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Résumé

Implication du ppGpp et du régulateur global CodY dans le déclenchement de la
compétence chez Streptococcus pneumoniae.

Streptococcus pneumoniae (le pneumocoque) est une bactérie commensale, présente
de facon asymptomatique dans le rhinopharynx de 20 % d’adultes et 50 % d’enfants. Cette
bactérie peut devenir un pathogene majeur responsable de pneumonies, de méningites et de
septicémies, et cause 1,5 million de morts chaque année dans le monde. Il existe deux
méthodes de lutte : I’antibiothérapie et la vaccination. Ces deux stratégies se heurtent a la
grande variabilité génétique du pneumocoque, essentiellement due a sa capacité a transformer
naturellement. La transformation requiert le développement d’un état physiologique
transitoire appelé compétence. Sa régulation met en jeu une boucle autocatalytique conduisant
a I’expression des genes de compétence. Mon travail de thése a porté sur I’étude des
mécanismes moléculaires responsables de I’initiation de la compétence.

Des études menees au laboratoire ont montré I’implication indirecte de Ami (transport
d’oligopeptides) dans la répression de la compétence. Les acides aminés transportés par Ami
pourraient servir de jauge métabolique sentie par RelA (réponse stringente) ou par CodY. Nos
résultats montrent que le ppGpp est un activateur de la compétence, mais cette molécule n’est
pas le seul signal aboutissant au développement de la compétence, et que CodY pourrait étre
un répresseur de la compétence. De plus, nous avons montré que codY est essentiel et que son
inactivation peut aboutir a la formation de structures mérodiploides. De plus, I’absence de
CodY peut étre compensée par la présence de 2 mutations, fatC et amiC, ou par d’autres
mutations qui n’ont pas encore été identifiées.

Summary

Streptococcus pneumoniae (the pneumococcus) is found in the nasopharynx of 20% of
adults and 50% of children. The pneumococcus is a major pathogen, causing pneumonia,
otitis media, meningitis and bacteriema. Every year, pneumococcal infections kill 1.5 million
people worldwide. The two methods used to fight this pathogen (vaccination and
antibiotherapy) can be bypassed by the high genetic variability of the pneumococcus. Natural
genetic transformation is responsible for this variability and requires the pneumococcus to
enter a transitory physiological state called competence. This state is based on an autocatalytic
loop that induces the expression of the genes involved in competence. This thesis focusses on
molecular mecanisms that lead to competence initiation in the pneumococcus.

Studies carried out in our lab have shown that the Ami transporter is involved in
competence regulation. Amino acids (intrenaliszed throught Ami) may be a metabolic gauge
for competence regulation. Results show that ppGpp is involved in competence development
activation but that other regulatory signals are also involved. The regulator CodY might be a
competence repressor. On the other hand, this study has shown that codY is an essential gene
and that its inactivation can lead to merodiploid formation. Furthermore, the absence of CodY
can be compensated by the presence of two mutations, in the fatC and amiC genes, or by the
presence of other mutations not yet characterized.
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Introduction

I)  Streptococcus pneumoniae, une bactérie commensale
pathogene opportuniste
La bactérie Streptococcus pneumoniae, aussi appelée Diplococcus pneumoniae ou

pneumocoque, est un firmicute a Gram positif, commensale du rhinopharynx de I’homme. Ce
germe a été découvert pour la premiere fois par Louis Pasteur et George Sternberg en 1881
(Pasteur, 1881 ; Sternberg, 1881). On estime que 30 a 50 % des enfants de moins de 6 ans et 4
a 12 % des adultes sont porteurs sains (pour revue (Lynch et Zhanel, 2009)). Mais lorsque les
conditions lui sont favorables, cette bactérie peut devenir un pathogene majeur et provoquer
des maladies non invasives comme la pneumonie, I’otite ou la sinusite, et des maladies
invasives pouvant aller de la méningite a la septicémie (figure 1). L’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) estime que, chaque année dans le monde, environ 1,6 million de personnes
dont 1 million d’enfants de moins de 5 ans meurent d’infections invasives causées par le
pneumocoque (World Health Organization, 2007). Dans les pays développés, les enfants de
moins de 2 ans et les personnes agées sont les plus touchés par ces infections mortelles. La
présence d’une infection par le VIH ou une immunodépression augmente le risque de
contracter une pneumococcie. S. pneumoniae pose donc un probléeme de santé publique. Il
existe aujourd’hui en France des organismes tels que les ORP (Observatoires régionaux du
pneumocoque) qui procedent deux fois par an a des études épidémiologiques et recensent les
différents sérotypes et résistances aux antibiotiques rencontrés chez les patients atteints de

pneumococcie.

Figure 1 : Différents types d’infections causées par le
pneumocoque

S. pneumoniae est présente de facon asymptomatique dans le
rhinopharynx de I’homme (zone verte). Lorsque cette
bactérie se trouve dans un organisme affaibli, elle peut étre a
I’origine de nombreuses pathologies dans de nombreux
organes (points rouges) : au niveau de I’oreille, du cerveau,
poumons, et des sinus, elle cause respectivement des otites,
des méningites, des pneumonies et des sinusites
Cette bactérie peut également occasionner des septicémies.

S. pneumoniae posséde une enveloppe polysaccharidique immunogéne appelée
capsule. Celle-ci est importante pour la virulence du pneumocoque, puisqu’on la trouve dans
tous les isolats cliniques. Cette capsule peut étre la cible de la réponse immunitaire (Johnston,

1991). La lutte contre ce pathogéne peut se faire par vaccination. Il existe un vaccin
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heptavalent ciblant 7 sérotypes capsulaires utilisé chez I’enfant, et un vaccin ciblant 23
sérotypes utilisé chez I’adulte. Cependant, ces deux vaccins ne ciblent qu’une petite partie des
91 sérotypes capsulaires répertoriés (Poolman, 2004). Il semble que I’utilisation de ces
vaccins ait permis de réduire les infections a pneumocoques (Whitney et al., 2006). De plus,
certaines souches vaccinantes virulentes ont échangé leur capsule avec celle d’une souche non
vaccinante. Ce phénoméne est appelé remplacement de sérotype (Hanage, 2007 ;
Brueggemann et al., 2007).

La lutte contre S. pneumoniae passe également par I’utilisation d’antibiotiques. Mais
cette bactérie devient de plus en plus résistante aux antibiotiques, notamment aux penicillines
(Appelbaum, 1992). La résistance du pneumocoque aux pénicillines est due a des altérations
des génes des PBP (Penicillin Binding Proteins). Des mutations dans ces génes peuvent
diminuer leur affinité pour les pénicillines, ce qui les rend inefficaces (Hakenbeck et al.,
1980). L’analyse par séquencage des génes des PBP montre que ces génes sont organisés en
blocs mosaiques trés variables pouvant provenir d’échanges intra- et interespéces (Dowson et
al., 1993).

Les deux stratégies de lutte contre le pneumocoque (antibiothérapie et vaccination) se
heurtent & la grande variabilité génétique de cette bactérie. Cette plasticité est essentiellement
due a la transformation naturelle. En effet, S. pneumoniae est capable d’incorporer de I’ADN
exogene et de I’intégrer dans son génome. Ainsi, le simple transfert de génes codant pour les
enzymes nécessaires a la production de la capsule peut permettre a la bactérie de changer de
sérotype (Coffey et al., 1991 ; Coffey et al., 1999). De la méme fagon, de multiples
évenements de transformations interespéces au niveau des genes des PBP sont a I’origine de
la résistance de S. pneumoniae aux pénicillines (Chi et al., 2007).

La variabilité génétique du pneumocoque est donc un atout majeur pour son évolution
rapide, sa virulence et sa dissémination. Ainsi, I’utilisation simultanée d’un vaccin ciblant la
capsule (ou d’un antibiotique) et d’un agent inhibant le processus de transformation pourrait
étre beaucoup plus efficace. Il semble donc crucial de mieux comprendre les mécanismes

sous-jacents de la transformation génétique naturelle.

