pour déterminer le type activité (cis ou
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trans). Apres avoir catégorisé cet ARN comme un T-box riboswitch, 'objectif a été de

valider cette hypothése expérimentalement notamment par :

In-line probing pour confirmer qu’ern2050 soit structurellement proche des autres
T-box riboswitchs,

Utilisation de milieu pauvre dépourvu de différents acides aminés pour déterminer
la condition d’adaptation d’ern2050,

Retards sur gel pour mettre en évidence l’interaction entre ern2050 et les ARNt

spécifiques de ce systeme.

2. Principaux résultats

Les principaux résultats de ce travail sont les suivants :

Données de transcriptomique globale montrant une variation d’expression
significative (DEseq analyse, p-value <0,01) pour 22 genes entre les souches
Aus0004 et Aern2050 et seulement pour 5 génes entre la souche ern2050 trans-
complémentée et celle avec le plasmide controle [Article 2, Table1].

Validation de la régulation par ern2050 de deux synthétases co-transcrites (hisS et
aspS) : surexpression dans la souche délétée Aern2050 des deux génes en RNAseq
(Fold-change a 5,5 et 6,1 pour hisS et aspS, respectivement) et RT-qPCR (Fold-
change a 7,2 et 8,1 pour hisS et aspS, respectivement) [Article 2, Table 1 et Figure
1B].

Validation expérimentale de la structure secondaire de type T-box riboswitch
d’ern2050 : les séquences consensus sont bien situées sur des régions simple brin, la
structure est composée de 3 « stem », dont la premiéere contient bien le « Kink-
turn » et la « specifier loop ». La tige-boucle terminatrice prédite est également

validée expérimentalement [Article 2, Figure 2].
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Mise en place d’un milieu chimiquement défini et détermination des AA essentiels
chez E. faecium : la souche Aus0004 est auxotrophe pour 10 AA incluant [’histidine,
prototrophe pour 7 AA incluant aspartate et braditrophe pour 3 AA [Article 2,
Figure 4].

Validation expérimentale d’une double interaction d’ern2050 avec les 2 ARNt pris
en charge par les deux synthétases régulées : un retard sur gel est observable entre
ern2050 et les deux ARNt™ et ARNt*P, mais pas pour UARNt™" (utilisé comme
controle). Néanmoins, la fraction d’ARNt libre reste tres importante [Article 2,
Figure 3 et S2].

Mise en évidence de ’importance de ’homéostasie de ’aspartate chez E. faecium :
la souche délétée a une croissance inférieure a la souche sauvage dans un milieu
dépourvu d’aspartate [Article 2, Figure 5].

Mise en évidence du mécanisme de régulation d’ern1900 étant également de type
T-box riboswitch spécifique de ’histidine, avec la régulation de génes codant des
protéines hypothétiques impliqué dans Uimport de Uhistidine: la délétion
d’ern2050 semble induire indirectement une répression de ’expression de ’opéron
hisXYZ, probablement induit par [’augmentation d’ARNt™ amino-acylé avec

’histidine [Article 2, Figure 6].
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ABSTRACT

A set of small RNAs was previously identified in Vancomycin-resistant Enterococcus faecium, a
leading cause of nosocomial infections. We describe here the function of ern2050, which acts as T-
box riboswitch to regulate transcription of downstream hisS and aspS, aminoacyl-tRNA synthetases
genes. Comparative RNAseq between E. faecium Aus0004 and isogenic ern2050 mutant identified
genes whose expression is influenced by the RNA. Structural probing of ern2050 deciphered typical T-
box riboswitch-specific elements, including a specifier loop, a T-box consensus sequence and a
terminator helix. In vitro binding assays between the riboswitch and either tRNAAsP or tRNAHs indicate
that each deacylated tRNA interacts with the T-box riboswitch. Their anticodons bind to a GACAC
sequence motif within the specifier loop (with GAC and CAC representing Asp and His codons,
respectively), whereas tRNA™" (UA/C-U) does not. Evaluation of E. faecium amino acid auxotrophy,
with emphasis on E. faecium strain Aus0004, revealed auxotrophy for histidine but not for aspartate.
Comparative growths between Aus0004 and Aern2050-Aus0004 further demonstrate that the

riboswitch supports growth under aspartate starvation. This is the first example of a functional
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riboswitch in E. faecium with two overlapping codons allowing a dual tRNA-dependent regulation at

transcriptional level.

INTRODUCTION

Enterococci are commensal Gram-positive bacteria from human and animals guts (1). However, they
became major opportunistic pathogens, and are involved in many serious healthcare-associated
infections with the emergence of multidrug-resistant (MDR) clinical isolates, especially vancomycin-
resistant Enterococcus faecium (VREF) (2—4). The epidemiological success of VREF is due to a
worldwide dissemination of a specific MDR clonal complex, CC17 (4, 5). This widespread
dissemination is because E. faecium can cope with numerous environmental stresses thanks to its
genomic plasticity, adaptive metabolism, and efficient regulations of gene expression by transcriptional
factors, riboswitches and small regulatory RNAs (sRNAs).

sRNAs regulate target gene expression at post-transcriptional levels for fitness, metabolic adaptation
or antibiotic resistance (6-8). sRNAs are ~50 to 600 nucleotides-long, usually non coding, and
modulate gene expression by cis- or trans-acting mechanisms (9). The first set of SRNAs expressed in
E. faecium was recently identified and contains 61 sRNAs candidates, including 10 that were validated
by Northern blots and gPCR (10). In the present study, the function of one of them, sRNA_2050
(ern2050) was investigated by a comparative transcriptomic analysis between isogenic strains. We
provide structural and biological evidences that ern2050 is a functional T-box riboswitch (11-13). This
RNA was located within the 5 leader of a polycistronic mMRNA encoding two aminoacyl-tRNA

synthetases (aaRS), i.e. Histidyl-tRNA synthetase HisS and Aspartyl-tRNA synthetase AspS.

T-box riboregulators are cis-regulatory RNAs that control the bacterial response to aminoacyl-tRNA
avaibility by binding and assessing the aminoacylation status of specific tRNAs (12, 14, 15). They
selectively bind a specific cognate tRNA and monitor its aminoacylation status to either repress or
induce expression of downstream gene(s) by controlling transcription termination/antitermination; or
translation initiation (16, 17). T-box riboswitches are RNA-based regulatory systems that fine-tune
expression of amino acid metabolism-related genes. They are widespread in numerous Gram-positive
bacteria, including many human pathogens, but despite being predicted among the Enterococcaceae
family, their experimental validation is missing (11, 18, 19). In this report, we describe a functional T-
box riboswitch in the species E. faecium. By experimentally addressing its structure and functions, we
show that the E. faecium T-box riboswitch, preceding the hisS-aspS operon, acts at transcriptional
level. Most interestingly, the system accepts two different tRNAs as specific ligands through the
presence of two overlapping codons within its specifier loop. Thus, availability of either deacylated
tRNAHMs or tRNAAsP during T-box riboswitch transcription allows complex formation, antiterminator
formation and transcriptional read-through. Moreover, we found this novel riboswitch to be essential
for growth under aspartate starvation. Together, E. faecium utilizes at least one functional riboswitch
able to interact with two cognate tRNAs, allowing dual regulation of two essential genes at

transcriptional level.
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MATERIAL AND METHODS
Strains, growth conditions and amino acid auxotrophy.

Aus0004 E. faecium reference strain and isogenic mutants (Table S1) were grown under ambient air
at 37°C in brain-heart infusion (BHI, Oxoid) broth, on BHI agar (Oxoid) or in chemically defined
medium for E. faecium (CDM-EFM). CDM-EFM contains, per liter: 6.7 g YNB with ammonium sulfate
(MP biomedicals), 10 g glucose (Sigma), 1.72 g KH2PO4 (Merck), 10.4 g of K2HPO4 (Prolabo), 1 g
sodium acetate tri-hydrate (Sigma-Aldrich), 2 mg Fe(S04)2(NHa)2 (Sigma-Aldrich), 2 mg FeCls (Sigma-
Aldrich), 4.6 mg ZnClz (Sigma), 2.5 mg CaCl2-2H20 (Sigma-Aldrich), 2 mg pyridoxal-HCI 5P (Sigma-
Aldrich), 5 mg pyridoxamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich), 1 mg nicotinic acid (Sigma), 600 ug
thiamine hydrochloride (Sigma-Aldrich), 800 ug riboflavin (Sigma), 600 pg calcium pantothenate
(Sigma-Aldrich), 1 mg biotin (Sigma), 15 mg MnSO4 (Sigma), 10 mg Xanthine (Sigma), 10 mg Uracil
(Sigma), 10 mg Guanine Hydrochloride (Aldrich), 10 mg adenine (Sigma), 2.5 mg Lipoic acid (Sigma),
300 mg L-Arginine (Arg, Sigma), 300 mg L-Histidine (His, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Isoleucine (lle,
Sigma-Aldrich), 300 mg L-Leucine (Leu, Sigma), 300 mg L-Methionine (Met, Sigma), 300 mg L-Valine
(Val, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Glutamine (Glu, Sigma), 300 mg L-Glutamic acid (Glu, Sigma), 300 mg
L-Phenylalanine (Phe, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Tryptophan (Trp, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Aspartic
acid (Asp, Sigma), 100 mg L-Tyrosine (Tyr, Sigma), 300 mg L-Cysteine (Cys, Sigma), 300 mg L-
Alanine (Ala, Sigma), 300 mg L-Asparagine (Asn, Sigma), 300 mg L-Glycine (Gly, Eurobio), 300 mg L-
Lysine (Lys, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Proline (Pro, Sigma-Aldrich), 300 mg L-Serine (Ser, Sigma)
and 300 mg L-Threonine (Thr, Sigma-Aldrich). Escherichia coli strains (Table S1) were grown under
ambient air and agitation (160 rpm) at 37°C in Luria-Bertani (LB, ThermoFischer Scientific) or on LB
agar (ThermoFischer Scientific). The pAT29 and pWS3 plasmids were used for cloning and knock-out
deletion, respectively (Table S1).

E. faecium amino acid auxotrophy was done by growth on CDM-EFM, omitting a single amino-acid (-
AA) (20). E. faecium overnight cultures in BHI were washed by sterilized water and diluted in fresh
CDM-EFM-AA to a 0.1 ODeoonm, then cultured at 37°C.

RNA extraction, RACE mapping and Northern Blots.

Total RNA extraction was performed as previously described (21). Cells harvesting was done at three
growth phases: mid-exponential (ME), late-exponential (LE) and early-stationary (ES) phases,
corresponding to ODssoonm Of 1, 2.2, and 3, respectively. Cells were broken using acid-washed glass
beads (Sigma-Aldrich) in presence of phenol pH 4 (Sigma-Aldrich), with a FastPrep cell diruptor
(FP120, MP biomedicals). Total RNAs were extracted by phenol/chloroform and ethanol precipitated
overnight. RACE mapping was performed as previously reported (22) on cells collected at ME growth
phase in BHI broth. Total RNAs (5 pg) from E. faecium Aus0004 were circularized using T4RNA ligase
(Promega), reverse transcribed by M-MLV RT (Promega) using primer sSRNA2050R1 (Table S2). The
cDNAs were used for two consecutive PCR reactions using the sRNA2050R2-F1 and sRNA2050R2-
F2 primers (Table S2). The PCR products were cloned into pGEMT vector (Promega), transformed
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into E. coli XL1blue (Table S1), and sequenced using a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Thermofischer scientific) with a M13 primer (Table S2). Northern blots were performed with RNA
extracts from the three growth phases (ME, LE and ES). The RNA samples (5 to 20 ug) were loaded
onto denaturing 8% PAGE and transferred on Hybond N+ membranes (GE Healthcare). The RNAs
were probed with Y32P 5’-labeled oligonucleotides (Table S2) in ExpressHyb solution (Clontech) and
scanned after an exposure with a Typhoon FLA 9500 scanner (GE Healthcare).

RNA deletion and overexpression strains construction

An ern2050-deleted E. faecium Aus0004 mutant was constructed by allelic exchange with a truncated
copy of the gene corresponding to 5’-3’ positions of ern2050 using pWS3 and specific primers (Tables
S1-S2), as described (23). The ern2050 gene with its native promoter and rho-independent terminator
was cloned into pAT29 shuttle vector (24) using specific primers (Tables S1-S2). The recombinant
plasmid was introduced into E. coli EC1000, and then into E. faecium Aern2050-Aus0004. Empty
pAT29 plasmid was used as control. The transformants were selected on media containing 100 mg/L

(E. coli) or 300 mg/L (E. faecium) spectinomycin.
RNAseq experiment

E. faecium Aern2050-Aus0004 and Aus0004, Aern2050-Aus0004 pAT29 and Aern2050-
Aus0004_pAT29Qern2050 strains (Table S1) were cultured at 37°C until LE growth phase (ODsoonm
2.2) in BHI broth supplemented by 300 mg/L spectinomycin if necessary and total RNAs were
extracted by phenol/chloroform and ethanol precipitation. Residual chromosomal DNAs were removed
using the Turbo DNA-free kit (Invitrogen). RNA integrity, concentrations and purity were verified by
Bioanalyzer (Agilent). The RNA samples were sent to ViroScan3D® (Lyon, France) for ribosomal RNA
depletion and sequencing. The strand-specific library preparation was performed using the Ovation
Universal Prokaryotic RNA-Seq kit (Nugen) with custom depletion (Anydeplete rRNA design
Enterococcus faecium) and the samples were sequenced using the lllumina NextSeg500 instrument
(multiplex protocol, single-end 75-bp reads). For each strain, independent biological duplicates were
performed. For bioinformatic analysis, reads were mapped against the chromosome sequence of E.
faecium Aus0004 (GenBank accession numbers CP003351.1) using the CLC Genomics Workbench
software v10.0.1 (CLCbio, Qiagen, San Diego, CA, USA). Fold-change (FC) values, reads per
kilobase per million mapped (RPKM) determination, and statistical analysis were performed using the
CLC Genomics Workbench and DESeq2 R package (25). Gene expressions were identified using a
log2 absolute fold change and values greater or lower than 2 were considered as induced or repressed,
respectively, while statistical significance was defined when adjusted p-value <0.05. Mean expression

and logz2 FC values for each gene were plotted and visualized as a MA plot figure.
Quantitative RT-PCR

The RNAs were treated by the Turbo DNA-free kit (Invitrogen). The amount of treated RNAs was
adjusted to 40 ng per sample, and the reaction used a Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit
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(ThermoFischer Scientific). The quantification of gene expression was done with a standard calibration
of each gene (Validated if correlation r2 >0.99). The adk gene was used as housekeeping gene to
estimate the homogeneity between the samples. The details about RT-gPCR processing are provided

in Supplementary Method.
In-line probing

The DNA templates that contain a T7 promoter sequence for in vitro transcription using the
MEGAscript® T7 Kit (Ambion) were generated by PCR. The Oligonucleotides and DNA templates
used to generate the individual T7 templates were listed in Supplementary Table S2. The details about
in vitro T7 transcription and in-line probing experiments are provided in supplementary Method and
supplementary Table S3.

tRNA/T-box interaction assays

Transcription was performed using MEGAscript® T7 Kit from the PCR-amplified templates from E.
faecium Aus0004 (Tables S1-S2). The tRNAs were transcribed and purified by phenol-chloroform and
ethanol precipitation. After integrity and length control on denaturing 10% PAGE, these tRNAs were
radiolabeled as described (26). The tRNA/T-box binding assay were conducted as previously
described (27), and ern2050 in vitro transcription was done in the presence of a radiolabeled tRNAs,
either tRNAHs tRNAAsP or tRNATY', The transcription products (table S3) were separated onto 6% or 10%
native PAGE and scanned after exposure onto a Typhoon FLA 9500 scanner (GE Healthcare).

RESULTS

ern2050 length determination, deletion and trans-complementation

By RACE mapping, the size of the ern2050 RNA was determined at 233 nucleotides (nt), mapping to
genomic positions 2519789 (5’-end) and 2519552 (3’-end) on the Aus0004 chromosome (Figure S1).
Its 3™-end matches the presence of an upstream stem-loop terminator, predicted by ARNold finding
terminator software (28). Using these coordinates, the Aern2050-Aus0004 deletion mutant was
constructed. Aern2050-Aus0004 was transformed with empty pAT29 (Aern2050-Aus0004_pAT29,
negative control) and trans-complemented with pAT29Qern2050 (Aern2050-
Aus0004_pAT29Qern2050, Figure 1A) (Table S1). Northern hybridizations at mid exponential (ME),
late-exponential (LE) and early-stationery (ES) growth phases revealed that in strain Aus0004,
ern2050 expression was detected early and decreases during growth (Figure 1A). As expected, no
transcript was detected in the deletion mutant (Figure 1) while ern2050 is overexpressed in the
deletion mutant complemented with a plasmid carrying the endogenous promoter of ern2050, with an

expression profile following that of Aus0004 (Figure 1A).

The growth in either BHI medium or TS medium and BHI supplemented to 0.02% of a deoxycholic-
cholic acid mix of strains Aus0004, Aern2050-Aus0004, Aern2050-Aus0004 pAT29 and Aern2050-
Aus0004_pAT29Qern2050 were comparable.
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ern2050 RNA influences expression of two adjacent aaRS genes

To get an insight into the general function of ern2050 in E. faecium, comparative RNAseq experiments
were performed on RNAs extracted at the LE phase of the four E. faecium isogenic strains (Table S1).
A total number of reads ranging between 16 and 33 million for each strain and conditions were
obtained, with a low percentage (from 1.2 to 7.3%) of mapped rRNA genes, implying an efficient rRNA
depletion (Table S4). The reproducibility of the experimental duplicates was acceptable (r2 > 0.87),
and ern2050 expression levels of the four strains was in accordance with independent Northern blots
performed (Figure 1A). The normalized count mean for ern2050 expression was 0 in Aern2050-
Aus0004, as expected. Between Aus0004 and Aern2050-Aus0004, 22 genes displayed altered
transcript levels (FC < -2 or > 2, and adjusted p-value < 0.01), with 13 upregulated and 9
downregulated genes (Table 1). 15 of these 22 genes were assembled into five predicted operons.
Two were predicted to express permeases, two others operons contained genes involved in pyrimidine
and chorismate biosynthesis, and the last operon comprised two genes expressing aminoacyl-tRNA
synthetases (aaRS).

Upon over expression of ern2050 in Aern2050-Aus0004_pAT29Qern2050, only five genes showed
significantly altered levels (Table 1). These comparative RNAseq results suggest that ern2050 RNA is
probably not a trans-acting sRNA. The RNAseq experiments further revealed that expression of three
genes located immediately downstream of ern2050 was significantly upregulated (4 to 6-fold) when
ern2050 is deleted (Table 1). These genes comprise an operon harbouring the histidyl-tRNA
synthetase gene hisS, the aspartyl-tRNA synthetase aspS, as well as gene EFAU004_ 02494, a
hypothetical protein with analogy to the YitT family of general stress proteins. We analysed further the
expression of these genes by RT-qPCR experiments, confirming their upregulations when ern2050
was lacking (Figure 1B). These combined data suggested that ern2050 may act as a cis-regulatory
element that controls hisS-aspS-EFAU004_02494 operon expression.

Structure probing in solution indicates that ern2050 is a T-box riboswitch RNA leader.

A closer inspection of ern2050 nucleotide sequence revealed the presence of a 14 nucleotide stretch
(5'-UAGGUGGUACCG-3', positions 181-194), with similarity to T-box motifs (14), suggesting that
ern2050 might form a T-box riboswitch upstream the aminoacyl-tRNA synthetase genes (Figure S1).
To challenge this hypothesis experimentally, we explored ern2050 solution structure by in-line probing.
ern2050 secondary structure was determined in its ‘off-state’ (i.e. without tRNA ligand) by in-line
probing experiments (Figure 2A) (29). The approach was augmented by computational folding
predictions using mfold (30), with experimental data being entered into the program as constraints to
subsequently build an ern2050 RNA secondary structure model in its ‘off-state’ that would recapitulate
(Figure 2B; the predicted structure of the antiterminator is also shown). In-line probing is a non-
enzymatic experimental approach that employs the tendency of RNAs to spontaneously degrade
according to their secondary structures. Unpaired nucleotides within single-stranded RNA regions

have high flexibility allowing adjacent nucleotides to enter the so-called in-line geometry. This
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conformation triggers the slow, non-enzymatic cleavage of the phosphodiester bond in the RNA
backbone, by a nucleophilic attack of the 2’ oxygen on the adjacent phosphorous center) (31). Double-
stranded RNA regions and nucleotides involved in long-range interactions are more rigid which
prevents nucleotides to enter the in-line conformation, preventing cleavage. Overall, the approach
revealed that ern2050 harbors structural elements associated with T-box riboswitch function such as
stem |, stem Il, stem [IA/B pseudoknot and stem lll, as well as a terminator helix, as described below
(Figure 2) (12).

Stem | structure and motifs.

Towards ern2050 5' end, a kink-turn element was identified at the base of stem | (nt Us-Az23) consisting
of an asymmetric loop (G11-A23/Gi1oe-A111) cut in the in-line experiments flanked by two short helices
that are not clived. Despite of an enlarged 5’ portion of the loop (13 instead of 6 nucleotides), the
overall arrangement of the ern2050 kink-turn matches the structures conserved in many S- and T-box
riboswitches, including a 5’-GA-3’ motif flanking the loop on both sides (12, 32). Adjacent to the kink-
turn structure a specifier loop is present (Gz27-Ass/Ces-Ci0s) that harbors two overlapping specifier
codons (G101AC103 (Asp), C103ACi0s (His) (marked in green in Figure 2B), which are expected to
interact with the anticodons of cognate Asp- and His-tRNAs, respectively. Furthermore, the distal
region of stem | contains an AG-bulge (nt Uss-Ass) with a 5-AGAGA-3’ motif (nt As2-Ass) and a terminal
loop (nt Ces-A74) with a 5-GCUGAAA-3’ motif (nt Ges-A74). These motifs (marked in orange in Figure
2B) are highly conserved in T-box-riboswitches and were shown to interact with each other to form a
platform for tRNA elbow recognition and binding (33, 34). In agreement with this function, both
sequences in ern2050 are protected from degradation in the in-line experiments (Figure 2A),

suggesting their interactions and similar function as in other T-box systems.
Stem Il and stem IIA/B pseudoknot.

Next to stem |, in-line probing is compatible with the presence of stem Il and a stem IIA/B pseudoknot,
both representing conserved structures in most T-box riboswitches (12). Stem Il (nt G115-C134) of
ern2050 lacks an internal S-turn motif usually present in stem |l of other T-box riboswitches (Figure 2B)
(12). The nucleotides A140-A143 of the apical loop of stem [IA/B (nt G13s-A143) base pair with nucleotides
Uis1-Uiss of a single-stranded region immediately downstream of stem 1IA/B, to form a pseudoknot
structure that occurs in many T-box riboswitches (Figure 2A, gels #3 &4, marked in light blue in Figure
2B) (12).

Stem Ill, T-box and terminator stem.