1) La transformation

I1.1) Historique
La transformation génétique naturelle a éte observée pour la premiére fois par

Frederick Griffith en 1928 chez S. pneumoniae. F. Griffith a utilisé deux souches de S.
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pneumoniae. La premiére de caractére « S » (pour « smooth », lisse) est capsulée et virulente,
la seconde de caractére « R » (pour «rough », rugueux) est décapsulée et avirulente. Son
travail a montré que le caractére S et la virulence d’une souche tuée par la chaleur pouvaient
étre transmis & une souche de type R (figure 2). Griffith appela ce phénomeéne «la
transformation » et en déduisit la présence d’un composant (« principe transformant »)
contenu dans la suspension de bactéries « S » tuées, capable de transformer les bacteries de
type « R » (Griffith, 1928). Oswald Avery et ses collaborateurs ont identifié ce principe
transformant comme étant I’ADN et ont proposé I’ADN comme support de I’hérédité (Avery
etal., 1944).

Figure 2 : Principe de I’expérience de
Griffith en 1928

Des souris infectées par des souches
« R » non virulentes ne sont pas tuées.
Des souris infectées par des souches
« S » virulentes et non inactivées par la
chaleur sont tuées. Si on co-infecte des
souris par des souches «R» et des
souches « S » tuées par la chaleur, les
souris sont tuées. Il existe donc dans la
suspension de bactéries « S » tuées un
« principe transformant» qui rend les
bactéries « R » virulentes et qui les
transforme en souches de type « S ».

Aprés des années de travail, la capacité a transformer naturellement a été démontrée
pour plus d’une quarantaine d’especes bactériennes et archaebactériennes réparties dans tous
les taxons et pouvant coloniser de nombreuses niches écologiques (Lorenz et Wackernagel,
1994). On peut penser que le nombre de bactéries identifiées comme étant naturellement
transformables va continuer a augmenter. En effet, les conditions permettant la transformation
de certaines especes n’ont probablement pas encore été découvertes (Claverys et Martin,
2003).

Bien que trés conservés, les méecanismes de transformation peuvent présenter des
particularités spécifiques a chaque espece. Par exemple, chez Neisseria gonorrhoeae et
Haemophilus influenzae, des séquences spécifiques sont nécessaires pour I’internalisation de
I’ADN. Ce n’est pas le cas pour Bacillus subtilis et S. pneumoniae (Smith et al., 1999 ;
Dubnau, 1999). Dans la suite de ce travail, le mécanisme et la régulation de la transformation

chez S. pneumoniae seront développés.
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11.2) Meécanisme de transformation chez le pneumocoque
Lors de la transformation (figure 3), I’ADN exogéne se fixe sur la cellule de maniére

non covalente (Lacks et Greenberg, 1976 ; Lacks, 1979 ; Morrison et Guild, 1973). L’ADN
est transporté dans le cytoplasme au travers de la membrane via un complexe protéique appelé
pore d’entrée. Cet ADN est internalisé sous forme simple brin dans le sens 3’ vers 5’ (Méjean
et Claverys, 1988) pendant que I’autre brin est dégradé dans le sens inverse (Méjean et
Claverys, 1993). L’ADN internalisé est soit détruit, soit intégré dans le génome s’il présente
de I’homologie (Redfield, 2001 ; Johnsborg et al., 2007).

Figure 3 : Mécanisme de
transformation

L’ADN exogene se fixe sur la cellule.
Un des deux brins entre 3’ en téte
pendant que le deuxiéme brin est
dégradé en oligonucléotides. L’ADN
est ensuite soit dégradé et réincorporé
dans le chromosome sous forme de
nucléotides au moment de la
réplication, soit intégré dans le génome
par recombinaison homologue.

11.2.1)  Pore d’entrée
Le pore d’entrée de I’ADN (figure 4A) est constitué d’un pseudopilus apparenté aux

systéemes de secrétion de type IV (Dubnau, 1999) qui guide I’ADN a travers le peptidoglycane
(Bergeé et al., 2002). Cette structure est un polymeére de protéines homologues a des pilines
(majoritairement ComGC mais également ComGD, ComGE, ComGG). De fagon similaire
aux pili de Pseudomonas aeruginosa, I’assemblage du pseudopilus se ferait grace a la
protéine polytopique ComGB et a la NTPase ComGA (Dubnau et Provvedi, 2000 ; Nunn et
al., 1990). ComEA présente I’ADN transformant a la nucléase EndA qui dégrade le brin non
entrant en oligonucléotides (Bergé et al., 2002). Enfin, le brin d’ADN entrant traverse la
membrane plasmique par le canal transmembranaire ComEC grace a la translocase ATP-
dépendante ComFA (Dubnau, 1999).
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Figure 4 : Modeéle du pore
d’entrée et recombinaison
homologue
A. D’apres (Claverys et al.,
2009). Le pore d’entrée est
une structure qui permet le
passage de I’ADN a travers la

paroi.

B. La recombinaison
homologue aboutit a la
formation d’un hétéroduplex.

11.2.2)  ADN processome
Aprés son entrée dans la cellule, I’ADN simple brin est pris en charge par un ensemble

de protéines appelé « ADN processome ». Tout d’abord, I’ADN entrant est protége au sein
d’un complexe nucléoprotéique appelé complexe d’éclipse (Ghei et Lacks, 1967 ; Morrison,
1977 ; Morrison, 1978). La protéine majeure du complexe d’éclipse est SsbB, une protéine
induite en compétence capable de se fixer a ’ADN simple brin (Morrison et al., 2007).
Quatre autres protéines induites en compétence sont essentielles au « processing » de I’ADN :
DprA, RadA, CoiA et RecA (Dagkessamanskaia et al., 2004). RecA, DprA et SsbB sont
impliquées dans la protection de I’ADN entrant (Bergé et al., 2003 ; Attaiech, 2009). CoiA,
RadA, DprA et RecA sont impliquées dans la recombinaison homologue (Desai et Morrison,
2007 ; Burghout et al., 2007 ; Mortier-Barriére et al., 1998).

11.2.3)  Larecombinaison homologue
Lors de la transformation, un des brins de I’ADN du chromosome résident serait

déplacé, et le brin d’ADN entrant s’apparierait dans cet espace, formant ainsi une D-loop. Le
brin déplacé serait ensuite éliminé. Ceci aboutit a la formation d’un hétéroduplex contenant
un brin d’ADN résident et un brin d’ADN transformant (figure 4B). Les principales étapes de
la recombinaison homologue sont effectuées par RecA (Steffen et Bryant, 2000 ;
Kowalczykowski, 2000 ; Cox, 2007). Le chargement de RecA sur I’ADN en éclipse recouvert
de SsbB nécessiterait la présence de la protéine DprA qui jouerait le r6le de RMP
(Recombination Mediator Protein) (Mortier-Barriere et al., 2007).

L hétéroduplex formé lors de la transformation subit les effets du systéme Hex

(Heteroduplex Excision). Ce systeme est exprimé tout au long de la croissance de la bactérie
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et limite les erreurs lors de la réplication (Claverys et Lacks, 1986). Lors de la transformation,
certains marqueurs sont incorporés avec une haute efficacité (HE, pour « High Efficiency »),
d’autres, avec une efficacité plus faible (LE, pour « Low Efficiency ») (Ephrussi-Taylor et al.,
1965 ; Lacks, 1966). Le systeme Hex est responsable de cette différence. En effet, les
marqueurs dits HE portent un ou plusieurs mésappariements reconnus par la protéine HexA
(G/T, AIC ou G/G) (pour revue Claverys et Lacks, 1986). Par analogie avec le systeme Mut
d’Escherichia coli, la protéine HexA reconnaitrait et fixerait le mésappariement (Priebe et al.,
1988 ; Su et Modrich, 1986), puis HexB déterminerait lequel des deux brins est exogene
(Guild et Shoemaker, 1976). Ce brin est ensuite dégradé, et I’ADN est répare.

11.3) Quand les bactéries sont-elles transformables ?
Hormis chez N. gonorrhoeae et Neisseria meningitidis, qui sont transformables tout au

long de leur croissance (Sparling, 1966 ; Jyssum, 1966), la transformation naturelle est
possible lors d’un changement d’état physiologique appelé compétence (Tomasz et Hotchkiss,
1964). Chez S. pneumoniae, la compétence se développe en phase exponentielle de croissance
(figure 5). En revanche, B. subtilis est transformable uniquement en debut de phase

stationnaire en milieu pauvre (Dubnau, 1991).

Figure 5 : Transformation et compétence au cours de la croissance
Courbe de gauche : évolution du nombre de transformants (bleu) au cours de la croissance
(violet). Courbe de droite : expression de la fusion rapporteur entre un géne tardif ssbB et le
géne de la luciférase : ssbB::luc (vert). Cette fusion permet le suivi de la compétence au cours
du temps. L’observation de ces deux courbes montre que la fusion est un bon systéme
rapporteur pour la compétence, puisque son expression suit trés bien la courbe d’apparition de
transformants (Marc Prudhomme, communication personnelle ; Bergé et al., 2002).
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Chez S. pneumoniae, la compétence est un phénomeéne transitoire qui apparait dans
toute la population comme un « pic » et qui disparait aprés seulement une quarantaine de
minutes (figure 5). Ceci suggére que I’état de compétence est un phénomene finement régulé.

La régulation de la compétence a été beaucoup étudiée chez S. pneumoniae et
B. subtilis. Le mode de régulation n’est pas équivalent chez ces deux espéces (pour revue
Claverys et al., 2006). Seule la régulation de la compétence chez le pneumocoque sera

abordée ici.

I11) Lacompétence

I11.1) La cascade de régulation
I11.1.1) LeCSP

Dans les années 1960, il a été découvert que le surnageant de cultures compétentes
contenait un composé de nature peptidique capable d’induire la compétence (Pakula et
Walczak, 1963). Ce composé a été purifié et séquencé : le CSP (Competence Stimulating
Peptide). Il s’agit d’un peptide de 17 acides aminés non modifié codé par le géene comC
(Havarstein et al., 1995). En fait, le géne comC code un prépeptide de 41 acides aminés qui
porte une séquence signal a double glycine (GG) (Pestova et al., 1996). Ce pré-CSP est
exporté et clivé au niveau du GG en CSP par un transporteur ABC qui lui est dédié, ComAB
(Hui et al., 1995 ; Pestova et al., 1996 , Havarstein et al., 1995).

111.1.2) Le systeme ComD/E
Le géne comC est en opéron avec comD et comE (Cheng et al., 1997) qui codent pour

un systeme de transduction du signal a deux composants (TCS : Two-Component System)
(Pestova et al., 1996). Les TCS comportent une histidine kinase (ici ComD), qui percoit un
signal environnemental, et un régulateur de réponse (ici ComE), qui module I’expression de
genes en réponse a ce signal. Le senseur s’autophosphoryle sur un résidu histidine et transmet
son phosphate au régulateur de réponse sur un résidu aspartate (Mitrophanov et Groisman,
2008). Il semble que le senseur ComD fixe le CSP. Il existe deux sortes de CSP (CSP1 et
CSP2) qui sont capables d’activer la compétence uniquement des cellules qui portent I’allele
de comD correspondant (respectivement comD1 et comD2) (Whatmore et al., 1999;
Havarstein et al., 1997).
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Une fois phosphorylé, ComE se fixe aux promoteurs de comCDE et comAB pour
activer leur transcription. Ceci améliore par consequent la capacité a produire, a exporter et a
répondre au CSP. Ainsi, la concentration extracellulaire du CSP augmente tres vite et permet
I’activation de la compétence dans I’ensemble de la population bactérienne (figure 6, haut)
(Pestova et al., 1996).

Figure 6: Regulation de la
compétence chez S. pneumoniae

Haut : comC code pour le pré-CSP
qui est exporté et maturé par le
transporteur dédié ComAB. Le
CSP est reconnu par ComD qui
s’autophosphoryle et transmet son
phosphate a ComE. ComE ainsi
activé induit la transcription des
génes précoces. Parmi ces genes
on retrouve comCDE et comAB.
Ceci permet la mise en place d’une
boucle autocatalytique qui amplifie
le signal et le transmet & toute la
population.

Bas: les génes comX1 et comX2
codent pour un facteur sigma
alternatif permettant I’expression
des geénes tardifs impliqués dans la
transformation, la virulence, le
fratricide et d’autres genes de
fonction inconnue.

111.1.3) Les génes induits lors de la compétence
Dans les années 1990, Genevieve Alloing et ses collaborateurs ont démontré que

certains genes de compétence n’avaient pas la méme cinétique d’induction. En effet, I'opéron
comCDE est induit environ 5 minutes plus tot que le gene recA (Alloing et al., 1998). Les
laboratoires de Donald Morrison et Jean-Pierre Claverys ont étudié le régulon compétence.
Ces études ont confirmé la présence de ces deux classes de genes : précoces et tardifs, et ont
permis de mettre en évidence une troisieme classe : les génes retardés (Peterson et al., 2004 ;
Dagkessamanskaia et al., 2004). On dénombre 91 génes induits en compétence communs aux
deux études : 17 sont précoces, 60 sont tardifs et 14 sont retardés.

L’expression des genes précoces atteint son maximum 5 minutes I’induction de la
compétence par le CSP et est rapidement éteinte (Alloing et al., 1998). Parmi ces génes, on

trouve comCDE et comAB, ainsi que les genes comX et comW. Le géne comX est présent en
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deux copies sur le génome de S. pneumoniae (Lee et Morrison, 1999) et code pour un facteur
sigma alternatif activant la transcription des génes tardifs portant une cin-box (ou com-box)
(Luo et Morrison, 2003 ; Luo et Morrison, 2003). ComW stabilise I’interaction entre ComX et
la polymérase et le protége de la dégradation par les protéases Clp (Sung et Morrison, 2005).
L’expression des genes tardifs atteint son maximum au bout de 10 a 15 minutes puis
diminue (Alloing et al., 1998). Environ 15 genes tardifs interviennent dans la transformation.
Parmi les genes restant, certains sont impliqués dans le fratricide et la virulence. Le fratricide
est la capacité des pneumocoques compétents a lyser les cellules non compétentes. Les génes
tardifs cibAB, IytA et cbpD sont requis pour ce phénomeéne qui permet la libération de facteurs
de virulence comme la pneumolysine (Guiral et al., 2005 ; Claverys et al., 2007).
L’expression des genes retardés commence aprés 10 a 15 minutes et n’est pas
directement dépendante de ComX (Peterson et al., 2004). Ces genes font partie des régulons
de réponse au stress CiaR, HrcA, et CtsR (Peterson et al., 2004 ; Dagkessamanskaia et al.,
2004). Leur expression permet probablement aux cellules de s’adapter au nouveau set de

protéines induites par la compétence.

I11.2) Sortie de I’état de compétence
Le suivi de I’induction de la compétence (figure 5) montre que la compétence est

transitoire. De plus, il existe une période réfractaire d’une a deux générations durant laquelle
la compétence ne peut pas étre induite une deuxiéme fois (Morrison, 1997). Ceci suggere
gu’il existe des mécanismes qui permettent d’inhiber I’expression des genes de compétence.

L’arrét de la transcription des génes tardifs peut s’expliquer par la faible stabilité du
facteur sigma alternatif ComX (Luo et Morrison, 2003). De plus, le facteur sigma de ménage
RpoD est exprimeé simultanément a ComX. Ces deux facteurs sigma pourraient entrer en
compeétition pour la fixation avec I’ARN polymérase (Peterson et al., 2004 ; Claverys et
Havarstein, 2002).

En revanche, ComE est stable pendant plus de 80 minutes (Ween et al., 1999). La
fonction de ComE est probablement régulée par une variation de sa phosphorylation et/ou de
sa multimérisation (Martin et al., 2000).

10
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111.3) Initiation de la compétence
L’induction de la compétence met en jeu une boucle autocatalytique qui aboutit a

I’expression des génes de compétence. Mais, a I’heure actuelle, les mécanismes qui
permettent d’enclencher cette boucle ne sont pas encore élucidés.

Dans un premier temps, on pensait que le CSP s’accumulait de fagon passive dans le
milieu de culture (Pestova et al., 1996). Ainsi, le CSP induirait la compétence en fonction de
la densité cellulaire, phénomeéne appelé « quorum sensing » (Morrison, 1997). Cependant, il
apparait que certains parametres influencent cette induction. Il a été proposé que le CSP
pourrait étre une alarmone temporairement augmentée en réponse a différents changements
environnementaux (Claverys et al., 2000 ; Martin et al., 2000 ; Prudhomme et al., 2006 ;
Claverys et al., 2006).

111.3.1) Effet des mutants comAB et comDE
Pour déterminer le mode de regulation de la compétence, un crible permettant de

repérer des mutants capables de déclencher la compétence dans des conditions non favorables
a été mis en place. Ces mutants ont été appelés « mutants cup » (Competence Upregulated)
(Martin et al., 2000).