Stem lll is highly conserved in T-box riboswitches, but of variable size and sequence (12). Stem Il of
ern2050 comprises a 6-bp-long helix (Giso-A1es/U170-C175) and a 4-nt loop (Gies-A1e9) (Figure 2A, gels #
3, 4 & 6). Stem Il is followed by a single-stranded region interspaced by a short stem (G1s3-C191)
involving the core of the T-box sequence (Uisi-Gigs) (marked dark blue in Figure 2B). Further

downstream, in-line probing identified a 12-bp-long helix (Uz07-C218/Gz224-A23s) with a 5-nt- loop (A21e-
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U223), representing the terminator stem (Figure 2A, gel #5). This structure is essential for gene
regulation by transcriptional T-box riboswitches as its immediate formation forces the RNA polymerase
to terminate transcription prematurely, which usually occurs in the absence of the uncharged cognate
tRNA ligand (i.e. when tRNAs are charged with the amino acid). The ern2050 terminator stem harbors
6 (conserved) nucleotides (C20s-U213, marked by asterisks in Figure 2B) that can also pair with
nucleotides from the T-box sequence as well, leading to the formation of a characteristic T-box loop (nt
U1ss-C101) as part of an antiterminator (Figure 2B, top). Terminator and antiterminator are mutually
exclusive structures. Only an interaction of the free 3'-CCA end of the uncharged tRNA ligands with
the T-box bulge (U1ssGGi1s7-3’) allows a temporal stabilization of the antiterminator, enabling the RNA
polymerase to transcribe the downstream genes. Altogether, the structural elements identified in

ern2050 strongly speak in favor of this RNA being a putative T-box riboswitch.
The hisS-aspS T-box riboswitch binds two tRNAs

Next, we analyzed whether or not ern2050 is functionally able to interact with tRNA ligands, which is
the indicative hallmark of all T-box riboswitch systems. Most T-box riboswitches specifically recognize
and bind one distinct tRNA species, the latter often being associated with the amino acid metabolic
pathway controlled by the system. As ern2050 precedes an operon encoding genes responsible for
Histidyl- and Aspartyl-tRNA synthesis, we hypothesized that one of these two tRNAs could interact
with the putative T-box riboswitch. While the interaction between tRNA 3’-CCA ends and the T-box
bulge is common to all tRNAs, specificity for a distinct tRNA species is usually mediated by a codon
present in the specifier loop of the T-box riboswitch that pairs with the anticodon of the uncharged
tRNA. Surprisingly, the specifier loop in ern2050 harbors two overlapping specifier codons, one for
aspartate (GAC) and one for histidine (CAC) (Figure 2), promoting the idea of a dual riboswitch
capable of accepting both tRNAs as ligands. To challenge this hypothesis, we performed in vitro
interaction assays between ern2050 and various tRNA species. Taking into account that tRNA binding
is an induced-fit process that takes place while the T-box riboswitch RNA is transcribed (33), in vitro
transcription of ern2050 was performed in the presence of either (radioactively labeled) tRNAAsP,
tRNAHMs or tRNATY", with the latter serving as negative control. Putative RNA-RNA complexes were
subsequently visualized by autoradiography in native polyacrylamide gels. Figure 3 shows that labeled
tRNAAsP binds ern2050, as expected. Moreover, another shift appears with labeled tRNAHSs, The two
tRNA-ern2050 complexes possess distinct native conformations as they migrate differently on a native
gel (Figure 3). However, the complexed tRNA fraction remained low compared to the free tRNAs
(Figure S2).

Impacts of ern2050 deletion on amino-acid starvation
Amino acid auxotrophy determination.

T-box conformations depend upon the availability of aminoacylated tRNAs (aatRNA) in the bacteria.
The level of amino acid (aa) in the growth medium could be influence this availability of aatRNA (35—

38). The relationship between ern2050 and aa starvation requires to determine the aa auxotrophy of E.
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faecium strain Aus0004. The various amino-acid biosynthesis pathways were determined in E.
faecium Aus0004 using GapMind (39) (except aa not including on GapMind software: Ala, Asp and
Glu) and challenged with our RNAseq data collected from Aus0004 (Table S6). Eight pathways were
complete and expressed (RPKM > 10): Asn, Cys, GIn, Gly, Lys, Phe, Pro and Tyr (Table S6). Other
biosynthetic pathways were incomplete or absent in the Aus0004 genome. All these incomplete or
missing biosynthetic pathways corresponded to auxotrophic aa was funded experimentally (Figure 4).
The phenotypic assay consisted to growing the Aus0004 and Aern2050-Aus0004 strains on CDM-
EFM medium, where each aa was omitted independently. For both strains, 10 aa were auxotrophs and
7 prototrophs. Despite the expression of glyA (EFAU004_02299), Gly was auxotroph. Lys, Cys and
Phe, were braditroph. The lack of Lysine was more detrimental for growth of strain Aern2050-Aus0004
compared to Aus0004.

Impacts of amino acid starvation on bacterial growth.

Aspartic acid is prototroph and Histidine is auxotroph in Aus0004 E. faecium strain. The minimal
concentration of L-Histidine required for a standard growth was 5 mg/L. Tyrosine was considered as
negative control since tRNA™" does not interact with ern2050 (Figure 3). Growth of strains Aus0004
and Aern2050-Aus0004 were compared in CDM-EFM medium, with different concentrations of Asp (0
or 5 mg/L), His (5 mg/L) and Tyr (0 mg/L) (Figure 5).

The absence of Aspartate has a negative effect on Aern2050-Aus0004 growth. When combined with
His or Tyr restrictions, growth was more severely impacted, whereas omitting only His and/or Tyr had
no effect. Surprisingly, hisS, aspS and ern2050 expression levels were not impacted by the different
aa starvations (Table S7, Figure S3). In all these media, hisS and aspS expression increased with
Aern2050-Aus0004 (Table S7), in accordance to RNAseq data.

DISCUSSION

A T-box mediated transcriptional regulation of hisS-aspS operon was reported here to be functional in
E. faecium. This is the first example of a functional T-box in this specie. A novelty in these findings
was that this new T-box RNA leader was dual, and binds each of the two tRNAs, Asp and His, that
were aminoacylated by the two downstream aaRSs by the presence of two overlapping codons within
the specifier loop. Such a two-codon T-box was reported in Clostridium acetobutylicum with tRNAAsn
and tRNAGU (40).

The hisS-aspS operon was present in other firmicutes genomes, and those were predicted to contain
an upstream T-box leader with Asp (GAC) as codon specifier (11). lts structure was determined by in-
line probing and matched the overall scaffold of cis-encoded T-box leaders acting at transcriptional
levels. The potential trans-activity of ern2050 was excluded by our comparative RNAseq data, since it

influences expression of only a handful of genes (Table 1, Table S5B).
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The two aaRS were under the same transcriptional regulation (Figure 1B, table S7). Conserved
consensus sequences were present on T-box leader RNAs (14, 41, 42) and they were located in
ern2050 sequence (Figure S1). This RNA contains a typical T-box sequence, AGUA-I box, AG box,
GNUG and F-box. This T-box RNA was annotated in TBDB T-box database, (ID F1ITD5WKQ) (19).
Specifier codon of hisS-aspS T-Box RNA leader previously described was GAC (Asp) or AAC (Asn)
depending on the strain (11). However, the specifier codon corresponding to His (CAC) overlapped
with the first codon. Among other species sequences (Table S9), at least one of the two codons was
conserved on all sequences analysed. Aus0004 has two copies of tRNAHs, both with a GUG anticodon,
and one copy of tRNAAsP with a GUC anticodon (43, 44).

In vitro transcription binding assays in the presence of each of the two tRNAs, showed that each
predicted tRNA binds the T-box RNA, whereas an unrelated tRNATyr does not (Figure 3). Thus, that
T-box RNA leader binds the two tRNAs corresponding to the two downstream aaRSs. It suggests
functionality of the T-box regulation of expression of the two aminoacyl-tRNA synthetases according to
the pool of available charged tRNAHs and tRNAAs, Genome sequence inspections (Table S9) and
tRNA analysis (43, 44), all strains analysed could bind at least one of the two tRNAs, but not always a

double binding capacity, that could be considered as a further bacterial adaptation.

The T-box riboswitch deletion influenced expression of other operons (Table 1), likely indirectly. In fact,
the operon EFAU004_00962-00971 was the pyrimidine biosynthetic operon using aspartate as
precursor to produce UMP. This operon is regulated by riboswitch mediated by the regulatory protein
PyrR (45, 46) (Figure 6A). The complex PyrR-UMP could interact with riboswitch and promotes
termination conformation. With Aern2050-Aus0004 strain, the high aspS expression cause decreasing
aspartate availability needed for UMP biosynthesis (Figure 6B). In UMP starvation, PyrR has
complexed with PRPP or GTP. In absence of the complex PyrR-UMP, the antitermination
conformation was promoted (47, 48). The second operon altered by indirect effect of hisS-aspS
operon high-regulated was EFAU004_02288-02290 (Table 1). A putative small RNA, sRNA_1900
(ern1900) was located upstream this operon (10), and contain a consensus sequences of typical T-
box RNA leader. This predicted T-box RNA leader has two adjacent rho-independent terminators
associated with T-box sequence (GGUGGAACCACGU) as described (11). On TBDB T-box database,
ern1900 was annotated with ID LVNDX2SZ (19). The predicted specifier codon was CAC
corresponding to tRNAFs (Figure 6A). Therefore, the level decreases of deacyled tRNAMs cause a
transcription termination upstream the operon 02288-02290. The high expression of hisS was the
cause of ern1900 changing conformation (Figure 6B). This operon was annotated as amino-acid
transporter and could correspond to hisXYZ operon previously described (11). We supposed that
hisXYZ operon could be implicated in histidine import (Figure 6A).

The T-box mediated regulation of hisS-aspS was important for bacterial metabolism, to fuel optimally
translation with charged amino acids. Strain Aern2050-Aus0004 has difficult to growth under aspartate
starvation (Figure 5), presumably because the T-box regulation of aspS expression is gone. However,

hisS and aspS expression stay unaffected under different aa starvations (Table S7, Figure S3). The
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biosynthesis of Aspartate depends to tricarboxylic acid cycle and thus was implicated in many
metabolic pathways including Lysine biosynthesis (49) (Figure 6). The high quantity of AspS protein in
Aern2050-Aus0004 causes an important decreasing of cellular aspartate avaibility. Under aspartate
starvation, the aspartate biosynthesis was insufficient to compensate the bacterial metabolic
requirement as observed with lysine starvation in Aern2050-Aus0004 (Figure 4). This aa, Aspartate,
was probably important for global metabolism of bacteria (Figure 6). T-box regulation of aspS
expression is require to ensure Aspartate availability in the cell. Otherwise, bacterial growing was
perturbed. Many T box family genes, such as aaRS genes, are essential and disruption of the
regulation of these genes can reduce competitive fithess or be lethal.
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Table 1. List of transcript genes significantly altered (p < 0.01) on RNA-seq experiment.

Each significant value was bolded. Column “A/WT” compare Aern2050-Aus0004 with Aus0004 strains
and column “ApQ/Ap” compare Aern2050-Aus0004 _pAT29Qern2050 with Aern2050-Aus0004_pAT29
strains (Table S1). Fold change and p-value adjusted were performed with DESeq2 R package.
Putative operons were framed. Total RNA-seq datas was described in supplementary Table S5.

Fold Fold

Gene_name p-val adj p-val adj
EFAU04 Product Strand  Start End Change Change
AWT ApQ/Ap
ern0030 5'UTR tet(M) + 65160 65376 -3.30 1.17E-03 -1.07 0.97
00239 aldehyde-alcohol dehydrogenase  + 237492 240090 -1.07 1.00 -4.28 4.08E-05
00338 tyrosine decarboxylase + 333950 335786 4.70 1.84E-03 1.48 0.53
00886 alpha amylase + 897464 899231 -5.62 4.10E-05 -1.28 0.83
00887  extracellular solute-binding protein + 899332 900592 -3.60 8.15E-03 -1.36 0.70
00963 (Ol SHEIET . 981442 982159 3.52 4.24E04 141  0.77
decarboxylase
00964 Dihydroorotate dehydrogenase 1B - 982155 983088 3.88 4.24E-04 -1.39 0.79
ooges ~ dinydroorotate dehydrogenase, - gaae5  gg3gst 332 235503 -1.50  0.71
electron transfer subunit
00gee  Carbamoyl-phosphate synthase ggaq14  9g7100 370 815503 -1.61  0.64
large subunit
01135 sensory box histidine kinase + 1164060 1164845 1.26 1.00 -2.85 0.01
01558 rhOda”ese"'kgrgfer?na'”mma'”'”9 - 1575640 1576582 1.12  1.00  3.18 4.08E-05
01576 prephenate dehydratase - 1591275 1592112 3.20 1.75E-03 -1.05 0.97
01577 shikimate kinase - 1592109 1592618 3.15 4.68E-03 -1.11 0.95
01582 phospho-2-dehydro-3- . 1597292 1598314 3.15 1.84E03 -1.22 085
deoxyheptonate aldolase
01663 hypothetical protein + 1681671 1681826 -3.25 6.52E-04 1.17 0.91
01742 Ll iz TevEeia el . 1769940 1770921 -3.93 4.53E03 104 098
regulator
02118 hypothetical protein (LwpA) - 2146932 2149413 1.93 0.83 2.90 2.79E-04
02288 iy & SiEeelllEr ealie- - 2325722 2326538 -6.16 1.995-06 1.12  0.95

binding protein
02289 putative glutamine ABC 5306555 2397191 .7.57 2.44E09 134  NA
transporter ATP-binding protein

amino acid ABC transporter

02290 - 2327209 2327851 -5.21 2.67E-04 -1.52 0.70
permease
02296 hypothetical protein + 2334103 2334345 -2.91 6.85E5-03 1.22 0.84
02363 hypothetical protein - 2402295 2402589 3.39 1.81E-03 4.03 4.08%-05
02370 ~ Phagetail 8PS TwasUreprotein . 2409209 2411725 2.92 583503 220 016
02494 hypothetical protein - 2515457 2516333 4.13 7.13E-07 -1.43 0.58 ‘
02495 aspartyl-tRNA synthetase - 2516441 2518211 6.09 6.78E-12 -1.24 0.79 ‘
02496 histidyl-tRNA synthetase - 2518225 2519518 5.50 1.05E-10 -1.25 0.78 ‘
ern2050 T box leader RNA - 2519552 2519789 -15.20 6.78E-12 294.01 3.135-113|
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Figure 1. Expression of ern2050 in E. faecium Aus0004.
(A) Mutant construction validation by Northern blot. Strains used were described in supplementary
table S1. Northern blot conditions were described in materials and methods. Using tmRNA as control

loading.

(B) Expression analysis of ern2050, hisS and aspS using RT-gPCR. RNA using were extracted from
Aus0004 (Black bar) or Aern2050-Aus0004 (Grey bar) strains on CDM-EFM medium (CDM) at late
exponential (LE, left graph) and early stationary (ES, right graph) phase. Adk expression was analysed
as control. Error bars correspond to 95% confidence interval between 3 independent biological
replicates. Statistical test used was Sidak test (p-value: * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, ****<0.0001).
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Figure 2. Secondary structure of ern2050.

(A) In-line probing gels used to build 2D model. Nomenclature of structural motifs according to Kreuzer
and Henkin, 2018. Position of guanosines (G) is given on the left of each gel. Structural motifs are
specified on right side of each gel. C: control reaction; untreated RNA, OH: alkaline hydrolysis reaction;
ladder, T1: RNase T1-treated RNA; G-specific ladder, IL: in-line reaction.

(B) 2D structure model of ern2050 in its OFF state, predicted antiterminator 2D structure is shown
above. Interacting nucleotides of specifier loop are shown in yellow, base pairing nucleotides of AG-
bulge and apical loop of stem | in orange, specifier codon in green, GA-motifs of kink-turn in purple,
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potentially interacting nucleotides of stem I1A/B pseudoknot in light blue, T-box sequence in dark blue.
Nucleotides of terminator sequence base pairing with T-box sequence in antiterminator conformation
are marked by asterisks (*). G 109 highlighted in grey indicates 5’ end of short ern2050 RNA used for
in-line probing.

Figure 3. Interaction between tRNA and ern2050 during in vitro transcription.

(A) Controlling radiolabeled transcript product ern2050 and the three tRNA: tRNAAs?, tRNAHSs and
tRNAT" on 10 % native gel.

(B) Scanned image of 6 % native gel after in vitro transcription binding assay. The tRNA™" was used
as negative control. Free tRNA were go out of the gel.
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Figure 4. Amino acid auxotrophic determination in E. faecium Aus0004 and Aern2050-Aus0004
strains.

Optical density (ODsoonm) was measured after 8 hours incubation at 37°C. Omitted amino acid was
indicated (-H: Histidine, -K: Lysine, -R: Arginine, -D: Aspartate, -E: Glutamate, -P: Proline, -Q:
Glutamine, -N: Asparagine, -S: Serine, -C: Cysteine, -T: Threonine, -G: Glycine, -V: Valine, -I:
Isoleucine, -L: Leucine, -M: Methionine, -A: Alanine, -Y: Tyrosine, -W: Tryptophan, -F: Phenylalanine)).
CDM was the referential growth medium. A threshold (ODeoonm > 0.8) was defined to distinguish
growth from non-growth (red). A second threshold (ODeoonm > 1.8) was definite to distinguish highly
growth (green) from moderate growth (yellow). The error bars representing the range between
maximum and minimum of 3 independent biological replicates. AA family was indicated (BCAA:
Branched-chained amino-acid).
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Figure 5. Growth curve of Aus0004 and Aern2050-Aus0004 strains in different medium.
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All growth medium was derived from CDM, with one or two aa with altered concentration: Tyr, His and Asp. The concentration (mg/L) of aa altered was
indicated by the number. Blue and orange curves correspond to Aus0004 and Aern2050-Aus0004 growth respectively. The 95% confidence interval was

calculated from ODsoonm measurements of 21 replicates (GraphPad Prism analysis).
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(A) Regulation and metabolic network predicted in Aus0004 E. faecium.
(B) Regulation and metabolic network predicted in Aern2050-Aus0004 E. faecium.
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Supplementary figures
5 14

Y
2519832 CAGATATCTCTTGACTTTGAGACTGGTTTTTAGTAGGTTATAAGTAATAT

-35 -10
2519782 CGAATGTCAATGAAAGAGCG AGTTTTTGAAACTTTACA GA
box box
2519732 TCATCGAG AAAATGATCTAAAGTTTCATTAGCCTAAAGACACTCTG
box Codon

2519682 GAGATGGACGAGTGAAAAGCCGTCCCGCGTACGAGCGTTATTCGTAAGAG
F-box

2519632 GAAAGAGAAATCTTTCAAAATTAGGTGGTACCGTGTATGAATTTCATTCA
3’ T-box
\/
2519582 CCCTTGTTCATGATGAACAAGGGTGATTTTTTTATTTACATAGCTAAGAA
-12 kcal/mol

2519532 AGGGAGAGAAAACTATGAGTTTCCAAAGACCAAAAGGAACAAATGATATT
RBS M S F Q R P K G T N D I
HisS protein

Supplementary Figure S1. Sequence of ern2050 and flanked region. 53’ extremities determined
by 5'3' RACE mapping were annotated by blue triangles. T-box consensus sequences were annotated
by orange, green (specifier codon) or blue color. Promotor and initiator sequences were indicated in
boldface type. Rho-independent terminator sequence predicted (ARNold finding terminator software
(1)) was underlined and the free energy of stem-loop region was indicated.
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Binding assay  Control tRNA

Supplementary Figure S2. Interaction between tRNA and ern2050 during in vitro transcription.

ern2050 loading correspond to controlling radiolabeled transcript ern2050. Control tRNA loading
corresponds to the three radiolabelled tRNA without ern2050 product. Binding assay loading
correspond to radiolabeled tRNA after binding assay with no-radiolabelled ern2050 product. These

loading were done on 10 % native gel.
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Supplementary Figure S3. Expression analysis of ern2050, hisS and aspS using RT-qPCR
according to aa concentration in CDM.

RNAs using were extracted from Aus0004 or Aern2050-Aus0004 strains at late exponential (LE) and
early stationary (ES) phase. The growth mediums used were the same than Figure 5. Adk expression
was analysed as control. Error bars correspond to 95% confidence interval between 3 independent

biological replicates. Statistical test used was Sidak test (p-value: * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, *** <

0.0001).
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Supplementary methods
qRT-PCR supplemental description
Experimental design

RNA was extracted from Aus0004 strains. Value studied was transcript level of RNA expressed by E.
faecium at two different growth points (Late exponential and early stationary growth phase). Three
genes were investigated: ern2050 as deletion control, hisS and aspS as genes of interest. The adk
gene was used as housekeeping gene to estimate the homogeneity between the samples. Primers
used are listed in supplementary Table S2. Two factors were investigated: strain (Aus0004 and
Aern2050-Aus0004) and growth medium (CDM, H5, DO and H5D0).

RT-qgPCR protocol

Each sample was defined by three parameters: growth point, strain and growth medium. Two technical
replicates were done for ern2050, hisS and aspS amplification and one replicate for adk amplification.
For each gene, an estimation of limit of detection was estimated with sample without RNA. DNAse
treatment efficiency was estimated by sample without retro-transcriptase. adk primers were used for
negative control (NTC).

Reverse transcription and amplification were done on one-step. Reaction volume was 20 pL with 120
nM of forward and reverse primer (Table S2). The size of gPCR amplicons amounts to 70 nt
(ern2050), 131 nt (hisS), 112 nt (aspS) and 62 nt (adk). Other composition description was available
on Thermofischer scientific site. The qPCR instrument was StepOnePlus™ Real-Time PCR system
(Thermofischer scientific) and gPCR data were extracted from StepOne Software v2.3. The reverse
transcription was done by 30 minutes at 48°C and 10 minutes at 95°C follow up to amplification with
40 cycles (15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°C). This program was concluding by a melt curve

with a progressive increasing of 60°C to 95°C.
RT-qPCR validation

The standard conditions of standard curve to reach were r2 > 0.99 (acceptable to 0.96) and primer
efficiency comprise between 80% to 110% (acceptable to 120%). No specific amplification was
estimated with “no RNA” control. DNAse treatment was estimated with NTC Ct values, was validated if
Ct “NTC” > Ct “no RNA” and was accepted if Ct NTC >30. Deletion of ern2050 was estimated with Ct
values of Aern2050 strain ern2050 amplification, was validated if Ct ern2050 > Ct “NTC” and was
accepted if Ct ern2050 > 30. Repeatability was estimated for Ct value < 30 for ern2050, aspS and
hisS genes and was validated with SD < 0.1 (acceptable to 0.5).

Data analysis

Ct values extracted were used for analysis. For quantitative expression, standard curve used DNA
amplicons of gene analyzed and contain 102 to 107 copies (y = logio(number of copies); x = Ct values).

Extremes values of curve could be excluded. By correlation, each value of technical replicates sample
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were expressed by number of copies. These values were adjusted with RNA quantity measured by
NanoDrop instrument (ThermoFischer scientific) and were expressed by number of copies per ng of

RNA used in the sample.