L’analyse de ces mutants a permis de mettre en évidence qu’une surexpression de
comAB augmente la capacité d’export du CSP et induit plus facilement la compétence (Martin
et al., 2000). 1l en est de méme si on augmente la quantité de CSP produite en surrexprimant
le géne comC (Alloing et al., 1998). Cependant, si la surexpression est trop intense, alors la
compétence est réeprimée (Guiral et al., 2006). La compétence, qui requiert un niveau basal de
comCDE (Martin et al., 2010), peut donc étre régulée en modulant I’expression de comAB et
comCDE. Il semble donc qu’un équilibre soit nécessaire pour une induction normale de la

compétence.

111.3.2) Effet du milieu et du pH
Pour obtenir une induction de la compétence en laboratoire, il faut que le milieu

contienne certains nutriments comme le CaCl,, la BSA (Bovine Serum Albumin) et une
concentration élevée en phosphate (Havarstein et Morrison, 1999). En revanche, un faible pH
initial est inhibiteur de la compétence (Chen et Morrison, 1987). Des travaux menés au

laboratoire montrent que la compétence est induite de facon optimale a pH 7,6-8. Si le pH

11
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diminue, la compétence est de moins en moins intense, jusqu’a étre complétement inhibée

(Marc Prudhomme, communication personnelle).

111.3.3) Effet du métabolisme et de I’enveloppe
Des travaux réalisés chez S. pneumoniae ont montré que le transporteur

d’oligopeptides Ami/Obl était indirectement impliqué dans la répression de la compétence
(Alloing et al., 1994 ; Alloing et al., 1998). De plus, I’étude des mutants cup obtenus par
Bernard Martin et ses collegues en 2000 a également permis d’isoler des mutants dans les
génes guaA et guaB qui participent a la biosynthése du GTP (Marc Prudhomme,
communication personnelle). Le taux de peptides/acides amineés et le taux de GTP dans la
cellule semblent importants pour la régulation de la compétence. Le métabolisme général
pourrait donc étre un acteur majeur de cette régulation.

Les mutants cls (impliqués dans la synthese de la membrane plasmique) et les mutants
ciaRH (TCS impliqué dans la réponse aux stress d’enveloppe) jouent également un rdéle dans
la régulation de I’induction de la compétence. Il semble donc que les stress d’enveloppe

participent aussi a cette régulation.

111.3.4) Effet des antibiotiques et des génotoxiques
Le pneumocoque est capable d’induire la compétence en réponse a certains agents

génotoxiques (par exemple la mitomycine C) ou en réponse a certains antibiotiques
(notamment des molécules capables de bloguer le ribosome avec le site A libre) (Prudhomme
et al., 2006). La compétence pourrait donc étre une réponse genérale au stress chez S.

pneumoniae qui ne posséde pas de systeme SOS (Claverys et al., 2006).

I\VV) Problématique du travail

Au cours de ma thése, je me suis intéressée aux mécanismes permettant I’initiation de
la boucle autocatalytique aboutissant a I’état de compétence, et plus particulierement aux
effets du métabolisme central sur ce phénomeéne.

Le transporteur d’oligopeptides Ami/Obl est impliqué dans la répression de la

compétence. Cette observation nous a amené a penser que la compétence pourrait étre régulée

12
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de maniére métabolique (Alloing et al., 1998 ; Claverys et al., 2000), et deux candidats ont été
retenus : le ppGpp et CodY (figure 7).

Un autre argument est a prendre en considération. Certains agents génotoxiques et
antibiotiques sont capables d’induire la compétence du pneumocoque. Certaines de ces
molécules agissent au niveau du ribosome et bloquent la traduction (Prudhomme et al., 2006).
Sachant qu’un blocage du ribosome peut induire la production de ppGpp chez E. coli (cf. I11),
nous avons émis I’hypothese que ces molécules pourraient également provoquer une
augmentation de la concentration en ppGpp. Ceci pourrait étre un signal conduisant a
I’induction de la compétence.

Figure 7 : Modele de régulation métabolique
de la compétence chez S. pneumoniae
Les acides aminés libérés par la degradation
des oligopeptides transportés par Ami/Obl
pourraient servir de jauge métabolique donnant
des informations a la cellule sur la disponibilité
des nutriments dans le milieu extérieur. Une
carence en peptides dans le milieu pourrait
faire diminuer les réserves internes d’acides
aminés. Cette carence en acides aminés peut
induire la production de ppGpp et la réponse
stringente, mais elle peut également étre
détectée par un régulateur global comme
CodY. Pour expliquer I’effet négatif de
Ami/Obl sur I’induction de la compétence,
nous avons émis I’hypothése que CodY
pouvait réprimer la compétence, et que le

ppGpp pouvait I’activer.

Dans la suite de cette introduction, je ferai une synthése de ce qui est connu sur le
ppGpp, la réponse stringente et CodY.

Ensuite, je présenterai mes résultats dans 3 chapitres. La premiére partie porte sur le
role des protéines RshA et RshQ dans la production de ppGpp et dans la régulation de la
compétence. La deuxieme partie traite de I’essentialité du géne codY et des mutations
suppressives qui permettent la survie du mutant D39AcodY. Pour finir, la troisieme partie
donne un apercu des différents contextes mutants qui permettent de compenser I’absence de
CodY.

13
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V) CodY est un régulateur global

V.1) Découverte
Le régulateur CodY a été mis en evidence pour la premiere fois chez B. subtilis (Slack

et al., 1995) lors de I’étude de I’opéron dpp (dciA). Cet opéron qui code pour une permease a
dipeptides est réprimé durant la phase exponentielle de croissance et activé durant la phase
précoce de la sporulation (Mathiopoulos et Sonenshein, 1989). L’ expression de dpp au cours
de la croissance exponentielle est réprimée en présence d’acides aminés dans le milieu de
culture (Slack et al., 1991 ; Slack et al., 1993). En 1991, le suivi de I’expression de dpp dans
différents mutants d’insertion a permis d’isoler quatre mutants de phénotype cod (control of
dciA). Ces quatre souches portent ainsi une insertion dans un opéron de quatre genes :
codWXYZ (Slack et al., 1995). L’effet de la délétion de chacun des génes de cet opéron sur la
transcription de dpp a permis de montrer que CodY pouvait réprimer I’expression de dpp en
présence d’acides amines (figure 8A) (Slack et al., 1995). Cette répression est directe car
CodY se fixe au promoteur de dpp au niveau des nucléotides -10 a +30 (figure 8B) (Serror et
Sonenshein, 1996a).

Figure 8 : Découverte de codY

A. (Slack et al., 1995) Expression de dpp
dans la souche sauvage (carrés blancs) et
des mutants codV (triangles blancs), codW
(triangles noirs), codX (ronds noirs), codY
(ronds blancs).

B. (Serror et Sonenshein, 1996a) Retard sur
gel provoqué par CodY purifié sur le
promoteur de dpp et de polC.

La répression par CodY a ensuite été démontrée pour plusieurs autres loci : I’opéron
hut (utilisation de I’histidine) (Fisher et al., 1996 ; Serror et Sonenshein, 1996a), comK et
comS (impliqués dans la régulation de la compétence chez B. subtilis ; ces genes ne sont pas
présent chez S. pneumoniae) (Serror et Sonenshein, 1996b), gabP (GABA perméase) (Ferson
et al., 1996), ureABC (uréase) (Wray et al., 1997), ilv-leu (métabolisme des acides aminés)
(Debarbouille et al., 1999). La répression CodY-dépendante de tous ces loci est inversement
proportionnelle a la croissance et est levée en cas de carence en acides aminés, en sources de

carbone ou en azote (Fisher, 1999).
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V.2) Fonction de CodY
CodY est un régulateur transcriptionnel exprimé en fonction de la croissance (Slack et

al., 1995). Sa fonction est dépendante de corépresseurs (Sonenshein, 2005).

V.2.1)  Action directe de CodY
La plupart des genes régulés par CodY sont réprimés. La fixation de CodY sur

différents promoteurs a été démontrée chez différentes espéces bactériennes (Serror et
Sonenshein, 1996a ; Serror et Sonenshein, 1996b ; den Hengst et al., 2005 ; Dineen et al.,
2007 ; Bennett et al., 2007 ; Liu et al., 2009 ; Majerczyk et al., 2010 ; Hendriksen et al.,
2007).

La protéine CodY est également capable d’activer I’expression de certains genes,
notamment d’un petit ARN, bsrF (Preis et al., 2009), ou celle de ackA (Molle et al., 2003).
CodY se fixe avec une grande affinité a la région -60/-100 (par rapport au +1 de transcription)
du promoteur de ackA (Shivers et al., 2006).

V.22) EffetduGTP
Pour répondre rapidement aux signaux environnementaux, I’activité de CodY est

modulée par le GTP chez B. subtilis (Ratnayake-Lecamwasam, 2001). La fixation du GTP sur
CodY augmente son affinité pour les promoteurs régulés in vitro (Handke et al., 2007). Le
GTP joue également un rdle de corépresseur chez Bacillus anthracis (Sonenshein, 2005),
Listeria monocytogenes (Bennett et al., 2007), Clostridium difficile (Dineen et al., 2007) et
Staphylococcus aureus (Majerczyk et al., 2010). En revanche, il a été démontré que les
protéines CodY de Lactococcus lactis et de S. pneumoniae ne sont pas sensibles au GTP
(Petranovic et al., 2004 ; Hendriksen et al., 2007).

Chez les bactéries qui possedent une protéine CodY réactive au GTP, on peut
constater un phénomene d’interconnexion entre la réponse stringente et la répression par
CodY. Lors de la réponse stringente, la protéine RelA produit du ppGpp a partir de GTP et
ATP (cf. VI.2). 1l a été proposé que ceci permettrait la diminution du taux de GTP dans la
cellule et, par conséquent, la dérépression des genes sous le contréle de CodY (Dworkin,
2001). Initialement, ce phénomene a été mis en évidence pour la régulation de la compétence
chez B. subtilis (Inaoka et Ochi, 2002). Il a ensuite été observé pour la régulation de la
production de bacilysine (Inaoka et al., 2003) chez B. subtilis, ainsi que pour la biosynthese

des acides aminés chez S. aureus (Geiger et al., 2010).
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V.2.3)  Effet des acides aminés branchés
Une carence en acides aminés permet de déréprimer les genes régulés par CodY chez

B. subtilis (Slack et al., 1995 ; Serror et Sonenshein, 1996b ; Fisher et al., 1996). Au cours de
la croissance exponentielle, les acides aminés branchés (BCAA) jouent le role de
corepresseurs (Shivers et Sonenshein, 2004 ; Shivers et al., 2006 ; Joseph et al., 2005). On
retrouve cette régulation directe de la fonction de CodY chez toutes les autres espeéces
(Guedon et al., 2001 ; Chambellon et Yvon, 2003 ; den Hengst et al., 2005 ; Malke et al.,
2006 ; Bennett et al., 2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Dineen et al., 2010 ; Hendriksen et al.,
2007).

V.2.4)  Eléments de structure

Figure 9 : Structure de CodY
(Levdikov et al., 2009 ; Levdikov et al., 2006) A. Structure du domaine GAF en présence de
BCAA. B. Structure du domaine C-terminal de CodY contenant le HTH. C. Changement de
conformation du domaine GAF en présence (vert) ou en absence (violet) de BCAA.

La premiére analyse de cristaux de CodY de B. subtilis a permis d’émettre I’hypothese
que cette protéine serait sous forme de monomere ou de dimére en présence de GTP (Blagova
et al., 2002). La protéine CodY est séparée en deux domaines : un domaine GAF dans sa
partie N-terminale, ou se fixent les BCAA, et un domaine C-terminal, qui contient un
domaine HTH necessaire a la fixation de I’ADN (figures 9A et 9B) (Levdikov et al., 2006).
La fixation des BCAA se fait au niveau d’une poche dans le domaine GAF (figure 9A) grace
aux acides aminés R61, F71 et F98 (Villapakkam et al., 2009). La fixation du corépresseur
induit un grand changement de conformation (figure 9C) qui est probablement transmis au
domaine C-terminal de maniére a réguler la fixation de CodY a I’ADN (Levdikov et al.,

2009). La fixation du deuxieme corépresseur, le GTP, ne se fait pas au niveau du domaine
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GAF, mais probablement au niveau du HTH (Levdikov et al., 2009 : Levdikov et al., 2006).
De plus, CodY peut étre phosphorylée au niveau d’une sérine du HTH (S215), ce qui

augmenterait son affinité pour les promoteurs (Macek et al., 2007).

V.2.5) Fixation a I’ADN
La fixation de CodY a I’ADN des promoteurs des génes cibles se fait via son domaine

HTH (figure 9B) (Joseph et al., 2005). Il a été montré que des mutations du site de fixation de
CodY (-10/+30) permet d’abolir la répression des géenes dpp et hut par CodY (Slack et al.,
1995 ; Eda et al., 2000). C’est chez L. lactis qu’une séquence consensus a été déterminée pour
la premiére fois. Cette séquence, codY-box, AATTTTCNGAAAATT, est trés dégénérée.
Aucun promoteur régulé par CodY ne porte la séquence consensus parfaite. Chez L. lactis
comme chez la plupart des especes, on trouve une séquence proche de cette séquence a 2 ou 3
nucléotides pres sur les promoteurs régulés par CodY (Guedon et al., 2005 ; Belitsky et
Sonenshein, 2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Malke et al., 2006 ; Lemos et al., 2008 ;
Hendriksen et al., 2007). De plus, la répression via CodY est dépendante du nombre, de la
position et de I’affinité de la codY-box par rapport au promoteur (den Hengst et al., 2005 ; den
Hengst et al., 2006). En revanche, chez L. monocytogenes, aucune séquence consensus n’est
rencontrée (Bennett et al., 2007). L’absence d’une séquence consensus parfaite dans les
différents régulons CodY et I’abondance de génes régulés qui ne la portent pas suggere que
CodY est capable de reconnaitre des sequences méme trés eloignées du consensus, et que la
conformation de I’ADN pourrait jouer un réle dans la reconnaissance (Belitsky et Sonenshein,
2007).

V.3) Les fonctions régulées par CodY
La figure 10 présente un schéma simplifié des différentes régulations effectuées par la

protéine CodY.

Figure 10 : Fonctions de CodY
CodY est régulée par les BCAA et par
le GTP chez la plupart des espéces.
Cette protéine est impliquée dans la
régulation du métabolisme, de la
virulence et de processus cellulaires tels
que la mobilité, la sporulation ou la
compétence chez B. subtilis.
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V.3.1) Meétabolisme
Les premiers genes dont la régulation par CodY a été mise en évidence sont impliqués

dans le métabolisme des acides aminés (Slack et al., 1995 ; Fisher et al., 1996 ; Debarbouille
et al., 1999). La généralisation des méthodes globales d’étude de I’expression génique a
permis de déterminer le régulon CodY chez B. subtilis (Molle et al., 2003), puis chez de
nombreuses autres especes (Guedon et al., 2005 ; Bennett et al., 2007 ; Dineen et al., 2010 ;
Pohl et al., 2009 ; Lemos et al., 2008 ; Hendriksen et al., 2007).

Chez toutes ces bactéries, les génes réprimés par CodY en présence de BCAA sont
impliqués dans le métabolisme et le transport des acides aminés (notamment les BCAA) ou
dans la recherche et le transport d’autres sources de carbone. Par exemple, I’expression
d’enzymes impliquées dans le recyclage du peptidoglycane est réprimée par CodY.

Les genes activés par CodY sont beaucoup moins nombreux et sont le plus souvent
impliqués dans les processus nécessaires a une croissance rapide (i.e. dégradation des sucres,
incorporation d’acides amines libres). L’activation par CodY est probablement indirecte dans
la plupart des cas. En effet, a ce jour, I’activation directe par CodY n’as pu étre montrée que
pour deux genes (ackA (Shivers et al., 2006) ; brsF (Preis et al., 2009)).

V.3.2) Virulence
Chez C. difficile, S. aureus et B. anthracis, CodY est connue pour réguler la

production de toxines (Dineen et al., 2007 ; Karlsson et al., 2008 ; Majerczyk et al., 2008 ;
Pohl et al., 2009 ; van Schaik et al., 2009). Chez B. subtilis et L. monocytogenes, CodY
réprime la production de bactériocines (Inaoka et al., 2003 ; Inaoka et al., 2009 ; Bennett et
al., 2007 ; Dworkin, 2001).

V.3.3)  Processus cellulaires
L’étude des régulons CodY a permis de mettre en évidence I’implication de cette

protéine dans différents processus cellulaires.

Chez Bacillus cereus et S. aureus, CodY est impliquée dans la régulation de la
formation de biofilm (Hsueh et al., 2008 ; Majerczyk et al., 2008 ; Peters et al., 2010).