For statistical test, values compared were the logio of copies humber per RNA ng. Three biological
replicates were used. For global analysis of the two factors investigated (Strain and growth medium), a
two-way ANOVA test was used. The Sidak test was used for comparison between significant factors
for each gene at growth point medium defined. Software used for statistical test was GraphPad Prism
version 7. All raw data concerning RT-qPCR experiment was show in supplementary Table S8.

In-line probing assays.

In-line probing was used to determine the secondary structure of the ern2050 RNA. The experimental
set up was adapted from Regulski,E.E. and Breaker,R.R. (2). In vitro transcribed RNA of either the full-
length (247 nt) or a shortened (140 nt) ern2050 version were used for in-line probing. Column-purified
PCR products containing a T7 promoter sequence immediately upstream of the ern2050 sequence
were used as template for in vitro transcription. To increase transcription efficacy, the full-length
ern2050 template sequence contains two additional 5'-guanosines and the shortened ern2050 one
additional 5'-guanosine. Sequences of the resulting T7 transcripts are listed in Table S3.

In vitro transcription was carried out using the MEGAscript T7 Kit (Ambion, #AM1333) according to the
manufacturer’s instructions for short transcripts. Following, template DNA was digested by incubation
with 1 pl Turbo DNase for 15 min at 37 °C, reaction volume was increased to 100 pl with RNase-free
ddH20 and RNA was purified with 100 pl phenol/chloroform/isoamylalcohol solution (P/C/I, 25:24:1) in
a Phase Lock Gel (PLG) ‘heavy’ tube (5 Prime, #2302830). After vigorous shaking reaction was
centrifuged for 12 min at 13,000 rpm and 15 °C and upper aqueous phase cleaned up via a G-25
column (illustra MicroSpin G-25 column, GE Healthcare, #27-5325-01) according to manufacturer’s
instructions. RNA was precipitated with 300 pl 30:1 ethanol/sodium acetate mix for 2 to 3 h at -80 °C
or overnight at -20 °C. When precipitated at -80 °C solution was thawed on ice for 20 to 30 min prior to
centrifugation for 30 min at 14,000 rpm and 4 °C. RNA pellet was washed with 100 pl 70-75 %
ethanol, centrifuged for 10 min at 14,000 rpm and 4 °C and then dried at room temperature. To
redissolve the RNA 33 ul RNase-free ddH20 were added and solution was incubated for 5 min at
65 °C and 1,000 rpm in a heating block with shaking function and vortexed one to two times in
between. RNA concentration and quality was determined by measuring a 1:10 diluted and an
undiluted aliquot of the sample with a spectrophotometer (NanoDrop). 10 uM stock solutions of the in
vitro transcribed RNA were set up with RNase-free ddH:20 for downstream application and stored at -
80 °C until use.

End labelling of the in vitro transcribed RNA with radioactive [y-32P]-ATP required preceding
dephosphorylation to obtain a 5'-monophosphate. 20 pmol in vitro transcribed RNA were mixed with
15 pl RNase-free ddH:0, incubated at 95 °C for 1 min and chilled on ice. Then 2 ul 10x CIP (alkaline
phosphatase calf intestinal, NEB) reaction buffer and 2 pl CIP (NEB, #M0290) were added and
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reaction was incubated for 1 h at 37 °C. Ensuing reaction volume was increased to 110 pl with RNase-
free ddH20 and RNA purified with 110 pl phenol/chloroform/isoamylalcohol solution (25:24:1) in a PLG
heavy tube. After vigorous shaking reaction was centrifuged for 12 min at 13,000 rpm and 15 °C and
upper aqueous phase was transferred into a fresh tube. 1.1 pl GlycoBlue™ coprecipitant (15 mg/ml,
Ambion) were added and RNA was precipitated with 300 pl 30:1 ethanol/sodium acetate mix for 3 h at
-80 °C or overnight at -20 °C. RNA was cleaned up and redissolved in 16 pl RNase-free ddH20 as
described above. RNA concentration was determined by measuring an undiluted aliquot of the sample
with a spectrophotometer (NanoDrop).

20 pmol of dephosphorylated in vitro transcribed RNA mixed with RNase-free ddH20 to a final volume
of 15 ul were incubated at 95 °C for 1 min and chilled on ice. Then 2 ul 10x PNK (T4 polynucleotid
kinase, Thermo Scientific) buffer A, 1 ul PNK (Thermo Scientific, #£K0031) and 2 pl [y-32P]-ATP (6000
Ci/mmol, 10 pCi/ul, Hartmann Analytic GmbH, Germany, #SRP-501) were added and incubated for 1
h at 37 °C. Labelling reaction was cleaned up via a G-25 column (illustra MicroSpin G-25 column, GE
Healthcare) according to manufacturer’s instructions and mixed with 20 yl 2x RNA gel loading dye.
Sample was incubated at 95 °C for 1 min, chilled on ice and loaded in two lanes of a denaturing 6 %
PAA gel with 7 M urea and deep wells. Electrophoresis proceeded at 300 V for 2 to 2.5 h in 1x TBE
buffer at room temperature. Subsequently, bands of wanted RNA (entire transcript) were excised from
gel, transferred into a reaction tube and 750 pl RNA elution buffer (0.1 M sodium acetate, 0.1 % (w/v)
SDS, 10 mM EDTA) were added. RNA was eluted from gel by incubation at 8 °C and 850 rpm
overnight in a cooling block with shaking function. Then reaction was briefly centrifuged, about 700 pl
supernatant was transferred into a PLG heavy tube prefilled with 750 pl
phenol/chloroform/isoamylalcohol solution (25:24:1) and vigorously shaken. After centrifugation for 12
min at 13,000 rpm and 15 °C upper aqueous phase was transferred equally into 2 fresh tubes and
RNA was precipitated with 1 ml absolute ethanol for at least 3 h or overnight at -20 °C. RNA was spun
down for 30 min at 13,000 rpm and 4 °C, pellet was air-dried and then redissolved in 25-50 pl RNase-
free ddH20. When the signal detected with the Geiger counter was less than 1,000 counts per second,
the RNA was regarded as weakly labelled and double the quantity was used for the in-line probing
reaction (i.e. 0.4 pmol). RNA concentration was determined by measuring an undiluted aliquot of the
sample with a spectrophotometer (NanoDrop) and a 0.2 pmol/ul stock was set up with RNase-free
ddH:0.

For the in-line probing reaction 0.2 pmol [y-32P]-ATP labelled RNA was mixed with RNase-free ddH20
to a final volume of 5 pl and incubated at 95 °C for 1 min, then chilled on ice for 5 min and
subsequently incubated at 37 °C for 15 min. After addition of 5 pl 2x in-line reaction buffer (100 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 40 mM MgClz, 200 mM KCI) reaction was incubated for 40 h at room temperature.
Then 10 pl 2x colourless gel loading solution (10 M urea, 1.5 mM EDTA (pH 8.0)) were added to in-
line probing reaction and kept on ice until loading. For the ladder and control reactions 0.2 pmol [y-
32P]-ATP labelled RNA was used. To prepare the T1 ladder 0.2 pmol [y-32P]-ATP labelled RNA was
mixed with 8 pul RNA sequencing buffer (Ambion), incubated for 1 min at 95 °C and immediately chilled
on ice for 2 min. Then 1 pl RNase T1 (0.1 U/ul, 1:10 diultion of stock was set up with RNase-free
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ddH20, Ambion, #AM2283) was added, reaction incubated for 5 min at 37 °C and stopped by adding
12 pl 2x RNA gel loading dye. Ladder was kept on ice until loading.

To prepare the OH ladder 0.2 pmol [y-32P]-ATP labelled RNA was mixed with 9 pl alkaline hydrolysis
buffer (Ambion), incubated for 5 min at 95 °C and reaction stopped by adding 12 ul 2x RNA gel
loading dye. Ladder was kept on ice until loading. To prepare the control (RNA integrity) reaction 0.2
pmol [y-32P]-ATP labelled RNA was mixed with 9 ul RNase-free ddHz20, 12 pl 2x RNA gel loading dye
was added and control reaction was kept on ice until loading. 10 pl of the in-line, ladder and control
reactions were loaded per lane of a denaturing PAA sequencing gel with 7 M urea, respectively. 5, 6
and 10 % PAA gels were used to obtain satisfying size separation of the complete RNA molecule. One
gel consisted of 50 ml PAA premix (5, 6 or 10 % of a 40 % PAA solution (19:1 acrylamide/bis-
acrylamide), 7 M urea, 10 % 10x TBE buffer and purified (‘VE’) water), 500 pl 10 % APS (ammonium
persulfate) and 50 ul TEMED (tetramethylethylendiamin). Gel was pre-warmed to 40-45 °C by running
in 1x TBE buffer for 1 h at 40 W. Then samples were loaded and electrophoresis proceeded at 40 W
for 1.5 to 3.5 h (depending on PAA percentage and region of the RNA molecule supposed to be well
separated) in 1x TBE buffer at room temperature. Ensuing gel was transferred onto blotting paper
(Whatman), dried for 45 min at 80 °C with a vacuum applied and exposed to a storage phosphor
screen for 1 to 2 days. Screen was read out using the Typhoon™ FLA 7000 laser scanner (GE
Healthcare).
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Supplementary Tables

Supplementary Table S1. Bacterial strains and plasmids used in this study. (1—4)

Strains and plasmid Characteristics® I Reference
E. faecium strains

Aus0004 E. faecium Aus0004 reference strain vanB positive (1)
Aern2050-Aus0004 Aus0004 strain deleted of ern2050 This study
Aern2050-Aus0004_pAT29 Aus0004 strain deleted of ern2050 cloning with pAT29 This study
Asm2050-Aus0004_pAT29Q srn2050 Aus0004 strain deﬁiggo;z::;ggg ’t)rlaar;;-i(;omplemented with This study

E. coli strains

XL1blue Using for 53'RACE mapping cloning Stratagene

EC1000 Using for cloning (2)

Plasmids

pWS3 Suicid vector using for Knock-out deletion. Spc' (3)

pAT29 High-copy-number shuttle vector using for cloning. Spc' (4)
s sy
pGEMT Using for 5’3'RACE mapping. Amp" Promega

a. Amp" Ampicilline resistance; Spc” Spectinomycin resistance
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Supplementary Table S2. Oligonucleotide primers and probes used in this study

Experiment Target Name Sequence (57-3") Position Aus0004 Strand

SRNA2050F1 GGARAGAGAAATCTTTCAAAATTAGG 2519608-2519633 -
RACE mapping SRNA2050F2 ATTAGGTGGTACCGTGTATG 251594-2519613 -
SRNA2050R1 CGAATAACGCTCGTACGCGG 2519639-2519658 +
SRNA2050R2 GCGGGACGGCTTTTCACTCG 2519655-2519674 +
KOSARN2050F1 GATCC GTTTGAAGAAATCAAGTGCC 2519056-2519075 +
KOSARN2050F2 CTTAGCTATGTAAATAATTATAACCTACTAAAAACCAGTCTC 2519790-2519814 +

ern2050
Knock-out KOsARN2050R1 TTATTTACATAGCTAAGAAAGGGAGAGAAAACTATGAGTTTCC 2519509-2519551 -
KOSARN2050R2 GCAA CATTTTTTGGTGTGCTTTCATC 2520296-2520317 -
KOSARN2050VF GGGGAAATAGTCAGATATCTCTTG 2519820-2519843 -
KOSARN2050vR CCTTTTGGTCTTTGGAAACTC 2519496-2519516 +
) PCSARN2050F GGTGGT AGTTTTCTCTCCCTTTCTTAG 2519519-2519539 +
cloning PCSARN2050R GGIGGT AGCTGATTCCTCCTTTTTGTCTAG 2519888-2519911 -
Northern Blot ern2050 NBern2050 TGAAAGATTTCTCTTTCCTCTTACG 2519616-2519640 +
(Probes) £mRNA NBtmRNA TCGCTAGTCTGATGTTCTCTTTTTC 1820406-1820430 -
oGEMT M13F GTAAAACGACGGCCAGTG /17 //
M13 Reverse short CAGGAAACAGCTATGAC /17 //
Plasmid oHS3 PWS3F1 TTTCCCAGTCACGACGTTGT /17 //
PWS3R1 ACTGACAGCTTCCAAGGAGC /17 //
PAT29 PAT29vF GTAAAACGACGGCCAG 11/ //
PAT29vR CAGGAAACAGCTATGAC /17 //
ern2050 gPCRsRNA2050F GAAATTCATACACGGTACCACCT 2519588-2519610 +
gPCRSRNA2050R CGCGTACGAGCGTTATTCG 2519639-2519657 -
J F-qPCRASpPS CGAATTCACCAGTGGCCATT 2517926-2517945 +
R R-gPCRASDS GCATGGGAAATCGCGGATAA 2518018-2518037 -
hiss F-gPCRHisS TTCATGAAGGCGGCGTTTAG 2518913-2518932 +
R-gPCRHisS CGCAAATCCGGCTAGTCATC 2519024-2519043 -
. adk-F CCGCACATCTCAACAGGAGA 108089-108108 +
adk-R AGGCCAAGAGCTGTTTCGTT 108131-108150 -
N F-T7-tRNA-Asp TAATACGACTCACTATAGGTTCCGTGGTGTAGGGGTT 1319837-1319856 -
R-tRNA-Asp TGGCGGTTCCGACGGGAATCGAAC 1319784-1319804 +
RuAT F-T7-tRNA-His TAATACGACTCACTATAGCGAATGTGGCGAAGTGGTT 1319051-1319070 -
R-tRNA-His TGGGGCGAATGATGGGAATCGAACC 1318997-1319019 +
T7 Transcription CRNAT F-T7-tRNA-Tyr TAATACGACTCACTATAGGAGGAGTAGCGAAGTGGCT 1319652-1319671 -
R-tRNA-Tyr TGGTGGAGGAGAGTGGATTCGAAC 1319591-1319611 +
orn2050 F-T7-ern2050 TAATACGACTCACTATAGGGTAATATCGAATGTCAATGAAAG 2519767-2519789 -
R-3’ern2050 TCACCCTTGTTCATCATGAACAAGGGTGAATGAAATTC 2519557-2519594 +
Fw218 TTAACTAATACGACTCACTATAGGGTARTATCGAATGTCARTGARAG 1 oo ooy ~

T7 ern_2050 8
FW219 TAAATAAAAAAATCACCCTTGTTCATCATGAACAA 2519545-2519579 +
Probing

T7 short FW238 TTAACTAATACGACTCACTATAGGGAGATGGACGAGTGAAAA 2519665-2519682 -

ern_2050
FW219 TAAATAAAAAAATCACCCTTGTTCATCATGAACAA 2519545-2519579 +
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Supplementary Table S3. Sequences of T7 transcripts used for experiments

Experiment Name Sequence (5'—3)
ggGUAAUAUCGAAUGUCAAUGAAAGAGCGAGUAAGUUUUUGAAACUUUACAAGAGAGGAUCAUCGAGGCUGAAAAUGAUCUAAA
ern_2050 GUUUCAUUAGCCUAAAGACACUCUGGAGAUGGACGAGUGAAAAGCCGUCCCGCGUACGAGCGUUAUUCGUAAGAGGARAGAGAA
X AUCUUUCAAAAUUAGGUGGUACCGUGUAUGAARUUUCAUUCACCCUUGUUCAUGAUGAACAAGGGUGA
InteraCtlonassaytF\‘NAASP GGUUCCGUGGUGUAGGGGUUAACAUGCCUGCCUGUCACGCAGGAGAUCGCGGGUUCGAUUCCCGUCGGAACCGCCA
tRNAHS GCGAAUGUGGCGAAGUGGUUAACGCACCGGAUUGUGGCUCCGGCAUUCGUGGGUUCGAUUCCCAUCAUUCGCCCCA
tRNA™" GGAGGAGUAGCGAAGUGGCUAAACGCGACGGACUGUAAAUCCGUUCCUUAGGGUUCAGUGGUUCGAAUCCACUCUCCUCCACCA
ggGUAAUAUCGAAUGUCAAUGAAAGAGCGAGUAAGUUUUUGAAACUUUACAAGAGAGGAUCAUCGAGGCUGAAAAUGAUCUAAA
ern_2050 GUUUCAUUAGCCUAAAGACACUCUGGAGAUGGACGAGUGAAAAGCCGUCCCGCGUACGAGCGUUAUUCGUAAGAGGARAGAGAA
In-line probing AUCUUUCAAAAUUAGGUGGUACCGUGUAUGAAUUUCAUUCACCCUUGUUCAUGAUGAACAAGGGUGAUUUUUUUAUUUA
short em 2050 gGGAGAUGGACGAGUGAAAAGCCGUCCCGCGUACGAGCGUUAUUCGUAAGAGGAAAGAGAAAUCUUUCAAAAUUAGGUGGUACC
- GUGUAUGAAUUUCAUUCACCCUUGUUCAUGAUGAACAAGGGUGAUUUUUUUAUUUA

Supplementary Table S4. Summary of RNA-seq coverage data

Parameter Aus0004 WT Aern2050-Aus0004 | Aern2050- Aus0004_pAT29 |Aern2050- Aus0004_pAT29Qern2050
Samplel Sample2 | Samplel Sample2 Sample 1 Sample 2 Sample 1 Sample 2
Total number of reads 25451230 30224263(33999391 31134687| 23034399 54046439 22293515 16595607
Number of mapped reads to the chromosome 22535523 27599878(24453037 27141453| 14576612 24104821 8061749 9813742
Percentage of mapped reads to the chromosome (%) 88,5 91,3 71,9 87,2 63,3 44,6 36,2 59,1
Average size of reads (nt) 75 75 75 75 75 75 75 75
Average coverage of the chromosome® (X) 572 700 621 689 370 612 205 249
Number of reads mapped to rRNA genes 348352 446711 | 430390 324747 466036 1529737 590140 518312
Percentage of mapped to rRNA genes (%) 1,5 1,6 1,8 1,2 3,2 6,3 7,3 5,3
Number of reads mapped to CDSs 16752682 21034588|19362872 20342794| 11513319 18730345 6159211 7597886
Percentage of reads mapped to CDSs (%) 74,3 76,2 79,2 75,0 79,0 77,7 76,4 77,4
Average number of reads per cps® 5858 7355 6770 7113 4026 6549 2154 2657
Number of reads mapped to sRNA candidates 115133 128466 98148 112823 129385 277004 127329 114850
Percentage of reads mapped to sRNA candidates (%) 0,5 0,5 0,4 0,4 0,9 1,1 1,6 1,2

? The chromosome size of Aus0004 is 2,955,294 bp.
® The number of predicted CDSs is 2,860.

Supplementary Table S5. Total RNA-seq data. (A) Comparison Aern2050-Aus0004 with Aus0004
strains. (B) Comparison Aern2050-Aus0004_pAT29 with Aern2050-Aus0004_pAT29Qern2050 strains.

(Me contacter a I'adresse suivante Kinel@yahoo.fr si besoin d’obtenir le tableur excel contenant

toutes les informations des « supplementary tables ».)
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Supplementary table S6. AA biosynthesis pathway. List of gene predicted (High and medium confidence level) implicated in aa biosynthesis pathway by

GapMind software (5)

. Essentials aa were indicated in red, semi-essential in orange and non-ess

ential aa in green (experimental data).