Chez B. subtilis, I’opéron hag (impliqué dans la mobilité) (Mirel et al., 2000) et les
genes codant pour les flagelles sont réprimés par CodY (Bergara et al., 2003). Cette protéine

est également impliquée dans le « swarming ». (Hamze et al., 2009)
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CodY est aussi impliquée dans le régulation du processus de sporulation (Ratnayake-
Lecamwasam, 2001) et de la compétence au cours de la croissance exponentielle. Pour cela,
elle se fixe directement sur les promoteurs des genes comS et comK (figure 11) (Serror et
Sonenshein, 1996b ; Maamar et Dubnau, 2005) et les réprime. Mais il existe d’autres
mécanismes permettant de réguler la compétence de facon ComX-dépendante et pH-
dépendante (Coshy et al., 1998 ; Lazazzera et al., 1999). CodY n’est pas impliquée dans ces

régulations.

Figure 11 : Modele de régulation
métabolique de la compétence chez
B. subtilis

L’induction de la compétence en réponse a
une carence nutritionnelle est due a
I’activation de RelA qui va permettre la
production de ppGpp et la diminution de
GTP. CodY déréprime alors les promoteurs
des génes régulant la compétence (Inaoka
et Ochi, 2002).

V.4) Régulations croisées
Les fonctions régulées par CodY sont pour la plupart aussi régulées par d’autres

régulateurs (Sonenshein, 2007). La régulation du gene comK (régulateur de la compétence)
est un bon exemple de régulations croisées. En effet, le géne comK est réprimé non seulement
par CodY, mais aussi par un autre régulateur Rok et par AbrB. En outre, I’expression de ce
gene est également sous le contrdle d’activateurs transcriptionnels : DegU et ComK lui-
méme. Pour finir, I’expression de ComK est également sous le contr6le de régulations post-
traductionnelles. ComS active I’expression de ComK en empéchant sa dégradation par le
complexe MecA/ClpC/ClpP (pour revue Hamoen et al., 2003).

On remarque également que, chez B. subtilis, I’opéron ilvB (impliqué dans la
biosynthese des BCAA) est reprimé par CodY mais également par TrnA (Tojo et al., 2004), et
est activé par CcpA (Shivers et Sonenshein, 2005). En fonction de la disponibilité en
nutriments dans le milieu, CcpA ou CodY se fixe sur le promoteur. En effet, leurs sites de
fixation sont chevauchants, et leur fixation est exclusive (Tojo et al., 2005). De la méme
facon, citB et asnH sont contrélés a la fois par CodY et AbrB (Kim et al., 2003 ; Morinaga et
al., 2010). Les génes ilv-leu et asnH sont également la cible de régulation post-

transcriptionnelles indépendantes de CodY (Mader et al., 2004 ; Morinaga et al., 2010).
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Chez S. aureus, Agr contr6le la production de CodY qui a son tour régule les génes
impliqués dans le métabolisme des acides aminés (Batzilla et al., 2006). De plus, la

production d’alpha-toxine est également régulée par Agr et CodY (Majerczyk et al., 2008).

V.5) Chez Streptococcus pneumoniae
Deux études ont été menées chez S. pneumoniae (Kloosterman et al., 2006 ;

Hendriksen et al., 2007). La premiére montre que CodY est capable de réprimer le géne gdhA
(impliqué dans la synthése du glutamate) indépendamment de GInR (régulateur majeur de
gdhA et du métabolisme de la glutamine), la seconde montre que le régulon CodY est
équivalent a celui de L. lactis et B. subtilis, et que la codY-box de L. lactis est fonctionnelle
chez S. pneumoniae. CodY réprime principalement les genes impliqués dans le métabolisme

des acides aminés.
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V1) Le ppGpp : une alarmone

VI1.1) Découverte chez E. coli
Au milieu du XX® siécle, les scientifiques se demandaient si la synthese de protéines et

la synthése d’acides nucléiques étaient liées. Pour répondre a cette question, des mutants
auxotrophes pour un acide aminé ont été cultivés en son absence. Les différents
radiomarquages effectués chez E. coli ont montré qu’en I’absence de I’acide aminé essentiel a
la croissance, la synthese protéique ainsi que la synthése d’ARN étaient fortement réduite
(Sands et Roberts, 1952). Néanmoins, si on réintroduit I’acide aminé (méme en présence d’un
inhibiteur de synthése protéique), seule la synthése d’acides nucléiques reprend (Pardee et
Prestidge, 1956). Cet arrét de la synthese d’ARN (appelé stringence ou RNA control) n’est
pas observé dans une souche mutante historique auxotrophe pour la méthionine. Ce mutant
porte en réalité une mutation dite « relaxée », RC, qui permet d’éliminer le contrdle de la

synthese d’ARN par les carences en acides aminés (Stent et Brenner, 1961).

Figure 12 : Contenu en nucléotides
d’une souche E. coli lors de la réponse
stringente

(Cashel et Gallant, 1969).
Chromatographie en deux dimensions du
contenu en nucléotides marqués au 32P en
présence (A) ou en absence (B) d’acides
aminés. La fleche rouge indique la position
du « magic spot ».

Plus tard, I’étude du contenu en nucléotides dans les souches stringentes en présence
ou en I’absence d’acides aminés a permis de mettre en évidence deux composes presents
essentiellement en cas de carence (figure 12). Ces composés ont été appelés « magic spots »
(MSI et MSII) sont absents dans les souches RC et seraient synthétisés par une enzyme codée
par le gene portant la mutation RC (relA) (Cashel et Gallant, 1969). Un an plus tard le MSI a
été identifié comme étant un composé dérivé de guanosine : le ppGpp (Cashel et Kalbacher,
1970). Les composés MSI (ppGpp) et MSII (pppGpp) sont formés par transfert d’un
groupement pyrophosphate de I’ATP au GDP et de I’ATP au GTP respectivement au niveau
du ribosome lors d’une pause dans la traduction (Haseltine et al., 1972 ; Haseltine et Block,
1973).
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Il existe également une activité de dégradation du ppGpp portée par SpoT (Laffler et
Gallant, 1974). Contrairement a I’activité de synthese, cette activité n’est pas liée au ribosome
(Sy, 1977). De plus, méme dans les souches relaxées, du ppGpp est produit au cours de
carences en sources de carbone (Lazzarini et al., 1971 ; Atherly, 1979) ou en azote (Irr, 1972).
Ceci montre que relA (RC) n’est pas le seul gene impliqué dans la production de ppGpp. Cette
deuxiéme activité de synthese est portée par SpoT, qui est donc une enzyme bifonctionnelle
(Hernandez et Bremer, 1991 ; Xiao et al., 1991). L’étude des séquences protéiques de RelA et
SpoT d’E. coli montre que ces deux protéines sont trés similaires et suggere qu’elles seraient
issues de la duplication d’un gene puis de la spécialisation des deux geénes relA et spoT
(Metzger et al., 1989).

V1.2) Synthése et dégradation du ppGpp chez E. coli
Comme décrit au paragraphe precédent, le ppGpp est synthétise par les protéines RelA

et SpoT et est dégradé par SpoT. Ceci peut étre représenté par un cycle (figure 13).

La premiére étape de ce cycle est la synthése du pppGpp, qui se fait grace au transfert
de deux phosphates depuis I’ATP vers le GTP (Sy et Lipmann, 1973). Cette étape peut étre
catalysée par RelA ou SpoT. Ensuite, le pppGpp est hydrolysé en ppGpp par la protéine Gpp
(guanosine pentaphosphate phosphohydrolase) en quelques secondes (Weyer et al., 1976).
Lorsque les conditions redeviennent favorables (fin de la carence), SpoT prend alors en
charge la dégradation du ppGpp (ou du pppGpp). Cette étape aboutit a la formation de GDP
(ou GTP) (Sy, 1977). Enfin, le GDP est reconverti en GTP par la nucléotide diphosphokinase,
Ndk. La régulation de I’augmentation de la concentration intracellulaire en ppGpp peut se
faire de deux maniéres différentes : soit en activant la production de ppGpp par RelA et/ou

SpoT, soit en inactivant sa dégradation (Xiao et al., 1991).

Figure 13 : Cycle du ppGpp
Le pppGpp est synthétisé par RelA et SpoT
a partir de GTP et d’ATP, puis est
transformé en ppGpp par Gpp. SpoT
dégrade le pppGpp et le ppGpp en GTP et
GDP. Le GDP est converti en GTP par
Ndk.
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V1.3) Laréponse stringente chez E. coli
La réponse stringente se met en place en réaction a différents signaux. Le signal le

mieux étudié est la carence en acides aminés. Cette carence est détectée par la présence d’un
ARNt non chargé au site A du ribosome (Haseltine et Block, 1973). Chez E. coli, d’autres
types de carences (en azote (lrr, 1972), en phosphate (Spira et al., 1995), en acides gras
(Seyfzadeh et al., 1993), en fer (Vinella et al., 2005) ou en sources de carbone (Xiao et al.,

1991)) peuvent étre un signal.

Figure 14 : La réponse stringente
D’apres (Cashel et al., 1996) : le ppGpp est synthétisé a partir de GTP et d’ATP. Cette
alarmone va agir directement ou indirectement sur la physiologie générale de la bactérie en
passant d’un régime de croissance a un régime de survie.

La figure 14 répertorie les effets de la réponse stringente sur la physiologie d’E. coli.
Lors de la reponse stringente, la transcription des ARN stables, la traduction, la replication et
la synthése de I’enveloppe sont ralenties, alors que les génes de résistance aux stress et les
genes de biosynthése des acides aminés sont activés. Ceci permet de ralentir considérablement
la croissance de maniere & survivre aux carences.

Action sur la transcription

Le ppGpp interagit avec I’ARN polymérase (Chatterji et al., 1998). Cette interaction
pourrait affecter la fixation de la polymérase sur I’ADN et modifier ainsi la transcription de
certains génes (Artsimovitch et al., 2004). Cette régulation dépend de la présence de la sous-
unité o de I’ARN polymérase et de la protéine DskA qui potentialise les effets du ppGpp sur
la transcription (Paul et al., 2004 ; Paul et al., 2005 ; Vrentas et al., 2005).

Chez B. subtilis et chez S. aureus, la production de ppGpp ferait diminuer le GTP qui

est essentiel a I’initiation de la transcription des ARN ribosomiques (Krasny et Gourse, 2004 ;
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Geiger et al., 2010). Ce mécanisme met en jeux le mécanisme de synthése du ppGpp et
I’inhibition directe de la synthése de GTP (inhibition de I’IlMP déshydrogénase) par cette
alarmone (Inaoka et Ochi, 2002).

Action sur la traduction
La transcription des ARN et des genes codant pour les protéines ribosomiques est
inhibée par le ppGpp. Le nombre de ribosomes actifs pour la traduction est donc plus faible
et, par conséquent, la traduction est ralentie. De plus, le ppGpp est capable d’inhiber le facteur
d’initiation de la traduction IF2 chez E. coli (Milon et al., 2006).
Action sur la réplication
Chez E. coli, le ppGpp, en diminuant le taux de croissance, diminue I’expression de
DnaA, protéine initiatrice de la réplication. Le ppGpp inhibe donc la réplication de fagon
indirecte (Chiaramello et Zyskind, 1989). Chez B. subtilis, le contrdle de la réplication se
ferait plutét au cours de I’élongation, puisque le ppGpp peut provoquer un arrét des fourches
de réplication en agissant sur la primase (Wang et al., 2007).
Action sur rpoS et sur la réponse générale au stress
Le ppGpp peut aussi réguler la transcription des facteurs sigma alternatifs et par
conséquent la réponse générale au stress (Durfee et al., 2008). Par exemple, le ppGpp
augmente la quantité de sigma-S dans la cellule (Gentry et al., 1993) et est nécessaire a
I’expression de génes dépendants de sigma-S (Kvint et al., 2000).
Action sur I’enveloppe
Chez E. coli, une carence en acides gras induit la production de ppGpp (Seyfzadeh et
al., 1993) qui pourrait étre régulée par une interaction entre SpoT et ACP (Acyl Carrier
Protein) (Battesti et Bouveret, 2006). Les génes fabH, fabD et fabG, codant pour des enzymes
de biosynthese des acides gras, sont réprimés au cours de la réponse stringente (Podkovyrov
et Larson, 1996). De plus, PIsB (enzyme catalysant la premiére étape de synthése des
phospholipides) est inhibée directement par le ppGpp (Heath et al., 1994).
Action sur le métabolisme des acides amines
Le mécanisme permettant I’activation des genes de biosynthése des acides aminés par
le ppGpp n’est pas direct. Cette activation serait une conséquence de la déstabilisation des
complexes ouverts créés sur les promoteurs réprimés par le ppGpp. Ceci augmenterait la
disponibilité de I’ARN polymérase pour les promoteurs des genes impliqués dans la

biosynthése des acides aminés (Barker et al., 2001).
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Chez B. subtilis, un autre mécanisme peut amplifier cet effet. La production de ppGpp
limite la concentration de GTP (Inaoka et Ochi, 2002). Le GTP n’est alors plus disponible
pour activer la répression des géenes de biosynthése des acides aminés par CodY (Molle et al.,
2003 ; Tojo et al., 2008).

V1.4) Structure des genes responsables de la synthése du ppGpp
L’étude systématique des genes homologues de relA et spoT montre que ces genes

sont conservés dans le monde eubactérien et eucaryote photosynthétique. Remarquablement,
seules les B et y protéobactéries possédent les deux genes relA et spoT (Mittenhuber, 2001).
Les autres bactéries ne portent qu’un seul gene, appelé rsh (pour rel/spo homologue), codant
pour une protéine multifonctionnelle capable de synthétiser et de dégrader le ppGpp. Chez les
eucaryotes photosynthétiques, il arrive que plusieurs génes codent pour des Rsh adréssées aux
chloroplastes (i.e. Arabidopsis thaliana (van der Biezen et al., 2000)). De fagon surprenante,
les firmicutes portent un rsh et possédent aussi un ou plusieurs petits genes codant pour le
domaine de synthese du ppGpp (Wolz et al., 2010). Chez B. subtilis, deux genes de ce genre
ont été identifies et nommés SAS1 et SAS2 (pour Small Alarmone Synthetase) (Nanamiya et
al., 2008). Chez Streptococcus mutans, ces genes sont nommés relP et relQ (Lemos et al.,
2007).

Toutes les bactéries, qu’elles possedent RelA et SpoT ou une Rsh, ont au moins une

copie de chaque domaine (figure 15).

Figure 15 : Domaines structuraux des proteines Rel/Spo
Les bactéries portent soit relA et spoT, soit un gene rsh. Certaines bactéries portant un rsh
portent également un gene SAS codant pour le domaine de synthése du ppGpp. HD : domaine
de dégradation, rel-spo : domaine de synthese, TGS et ACT : domaines dédiés a la régulation.

L’activité enzymatique de la protéine se trouve dans le domaine N-terminal. Les
acides aminés H80 et D81 de Relw (Rsh de Mycobacterium tuberculosis) du domaine HD
sont conservés et nécessaires a la dégradation du ppGpp (Avarbock et al., 2005), alors que la
synthése du ppGpp nécessite les acides aminés G241 et H344 (Relww €galement conservés)
du domaine rel-spo (Avarbock et al., 2005). L’étude de la protéine Rsh cristallisée de
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Streptococcus equisimilis a montré que les activités de synthése et de dégradation ne sont pas
actives en méme temps. Il existe deux conformations : I’une ou la synthése est active et I’autre
ou elle est inactive (Hogg et al., 2004).

Le domaine C-terminal de ces protéines est dédié a la régulation. Le domaine TGS
pourrait étre un domaine de liaison aux nucléotides, mais cette fonction n’a pas encore été
démontrée (Wolf et al., 1999). En outre, le domaine ACT est retrouvé dans des proteines dont
la fonction est régulée par les acides aminés (Aravind et Koonin, 1999). Ceci semble
cohérent, puisqu’on sait que RelA répond aux carences en acides aminés. Ainsi, le domaine
C-terminal des protéines Rsh pourrait servir d’interface d’interaction avec différents
partenaires protéiques (ou de dimérisation (Gropp et al., 2001)) ou ligands qui permettraient
de moduler I’activité de la protéine (Mechold et al., 2002).

Les protéines SAS ne possedent que le domaine de synthese du ppGpp, et leur
contribution a la synthése de ppGpp a été démontrée (Lemos et al., 2007 ; Nanamiya et al.,
2008).