Pathway Gene AUS Gene RS 5! Protein Enzyme Name annotation Mean RPKM WT | Confidence level Substract Product Step EC
Arginine EFAUO04_00967 | RS04780 | 988181 carA carbamoyl phosphate synthase subunitalpha carbamoyl-phosphate synthase small subunit 11,412 H Glutamine Carbamoyl-phosphate 5'/8| 6.3.5.5
Arginine EFAUO04_00966 | RS04775 | 987100 carB carbamoyl phosphate synthase subunit beta carbamoyl-phosphate synthase large subunit 6,681 H Glutamine Carbamoyl-phosphate 5'/8| 6.3.5.5
Arginine EFAU004_01735 | RS08715 | 1763927 argl ornithine carbamoyltransferase ornithine carbamoyltransferase 18084,033 H Ornithine Citruline 6/8 | 2.1.3.3
Asparagine | EFAUO0O4_01761 | RS08845 | 1788265 AsnB asparagine synthase (glutamine-hydrolysing) asparagine synthetase B 555,751 M Aspartate Asparagine 1/1
BCCA EFAUO004 01802 | RS09045 | 1828221 ilvH letohydroxybutanoate synthase catalytic subu acetolactate synthase 357,525 M S-adenosyl-L-methionine S-adenosyl-L-homocysteine 1/9
BCCA EFAU004_01027 | RS05075 [ 1049523 ilvE isoleucine transaminase branched-chain amino acid aminotransferase 30,836 H 4-methyl-2-oxopentanoate Leucine 9/9
Chorismate | EFAUOO4_01582 | RS07930 | 1598314 aroG 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 236,488 H PEP DAHP 1/7
Chorismate | EFAU004_01581 | RS07925 | 1597259 aroB 3-dehydroquinate synthase 3-dehydroquinate synthase 76,967 H DAHP 3-Dehydroquinate 2/7
Chorismate | EFAUO04_01787 | RS08965 | 1811539 aroD 3-dehydroquinate dehydratase 3-dehydroquinate dehydratase 52,082 H 3-Dehydroguinate 3-dehydroshikimate 3/7
Chorismate [ EFAUO04_00952 | RS04700 | 971032 arokE shikimate dehydrogenase shikimate 5-dehydrogenase 62,761 H 3-dehydroshikimate Shikimate 4/7
Chorismate | EFAUO04_01577 | RS07905 | 1592618 arolL shikimate kinase shikimate kinase 133,762 M Shikimate 3-phosphoshikimate 5/7
Chorismate | EFAUO04_01578 | RS07910 | 1593906 aroA -phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 115,681 H 3-phosphoshikimate ESP. 6/7
Chorismate | EFAU0O04_01580 | RS07920 | 1596193 aroC chorismate synthase chorismate synthase 59,751 H ESP Chorismate 7/7
Chorismate [ EFAUOO4_00695 | RS03440 | 728417 fbp 6-deoxy-5-ketofructose 1-phosphate synthase fructose-bisphosphate aldolase 761,566 H glycerone phosphate D-fructose 1,6-bisphosphate
Chorismate | EFAUO04_02074 | RS10390 | 2100417 tpiA D-glyceraldehyde-3-phosphate phospholyase triosephosphate isomerase 3271,541 H D-glyceraldehyde 3P glycerone phosphate
EFAU004_02656 | RS13340 | 2720386 cysE serine acetyltransferase Serine O-acetyltransferase 223,816 H L-serine O-acetyl-L-serine 1/2
EFAU004_01006 | RS04970 | 1027689 cysK O-acetylserine sulfhydrylase cysteine synthase A 282,531 H O-acetyl-L-serine L-cysteine 2/2
EFAU004_00464 | RS02300 | 480152 CBS cystathionine beta-synthase cysteine synthase A 1423,166 H Homocysteine Cystathionine
Glutamine EFAUO04_00692 | RS03425 | 723982 glnA glutamine synthetase glutamine synthetase, type | 9,009 H Glutamate Glutamine 1/1
Glycine EFAU004_02299 | RS11555 | 2337591 glyA serine hydroxymethyltransferase serine hydroxymethyltransferase 249,778 H Serine Glycine 1/1 1.2,
Histidine EFAU004_00537 | RS02665 | 555940 prs ribose-phosphate diphosphokinase ribose-phosphate pyrophosphokinase 212,324 H D-Ribose 5P PRPP 1/11| 2.7.6.1
Histidine EFAU004_02632 | RS13220 | 2694493 prs ribose-phosphate diphosphokinase Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 902,197 H D-Ribose 5P PRPP 1/11| 2.7.6.1
Histidine EFAUO04_00302 | RS01490 | 298783 HisN histidinol-phosphate phosphatase histidinol phosphate phosphatase HisJ family protein 0,000 H Histidinol-P Histidinol 8/11) 3.1.3.15
Histidine EFAU004_00869 | RS04300 | 879713 HisN histidinol-phosphate phosphatase HisJ family histidinol phosphate phosphatase 0,000 H Histidinol-P Histidinol 8/11] 3.1.3.15
EFAUO04_00472 | RS02340 | 486986 |asp kinase aspartate kinase aspartate kinase 28,678 H Aspartate 4-P-L-Aspartate 1/9 | 2.7.24
EFAU004_00471 | RS02335| 485988 asd asparate semi-aldehyde dehydrogenase aspartate-semialdehyde dehydrogenase 41,830 H 4-P-L-Aspartate Aspartate semi-aldehyde 2/9 | 1.2.1.11
EFAU004_00468 | RS02320 | 483677 dapA 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase dihydrodipicolinate synthase 59,609 H Aspartate semi-aldehyde L-2,3-dihydropicolinate 3/9 | 43.3.7
EFAUO004 00469 | RS02325| 484555 dapB 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase dihydrodipicolinate reductase 87,679 M L-2,3-dihydropicolinate L-piperidine-2,6-decarboxylate 4/9 | 1.17.1.8
EFAU004_00470 | RS02330 | 485277 dapH tetrahydrodipicolinate acetyltransferase B,4,5-tetrahydropyridine-2,6-carboxylate N-succinyltransfera 57,434 H L-piperidine-2,6-decarboxylate L-2-acetamido-6-oxoheptanedioate 5/9 | 2.3.1.89
EFAUO004_00474 | RS02350 | 489433 dapX acetyl-diaminopimelate aminotransferase aromaticamino acid aminotransferase 75,162 M L-2-acetamido-6-oxoheptanedioate N-acetyl-LL-2,6-diaminoheptanedioate | 6/9 | 2.6.1.-
EFAU004 00473 | RS02345 | 488307 daplL N-acetyl-diaminopimelate deacetylase peptidase M20D 30,110 M N-acetyl-LL-2,6-diaminoheptanedioate LL-2,6-diaminoheptanedioate 7/9 | 3.5.1.47
EFAU004_02072 | RS10380 | 2097848 dapE succinyl-diaminopimelate desuccinylase succinyl-diaminopimelate desuccinylase 57,667 M N-succinyl-LL-2,6-diaminoheptanedioate LL-2,6-diaminoheptanedioate 7'/9 | 3.5.1.18
EFAU004_00467 | RS02315 | 482874 dapF diaminopimelate epimerase diaminopimelate epimerase 45,355 H LL-2,6-diaminoheptanedioate meso-diaminoheptanedioate 8/9
EFAUO004_00466 | RS02310 | 481628 lysA diaminopimelate decarboxylase diaminopimelate decarboxylase 39,197 H meso-diaminoheptanedioate L-Lysine 9/9
Methionine | EFAUO04_00472 | RS02340 | 486986 |asp kinase aspartate kinase aspartate kinase 28,678 H Aspartate 4-P-L-Aspartate 1/7
Methionine | EFAUO04_00471 | RS02335 | 485988 asd asparate semi-aldehyde dehydrogenase aspartate-semialdehyde dehydrogenase 41,830 H 4-P-L-Aspartate Aspartate semi-aldehyde 2/7
Methionine | EFAUOO4_00463 | RS02295 | 479222 metB cystathionine gamma-synthase cystathionine gamma-synthase 599,599 H 04-succinyl-L-homoserine L-cystathionine 5/7
Methionine | EFAUO04_02223 | RS11170 | 2254852 metC cystathionine beta-lyase class Il aminotransferase 73,491 H L-cystathionine L-Homocystéine 6/7
EFAU004_00196 | RS00960 | 188384 | cmutase chorismate mutase maltose O-acetyltransferase 226,272 H Chorismate prephenate 1/3
EFAU004_01576 [ RS07900 | 1592112 | pdehyd prephenate dehydratase prephenate dehydratase 65,336 H prephenate phenylpyruvate 2/3
EFAUO04_00474 | RS02350 | 489433 ilvE phenylalanine transaminase aromaticamino acid aminotransferase 75,162 H phenylpyruvate Phenylalanine 3/3
Proline EFAU004_02662 | RS13370 | 2727500 proB glutamate 5-kinase glutamate 5-kinase 407,694 M Glutamate L-Glutamate-5P 1/3
Proline EFAU004_02663 | RS13375 | 2728303 proA gamma-glutamylphosphate reductase gamma-glutamyl phosphate reductase 258,190 H L-Glutamate-5P L-glutamate 5-semialdehyde 2/3
Proline EFAUO04_02640 | RS13260 | 2703849 proC pyrroline-5-carboxylate reductase delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase 257,251 H 1-pyrroline-5-carboxylate L-Proline 3/3
Serine EFAU004_01503 | RS07545 | 1520147 serA 3-phosphoglycerate dehydrogenase 4-phosphoerythronate dehydrogenase 54,578 M 3-phospho-D-glycerate 3-phosphooxypyruvate 1/3
Tyrosine EFAU004_00196 | RS00960 | 188384 | cmutase chorismate mutase maltose O-acetyltransferase 226,272 H Chorismate prephenate 1/3
Tyrosine EFAU004_01579 [ RS07915 | 1595010 | predehyd prephenate dehydrogenase prephenate dehydrogenase 90,021 H prephenate 4-hydroxyphenylpyruvate 2/3
Tyrosine EFAUO04_00474 | RS02350 | 489433 tyrB tyrosine aminotransferase aromaticamino acid aminotransferase 75,162 H 4-hydroxyphenylpyruvate Tyrosine 3/3
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Supplementary table S7. Summary of RT-qPCR data. Test statistics used was two-way ANOVA
test with two factors analyzed (Strain and Medium) and log (copy/ng RNA sample) of three
independents biologicals replicate as variable (Alpha risk = 0.05; p < *0.05 **0.01 *** 0.001 ****
0.0001). Fold change was calculated between Aern2050-Aus0004 and Aus0004 strains.

LE phase ern2050 hisS aspS adk
CDM NA 7,22 8,12 1,07
Fold Change CDM/His5 NA 12,86 14,35 1,42
Aern2050-Aus0004
/Aus0004 CDM/Asp0 NA 9,01 8,54 1,12
CDM/His5/Asp0 NA 9,28 8,66 -1,06
Interaction NS (p 0.53) NS (p 0.97) NS (p 0.96) NS (p 0.60)
2-way ANOVA Medium NS (p 0.80) NS (p 0.79) NS (p 0.46) NS (p 0.14)
Strain ™ (p < 0.0001) ** (p 0.0004) " (p 0.0006) | NS (p0.62)
ES phase ern2050 hisS aspS adk
CDM NA 9,29 10,45 1,02
Fold Change CDM/His5 NA 11,1 11,03 1,08
Aern2050-Aus0004
/AUS0004 CDM/Asp0 NA 10,6 11,34 -1,2
CDM/His5/Asp0 NA 10,28 12,53 1,48
Interaction NS (p 0.82) NS (p 0.99) NS (p 0.99) NS (p 0.74)
2-way ANOVA Medium NS (p 0.92) NS (p 0.95) NS (p 0.74) NS (p 0.13)
Strain *** (p < 0.0001)[ **** (p < 0.0001) **** (p < 0.0001) | NS (p 0.66)
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Supplementary table S8. Total

transcriptional analysis.

RT-gPCR data. RT-qPCR data used for stastical test and

G th RNA M i RNA
Plate | Strain [ Medium row Gene | Standard curve r? Efficiency [Min curve | Max curve no NTC |Mean Ct| SDCt €an cople )
phase control per RNA ng | quantity (ng)

1 WT CDM ES Adk |y=-0.28x +11.10| 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 >40 | 17,27 NA 4,34E+04 35,6
2 WT CDM ES Adk |y=-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 32,44 12,17 NA 5,29E+04 36
3 WT CDM ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966 | 101,65% 25,84 9,81 >40 >40 | 13,53 NA 2,10E+04 39,4
1 A CDM ES Adk |y=-0.28x +11.10|0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 37,09| 16,93 NA 5,21E+04 37,2
2 A CDM ES Adk |y =-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 34,98| 12,38 NA 4,77E+04 34,6
3 A CDM ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966| 101,65% 25,84 9,81 >40 >40 | 13,72 NA 1,93E+04 37,6
7 WT CDM LE Adk | y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 >40 | 14,95 NA 1,19E+04 45
7 WT CDM LE Adk |y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 31,93| 12,78 NA 5,12E+04 43,4
7 WT CDM LE Adk | y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 38,55| 12,54 NA 6,13E+04 42,4
7 A CDM LE Adk |y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 32,37| 14,02 NA 2,35E+04 42
7 A CDM LE Adk | y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 37,13| 12,96 NA 4,94E+04 39,8
7 A CDM LE Adk |y=-0.28x+9.97|0,9977| 92,23% 28,38 10,41 >40 >40 [ 12,57 NA 6,04E+04 42
1 WT CDM ES AspS |y =-0.32x +11.79| 0,9969| 106,57% 30,96 14,75 38,16 >40 | 22,13 |1,49E-03| 1,84E+03 35,6
2 WT | CDM ES AspS |y=-0.27x +11.01| 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 32,44| 19,71 |5,28E-02| 1,55E+04 36
3 WT CDM ES AspS =-0.27x +11.17| 0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 >40 | 21,41 |1,83E-02| 6,55E+03 39,4
1 A CDM ES AspS |y=-0.32x +11.79] 0,9969| 106,57% 30,96 14,75 38,16 37,09| 17,38 |2,44E-01| 5,55E+04 37,2
2 A CDM ES AspS |y=-0.27x +11.01| 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 34,98| 16,48 |4,59E-03| 1,17E+05 34,6
3 A CDM ES AspS |y=-0.27x +11.17[0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 >40 | 17,51 (3,07E-02| 7,71E+04 37,6
7 WT CDM LE AspS |y=-0.27x +10.20| 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 >40 | 16,41 [2,84E-02( 1,19E+04 45
7 WT CDM LE AspS |y=-0.27x +10.20| 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 38,55| 15,92 |1,84E-03| 1,72E+04 42,4
7 WT | CDM LE AspS |y =-0.27x +10.20[ 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 |31,93| 15,66 |2,80E-02| 1,98E+04 43,4
7 A CDM LE AspS |y=-0.27x +10.20| 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 32,37| 12,88 |5,39E-02| 1,17E+05 42
7 A CDM LE AspS |y =-0.27x +10.20| 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 37,13| 12,74 |4,19E-03| 1,35E+05 39,8
7 A CDM LE AspS |y=-0.27x +10.20| 0,996 | 87,37% 29,47 11,5 37,12 >40 | 12,54 |(7,72E-03| 1,45E+05 42
1 WT | CDM ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 >40 | 21,94 [7,47e-03| 1,03E+03 35,6
2 WT CDM ES HisS |y =-0.26x +10.72| 0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 32,44| 19,96 |7,86E-03| 8,33E+03 36
3 WT | CDM ES HisS |y=-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 >40 | 21,66 |1,62E-01| 3,38E+03 39,4
1 A CDM ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957 | 85,62% 31,94 13,22 36,85 37,09| 17,33 |5,36E-02| 1,70E+04 37,2
2 A CDM ES HisS |y =-0.26x +10.72(0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 34,98| 16,72 |3,34E-02| 6,17E+04 34,6
3 A CDM ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 >40 | 17,66 |3,75E-02| 3,97E+04 37,6
7 WT CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67(0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 >40 | 21,06 |6,73E-02| 4,66E+03 45
7 WT CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67| 0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 38,55| 20,15 |4,39E-02( 8,41E+03 42,4
7 WT CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67|0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 31,93| 19,72 |4,55E-02| 1,06E+04 43,4
7 A CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67| 0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 32,37 17,23 |2,09E-02| 4,69E+04 42
7 A CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67(0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 37,13| 17,02 |9,19E-02| 5,60E+04 39,8
7 A CDM LE HisS |y =-0.25x +10.67| 0,9986| 79,56% 33,83 14,38 30,61 >40 | 16,59 |4,23E-03| 6,81E+04 42
1 WT CDM ES |ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,96 15,59 34,25 >40 | 18,97 [9,60E-03| 2,80E+04 35,6
2 WT CDM ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 32,44| 15,80 |3,84E-02| 1,01E+05 36
3 WT CDM ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 >40 | 19,52 [6,09E-01| 2,15E+04 39,4
1 A CDM ES [ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,96 15,59 34,25 |37,09] 34,19 |1,61E-01| 5,55E-01 37,2
2 A CDM ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 34,98| 32,56 |3,68E-01| 2,59E+00 34,6
3 A CDM ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 >40 | 33,36 (4,71E-01| 4,21E+00 37,6
7 WT CDM LE [ern2050|y =-0.27x +11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 >40 | 19,28 (8,12E-02| 2,06E+04 45
7 WT CDM LE |ern2050|y =-0.27x +11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 31,93| 17,97 |2,13E-02| 4,81E+04 43,4
7 WT CDM LE [ern2050|y =-0.27x +11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 38,55| 17,16 |1,24E-02| 8,08E+04 42,4
7 A CDM LE |ern2050|y =-0.27x +11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 >40 | 36,18 [9,10E-01| 6,93E-01 42
7 A CDM LE |ern2050|y =-0.27x + 11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 37,13 33,02 |4,53E-01| 4,86E+00 39,8
7 A CDM LE |ern2050|y =-0.27x +11.14| 0,996 | 85,53% 34 15,11 36,96 32,37| 32,70 |1,28E-01| 5,52E+00 42
1 WT DO ES Adk |y=-0.28x+11.10{ 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 32,37 16,41 NA 6,53E+04 41,6
2 WT DO ES Adk |y=-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 33,12 11,42 NA 8,05E+04 40,2
3 WT DO ES Adk |y=-0.30x +10.04| 0,9966| 101,65% 25,84 9,81 >40 36,39 12,52 NA 4,15E+04 40,6
1 A DO ES Adk |y=-0.28x+11.10| 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 31,63| 16,52 NA 5,79E+04 43,8
2 A DO ES Adk |y =-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 >40 | 12,25 NA 5,21E+04 34,6
3 A DO ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966 | 101,65% 25,84 9,81 >40 37,11| 12,51 NA 4,54E+04 37,4
4 WT DO LE Adk |y=-0.34x +12.31]| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 35,51| 16,69 NA 1,10E+05 39,6
5 WT DO LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 >40 | 15,15 NA 1,16E+05 39,4
6 WT DO LE Adk |y=-0.27x +10.88| 0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 >40 | 16,18 NA 7,28E+04 40,2
4 A DO LE Adk |y=-0.34x +12.31| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 36,59| 16,19 NA 1,59E+05 41,2
5 A DO LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 35,90| 15,29 NA 1,15E+05 36,2
6 A DO LE Adk |y=-0.27x +10.88| 0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 >40 | 16,50 NA 5,94E+04 40,4
1 WT DO ES AspS |y=-0.32x +11.79] 0,9969| 106,57% 30,96 14,75 38,16 32,37| 20,72 |3,79E-02( 4,38E+03 41,6
2 WT DO ES AspS |y=-0.27x +11.01| 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 33,12| 19,80 |5,51E-02| 1,32E+04 40,2
3 WT DO ES AspS |y=-0.27x +11.17[0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 36,39| 20,26 |1,18E-02| 1,30E+04 40,6
1 A DO ES AspS |y =-0.32x +11.79]| 0,9969 | 106,57% 30,96 14,75 38,16 |31,63| 16,61 |1,63E-02| 8 19E+04 43,8
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Plate |Strain|Medium G Gene | Standard curve r2  |Efficiency |Min curve |Max curve IS NTC |Mean Ct| SDCt REEEE RNA
phase control per RNA ng | quantity (ng)

2 A DO ES AspS |y=-0.27x +11.01{ 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 >40 | 16,27 |[5,09E-02| 1,34E+05 34,6
3 A DO ES AspS |y=-0.27x +11.17|0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 37,11| 16,66 |4,09E-02| 1,31E+05 37,4
4 WT DO LE AspS |y =-0.30x +10.50{ 0,9982 | 101,44% 27,94 11,19 37,11 35,51| 15,13 |2,37E-02| 2,04E+04 39,6
5 WT DO LE AspS |y=-0.26x +11.18| 0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 >40 | 18,65 [5,44E-02( 4,62E+04 39,4
6 WT DO LE AspS |y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 >40 | 18,39 (2,87E-02| 1,36E+05 40,2
4 A DO LE AspS |y =-0.30x +10.50| 0,9982  101,44% 27,94 11,19 37,11 36,59 12,68 |2,92E-02| 1,11E+05 41,2
5 A DO LE AspS |y=-0.26x +11.18(0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 35,90| 15,94 |9,21E-04| 2,60E+05 36,2
6 A DO LE AspS |y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 >40 | 15,74 [1,87E-02| 1,36E+06 40,4
1 WT DO ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 32,37| 21,43 |5,38E-02| 1,20E+03 41,6
2 WT DO ES HisS |y=-0.26x +10.72|0,9996| 83,17% 33,08 14,2 3584 33,12 19,93 |6,62E-02| 7,61E+03 40,2
3 WT DO ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 36,39| 20,54 |2,16E-02| 6,44E+03 40,6
1 A DO ES HisS |y =-0.27x +10.46( 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 31,63| 17,21 |8,11E-03| 1,56E+04 43,8
2 A DO ES HisS |y =-0.26x +10.72]| 0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 >40 | 16,54 |[9,48E-04| 6,86E+04 34,6
3 A DO ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 37,11| 16,56 |2,47E-02| 7,75E+04 37,4
4 | WT DO LE HisS |y =-0.26x +10.25| 0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 35,36 19,25 |1,10E-03| 4,96E+03 39,2
5 WT DO LE HisS |y =-0.31x +11.69( 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 35,90 >40 | 19,23 (1,89E-02| 1,57E+04 39,4
6 WT DO LE HisS |y =-0.35x +12.86| 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 >40 | 19,23 [1,01E-02| 3,44E+04 40,2
4 A DO LE HisS |y =-0.26x +10.25(0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 [>40 16,61 |6,52E-02| 2,33E+04 40
5 A DO LE HisS |y =-0.31x +11.69] 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 3590 |3590| 16,07 |8,31E-03| 1,59E+05 36,2
6 A DO LE HisS |y =-0.35x +12.86( 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 >40 | 16,48 |[5,13E-03| 3,14E+05 40,4
1 WT DO ES [ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,9 15,59 34,25 32,37 18,59 |2,04E-02| 3,13E+04 41,6
2 WT DO ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 33,12| 15,88 |5,34E-02| 8,56E+04 40,2
3 WT DO ES [ern2050|y =-0.27x +11.16{ 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 36,39 17,65 |6,29E-02| 6,42E+04 40,6
1 A DO ES |ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,96 15,59 34,25 31,63| 33,31 |4,53E-01( 9,01E-01 43,8
2 A DO ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 >40 >40 NA 2,29E-02 34,6
3 A DO ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 37,11| 32,11 |1,27E-01| 9,02E+00 37,4
4 WT DO LE |ern2050(y =-0.30x +11.18( 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 35,36] 17,62 |3,52E-02| 2,32E+04 39,2
5 WT DO LE [ern2050|y =-0.28x +11.28| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 >40 | 16,45 |[2,60E-02| 1,03E+05 39,4
6 WT DO LE |ern2050|y =-0.30x + 11.74| 0,9924| 99,18% 32,78 NA 36,47 >40 | 17,93 [9,51E-03| 5,93E+04 40,2
4 A DO LE |ern2050|y =-0.30x +11.18| 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 >40 35,13 [1,02E+00| 1,67E-01 40
5 A DO LE |ern2050|y =-0.28x +11.32| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 35,90| 30,15 |4,84E-01| 1,53E+01 36,2
6 A DO LE |ern2050|y =-0.30x + 11.74| 0,9924| 99,18% 32,78 NA 36,47 >40 | 33,79 |9,53E-02| 1,06E+00 40,4
1 WT H5 ES Adk |y=-0.28x+11.10| 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 33,64| 17,58 NA 2,78E+04 45,6
2 WT H5 ES Adk |y =-0.31x +10.00{ 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 37,12 12,50 NA 4,43E+04 34,2
3 WT H5 ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966 | 101,65% 25,84 9,81 >40 32,26| 12,69 NA 3,94E+04 38
1 A H5 ES Adk |y=-0.28x +11.10{ 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 32,24 16,96 NA 4,61E+04 41,2
2 A H5 ES Adk |y =-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 35,79| 12,71 NA 3,56E+04 36,6
3 A H5 ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966 | 101,65% 25,84 9,81 >40 >40 | 12,70 NA 3,84E+04 38,6
4 WT H5 LE Adk |y=-0.34x+12.31]| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 35,36 17,44 NA 6,04E+04 39,2
5 WT H5 LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 36,08| 15,68 NA 8,88E+04 37,2
6 WT H5 LE Adk |y=-0.27x +10.88|0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 36,97| 20,50 NA 4,52E+03 43
4 A H5 LE Adk |y=-0.34x+12.31]| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 [>40 17,23 NA 6,81E+04 40
5 A H5 LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 36,09| 15,40 NA 9,65E+04 40,6
6 A H5 LE Adk |y=-0.27x +10.88| 0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 35,32| 16,75 NA 5,40E+04 38
1 WT H5 ES AspS |y =-0.32x +11.79| 0,9969 | 106,57% 30,96 14,75 38,16 33,64 21,85 |3,21E-03| 1,75E+03 45,6
2 WT H5 ES AspS |y=-0.27x +11.01{ 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 37,12| 20,10 |1,36E-02| 1,29E+04 34,2
3 WT H5 ES AspS |y=-0.27x +11.17| 0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 32,26| 20,45 |1,67E-02| 1,23E+04 38
1 A H5 ES AspS |y=-0.32x +11.79] 0,9969| 106,57% 30,96 14,75 38,16 32,24| 16,99 |2,71E-02| 6,62E+04 41,2
2 A H5 ES AspS |y=-0.27x +11.01| 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 35,79 16,31 |9,09E-03| 1,23E+05 36,6
3 A H5 ES AspS |y=-0.27x+11.17/0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 >40 | 16,92 (4,75E-02| 1,08E+05 38,6
4 WT H5 LE AspS |y =-0.30x +10.50| 0,9982 | 101,44% 27,94 11,19 37,11 35,36 17,79 |1,73E-02| 3,13E+03 39,2
5 WT H5 LE AspS |y=-0.26x +11.18|0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 36,08| 19,02 |2,26E-03| 3,92E+04 37,2
6 WT H5 LE AspS |y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 36,97| 18,53 |2,88E-02| 1,13E+05 43
4 A H5 LE AspS |y=-0.30x +10.50( 0,9982 | 101,44% 27,94 11,19 37,11 [>40 12,97 |1,21E-02| 8,80E+04 40
5 A H5 LE AspS |y=-0.26x +11.18(0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 36,09| 15,68 |2,67E-03| 2,71E+05 40,6
6 A H5 LE AspS [y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 |35,32 15,44 |3,95E-02| 1,87E+06 38
1 WT H5 ES HisS |y =-0.27x +10.46( 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 33,64| 22,19 |3,45E-02| 6,86E+02 45,6
2 WT H5 ES HisS |y =-0.26x +10.72|{0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 37,12 20,47 |1,16E-01| 6,45E+03 34,2
3 WT H5 ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 32,26| 20,84 |1,89E-01| 5,74E+03 38
1 A H5 ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 32,24 17,68 |2,24E-02| 1,24E+04 41,2
2 A H5 ES HisS |y =-0.26x +10.72(0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 35,79| 16,55 |4,20E-02| 6,46E+04 36,6
3 A H5 ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 >40 | 16,77 |3,89E-02| 6,61E+04 38,6
4 WT H5 LE HisS |y =-0.26x +10.25| 0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 35,51 21,91 |4,09e-02| 1,01E+03 39,6
5 WT H5 LE HisS |y =-0.31x +11.69] 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 35,90 36,08| 19,73 |2,28E-02| 1,17E+04 37,2
6 WT H5 LE HisS |y =-0.35x +12.86| 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 36,97| 19,21 |6,00E-02| 3,28E+04 43
4 A H5 LE HisS |y =-0.26x +10.25]| 0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 36,59| 17,03 |1,22E-02| 1,76E+04 41,2
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Plate |Strain|Medium G Gene | Standard curve r2  |Efficiency |Min curve |Max curve IS NTC |Mean Ct| SDCt REENEE RNA
phase control per RNA ng | quantity (ng)

5 A H5 LE HisS |y =-0.31x +11.69( 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 35,90 36,09| 15,92 |4,14E-03| 1,57E+05 40,6
6 A H5 LE HisS |y =-0.35x +12.86| 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 35,32| 16,22 |1,70E-02| 4,11E+05 38
1 WT H5 ES |ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,96 15,59 34,25 33,64| 18,96 |2,97E-02| 2,20E+04 45,6
2 WT H5 ES |ern2050|y =-0.28x + 10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 37,12 15,95 |1,93E-02| 9,62E+04 34,2
3 WT H5 ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 32,26| 17,57 |7,51E-02| 7,20E+04 38
1 A H5 ES |ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,9 15,59 34,25 |32,24| 33,99 |7,05E-03| 5,73E-01 41,2
2 A H5 ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 35,79| 35,18 |4,02E-01( 4,68E-01 36,6
3 A H5 ES  |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 >40 | 34,08 |5,26E-01| 2,64E+00 38,6
4 WT H5 LE |ern2050|y =-0.30x +11.18( 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 35,51 17,39 |5,85E-02| 2,70E+04 39,6
5 WT H5 LE [ern2050|y =-0.28x +11.27| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 36,08| 16,17 |7,47E-02| 1,31E+05 37,2
6 WT H5 LE [ern2050|y =-0.30x +11.74| 0,9924 | 99,18% 32,78 NA 36,47 36,97| 17,73 |9,14E-02| 6,35E+04 43
4 A H5 LE  |ern2050|y =-0.30x + 11.18| 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 36,59| 34,30 |8,75E-01| 2,77E-01 41,2
5 A H5 LE [ern2050|y =-0.28x +11.31| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 36,09| 33,45 |2,54E-01| 1,58E+00 40,6
6 A H5 LE |ern2050|y =-0.30x +11.74| 0,9924| 99,18% 32,78 NA 36,47 35,32| 36,01 |7,92E-01( 2,61E-01 38
1 WT H5D0 ES Adk |y=-0.28x +11.10|0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 34,33| 15,89 NA 1,02E+05 37,4
2 WT H5D0 ES Adk |y =-0.31x +10.00| 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 31,46| 12,64 NA 3,40E+04 40,2
3 WT H5D0 ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966| 101,65% 25,84 9,81 >40 >40 | 12,62 NA 3,65E+04 43
1 A H5D0 ES Adk |y=-0.28x+11.10| 0,9987| 92,33% NA 14,59 33,58 35,24| 15,18 NA 1,52E+05 40
2 A H5DO0 ES Adk |y =-0.31x +10.00{ 0,9949| 102,13% NA 9,64 >40 >40 | 12,20 NA 4,91E+04 38
3 A H5D0 ES Adk |y =-0.30x +10.04| 0,9966 | 101,65% 25,84 9,81 >40 >40 | 12,22 NA 5,48E+04 38
4 WT H5D0 LE Adk =-0.34x +12.31| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 |>40 16,68 NA 1,14E+05 38
5 WT H5D0 LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 36,12| 15,36 NA 1,07E+05 37,6
6 WT H5D0 LE Adk |y=-0.27x +10.88| 0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 34,97| 15,35 NA 1,31E+05 37,6
4 A H5D0 LE Adk |y=-0.34x+12.31]| 0,9785| 119,00% 30,96 15,52 34,95 35,84| 16,09 NA 1,96E+05 35
5 A H5DO0 LE Adk |y=-0.27x +10.68| 0,9977| 84,40% 32,54 14,09 35,83 >40 | 15,17 NA 1,20E+05 37,6
6 A H5D0 LE Adk |y=-0.27x +10.88| 0,9957| 87,35% 32,38 NA >40 36,62| 18,36 NA 1,75E+04 42,6
1 WT | H5DO ES AspS |y =-0.32x +11.79| 0,9969 | 106,57% 30,96 14,75 38,16 |34,33| 21,40 |8,54E-03| 2,98E+03 37,4
2 WT H5D0 ES AspS |y=-0.27x +11.01]| 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 31,46| 19,82 |2,93E-02| 1,30E+04 40,2
3 WT H5D0 ES AspS |y=-0.27x +11.17[0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 >40 | 20,27 |[6,45E-03| 1,22E+04 43
1 A H5D0 ES AspS |y =-0.32x +11.79| 0,9969| 106,57% 30,96 14,75 38,16 35,24| 16,44 |1,47E-02| 1,02E+05 40
2 A H5D0 ES AspS |y=-0.27x +11.01{ 0,9999| 84,86% 33,77 14,95 >40 >40 | 16,20 (3,42E-02| 1,28E+05 38
3 A H5DO0 ES AspS |y =-0.27x +11.17[/ 0,9998| 85,80% 33,95 15,43 >40 >40 | 16,74 |3,56E-02| 1,23E+05 38
4 WT H5D0 LE AspS |y =-0.30x +10.50{ 0,9982 | 101,44% 27,94 11,19 37,11 [>40 16,48 |1,12E-02( 8,16E+03 38
5 WT H5D0 LE AspS |y =-0.26x +11.18| 0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 36,12| 18,47 |5,37E-02| 5,39E+04 37,6
6 WT H5D0 LE AspS |y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 34,97| 18,12 |8,17E-03| 1,84E+05 37,6
4 A H5DO0 LE AspS |y =-0.30x +10.50| 0,9982 | 101,44% 27,94 11,19 37,11  |35,84| 12,81 |5,56E-03| 1,16E+05 35
5 A H5D0 LE AspS |y=-0.26x +11.18| 0,9997| 83,53% 34,74 15,88 >40 >40 | 15,85 (1,32E-02| 2,64E+05 37,6
6 A H5D0 LE AspS |y =-0.38x +13.68| 0,9625| 138,61% 31,34 NA 34,93 36,62 15,39 |2,82E-02| 1,75E+06 42,6
1 WT H5D0 ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 34,33| 21,36 |4,02E-02( 1,39E+03 37,4
2 WT H5DO0 ES HisS |y =-0.26x +10.72]| 0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 31,46| 20,20 |2,05E-02| 6,44E+03 40,2
3 WT H5D0 ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 >40 | 20,50 |2,51E-02| 6,23E+03 43
1 A H5D0 ES HisS |y =-0.27x +10.46| 0,9957| 85,62% 31,94 13,22 36,85 35,24| 16,55 |3,72E-02| 2,57E+04 40
2 A H5D0 ES HisS |y =-0.26x +10.72]| 0,9996| 83,17% 33,08 14,2 35,84 >40 | 16,66 |[2,80E-02| 5,82E+04 38
3 A H5D0 ES HisS |y =-0.26x +10.82| 0,998 | 83,21% 33,11 14,5 33,22 >40 | 16,94 [3,96E-02| 6,06E+04 38
4 | WT [ HS5DO LE HisS |y =-0.26x +10.25| 0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 |>40 20,22 [5,12E-02| 2,88E+03 38
5 WT H5D0 LE HisS |y =-0.31x +11.69( 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 35,90 36,12| 19,23 |3,23E-02| 1,65E+04 37,6
6 WT | H5DO LE HisS |y =-0.35x +12.86| 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 34,97 19,09 |1,84E-03| 4,10E+04 37,6
4 A H5D0 LE HisS |y =-0.26x +10.25(0,9975| 80,99% 32,21 12,92 36,38 35,84| 16,38 |8,62E-02| 3,04E+04 35
5 A H5DO0 LE HisS |y =-0.31x +11.69] 0,9933| 102,57% 30,94 15,03 35,90 >40 | 16,37 |4,05E-02 1,24E+05 37,6
6 A H5D0 LE HisS |y =-0.35x +12.86( 0,9872| 123,70% 31,32 NA 36,91 36,62| 16,09 |3,68E-02| 4,06E+05 42,6
1 WT | H5DO ES |ern2050|y =-0.31x +11.84| 0,9971| 103,17% 31,9 15,59 34,25 |34,33| 18,19 |4,90E-03| 4,64E+04 37,4
2 WT H5D0 ES |ern2050|y =-0.28x +10.91| 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 31,46| 17,05 |4,01E-02| 4,09E+04 40,2
3 WT | H5DO ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998 | 85,73% 34,16 15,46 >40 >40 | 18,51 |4,90E-02| 3,56E+04 43
1 A H5D0 ES |ern2050|y =-0.31x + 11.84| 0,9971| 103,17% 31,96 15,59 34,25 35,24| 33,66 |2,93E-01( 7,58E-01 40
2 A H5DO0 ES [ern2050|y =-0.28x +10.91{ 0,9995| 88,47% 32,46 14,1 37,02 >40 | 38,45 |2,19E+00| 8,44E-02 38
3 A H5D0 ES |ern2050|y =-0.27x +11.16| 0,9998| 85,73% 34,16 15,46 >40 >40 | 33,51 [8,95E-02| 3,73E+00 38
4 WT H5D0 LE |ern2050|y =-0.30x +11.18( 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 >40 17,03 |5,23E-02| 3,60E+04 38
5 WT H5D0 LE [ern2050|y =-0.28x +11.30| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 36,12| 16,71 |3,53E-02| 9,07E+04 37,6
6 WT H5D0 LE |ern2050|y =-0.30x + 11.74| 0,9924| 99,18% 32,78 NA 36,47 34,97| 18,18 |1,57E-02| 5,34E+04 37,6
4 A H5DO0 LE |ern2050|y =-0.30x +11.18| 0,9998| 97,80% 30,88 14,07 >40 35,84| 35,86 |1,65E+00| 1,37E-01 35
5 A H5D0 LE |ern2050|y =-0.28x +11.33| 0,9969| 91,71% 32,52 14,95 37,00 >40 | 33,38 |6,87E-01| 1,86E+00 37,6
6 A H5DO0 LE |ern2050|y =-0.30x + 11.74| 0,9924| 99,18% 32,78 NA 36,47 36,62 32,60 |1,11E-01| 2,27E+00 42,6
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Supplementary table S9. Specifier codon sequence comparison between different bacterial

species. Specific codon of T-box RNA leader of hisS-aspS operon was identified in different bacterial

species (6). Alternative codon was annotated by prime symbol.

Specie Strain Id Strand | 5'position | Sequence| Codon 1 Codon 2
Enterococcus faecium Aus0004 | CP003351.1 - 2519789 | GACAC Asp His
Bacillus subtilis ATCC11774 | CP026010.1 - 3760318 | AACAC Asn His
Bacillus stearothermophilus 10 CP008934.1 - 802269 GACAC Asp His
Bacillus cereus ATCC14579 | CP034551.1 - 4340932 | GACAC Asp His
Bacillus halodurans C-125 BA000004.3 + 1345310 | AACAC Asn His
Oceanobacillus iheyensis HTES831 BA000028.3 - 2047383 | GACAT Asp His'
Listeria monocytogenes ATCC51779 | CP025567 - 1574194 | GACAC Asp His
Lactobacillus casei 12A CP006690.1 - 1494835 | GACAC Asp His
Lactobacillus brevis 100D8 CP015338.1 - 2102143 | GACAC Asp His
Lactobacillus johnsonii G2A CP040854.1 + 769431 GACAC Asp His
Enterococcus faecalis V583 AE016830.1 - 1910447 | GACAT Asp His'
Clostridium thermocellum | ATCC27405 | CP000568.1 - 1622720 | GACAC Asp His
Carboxydothermus Z-2901 | cP000141.1| - | 1987895 | aacac Asn His
hydrogenoformans
Thermoanaerobacter MB4 | AE008691.1 | + | 1231030 | Gacac Asp His
tengcongensis
Bacillus clausii KSM-K16 | AP006627.1 + 1698282 | AACAC Asn His
Bacillus licheniformis ATCC14580 | CP034569.1 - 2789821 AACAC Asn His
Desulfotomaculum reducens MI-1 CP000612.1 + 807921 AACAC Asn His
Exiguobacterium sibiricum 255-15 CP001022.1 - 2041444 | GAcccC Asp Pro
Lactobacillus plantarum ATCC8014 | CP024413.1 - 1775842 | GACGC Asp Arg
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IV. Discussion

Cette premiére investigation fonctionnelle a permis de préparer les premiéres pistes pour
une caractérisation plus approfondie des petits ARN décrits chez E. faecium. Nous avons ici
au moins 9 candidats avec des hypothéses a explorer, dont 3 ARN avec des données
expérimentales sur leurs fonctions [Tableau 10]. Nous allons revenir sur les différentes

expérimentations a effectuer pour approfondir l’étude fonctionnelle de ces ARN.

Tout d’abord, U"expression des 6 ARN n’ayant pas encore été validée par Northern blot et
RT-gPCR devra étre vérifiée. Ensuite, la caractérisation génétique des 16 ARN sélectionnés
lors de ce manuscrit devra étre complétée par 5’3’RACE mapping. Pour les ARN présentant
des incohérences de taille entre les résultats obtenus par 5’3’RACE mapping et par
Northern blot, U'utilisation d’un plasmide comme pAT29 pourrait étre une solution. Ce
plasmide semblant étre a haut niveau de copies, les expérimentations de 5’3’RACE
mapping sur des souches trans-complémentées devraient étre plus aisées, en confirmant
en parallele Uexpression de ’ARN dans ces souches par Northern-Blot. Des essais de demi-
vie sur chacun des 16 ARN semblent indispensables pour finaliser la premiére
caractérisation génétique de ces ARN. En effet, ces données sont nécessaires pour évaluer
le type de régulateur et estimer si ces données sont cohérentes avec les hypothéses posées
lors de ce manuscrit [Tableau 10]. Des extraits d’ARN totaux ont déja été obtenus dans la
souche Aus0004 avec ou en absence de concentration subinhibitrice d’antiseptiques dans
les mémes conditions que U'essai de demi-vie avec Aus0004™® décrit dans l’article 1 (Le
Neindre et al., 2021) mais ne sont pas encore exploités. Une investigation en tant
qu’ARNreg agissant en trans pourra donc étre sérieusement envisagée pour les ARN ayant
une demi-vie d’au moins dix minutes. Malheureusement, les prédictions de cibles par bio-
informatique ne sont pas informatives seules et ne permettent pas de distinguer un
régulateur en 5’UTR d’un ARNreg. En effet, le nombre de cibles prédites reste important

quelque soit U’ARN étudié. Ces données nécessitent d’étre couplées a des données
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expérimentales. L’identification globale des cibles peut étre effectuée par !’approche
MAPS (Lalaouna et Massé, 2015). Cette approche repose sur une chromatographie d’affinité
couplée a un séquencage haut débit [Figure 43]. Pour cela, ARN étudié est fusionné avec
une étiquette MS2 puis cloné dans la souche d’intérét. Pour augmenter la sensibilité,
’étiquette peut étre doublée. Pour améliorer la spécificité, plusieurs ARN fusionnés
pourront étre produits, avec des fusions en 5’ et/ou en 3’. Lors de la croissance
bactérienne, U’ARN-MS2 transcrit peut interagir avec diverses cibles. Au temps de
croissance souhaité, les bactéries sont lysées, et le lysat est élué dans une colonne avec
une phase immobile contenant une résine associée aux protéines MS2-MBP. Ces protéines
fixent les étiquettes MS2. Les complexes ARN-MS2 avec leurs cibles sont donc retenus sur
la colonne. On peut alors ajouter un éluant pour récupérer les ARN (phénol pH = 4). Les
ARN sont ensuite identifiés par séquencage a haut débit permettant d’obtenir une liste de
cibles de 'ARN étudié. Cette approche couplée aux prédictions informatiques est un bon
moyen d’identifier les cibles d’un ARNreg. Les cibles les plus intéressantes devront étre
confirmées par des retards sur gel. Le principe d’un retard sur gel est de mettre en
évidence l’interaction directe in vitro entre U’ARNreg et sa cible en comparant la
différence de migration sur un gel natif entre un complexe et ’ARN seul. En s’appuyant sur
les prédictions d’interaction, les zones d’interaction peuvent étre testées en produisant
des transcrits partiellement délétés des séquences prédites. La perte d’interaction suite a

cette délétion ciblée confirmera la zone d’interaction.

Au vu des données obtenues, I’approche MAPS avec confirmation des cibles par retard sur
gel peut déja étre effectuée avec les ARN ern0120 et ern0160. Selon la fonction des cibles
validées, des tests phénotypiques comparant les souches d’étude pourront étre réalisés
pour estimer Uimpact de la régulation au niveau phénotypique. Selon la zone
d’interaction, le type de régulation (post-transcriptionnelle ou traductionnelle) sera a

confirmer.
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Figure 43. Représentation de |’approche MAPS permettant [’identification des cibles d’un
ARNreg.

L’ARNreg est représenté en noir, tandis que les ARNm bactériens sont représentés en bleu.
L’étiquette MS2 est représentée par le rectangle vert.

La régulation post-transcriptionnelle peut étre évaluée par RT-qPCR et/ou RNAseq en
comparant les souches d’étude et par un systeme double-plasmide [Figure 44]. Une
différence d’expression entre la souche sauvage et délétée de UARN étudié (ou trans-
complémentée et plasmide vide) du gene cible permet la mise en évidence d’une
régulation post-transcriptionnelle directe ou indirecte. Le systéme double-plasmide
permet de mettre en évidence la régulation directe de ’ARN régulateur étudié sur ’ARN
cible [Figure 44]. Le principe repose sur 'utilisation de deux plasmides, l’un inductible
contenant UARN régulateur, et le second contenant un géne rapporteur de type gfp ou

blaZ soumis a la région promotrice de I’ARNm cible. Si l’induction de U’expression de I’ARN
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régulateur induit une modification de ’activité mesurée (enzymatique, fluorescence ou
autre), alors UARN a bien une activité de régulation fonctionnelle. La régulation
traductionnelle peut étre évaluée par des essais de TOE print. Un essai de TOE print
permet de révéler la fixation d’un ribosome sur UARNm [Figure 44]. Une régulation
traductionnelle est fortement probable dans le cas ou l’ajout de I’ARN régulateur modifie
la position du TOE print. Cette méthode présente également lintérét de valider la

localisation de l’interaction sur ’ARNm.

Dans le cas d’ern0120, la co-transcription avec le géne en aval devra étre explorée par RT-
PCR. Si cette co-transcription est avérée, confirmant donc la présence d’ern0120 dans la
région 3’UTR de EFAU004_00212, l’acteur provoquant la scission d’ern07120 devra étre
recherché. Si les données expérimentales (MAPS et retard sur gel) confirment la
ribonucléase HIll comme cible, la fonction de cette enzyme dans la scission d’ern0120
devra étre explorée. Pour cela, la production de la protéine RnhC et de ’ARN comprenant
EFAU004_00212 et ern0120 est nécessaire. On pourra ensuite, sur un gel dénaturant,
observer si l’ajout de la ribonucléase provoque ’apparition d’ern0120 a partir du transcrit

total.
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Figure 44, Représentation des méthodes de validation des cibles d’ARNreg.
L’ARNreg est représenté en noir, I’ARNm cible en bleu et I’ARN du géne rapporteur en vert. La protéine du géne rapporteur est représentée par le
cercle vert. Le ribosome est représenté par la protéine violette. Le RBS de I’ARNm cible est représenté par le rectangle gris.
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Pour Uinvestigation d’ern0160, plusieurs pistes peuvent étre envisagées. Tout d’abord,
Uinteraction avec ’ARN en antisens (ern0170) peut étre expérimentée par retard sur gel.
Comme ern0170 se situe en aval du géne mgtA, leur co-transcription va devoir étre
évaluée (RT-PCR et/ou Northern blot). Malheureusement, dans les conditions de cultures
utilisées, ern0170 et mgtA sont faiblement exprimés, rendant plus difficile ’investigation
fonctionnelle. En utilisant un systéme rapporteur avec un plasmide a haut niveau de
copies, il pourrait étre possible de forcer la transcription d’ern0170. On pourrait alors
utiliser un systeme double-plasmide pour vérifier si ern0160 influe sur la continuité de
transcription d’ern0170. Une stabilisation d’ern0170 par ern0160 peut également étre
envisagée. En plus de ’activité en cis, une activité en trans d’ern0160 semble plausible di
a sa grande stabilité [Figure 31]. Les données de transcriptomique globale comparant la
souche sauvage avec Aern0160 et Aern0160_pAT29 avec Aern0160_pAT29Qern0160
semblent cohérentes avec une activité en trans (données non publiées). En effet,
contrairement a ce qui a été observé avec les données de transcriptomique globale des
souches d’étude d’ern2050, la souche surexprimant ern0160 cause une variation
d’expression significative d’un grand nombre de génes (>300). Néanmoins, cette
observation peut étre causée par un ensemble de régulations directes et indirectes,
nécessitant d’effectuer une recherche des cibles directes par l’approche MAPS. Rappelons
également que le plasmide pAT29Qern0160 surexprime ern0170, devant donc étre pris en
compte dans les interprétations futures. Le role fonctionnel d’ern0160 a été étudié dans
un modele murin de colonisation intestinale. Les premiers résultats suggerent une possible
implication du ern0160 dans la colonisation intestinale mais des études complémentaires

sont nécessaires afin d’approfondir ces premiers résultats (Reissier et al. 2021).

Pour les autres ARN a demi-vie plus courte, ’investigation en tant qu’ARNreg agissant en

trans n’est pas a favoriser dans un premier temps. Seuls les ARN ern0030, ern1260 et
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ern2050 appartiennent a cette catégorie a ce jour, di a "absence de données sur les

demi-vies des autres ARN candidats.

Récemment, de nouveaux petits ARN ont été mis en évidence chez E. faecium (souche
Aus0004), avec des prédictions bio-informatiques supplémentaires sur leurs mécanismes de
régulation (Michaux et al., 2020). Cing de nos 16 ARN sélectionnés n’ont pas été mis en
évidence par ces auteurs (ern0510, ern0980, ern1060, ern2050 et ern2210). En rapport
avec ce manuscrit, on peut distinguer 6 de leurs ARN prédits comme T-box régulateurs
avec sRNA_016 régulant tyrS, sRNA_095 régulant valRS, sRNA_100 correspondant a U’ARN
ern1900 régulant U’opéron hisXYZ, sRNA_110 régulant leuS et deux derniers (sSRNA_022 et
sRNA_026 régulant des transporteurs). Ces auteurs mettent également en évidence en tant
que riboswitch, sRNA_025 correspondant a ern0690 et prédit comme un riboswitch avec un
motif « ykok » (Michaux et al., 2020). Le motif « ykok » est retrouvé dans les riboswitchs
ayant comme molécule effectrice Mg?* (McCown et al., 2017). Ce type de riboswitch est
notamment retrouvé dans la régulation des genes mgtA et mgtE, et pourrait donc
correspondre au mécanisme de régulation médié par ern0170. Le riboswitch médié par
PyrR a également été mis en évidence en tant que sRNA_043 (Michaux et al., 2020). On
retrouve sRNA_002 prédit comme 5’UTR correspondant a ern0030, soit le régulateur de
tet(M). Ils ont considéré sRNA_069 comme un ARN intergénique alors que cet ARN
correspond a ern1300, régulateur de mef(A). Ils ont localisé ern2410 sur deux positions,
avec sRNA_116 en 5’UTR de EFAU004_02833 codant un transporteur ABC et sRNA_068 en
région intergénique (EFAUO004_01582 codant AroGA et EFAU004_01583 codant la petite
sous-unité d’une B-galactosidase). Enfin, ils ont identifié sRNA_067, correspondant a
ern1260, comme un analogue a BsrC, ARN non codant exprimé chez B. subtilis (Saito et al.,

2009).

L’ARN BsrC est exprimé exclusivement a un temps de croissance de 4h, avec une taille de
280 nucléotides et Uextrémité 5’ a été identifiée par primer extension mais aucune
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fonction ne lui a encore été attribuée (Saito et al., 2009). Le terminateur prédit par mfold
(Zuker, 2003) est également proche du codon stop du géne ydaG étant sur le brin opposé.
En comparaison avec E. faecium, le transcrit ern1260 est légerement plus petit, le profil
d’expression est semblable mais reste exprimé plus longtemps chez E. faecium [Figure 13]
et a un arrangement semblable avec celui de BsrC. Avec les données initiales d’essai de
demi-vie, on a considéré qu’ern1260 était un ARNreg ne pouvant agir qu’en cis, au niveau
du 3’UTR du géne codé sur le brin opposé, gene étant fsaA qui code une aldolase putative
chez E. faecium. L’hypothese ayant été retenue est une protection de U’ARNm par
interaction avec ern1260 au niveau du 3’UTR ou avec une hypothétique seconde forme
d’ern1260 ayant une interaction plus grande avec ’ARNm de fsaA. Mais le géne fsaA étant
faiblement exprimé chez E. faecium, les conditions d’expression de ce gene devront étre
explorées. De plus, la délétion de BsrC chez B. subtilis n’a eu aucun impact sur la capacité

de croissance de la bactérie suggérant un role mineur de cet ARN (Saito et al., 2009).

L’exploration du systeme de régulation peut néanmoins étre menée en utilisant des
plasmides avec promoteur constitutif. La premiére étape serait de déterminer ou s’arréte
la 3’UTR de fsaA. On pourrait insérer le géne fsaA et la région intergénique suivant ce
géne dans un plasmide avec un promoteur constitutif pour pouvoir exprimer le géne. Aprés
vérification de U’expression, la taille déterminée par Northern blot comparée a celle de la
séquence codante nous donnera l’information de la taille de la région 3’UTR. La longueur
de cette 3’UTR pourra étre vérifiée par RT-PCR pour s’assurer de la position par rapport a
la séquence d’ern1260. On pourra alors vérifier si une interaction directe existe bien entre
ern1260 et le 3’UTR de fsaA par retard sur gel. En absence de « long » 3’UTR, la seconde
forme d’ern1260 pourra étre recherchée, par Northern blot et RT-PCR, en condition
subinhibitrice de daptomycine [Figure 41]. Si cette seconde forme est mise en évidence,
Uinteraction entre cette forme et ’ARNm de fsaA pourra également étre testée par retard

sur gel. Ensuite, la fonction d’ern1260 dans la stabilité de ’ARNm de fsaA pourrait étre
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évaluée en utilisant un plasmide avec promoteur inductible contenant ern1260 et un
plasmide avec un promoteur constitutionnel contenant fsaA avec la séquence en 3’UTR
impliquée dans ’interaction. Une variation de stabilité de I’ARNm de fsaA en présence de

’inducteur démontrerait la fonction d’ern1260.

Un autre ARNreg, ern0280, pour lequel nous avons aujourd’hui peu de données
expérimentales, doit étre exploré. En effet, c’est le 2°™ ARN le plus exprimé des 16
candidats sélectionnés, et celui-ci code pour une toxine putative fst-like. Etonnamment,
son antitoxine putative, ern0290, est faiblement exprimée. La prédiction de ce systéeme
comme T-AT de type | est tres probable, d’autant que ce systéme est largement retrouvé
dans différents plasmides d’E. faecium. La premiére étape pour l’investigation serait de
déterminer la demi-vie d’ern0280 et ern0290, en s’attendant a une demi-vie plus
importante d’ern0280. La seconde étape est de vérifier si une interaction est bien
existante entre la toxine et l’antitoxine, puis de vérifier par TOE print, que UORF de la
toxine est bien capable de fixer un ribosome et que la présence de l’antitoxine altére la
position du TOE print d’ern0280. Enfin, la toxine pourra étre produite in vitro pour évaluer

sa cytotoxicité et son activité bactéricide.

Les ARN ern2210 et ern2410 ont des profils d’expression semblables, c’est-a-dire une
expression de deux formes distinctes, plutot lors de la phase exponentielle de croissance.
En se basant sur leurs environnements génétiques, on a considéré ces deux ARN comme de
potentiels régulateurs en 5’UTR [Figure 29]. La premiere étape dans leur investigation sera
donc de vérifier par RT-PCR et/ou Northern Blot si ces ARN sont bien co-transcrits avec le
gene retrouvé en aval. Ensuite, la régulation en 5’ de ces 2 ARN pourra étre mise en
évidence en utilisant des souches délétées Aern2210 et Aern2410. Dans I’hypothése que ce
soient des riboswitchs, la mise en évidence de la molécule effectrice risque d’étre
indispensable pour étudier leurs mécanismes. Pour ern2210, on peut supposer que c’est un

riboswitch régulant le gene glmU. Le mécanisme de régulation de glmU n’est pas connu a
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ce jour, mais il semble exister une autorégulation provoquée par la production de N-
acétylglucosamine. En utilisant le milieu chimiquement défini mis en place lors de ce
manuscrit, on pourra essayer de provoquer une variation d’expression de glmU en ajoutant
du GlcNAc-1P ou de U'UDP-GlcNac dans le milieu, ou au contraire, faire varier la
concentration de glucose dans le milieu. Malheureusement, ern2210 contient des
séquences répétées risquant de rendre son investigation plus complexe [Tableau 7]. Sur le
méme principe, ern2410 semble étre dans le 5’UTR d’un opéron codant 3 transporteurs et
une protéine de régulation probablement impliquée dans le métabolisme de la biotine. On
pourra donc faire varier la concentration de biotine du milieu chimiquement définit pour
étudier une potentielle variation d’expression de l’opéron. Cette variation d’expression
peut également étre révélée en utilisant un systeme rapporteur utilisant comme
promoteur les riboswitchs. L’avantage de ces systémes rapporteurs est la possibilité de
produire facilement plusieurs construits avec des délétions et des mutations ciblées pour
détecter les séquences indispensables au riboswitch. Au niveau du mécanisme, ’induction
de Uélongation par les molécules effectrices pourra étre mise en évidence par
transcription in vitro. Dans U’hypothése que ces riboswitchs soientt de type ribozyme,
Uobservation d’une potentielle catalyse devra se faire en présence d’ions en plus de la

molécule effectrice. Cet essai pourra se faire lors ou apres la transcription in vitro.

Dans ce manuscrit, nous mettons en évidence 2 T-box riboswitchs, ern1900 et ern2050. La
régulation en 5’ de ern2050 sur I’opéron hisS-aspS a bien été mise en évidence a ’aide des
souches d’étude [Article 2, Figure 1B et Table 1]. En plus des séquences consensus, la
détermination expérimentale de la structure secondaire d’ern2050 est typique d’un T-box
riboswitch [Article 2, Figure 2]. Néanmoins, nous n’avons pas réussi a induire une variation
d’expression de l'opéron avec les restrictions d’acides aminés dans le milieu [Article 2,
Figure S3 et Table S7]. Malgré des premiers résultats d’interaction T-box/ARNt

encourageant, des expérimentations supplémentaires sont également nécessaires pour
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compléter U'investigation mécanistique du T-box riboswitch. Pour cela, nous allons utiliser
plusieurs construits d’ARNt et d’ern2050 pour tester les zones d’interaction. Par mutation
ciblée, nous avons produit plusieurs ern2050 avec diverses mutations au niveau du codon
« specifier », permettant de vérifier la spécificité du T-box riboswitch. Pour les ARNt, nous
avons produit des ARNt avec des modifications au niveau de [’anticodon, et pour mimer
’amino-acylation, "ajout d’un C a Uextrémité -CCA 3’. Les expérimentations d’interaction
in vitro sont actuellement en cours (Dr F.DR. Wencker, Institute for molecular infection
biology). Les résultats obtenus a ce jour sont : "absence d’impact de l’ajout de C a
extrémité -CCA 3’, une confirmation de Llinteraction de UARNt*P, une absence
d’interaction avec I’ARNt"™® mais une interaction avec I’ARNt“*. Effectivement, le codon
correspondant a Uhistidine (CAC) est positionné juste avant une séquence appariée
(U10sCU108) et le 3°™ C du codon (Cis) peut potentiellement s’apparier avec un G sur le
brin opposé (Gzs) malgré ’observation expérimentale de la structure secondaire [Article 2,
Figure 2]. L’interaction avec UARNt™® est plus étonnante mais possible, vu la présence
d’un codon AAA au niveau de la « specifier loop ». De plus, ’aspartate est précurseur de la
biosynthése de la lysine [Figure 45] et pourrait donc impacter indirectement |’amino-

acylation des ARNt™* et donc la régulation d’ern2050.
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L-Aspartate
EFAU004_00472 ¢ lysC
L-Aspartyl-phosphate

EFAU004_00471 ,Kasd NADPH
NADP

L-Aspartyl-semialdehyde

EFAUOO4_00468 mpymvate

L-2,3 Dihydropicolinate
NADPH

EFAU004_00469 dapB
NADP
L-piperidine-2,6-decarboxylate
Succinyl-CoA
EFAUQ04_00470 apH

CoA
L-2-acetamido-6-oxoheptanedioate

Glutamate
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2-Oxoglutarate

N-acetyl-LL-2,6-diaminoheptanedioate

EFAUQ04_00473 ,F dapL
Succinate

LL-2,6-diaminoheptanedioate
EFAU004_00467 ¢ dapF
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EFAU004_00466 lysA
Cco,
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Figure 45. Voie de biosynthése de la L-Lysine chez E. faecium Aus0004.

lysC: Aspartate kinase; asd: aspartate semi-aldehyde déhydrogénase; dapA:
dihydrodipicolinate synthase ; dapB : dihydrodipicolinate reductase ; dapH :
tétrahydrodipicolinate acétyltransférase ; dapX : acétyl-diaminopimelate aminotransférase ;
dapL : N-acétyl-diaminopimelate déacétylase ; dapF : diaminopimelate épimérase ; [ysA:
diaminopimelate décarboxylase.

Dans nos essais de détermination des acides aminés essentiels, nous avions remarqué un
impact de la restriction de la lysine sur la souche Aern2050-Aus0004 [Article 2, Figure 4],
qui sera donc a explorer plus précisément, notamment au niveau de la transcription des
deux synthétases. Ces résultats sont préliminaires et restent a confirmer. En parallele, il
serait intéressant de valider officiellement ern1900 comme T-box riboswitch. La premiére
étape serait de regarder la variation d’expression de Uopéron hisXYZ selon la
concentration d’histidine dans le milieu chimiquement défini. Sur le méme modéle
qu’ern2050, il faudrait déterminer les extrémités 5’ et 3’ de cet ARN, sachant que cet ARN
a la particularité de présenter deux motifs répétés « T-box/terminateur ». A ce jour, ce

type de T-box riboswitch dit « en tandem » n’a pas encore été validé expérimentalement,
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bien que prédit bio-informatiquement (Vitreschak et al., 2008). Il sera interessant de
déterminer expérimentalement la structure secondaire de ce type d’ARN pour vérifier si la
structure est telle qu’attendue (2 tige-boucles terminatrices). Néanmoins, avec un seul
codon specifier mais deux séquences T-box, le mécanisme de régulation par ’ARNt non

aminoacylé est plus difficile a appréhender.

Enfin, ’étude des petits ARN a permis de remettre en avant le mécanisme de régulation de
tet(M), reposant sur I’hypothese « originale » d’une accélération de synthése d’un peptide
leader putatif causée par une altération globale de la traduction due a la tétracycline (Su
et al., 1992). Jusqu’a ce jour, les expériences sur les mécanismes d’atténuation
démontrent plutot des changements conformationnels dus a une pause ribosomale lors de
la synthese du peptide leader (Yanofsky, 1981; Lovett, 1990; Ramu et al., 2009; Chancey
et al., 2015). Dans la région régulatrice Ptet, le peptide leader putatif initialement décrit
ne semble pas avoir de role dans la régulation de tet(M), démontré par nos essais de TOE
print [Article 1, Figure 6b]. Si nous réfutons l’hypothése initialement décrit du mécanisme
de régulation par atténuation transcriptionnelle et donc ’absence de recrutement
ribosomal par Uorfr;, alors la conformation la plus stable est la conformation

antiterminatrice [Figure 18].

Une premiére hypothése de mécanisme de régulation serait donc un mécanisme de type
riboswitch médié par une protéine régulatrice [Figure 46]. Cette hypothese est cohérente
avec l’induction par la tétracycline de la conformation antiterminatrice dépendante de la
présence du transposon Tn916 (Scornec et al., 2017). On peut donc supposer qu’un acteur
de ce transposon (protéine ou ARNreg) soit impliquée dans la régulation au niveau de Ptet.
La fonction de certaines protéines du module de régulation est encore inconnue
aujourd’hui (Celli et Trieu-Cuot, 1998). On aurait donc une transcription basale jusqu’au

niveau de la séquence codante de ce module de régulation [Figure 10]. La protéine pourra
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donc interagir avec la région Ptet pour favoriser la conformation terminatrice, soit

ern0030.

Tn916-like =1 ern0030 > tet(M) >— Génes de régulation)— ----------

Conformation
antiterminatrice ¢

=
v 2o

Tet(M) T.

Conformation j] ern0030 Tétracyclines

terminatrice
, 230-nt forme
> Médiation par
+1 une protéine
. ice?
s 5 ern0030 régulatrice -

150-nt forme

v

Figure 46. Hypothése du mécanisme de régulation de tet(M) Tn916-dépendant : médiation par
une protéine régulatrice.

La protéine régulatrice hypothétique est représentée par [’héxagone gris. Le RBS correspondant
au petit peptide positionné en 5’ d’ern0030 est représenté par le rectangle bleu. Le RBS
correspondant au petit peptide révélé par TOE print [Article 1, Figure 6A] est représenté par le
rectangle orange.

Cette hypothése serait donc en accord avec U'expression basale de tet(M) en absence de
tétracycline [Article 1, Figure 4A et 5]. Egalement, la présence d’une telle protéine
expliquerait l’absence de différence majeure de sensibilité aux tétracyclines dans notre
systeme plasmidique [Article 1, Table 1]. En effet, I’expression du systeme ern0030-tet(M)
plasmidique est bien plus importante que U’expression chromosomique de la protéine de

régulation potentielle. La conformation antiterminatrice est donc favorisée malgré les
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mutations ou délétions occasionnées au niveau de la séquence ern0030. Le seul impact
potentiel serait une fragilisation de la structure, cohérent avec nos légeres différences de
sensibilité aux tétracyclines observées [Article 1, Table 1]. La mise en évidence de cette
protéine régulatrice et de sa fonction nécessiterait donc la synthese in vitro des protéines
codées sur le module de régulation. L’interaction entre la protéine régulatrice et la région
Ptet devra étre révelée par retard sur gel. Si une interaction existe, le mécanisme plus
précis pourrait étre mis en évidence en effectuant une transcription in vitro du +1 de
transcription d’ern0030 jusqu’au début de la séquence codante de tet(M) (matrice 5’ tetM)
en présence ou non de la protéine régulatrice. Nos données préliminaires de transcription
in vitro ayant montré la présence d’un seul transcrit (400nt) a partir de la matrice 5’tetM
[Figure 32], 'ajout de la protéine régulatrice devrait favoriser au moins l’apparition du
transcrit ern0030 a 230nt. Enfin, on pourrait vérifier par un plasmide, si la surexpression
de cette protéine au sein de la bactérie diminue U'expression de tet(M). Les séquences
critiques dans linteraction avec cette protéine régulatrice pourront donc étre

recherchées.

L’observation d’une induction par les macrolides et la spectinomycine de la conformation
antiterminatrice indépendamment de la présence du transposon Tn976 suggere |’existence
d’'un mécanisme de régulation complémentaire (Scornec et al., 2017). Etonnamment,
Ueffet le plus prononcé est observé avec des antibiotiques pouvant provoquer un arrét
ribosomal lors de ’élongation (lincosamides, streptogramines et spectinomycine) [Figure
7.C et D]. On peut donc supposer un mécanisme de régulation impliquant un ribosome,
comme un mécanisme d’atténuation ou un mécanisme de protection ribosomal. La
présence de deux autres peptides putatifs que ’orfi, renforce cette hypothese, d’autant
que celui positionné juste apres ’extrémité 3’ d’ern0030 est capable de fixer un ribosome
[Article 1, Figure 6A]. Au vu de la position, un mécanisme par protection ribosomale serait

plus probable [Figure 47]. Cela expliquerait les différences d’expression et de sensibilité
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aux tétracyclines entre notre souche Aern0030-Aus0004™ et les souches mutantes BTR
(Beabout et al., 2015b). En effet, les deux types de souches abolissent ’induction par la
tétracycline car le site de fixation putatif de la protéine régulatrice est supprimé. Mais, la
délétion totale ne laisse qu’une petite séquence 5’UTR au gene tet(M) ne permettant pas
la traduction du petit peptide putatif. On peut donc imaginer que cette petite séquence
est plus facilement et rapidement clivable par d’hypothétiques RNAses, contrairement aux
souches BTR gardant un 5’UTR de tet(M) plus structuré et une séquence pouvant recruter
un ribosome au niveau de ce petit peptide. Un autre argument en faveur de ce mécanisme
est la multiplicité de transcrit d’ern0030 [Article 1, Figure 2]. Ce mécanisme expliquerait
la production du transcrit a 100nt exprimé en phase stationnaire, phase ou la traduction
est ralentie. En effet, un peptide putatif est localisé en 5’ d’ern0030 et pourrait donc
protéger la séquence 5’ d’ern0030 d’une dégradation. L’investigation de ce mécanisme
nécessitera la mise en évidence des RNAses impliquées dans le clivage potentiel des
différentes séquences simple brin d’ern0030. La capacité de fixation du peptide situé en 5’
devra étre évaluée par TOE print. Enfin, dans la compréhension des deux mécanismes de
régulation supposés, la détermination de la structure secondaire par in-line probing

d’ern0030 et de la conformation antiterminatrice de Ptet semble importante.
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Figure 47. Hypothése du mécanisme de régulation de tet(M) Tn916-indépendant : médiation par

protection ribosomale.
Les sites de clivage putatifs (par RNAse ou non) sont indiqués par les triangles rouges.
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Tableau 10. Liste récapitulative des fonctions des 16 ARN sélectionnés initialement.

Type Cible Mécanisme Fonction Arguments
- Atténuation Antibiorési «x - 3 3’RACE, variation expression et sensibilité ATB si délétion
, . x transcriptionnelle* nti I(A)Are;!;.i‘ta’nce - Mécanisme remis en cause (peptide leader non mis en évidence)
ern0030  5’UTR tet(M) - Riboswitch** énef)til Lt:*** - Littérature : (Su et al., 1992; Celli et Trieu-Cuot, 1998; Beabout et al.,
- Protection ribosomale* g q 2015b; Scornec et al., 2017; Michaux et al., 2020; Le Neindre et al., 2021)
- Atténuation .
, L. P - 5’3’RACE, homologie avec 5’UTR de mef(E)
*%% *%% *ekk *kk
At BRI mef(A) transcrl.pt1o!1nelle " Al e - Littérature : (Chancey et al., 2011, 2015; Michaux et al., 2020)
- Protection ribosomale
ern1030 5’UTR* ugpB* Riboswitch* Métabolique* (T) - RNAseq
- Référencé dans la base de données TBDB (LVNDX2SZ)
ern1900  5’UTR*** hisXYZ*** T-box riboswitch* Métabolique* (T) ;n\é?rr;acttlg)n d’expression de l’opéron hisXYZ chez Aern2050 (régulation
- Littérature : (Vitreschak et al., 2008; Marchand et al., 2020)
T D ABC . o s . L, - 5’3’RACE
ern2410 >'UTR transporteurs*® Riboswitch Metabolique™ (T) - Littérature : (Michaux et al., 2020)
- Référencé dans la base de données TBDB (F1TD5WKQ)
Métabolique*** - Structure secondaire et interaction validées expérimentalement
ern2050 5’UTR*** hisS-aspS*** T-box riboswitch*** (Trag) - Variation d’expression de ’opéron hisS-aspS chez Aern2050 (Régulation
directe)
- Littérature : (Vitreschak et al., 2008; Marchand et al., 2020)
ern2210  5’UTR* glmU* Riboswitch* Métabolique* (BioX) - 5’3’RACE
ern0280  ARNreg** ern0290** cis** (T-AT type 1) Maintien d’EGM* 2.3 RACE, prediction toxine Fst-like
- Conservation au sein de plasmide
ern0510  ARNreg* Transposase* cis* Mobilité génétique* - RNAseq
ern0980  ARNreg* xkdP* cis* ? - RNAseq, Northern Blot
ern1060  ARNreg* gloA* cis* Métabolique* (Dtx) - RNAseq
. . . , o - 5’3’RACE, stabilité faible
ern1260  ARNreg fsaA cis Métabolique* (BioX) Littérature : (Saito et al., 2009)
ern0160  ARNreg** T ern0170* . cis*-trans* Métabolique* (T) - 5’3’RACE, stabilité élevée
ransporteurs
ern0120  ARNreg** rnhC* trans* Métabolique* - 5’3’RACE, stabilité élevée
ern1940  ARNreg* ? ? ? - RNAseq
ern2020  ARNreg* ? ? ? - RNAseq, Northern Blot

* : Faible confiance, Aucun argument convaincant

** : Confiance modérée, Localisation génétique et/ou prédiction bio-informatique et/ou données transcriptomiques

*** : Forte confiance, Arguments expérimentaux phénotypiques et/ou transcriptomiques et/ou mécanistiques et/ou déja décrit dans la littérature
Fonction métabolique : T (transport), Dtx (Détoxification), BioX (Biosynthése), Trad (Traduction)
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Ce travail de these est la premiére investigation fonctionnelle des petits ARN décrit chez
E. faecium. A Uaide des premieres caractérisations génétiques, les premieres hypotheses
concernant les ARN les plus intéressants ont pu étre posées, nécessitant des validations
expérimentales. Un des ARN ayant eu une investigation fonctionnelle approfondie est un T-
box riboswitch régulant un opéron de deux aminoacyl-ARNt synthétases. La validation
expérimentale de ce nouveau T-box riboswitch a permis la mise en évidence d’une autre T-
box riboswitch et la mise en place d’un milieu de culture chimiquement défini pour E.
faecium. De plus, ce systeme de régulation s’avere important pour ’adaptation lors de la
croissance bactérienne, notamment en milieu pauvre en aspartate. Nos travaux ont
également permis de revisiter un mécanisme de régulation du gene de résistance aux
tétracyclines tet(M). Bien que le mécanisme de régulation soit post-transcriptionnel,
’hypothése initiale d’atténuation transcriptionnelle n’est pas supportée par nos résultats,
suggérant un mécanisme de régulation alternatif et nécessitant de plus amples

investigations.
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Materiels et methodes supplémentaires

Tableau supplémentaire 1. Oligonucléotides utilisés non décrits dans les articles

Nom Séquence nucléotidique (5°-3’) C“?l? et
experience

NBern0120 CTCAAGCAGACAAGCCCTTC

NBern0160 ATACATGCAAAGCACGGTGT

NBern0280 TCGCCTTTATTGATTTTACTTCTTG

NBern0980 GGTTTTAAACTGTCCCACCTTCAC NB sondes

NBern1260 TCTCATTTAAACGATGTATTCCCTAA

NBern1300 TGCATACATACAATTTGGAAACATT

NBern2020 GGGAGTCGACGTATTTTTTTAAGGCTC

qPCRsRNAO120F ATCACCTGCCGGATGCAG

qPCRsRNAO120R TACTCAAGCAGACAAGCCCT

qPCRsRNAO160F ACCTCGGAAGGATTCAAATAAACA

GPCRSRNAO160R  CAACACCGTGCTTTGCATGT Amorces qPCR

qPCRsRNA2050F GAAATTCATACACGGTACCACCT

qPCRsRNA2050R CGCGTACGAGCGTTATTCG

E1162cont00130F GGAAGATTGTAAAATAACAAATATTGGTAC E1162

E1162contr00022R GTTTCTCTTTAATATCCTGATAAACCG vérification

sRNAO120F 1 GCAAGACTTTTGTGGAGAAGGGC

sRNAO120F2 CTGCTTGAGTAATCAAGTACCG 53’RACE

sRNAO120R1 GACACCCCTGCATCCGGCAGGTG ern0120

sRNAO120R2 GCATCCGGCAGGTGATAAAGATAG

sRNAO160F 1 CACCGTGCTTTGCATGTATG

sRNAO160F2 CTGTTTATTTGAATCCTTCCGAGG 5’3’RACE

sRNAO160R1 GGTTTGTACTCTACACGCATG ern0160

sRNAO160R2 GTACTTCTAACAACTTTGTTTGC

KOsRNAO160F1 TTGACCCGGGCTATCTGACACTACATGTAG

KOsRNAO160F2 CTCTCGATAAGCTCGATCTATATAATAGCATCCTTTG

KOsRNAO160R1 CGAGCTTATCGAGAGCTCGGCTTTTTIC Délétion et

KOsRNAO160R2 ACACCCGGGGTTTGTTTATTCATATCTTGC trans-

KOsRNAO160vF GIGCTTATATTTGCAAACGCTACCAAAGG complémentation

KOsRNAO160vR GGAGATGCGATGTTCGTGAAATAAGG ern0160

pCsRNAO160F2 GGTGGTGGATCCGGTTATGAAAAGCCGCTAG

pCsRNAO160R2 GGTGGTGAATTCCCTATTCCTCCTTTAAAATCTTCGTAC

F1sRNA0280 GTAAAATCAATAAAGGCGACATC

F2sRNA0280 GACATCAACCTGAAAAAAAGCCC 5'3’RACE

R1sRNA0280 GTTTCGGTTATTCAACCAATAAC ern0280

R2sRNA0280 CTGAATAAAGAGACACAAACTCC

sRNA1260F2 GAATCGTCAGATAGCCTCCTC

sARN1260F3 GAGTTTTCGAGAAGGCTATCG 5°3’RACE

sRNA1260R1 GGGTGACTATTACTAACTATTAC ern1260

sRNA1260R2 TAAACGATGTATTCCCTAACCTC

sRNA1300F1 GTTTCCAAATTGTATGTATGCAG

sRNA1300F2 GTATGCAGACCAAAAGCCACATTG 5'3’RACE

sRNA1300R1 GTTAAATAACTTATATCTICACCG ern1300

sRNA1300R2 CGTAACTAATGAATGCTCAATATCG

sRNA2210F1 GGCAGGAGACCACCGGTTACC .

sRNA2210F2 GTTACCAAATAGATAGGCCCG 5'3’RACE

sRNA2210R1 CACAAGTCACACTACTCATA ern2210

sRNA2410F 1 GCTAAGTGGCTGAGCAGTGAAAATAC o,

sRNA2410R1 GGCTTTTTGCTGCAATACAAAGTTC 5’3’RACE

sRNA2410R2 AACTGTCGTTTAACGTTTGTATCC ernz410
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Tableau supplémentaire 2. Liste des génomes chromosomiques utilisés selon les différents ARN pour les prédictions bio-informatiques par

CopraRNA.

Les souches ont été sélectionnées si une homologie de 100 % entre I’ARN et le génome chromosomique est retrouvée et que la référence soit
disponible sur la base de données de CopraRNA. Bien que théoriquement disponible, la souche Aus0004 n’a pas pu étre incluse a cause d’une
anomalie technique du logiciel.

Souche ncbi ref ST R (ResFinder 4.1) 0030 0120 0160 1260 2020 2050 2410
DO/TX16 NC_017960 18 msr(C), aac(6’)-li, pbp5 v v v
AUS0085 NC_021994 203 msr(C), parC, gyrA, \//9:’5;5, aac(6’)-li, tet(M), v v
VREOO1  NZ_CPO18071 203 parC, gyrA, aac(6’) \’/’a ,fBbp5’ msr(C), tetM), v
V1836 NZ CP044264 787 parC, gyrA, aac(6’)-li, pbp5, msr(C), dfrG, v v v v v
- tet(M)
KUHS13 NZ AP022341 17 msr(C), aac(6’)-li, pbp5, dfrG, tet(M), tet(L), v v v v v v
- parC, gyrA
E4402 NZ_LR135174 78 msr(C), aac(6’)-li, pbp5, tet(M) v v v v
gyrA, parC, erm(T), msr(C), aac(6’)-1i, aph(2")-
13-022 NZ_CP025392 17 la, aac(6’)-aph(2"), dfrG, tet(M), tet(L), pbp5, v v
vanB
VRE1/HOU503 NZ_CP040706 280 HEH(E)) (P, S, PUIER, GEE( i G, 7 7 7
- tet(M), tet(L)
QU50 NZ_AP019394 311/507 msr(C), pbp5, gyrA, parC, aac(6’)-li 4 4
gyrA, parC, aac(6’)-li, pbp5, msr(C), erm(T), v v v v
ME3 NZ_CP043865 80 dfrG, tet(M), tet(L)
515 NZ_CP041257 549 parC, gyrA, msr(C), aac(6’)-li, pbp5 4 4
NM213 NZ_CP034949 1054 msr(C), aac(6’)-li, pbp5, gyrA v
V24 NZ_CP036151 80 msr(C), aac(6’)-li, pbp5, dfrG, gyrA, parC v v
VRE NZ_CP046077 ? parC, gyrA, aac(6’)-li, pbp5, dfrG, msr(C) v v
FB-1 NZ_CP040907 19 msr(C), pbp5, gyrA, aac(6’)-li v
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Cibles predites pour ern0120 et ern0160

Liste des cibles prédites par Target RNA2 d’ern0120 (p-value <0,05).

Rang|P-value |COG| Code | Géne |[Annotation
1 [0.000]| L |Cc0G1039| rnhC |ribonuclease HIlI
2 0.000 L | COG2826 | tra8 [integrase
3 0.001 - - - hypothetical protein
4 [0.001| S [COG4483 | yqgQ |hypothetical protein
5 0.001 | M | COGO668 | mscS |transporter, small conductance mechanosensitive ion channel family protein
6 | 0.001| R |COG1380 | IrgA [LrgA familyprotein
7 0.002 G | COG0800 eda |keto-hydroxyglutarate-aldolase/keto-deoxy- phosphogluconate aldolase
8 0.002 | K | COG1813 | aMBF1 |helix-turn-helix domain-containing protein
9 0.002| H | COG1893 | panE |2-dehydropantoate 2-reductase
10 [ 0.003 | MG [ COG0451 | wcaG [NAD dependent epimerase/dehydratase family protein
11 1 0.004 S COG3760 [ proX |YbaK/prolyl-tRNA synthetase-associated domain protein
12 1 0.005 L | COG3328 | 1S285 |[ISEf1, transposase
13 [ 0.005 | TK [ COGO745 | ompR [DNA-binding response regulator
14 [ 0.005 C COG0022 [ acoB |[transketolase
15 [ 0.006 E | C0G0253 | dapF |[diaminopimelate epimerase
16 | 0.006 H | C0OG1057 | nadD [nicotinicacid mononucleotide adenylyltransferase
17 [ 0.009 F COG1001 ade |adenine deaminase
18 [ 0.009 | COG0416 plsX [fattyacid/phospholipid synthesis protein PlsX
19 [ 0.010 [ NU [ COG2804 | pulE |type I1/IV secretion system protein
20 1 0.010 L | COG0582 | xerC |site-specifictyrosine recombinase XerC-family
21 [ 0.011 V | COG1131 | ccmA |ABCtransporter ATP-binding protein
22 1 0.011 K | COG1595 | rpoE [RNA polymerase sigma-70 factor, region 4
23 10.011 - - - hypothetical protein
24 [ 0.011 | KE | COG1167 | mocR |GntR familytranscriptional regulator
25 [ 0.011| R | Cc0G3973 | helD |DNAhelicase IV
26 1 0.012| M | COG1083 | neuA |cytidylyltransferase
27 10.013 V | COG1131 | ccmA |bacitracin transport ATP-binding protein BcrA
28 | 0.014| F | COGO0519 | guaA2 [GMP synthase
29 [ 0.014| M | COG2148 | wcal |sugartransferase
30 [ 0.014 | M | COG4932 | ydcQ |von Willebrand factor type A domain-containing protein (EbpA/EmpA)
31 10.015 G [ C0G1593 | dctQ |TRAPdicarboxylate transporter subunit DctM
32 [ 0.015 S | COG4652 - hypothetical protein
33 10.016 - - - hypothetical protein
34 10.017 C0G2723 | bglB [6-phospho-beta-galactosidase
35 10.018 J COG0594 [ rnpA [Ribonuclease P protein component
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Rang|P-value |COG| Code Geéne [Annotation
36 1 0.020 - - - hypothetical protein
37 [ 0.021 | E [COG2423 [OCDMu |ornithine cyclodeaminase/mu-crystallin family protein
38 | 0.023 | KT [COG3835| cdaR |Sugardiacid utilization regulator
39 [ 0.024 | S [COG4863 | yycH |hypothetical protein
40 | 0.025 D | COG2919 ftsB |septum formation initiator
41 [ 0.025 - - - hypothetical protein
42 1 0.025| T | COG1956| GAF |GAFdomain-containing protein
43 [ 0.025| R |coGo446 | fadH2 |pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
44 1 0.026 E COGO0031 cysK |cysteine synthase A
45 1 0.026 G | COG4724 | ypcD |mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosaminidase
46 | 0.026 - - - hypothetical protein
47 1 0.028 P C0G2239 [ mgtE |magnesium transporter
48 1 0.030| R [COG3641| pfoR |membrane protein
49 [ 0.030 K | COG1476 - helix-turn-helix domain-containing protein
50 | 0.032| S |[COG1284 | yitT |hypothetical protein
51 1 0.034| G [Cc0G0153 | galK |galactokinase
52 10.035 - - - M protein trans-acting positive regulator
53 [ 0.035 R | COG2244 rfbX |Polysaccharide biosynthesis protein
54 1 0.036 S | COG1806 | ppsR |Putative phosphotransferase
55 [ 0.037 L COG0270 dem  [C-5 cytosine-specific DNA methylase
56 [ 0.038 G | COG2814 aral |MFS transporter, sugar porter family protein
57 10.038 | COG0671 | pgpB |undecaprenyl-diphosphatase
58 [ 0.039 R | COG0693 thiJ |DJ-1/Pfpl family protein
59 [ 0.042 V | COG1680 | ampC |Beta-lactamase
60 | 0.042 F | COG0461 | pyrE |orotate phosphoribosyltransferase
61 | 0.045| H | coGo262| folA |Dihydrofolate reductase
62 | 0.046 L COG1195 recF [recombination protein F, RecF
63 | 0.046 | S | COG4856 | ybbR [hypothetical protein
64 | 0.047| K |[COG3617| BRO |anti-repressor protein
65 | 0.047 | J |COG0092 | rpsC [30Sribosomal protein S3
66 | 0.047 - - - DNA primase/polymerase
67 |1 0.047 P COG0803 | znuA |periplasmicsolute binding protein
68 | 0.048 - - - hypothetical protein
69 10.048 V | COG1132 | mdIB [ABCtransporter ATP-binding protein
70 [ 0.049 R | COG0110 | whbbl) |maltose O-acetyltransferase
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Liste des cibles prédites par copraRNA d’ern0120 (p-value <0,05).

Rang| FDR | P-value | Géne |Annotation
1 ]0,0003]| 1,28E-07 -
2 [0,0212|1,60E-05| nrdG |anaerobicribonucleotide reductase small subunit
3 10,0396( 4,48E-05 | glpF |glycerol MIP family major intrinsic protein channel protein
4 [0,1069|0,000161 -
5 10,2357(0,000445 - redox-sensing transcriptional regulator
6 |0,4689(0,001063 | gloA3 [lactoylglutathione lyase
7 10,5495|0,001652| xfpA |D-xylulose 5-phosphate/D-fructose 6-phosphate phosphoketolase
8 [0,5495|0,001694 - MerR family transcriptional regulator
9 [0,5495|0,002171| fucO [lactaldehyde reductase
10 |0,5495|0,002206| trmB [tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase
11 |0,5495|0,002372| ispE |4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol kinase
12 |0,5495| 0,00249 | ppnK |NAD(+) kinase
13 |0,5523]0,002834 - lysozyme
14 |0,5523|0,003867 | metG2 |methionine--tRNA ligase
15 [0,5523(0,003938| aroC [chorismate synthase
16 [0,5523]|0,004151 -
17 [0,5523(0,004304| pcaC [4-carboxymuconolactone decarboxylase
18 [0,5523(0,004334| sdhB [L-serine ammonia-lyase subunit beta
19 |0,5523|0,004354 - P-ATPase superfamily P-type ATPase cation transporter
20 |0,5523|0,004361 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
21 |0,5523| 0,00438 -
22 |0,5583]|0,004638| prgN |replication control protein PrgN
23 |0,5737]|0,005393| coaA |pantothenate kinase
24 10,5737|0,005478 - glycosyl hydrolase
25 |0,5737]0,005525 -
26 |0,5737|0,005633 -
27 |0,5750]|0,005863| ziaA |P-ATPase superfamily P-type ATPase cation transporter
28 |0,6043(0,006552| rnhC [ribonuclease Hlll
29 (0,6043(0,006689 - alpha-L-rhamnosidase
30 |0,6043]0,006894| scpA |segregation and condensation protein A
31 |0,6043(0,007074| aspC |aspartate transaminase
32 |0,6360|0,007686| amiC |N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
33 |0,6452| 0,00843 -
34 |0,6452]0,008472| rfbP |undecaprenyl-phosphate galactosephosphotransferase
35 |0,6452|0,008911 - transcriptional regulator
36 (0,6452(0,009014 - ATP-dependent DNA helicase
37 |0,6452]0,009016 | tufA2 |elongation factor EF1A
38 |0,6566|0,009422| fliG |flagellar motor switch protein
39 |0,6709|0,009881 - PTS system trehalose transporter subunit IABC
40 |0,6894(0,010647 | mgtE [MgtE family magnesium (Mg2+)/cobalt (Co2+) transporter-E
41 |0,6894|0,010991| ypcH |carbohydrate ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
42 10,6894|0,011319| dItD |D-alanine transfer protein DItD
43 10,6894|0,011481 - bacteriocin-associated integral membrane protein
44 10,6894|0,011481 - bacteriocin-associated integral membrane protein
45 10,6894|0,011845| srtA2 |sortase SrtA2
46 |0,6894|0,011977 - 1S204/151001/151096/151165 family transposase
47 10,6898|0,012244| rec) |recombination protein)
48 10,6922|0,012631 - amino acid ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
49 |0,6922|0,012808 - TetR/AcrR family transcriptional regulator
50 |0,7215|0,014487| ilvE |branched-chain-amino-acid transaminase
51 |0,7215(0,014523 - |sucrose phosphorylase
52 |0,7215(0,014561 | lysA [diaminopimelate decarboxylase
53 |0,7215(0,014999 [ panE2 [2-dehydropantoate 2-reductase
54 10,7215(0,015146 -
55 (0,7215(0,015293 - pectinesterase
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Rang| FDR [ P-value | Gene [Annotation

56 |0,7215]|0,015518 - sugar isomerase

57 |0,7215|0,015531 - 1S204/151001/151096/151165 family transposase

58 |0,7273]0,016862 | pbp1B |penicillin-binding protein 1b

59 |0,7273]|0,017115| ppiB |peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

60 |0,7273| 0,01721 -

61 |0,7273|0,017342 - bacteriophage protein

62 |0,7273[0,017596 | rpiR |[RpiR family transcriptional regulator

63 |0,7273]|0,017683 - cell wall surface anchor family protein

64 |0,7273(0,017833 - |ABCsuperfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
65 |0,7273(0,018058 - phosphoketolase

66 |0,7273[0,018128( lacE [PTS system lactose-N N'-diacetylchitobiose-beta-glucoside transporter subunit 11BC
67 |0,7316/0,018776| rcfA |CRP/FNR family transcriptional regulator

68 |0,7316( 0,0193 - transcriptional regulator

69 |0,7316(0,020143 - |sugar ABC transporter ATP-binding protein

70 |0,7316|0,020332 -

71 |0,7316(0,020452 - LysM family protein

72 |0,7316(0,020453 | purHI |bifunctional phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
73 10,7316 0,020662 | uxuB |fructuronate reductase

74 |0,7316( 0,02114 | sppA [S49family peptidase

75 |0,7316|0,021384 - 1S204/151001/151096/151165 family transposase

76 |0,7316|0,021422 -

77 10,7316|0,022109 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
78 10,7316 0,02245 -

79 10,7316]0,022602 | fms14 |LPXTG family cell surface protein Fms14

80 |0,7316|0,022743 -

81 |0,7316|0,022778| gutN |PTS system glucitol/sorbitol transporter subunit IIBC

82 |0,7316| 0,02279 -

83 |0,7316|0,023074 - plasmid replication protein

84 10,7316 0,02423 -

85 |0,7316| 0,02471 - M20/M25/M40 family peptidase

86 |0,7316|0,024815| rfbP2 |undecaprenyl-phosphate galactose phosphotransferase

87 |0,7316|0,024882| wecD |GNAT family acetyltransferase

88 |0,7316(0,025177 | acpP2 |acyl carrier protein

89 |0,7316|0,025224 - GNAT family acetyltransferase

90 |0,7316|0,025276| agrR3 |arginine repressor

91 |0,7316|0,026697 -

92 |0,7316|0,026757 - BglG family transcriptional antiterminator

93 |0,7316|0,027283 - |bacteriophage protein

94 0,7316(0,027455 -

95 (0,7316(0,027653 - addiction module toxin

96 |0,7316(0,027656 - |ABCsuperfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
97 |0,7316( 0,02774 - M3B subfamily peptidase

98 |0,7316(0,027904 | fbp [fructose-bisphosphatase

99 |0,7316(0,028194 | folA [dihydrofolate reductase

100 |0,7316(0,028355| dppD |oligopeptide ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
101 |0,7316| 0,028485 - transcriptional regulator

102 |0,7316| 0,028565 -

103 |0,7316| 0,028609 -

104 |0,7316|0,029671 - A24A family peptidase

105 |0,7316| 0,029885 -

106 |0,7316| 0,030005 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
107 |0,7316|0,030601| alsD |acetolactate decarboxylase

108 |0,7316]0,030945| xpaC |5-bromo-4-chloroindolyl phosphate hydrolysis protein

109 |0,7316(0,031701| msrB |peptide-methionine (R)-S-oxide reductase

110 |0,7316|0,031841 - topoisomerase-primase (TOPRIM) domain-containing protein
111 |0,7316| 0,031949 -

112 |0,7316|0,032344 | rpmA |50S ribosomal protein L27

113 |0,7316| 0,03266 - M20A family peptidase

114 |0,7316|0,032743 - GNAT family acetyltransferase

115 |0,7316(0,033918 - PTS system mannose/fructose/sorbose transporter subunit [1A
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116 |0,7316( 0,03403 - oxidoreductase

117 |0,7316|0,034204 - cof family protein

118 |0,7316|0,034512 | purR3 |Lacl family transcriptional regulator

119 |0,7316| 0,03469 | sgaB |PTS system transporter subunit IIB

120 |0,7316| 0,0351 - 15256 family transposase

121 |0,7316|0,035278 | ascB |6-phospho-beta-glucosidase

122 10,7316 0,03545 | panB |3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase

123 |0,7316| 0,035556 - PTS system mannose/fructose/sorbose transporter subunit [ID
124 10,7316(0,035561 | murA |UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase

125 10,7316|0,035731 - transposase

126 |0,7316(0,036524 -

127 10,7316 0,036547 | malA2 |maltodextrose utilization protein MalA

128 |0,7316(0,037085 - lipoate--protein ligase A

129 |0,7316(0,037248 | uppP |undecaprenyl-diphosphatase

130 |0,7316| 0,037285 -

131 |0,7316(0,037294 - PadR family transcriptional regulator

132 |0,7316(0,037652| fhuB |iron (Fe3+) ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
133 |0,7316| 0,038005 -

134 10,7316 0,038284 | comGA [competence protein ComGA

135 |0,7316| 0,038427 -

136 |0,7316|0,038524| proY |APC family amino acid transporter proline permease

137 |0,7316| 0,038999 -

138 |0,7316|0,039187 - GNAT family acetyltransferase

139 |0,7316|0,039264 - VanZ/RDD domain-containing protein

140 |0,7316|0,040099| terL |bacreriophage terminase large subunit

141 |0,7316| 0,040179 -

142 |0,7316|0,040286 | abfA2 |alpha-N-arabinofuranosidase

143 |0,7316| 0,040762 -

144 |0,7316|0,040771| pyrP |NCS2family uracil:cation symporter-2

145 |0,7316| 0,04089 -

146 |0,7316| 0,04102 | dexB |glucan 1 6-alpha-glucosidase

147 |0,7316| 0,04119 - 1S4 family transposase

148 |0,7316| 0,04119 - 1S4 family transposase

149 |0,7316| 0,04211 | gatB |aspartyl/glutamyl-tRNA amidotransferase subunit B

150 |0,7316(0,043047| glpQ |glycerophosphodiester phosphodiesterase

151 |0,7316(0,043061 | lepB |S26A subfamily signal peptidase |

152 |0,7316(0,043113 - conjugative transposon protein

153 |0,73160,043466 - PTS system lactose/cellobiose transporter enzyme |

154 10,7316 0,04348 | mutM |DNA-formamidopyrimidine glycosylase

155 |0,7316(0,044146 - LysR family transcriptional regulator

156 |0,7316|0,044248 -

157 |0,7316(0,044502 | gInQ2 |glutamate ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
158 |0,7316(0,044716 - |cystathionine beta-synthase (CBS) domain-containing protein
159 |0,7316(0,044852| ffh |Secfamily Type | general secretory pathway protein signal recognition particle protein
160 |0,7316| 0,044944 -

161 |0,7316|0,045063 | ackA [acetate kinase

162 |0,7316(0,045211 | arsC3 |ArsC family transcriptional regulator

163 |0,7316| 0,045296 - mannitol dehydrogenase

164 |0,7316| 0,04531 -

165 |0,7346|0,045774| map |M24 family methionyl aminopeptidase

166 |0,7435| 0,046609 - AAA-superfamily ATP binding protein

167 10,7438]0,047352 - transposase 153/15911

168 |0,7438|0,047367 - GntR family transcriptional regulator

169 |0,7438(0,047619 | mdIA |multidrug ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC/membrane protein
170 |0,7438|0,047754| recO |recombination protein RecO

171 |0,7452|0,048392 - resolvase

172 |0,7452]0,048656| recU |recombination protein RecU

173 |0,7452|0,048684 | tetL |MFS family major facilitator transporter tetracycline:cation symporter TetL
174 10,7486|0,049191 -

175 |0,7490( 0,049499 - class C beta-lactamase
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Liste des cibles prédites par Target RNA2 d’ern0160 (p-value <0,05).

Rang|P-value |COG| Code Géne |Annotation
1 0.000| S |cCOG4129 ygaE |membrane protein
2 0.002 R | COG4552 eis GNAT family acetyltransferase
3 10.004| G |COG3345 galA  |alpha-galactosidase
4 |10.004| S |cCOG5523 ybfA  [integral membrane protein
5 0.004 L | COG2826 tra8 Integrase
6 0.005 S | COG0344 plsY acyl-phosphate glycerol 3-phosphate acyltransferase
7 | 0.006| V [COG1136 lolD  [ABCtransporter ATP-binding protein
8 0.006 P COG0025 nhaP Na+/H+ antiporter
9 0.006 - - - hypothetical protein
10 | 0.007 | M | COG3764 srtA sortase family protein
11 1 0.009 K | COG0195 nusA transcription termination factor NusA
12 0.009 G | COG4668 mtlA2 |PTS system mannitol-specific transporter subunit I1A
13 10.010 L [ COG0692 ung uracil-DNA glycosylase
14 [ 0.010| R | COG0628 perM |hypothetical protein
15 0.011 | PH | COG1120 fepC ferrichrome transport ATP-binding protein FhuC
16 [ 0.012 G | COGO0588 gPMA [phosphoglycerate mutase
17 0.012 - - - hypothetical protein
18 0.012 - - - hypothetical protein
19 [ 0.013| R | COG4821 ywjG |hypothetical protein
20 0.013 - - - hypothetical protein
21 0.014 - - hypothetical protein
22 0.015 - - - hypothetical protein
23 0.016 L COG4974 xerD site-specific tyrosine recombinase XerC-family
24 0.016 | M | COG0472 rfe glycoside hydrolase family protein
25 [ 0.017 | F | COG1428 dck deoxynucleoside kinase
26 |1 0.018 P C0G2217 ZntA cadmium-translocating P-type ATPase
27 0.018 L C0G2801 thpA ISEfa8, transposase
28 0.018 - - - hypothetical protein
29 1 0.019 R COGO0491 gloB Metallo-beta-lactamase superfamily protein
30 0.020 V | COG1131 ccmA bacitracin transport ATP-binding protein BcrA
31 0.021 | M | COG1686 dacC D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
32 [ 0.022 S | COG2855 yeiH membrane protein
33 0.022 G | COG1455 celB PTS system lactose/cellobiose-specific transporter subunit11C
34 0.025 - - - hypothetical protein
35 0.025 K COG0583 lysR LysR family transcriptional regulator
36 | 0.026 S COG4684 - integral membrane protein
37 0.027 T | COG4753 yesN AraCfamilytranscriptional regulator
38 0.028 - - - hypothetical protein
39 1 0.031 L COG3935 dnaD DnaD and phage-associated domain protein
40 0.031 - - - polysaccharide deacetylase
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41 0.031 - - - hypothetical protein
42 |1 0.032| V |[coG1136 lolD  [ABCtransporter ATP-binding protein/permease
43 1 0.032| C | COG1038 PYCA  |[pyruvate carboxylase
44 10.032 C | COGO0281 sfcA malic enzyme, NAD binding domain protein
45 [ 0.033 J COG0828 rpsU 30S ribosomal protein S21
46 |1 0.033 - - - cell wall surface anchor family protein
47 | 0.035 S | COG4939 tppl5 |FMN-binding domain-containing protein
48 | 0.035 S | COG5617 - integral membrane protein
49 [ 0.036 | J | COGO093 rpIN  |50S ribosomal protein L14
50 | 0.037 G | COG1263 ptsGl |PTS system beta-glucoside-specific transporter subunit 11ABC
51 10.038 R | COG2153 elaA GNAT family acetyltransferase
52 10.038 - - - hypothetical protein
53 10.039 P COG1393 arsC transcriptional regulator Spx
54 [ 0.040 | G | COG3534 abfA  |alpha-N-arabinofuranosidase
55 [ 0.041 | C | COG0022 acoB |transketolase
56 | 0.041 J COG0097 rplF 50S ribosomal protein L6
57 0.042 M | COG1732 osmF glycine betaine/carnitine/choline ABC transporter
58 0.042 L COGO0350 adaB methylated-DNA--protein-cysteine methyltransferase
59 1 0.043 - - - hypothetical protein
60 0.044 G | COG0406 phoE phosphoglycerate mutase family protein
61 0.047 S COG3589 - alpha3-betalintegrin-binding family protein
62 0.047 U [ COGO0681 lepB signal peptidase |
63 0.047 J COG1098 yabR S1 RNA binding domain-containing protein
64 0.050 R COG1853 rutF hypothetical protein
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Liste des cibles prédites par copraRNA d’ern0160 (p-value <0,05).

Rang| FDR [P-value| Géne |[Annotation
1 0 0 - P-ATPase superfamily P-type ATPase cation transporter
2 |0,096| 7,2E-05 - lipoate--protein ligase A
3 |0,266|0,00045| padR |PadR family transcriptional regulator
4 (0,266 0,0005 | rluD3 [pseudouridylate synthase RluD
5 10,266]0,00051| srtC3 [sortase
6 |0,266| 0,0007 - LysM family protein
7 |10,266| 0,0007 - LysM domain surface protein
8 10,425]0,00129 -
9 |0,425|0,00143 - hydrolase
10 |0,447]0,00168| recU |recombination protein RecU
11 |0,453|0,00187 - ATP-dependent Zn protease
12 (0,507|0,00244 - trehalose/maltose hydrolase
13 |0,507|0,00247| -
14 [0,508[0,00273 - MarR family transcriptional regulator
15 [0,508[0,00286| arsC3 [ArsC family transcriptional regulator
16 |0,529(0,00317 - PTS system transporter subunit 1A
17 |0,607|0,00408 - PTS system glycerone kinase transporter subunit [I1A
18 |0,607| 0,0041 - transcriptional regulator
19 |0,617]0,00489 | brnQ2 |LIVCS family branched chain amino acid:cation symporter
20 (0,617|0,00506 - metal-dependent hydrolase
21 |0,617]0,00534 - |family | glycosyl hydrolase
22 |0,617|0,00548 - LysR family transcriptional regulator
23 |0,617(0,00561 - GNAT family acetyltransferase
24 10,617|0,00578 - chitin binding protein
25 |0,617|0,00613| atpE |H(+)-transporting ATPase F(0) C subunit
26 |0,617| 0,0063 | birA [bifunctional biotin--[acetyl-CoA-carboxylase] ligase/biotin operon transcriptional regulator
27 |0,617]|0,00638| rliB |GntR family transcriptional regulator
28 |0,617|0,00706| -
29 |0,617| 0,0071 | clpX |S14family endopeptidase ClpX
30 |0,617(0,00719 - intracellular protease/amidase
31 |0,617(0,00723 - ATP-binding protein
32 |0,617| 0,0074 | -
33 |0,633|0,00792| dus [tRNA-dihydrouridine synthase
34 10,633|0,00807| lacF2 [lactose ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
35 ]0,653(0,00858 -
36 | 0,67 |0,00929| -
37 | 0,67 | 0,0093 [ opuAA |glycine/betaine/carnitine/choline ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
38 | 0,67 |0,00955( trpS |tryptophan--tRNA ligase
39 | 0,68 |0,00994( crr |PTSsystem glucose/glucoside transporter subunit l1A
40 |0,695]0,01047 - redox-sensing transcriptional regulator
41 |0,695]0,01083 - flavoprotein
42 (0,695(0,01171 - GNAT family acetyltransferase
43 10,695|0,01178 - |ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
44 10,695|0,01182 - |AraCfamily transcriptional regulator
45 10,695]0,01191 -
46 |0,695]0,01216 - integral membrane protein
47 [0,695(0,01301| lipA [lipase
48 [0,695(0,01308| tig |cell division trigger factor
49 [0,695(0,01314| secG [Secfamily Type | general secretory protein SecG
50 |0,695| 0,0132 | dItD |D-alanine transfer protein DItD
51 |0,695|0,01329 - phosphosugar isomerase
52 |0,723]|0,01409| gdh |glucose-1-dehydrogenase
53 |0,727|0,01501 - MerR family transcriptional regulator
54 (0,72710,01503 - response regulator
55 |0,727(0,01557| nrdl |ribonucleotide reductase
56 |0,727| 0,0161 - family I glycosyl hydrolase
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Rang| FDR |P-value| Géne |Annotation
57 |0,727|0,01636 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
58 |0,727]0,01703 | srIB |PTS system glucitol/sorbitol transporter subunit I1A
59 |0,727]0,01706| rpoN |DNA-directed RNA polymerase sigma subunit RpoN
60 |0,727]|0,01734| pad |phenolicacid decarboxylase
61 |0,727[0,01745| trkG |[Trk family potassium (K+) transporter membrane protein
62 |0,727|0,01759| dnaA |DNA-directed DNA replication initiator protein
63 |0,727]|0,01777| lysA |diaminopimelate decarboxylase
64 |0,727(0,01785 - Sir2 family transcriptional regulator
65 |0,727|0,01819 - bacteriocin-associated integral membrane protein
66 |0,727]0,01819 - bacteriocin-associated integral membrane protein
67 |0,727|0,01857| -
68 |0,727]|0,01862| sgbH |3-dehydro-L-gulonate-6-phosphate decarboxylase
69 |0,727]0,01901 - glycosyltransferase
70 |0,727]0,01965 - sugar ABC transporter ATP-binding protein
71 |0,727]0,01993 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
72 |0,727(0,02084 -
73 |0,727]0,02107 - LysR family transcriptional regulator
74 10,727]0,02107 | pepA |M42 family glutamyl aminopeptidase
75 |0,727|0,02111 - alkaline phosphatase
76 (0,72710,02124 - SGNH subfamily hydrolase
77 |0,727]|0,02129| rpiA |ribose-5-phosphate isomerase
78 |0,727]0,02157 | pbp2B |penicillin-binding protein
79 |0,727(0,02176 - conjugative transposon protein
80 |0,727]|0,02179| IpsB |hexapeptide transferase
81 |0,732(0,02225 -
82 |0,732]|0,02412 - major facilitator superfamily protein
83 ]0,732(0,02419 -
84 |0,732]|0,02453| rec) |recombination protein)J
85 |0,732|0,02458 - A24A family peptidase
86 |0,732]0,02465 - AbrB family transcriptional regulator
87 |0,732(0,02516 -
88 |0,732]0,02541 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
89 |0,732(0,02546 - exonuclease
90 |0,732]0,02591 -
91 |0,732(0,02621 -
92 |0,732|0,02681| pbp5 |penicillin binding protein 2 prime
93 |0,732|0,02715| pheA |prephenate dehydratase
94 |0,732|0,02715| asp |alkaline shock protein
95 |0,732|0,02777| -
96 |0,732(0,02788 - rhodanese domain sulfurtransferase
97 |0,732]|0,02831| glpK |glycerol kinase
98 |0,732]|0,02838| acyP |acylphosphatase
99 |0,732]|0,02856| relA |GTP diphosphokinase
100 [ 0,732(0,02883 -
101 | 0,732]0,02884 [gpmA2|phosphoglycerate mutase
102 |0,732]0,02921 - DNA-damage-inducible protein
103 |0,732]0,02922 | fms11 |LPXTG family cell surface protein Fms11
104 [0,732[0,02922 | fms11 [LPXTG family cell surface protein Fms11
105 | 0,732]0,02922 | fms11 |LPXTG family cell surface protein Fms11
106 |0,732| 0,0293 | abi |abortive infection protein
107 |0,732]0,02937| abfA |alpha-L-arabinofuranosidase
108 | 0,7370,03077 - transcriptional regulator
109 (0,737 (0,03087 - nicotinamidase/isochorismatase
110 | 0,737(0,03131 -
111 |0,737|0,03171| yugl |general stress protein 13
112 (0,737(0,03213 - alpha/beta hydrolase
113 |0,737]| 0,0322 | gapA |glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
114 {0,737(0,03269 -
115 [0,737[0,03369 | gadC2 [APC family amino acid-polyamine-organocation transporter
116 | 0,737]0,03369 | gadC2 |APC family amino acid-polyamine-organocation transporter
117 |0,737(0,03376 | msrA4 [peptide-methionine-(S)-S-oxide reductase
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118 | 0,737|0,03418| cyaA |adenylate cyclase

119 |0,737]0,03439| gntR |RpiR family transcriptional regulator

120 | 0,737]0,03441 - DeoR family transcriptional regulator

121 10,737 0,03598 - RNA-binding heat shock protein

122 |0,737[0,03685| tagH [teichoicacid ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
123 10,737 0,03694 | fms14 |LPXTG family cell surface protein Fms14

124 {0,737(0,03699 -

125 |0,737|0,03735| atpB |H(+)-transporting ATPase F(0) A subunit

126 |0,737(0,03746| pyrK [dihydroorotate oxidase electron transfer subunit

127 | 0,737(0,03755 - permease

128 [0,737] 0,0377 | -

129 |0,737]0,03772| ypdA |ABC superfamily ATP binding cassette transporter permease protein
130 | 0,737 0,03848 - HAD-superfamily hydrolase

131 /0,737 0,0385 - zinc ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
132 10,737]0,03858| ardA |antirestriction protein ArdA

133 |0,737]| 0,0388 | rhaU |L-rhamnose 1-epimerase

134 {0,7370,03926 | comYD [competence protein ComYD

135 |0,737]0,03935| proB |glutamate 5-kinase

136 | 0,737 0,03946 - lactoylglutatione lyase

137 (0,737 (0,03969 - TetR/AcrR family transcriptional regulator

138 [0,737(0,03973 -

139 [0,737(0,03996| sacT |[BglG family transcriptional antiterminator

140 | 0,737 0,04037 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein

141 [0,737[0,04045| bglG [transcriptional antiterminator

142 10,737 0,04081 - deoxynucleoside kinase

143 [ 0,737 (0,04098 -

144 10,737 0,04156 - PTS system lactose-N N'-diacetylchitobiose-beta-glucoside transporter subunit II1A
145 10,737]0,04161 - phosphatidic acid phosphatase

146 | 0,737]0,04163| folD [bifunctional methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP(+))/methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase
147 10,737]0,04177 - integrase

148 |0,737]0,04195| sfcA |malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating) (NADP(+))
149 10,737]0,04233| scrA |PTS system sucrose transporter subunit [IBC

150 (0,737 (0,04287 - integral membrane protein

151 |0,737]0,04313| pcnB |polynucleotide adenylyltransferase

152 |0,7370,04327 - lysyl-tRNA synthetase

153 |10,737| 0,0433 | psr |LytR family transcriptional regulator

154 (0,737| 0,0433 -

155 | 0,737(0,04331 - sensor histidine kinase

156 |0,737(0,04355 - |ABC superfamily ATP binding cassette transporter membrane protein
157 [0,737(0,04435| azID2 [LIV-E family branched chain amino acid exporter AzID

158 | 0,737 0,04444 - membrane protein

159 (0,737 (0,04455 - endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein

160 | 0,737(0,04476 -

161 (0,737 0,0448 | rcfA [CRP/FNR family transcriptional regulator

162 [0,737(0,04499| feuC [iron (Fe3+) ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
163 | 0,737(0,04518 - MscS family small conductance mechanosenstive ion channel protein
164 10,737| 0,0453 | proY |APCfamily amino acid transporter proline permease

165 | 0,742 0,04588 - CAAX amino terminal protease family protein

166 |0,742]0,04619| secA |Secfamily Type | general secretory pathway preprotein translocase subunit SecA
167 | 0,744 (0,04709 -

168 | 0,74410,04725 - membrane protein

169 | 0,744]0,04751| sugE |small multidrug resistance protein

170 | 0,74410,04773 - MFS family major facilitator transporter C4-dicarboxylate porter

171 (0,744 (0,04775 - lipoprotein

172 0,744 (0,04824 - membrane protein

173 10,744 (0,04824 - membrane protein

174 10,745]0,04863| arcT |aminotransferase

175 [ 0,754 [ 0,04989 -

176 |0,754| 0,05 - ABC superfamily ATP binding cassette transporter ABC protein
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Etude fonctionnelle de nouveaux ARN régulateurs exprimés chez Enterococcus faecium.
Mots clés : Enterococcus faecium, Bactériologie, Régulation, Antibio-résistance, Riboswitch

Résumé : Enterococcus faecium est un pathogéne opportuniste multi-résistant aux
antibiotiques, adapté a I'environnement hospitalier et responsable de nombreuses épidémies
hospitaliéres. L'étude de la réponse au stress antibiotique a récemment permis la mise en
évidence des premiers petits ARN exprimés chez E. faecium. Ce travail de thése s’inscrit dans
la détermination des fonctions de certains de ces ARN, notamment en lien avec l'antibio-
résistance. Nous avons pu identifier ces ARN soit comme des régulateurs localisés dans la
région 5’ non traduite (5°UTR) du géne régulé soit comme des ARN régulateurs bona fide.

Une investigation fonctionnelle de deux de ces régulateurs situés en 5’UTR a été effectuée par
des approches génétiques, transcriptomiques et phénotypiques.

Le premier, ern0030, est impliqué dans la régulation du géne de résistance aux tétracyclines
tet(M). Nos travaux apportent de nouvelles données expérimentales suggérant I'existence d’'un
mécanisme de régulation alternatif a celui d’atténuation transcriptionnelle initialement décrit.

Le second, ern2050, est un régulateur de type T-box riboswitch impliqué dans la régulation des
deux aminoacyl-synthétases HisS et AspS. Nous avons validé expérimentalement ce premier T-
box riboswitch chez E. faecium. Cette investigation a également permis de mettre en place un
milieu chimiquement défini ayant permis la détermination des acides aminés essentiels chez
'espéce E. faecium et de décrire I'impact de I'absence de régulation de I'opéron hisS-aspS sur
la croissance bactérienne dans un milieu pauvre en aspartate. Les données transcriptomiques
obtenues ont permis de révéler un autre T-box riboswitch spécifique de I'ARNt™s, ern1900.

Functional study of novel small RNAs expressed by Enterococcus faecium
Keywords: Enterococcus faecium, Bacteriology, Regulation, antibiotic resistance, Riboswitch

Abstract: Enterococcus faecium is a hospital-adapted multi-drug-resistant pathogen,
responsible for numerous hospital outbreaks. Recently, the study of antibiotic stress adaptation
allowed to discover the first small RNAs expressed in E. faecium. The aim of this thesis was to
investigate the functions of some of these novel sSRNAs, especially in connection with antibiotic
resistance. We were able to identify these RNAs as cis-regulatory RNA leaders or regulatory
RNAs.

A functional study of two RNA leaders was performed using a panel of genetic, transcriptomic
and phenotypic approaches.

The first RNA, ern0030, is implicated in the regulation of tet(M), gene conferring tetracycline
resistance. Our works showed new experimental data suggesting an alternative regulatory
mechanism different from that of transcriptionnal attenuation initially described.

The second RNA, ern2050, is a T-box riboswitch involved in the regulation of expression of two
aminoacyl synthetases (HisS and AspS). We experimentally validated this first T-box riboswitch
in E. faecium. Additionally, we developed a novel chemically-defined medium, which allowed us
to determine the amino acid auxotrophy of E. faecium. We demonstrated that the regulation of
the hisS-aspS operon expression was primordial for bacterial growth in aspartate-depleted
medium. Global transcriptomic data also revealed another T-box riboswitch, ern1900, specifc
for tRNAHS,