V1.5) Chez Streptococcus pneumoniae
S. pneumoniae possede comme tous les firmicutes une protéine Rsh (hommeée RshA

dans mon travail) et une petite protéine codant pour une protéine SAS. Cette protéine est
homologue de RelQ de S. mutans (Lemos et al., 2007) et est capable de produire du ppGpp
chez E. coli (Battesti et Bouveret, 2009). La régulation de la production de ppGpp en réponse
a différents stress n’est pas encore comprise et ne semble pas se produire de la méme facon
que chez E. coli. En effet, aucune interaction entre RshA et ACP du pneumocoque n’a été
détectée (Battesti et Bouveret, 2009). Néanmoins, une étude récente (parue apres que mes
trravaux sur le réle de rshA dans la réponse stringente et dans la régulation de la compétence
aient été réalisés) a été publiée en 2009 (Kazmierczak et al., 2009). Cette étude montre que
RshA est la source principale de ppGpp en réponse a la mupirocine (inhibiteur du chargement
de I’ARNt-isoleucine). De plus, I’analyse globale de la réponse stringente chez S. pneumoniae
montre que cette réponse est similaire a celle retrouvée chez les autres bactéries, que certains
facteurs de virulence sont induits au cours de la réponse stringente et que les génes comA et
comC pourraient étre actives par le ppGpp (Kazmierczak et al., 2009 : Matériel

supplémentaire).
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Chapitre 1

Chapitre 1 : étude de I’effet de rshA et rshQ dans la
regulation de la compétence.
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Chapitre 1

1) Effet du ppGpp sur I’induction de la compétence chez S.
pneumoniae
Comme nous I’avons vu au cours de I’introduction, le ppGpp joue le réle d’activateur

de la compétence chez B. subtilis. Pour savoir si le ppGpp est un activateur de la compétence
chez S. pneumoniae, nous avons décidé de suivre I’induction de la compétence en présence de
sérine hydroxamate (SHX). En effet, chez E. coli, B. subtilis et chez d’autres
microorganismes, la sérine hydroxamate induit une augmentation drastique de Ila
concentration intracellulaire en ppGpp. Nous avons posé I’hypothése que cette molécule

pourrait avoir le méme effet chez S. pneumoniae.

I.1) Mode d’action de la sérine hydroxamate
La sérine hydroxamate est un analogue d’acide aminé capable d’inhiber la croissance

d’E. coli. Cet effet peut étre réversé en ajoutant aux cultures un exces de sérine (Tosa et Pizer,
1971b). La SHX posséde une affinité plus forte pour le tARN que la sérine elle-méme et joue
donc le réle d’inhibiteur compétitif (Tosa et Pizer, 1971a). L’inhibition de la fixation de la
sérine sur son tARN se traduit par un blocage de la traduction en créant une carence en tRNA-
sérine. Le blocage du ribosome avec un ARNt non chargé dans son site A va induire la
production massive de ppGpp par RelA et consequemment la réponse stringente chez E. coli
(Potrykus et Cashel, 2008) (figure 16).

Lorsque j’ai débuté mes travaux de thése aucun article sur la réponse stringente chez S.
pneumoniae n’était paru, j’ai donc émis I’hypothése que la sérine hydroxamate serait

également capable d’induire une production massive de ppGpp chez ce pathogéne.

29



Chapitre 1

Figure 16 : Mode d’action de la sérine hydroxamate chez E. coli
La serine hydroxamate (SHX), analogue de la sérine, est un inhibiteur compétitif de la seryl
tARN synthase. Le ribosome est bloqué avec un ARNt non chargé dans le site A mimant ainsi
une carence en acides aminés. La protéine RelA induit ensuite la production de ppGpp en
réponse a cette carence. Le ribosome est représenté en violet, les cercles de couleur
représentent les différents acides aminés et les épingle de couleur leur tARN respectifs.

1.2)  Effet de la sérine hydroxamate sur le développement de la
compétence
Le ppGpp pourrait étre un signal permettant le développement de la compétence. Nous

avons donc utilisé la SHX pour Vvérifier cette hypothese. En effet, en réponse a la SHX, la
cellule devrait produire une grande quantité de ppGpp. Pour suivre le développement de la
compétence, nous avons utilisé a une fusion transcriptionnelle entre le géne tardif de
compétence ssbB et le gene rapporteur luc codant la luciférase (voir paragraphe VI matériel et
méthodes). La compétence peut alors étre suivie en mesurant I’émission de lumiere dans un
milieu de culture contenant le substrat de la luciférase (la luciférine) (Prudhomme et Claverys,
2007).

L’induction de la compétence en réponse a la sérine hydroxamate a été étudiée de la
méme facon que I’effet d’antibiotiques et d’agents génotoxique chez S. pneumoniae

(Prudhomme et al., 2006). Les cellules ont été cultivées dans un milieu C+Y dont le pH a été
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ajusté a 7,56. Dans ce milieu, la souche sauvage est incapable d’induire la compétence. 70
minutes aprés ensemencement une gamme de sérine hydroxamate (de 0 a 1 mg/ml) a été
ajoutée dans les cultures.

La figure 17 présente le suivi de I’induction de la compétence aprés ajout de 0,4
mg/ml de sérine hydroxamate (figure 17A) ou d’eau (figure 17B).

Figure 17 : Induction de la compétence en réponse a la sérine hydroxamate
La compétence est suivie grace a une fusion ssbB::luc. L’ activité luciférase est exprimée en
RLU/DO (carrés vert, échelle de gauche) et la DO (492 nm) (carrés bleu, échelle de droite)
des cultures a 37°C en milieu C+Y (pH 7.56) de la souche R895 (ssbB::luc) avec (A) et sans
(B) sérine hydroxamate (0,4 mg/ml). Les différentes courbes représentent la moyenne des
résultats de 4 cultures. Cette expérience a été reproduite plus de 10 fois. L’ajout de sérine
hydroxamate est indiqué par une fleche violette.

Le suivi de la croissance en présence de la gamme de sérine hydroxamate montre que
cette molécule est capable d’inhiber la croissance de S. pneumoniae a forte concentration. En
effet, la présence de 0,2 mg/ml de sérine hydroxamate n’a aucun effet sur la croissance mais
lorsqu’on augmente cette concentration, on obtient une inhibition de la croissance de plus en
plus prononcee (annexe A). La concentration de 0,4 mg/ml utilisée dans les cultures montrées
sur la figure 17 apparait comme la concentration qui permet un retard de croissance modéré
mais un fort effet sur I’induction de la compétence (annexe A).

La compétence est induite environ 80 minutes apres I’ajout de sérine hydroxamate et
n’est pas induite apres ajout d’eau (figure 17). La sérine hydroxamate est donc capable

d’induire la compétence chez S. pneumoniae (comme la mitomycine C ou la streptomycine
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(Prudhomme et al., 2006)). Ce résultat est en accord avec I’hypothese selon laquelle le ppGpp

pourrait étre un des signaux permettant I’induction de la compétence.

1) Création de souches incapables de produire du ppGpp.
Pour tester I’hypothese selon laquelle le ppGpp serait le signal permettant I’induction de la

compétence, des mutants incapables de produire le ppGpp ont été construits.

I11.1) Recherche des genes impliqués dans la production de ppGpp chez S.
pneumoniae.
Chez les bactéries a gram positif, il existe un gene nommé relA ou rsh capable de

produire du ppGpp (voir chapitre V1.4 de I’introduction). Certaines espéces ont aussi un ou
plusieurs autres genes de taille réduite qui codent pour des protéines possédant un domaine

dédié a la synthese de ppGpp.

Figure 18 : Structure des génes responsables de la production de (p)ppGpp chez S.
pneumoniae.

A. Comparaison des genes codant pour les protéines responsables de la synthese de (p)ppGpp
chez S. pneumoniae et S. mutans. Le pourcentage représente I’identité entre les protéines des
deux especes. B. Structure de RshA et RshQ chez S. pneumoniae. Ces deux protéines
possedent un domaine qui catalyse la synthése de (p)ppGpp (rel-spo). La protéine RshA
possede également un domaine d’hydrolyse du (p)ppGpp (HD) et des domaines de régulation
(TGS et ACT).
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Pour créer des mutants incapables de produire du ppGpp chez S. pneumoniae, nous
avons tout d’abord recherché les différents génes possédant au moins le domaine de synthese
du ppGpp. Pour cela nous nous sommes appuyés sur les résultats de recherche obtenus sur S.
mutans (Lemos et al., 2004).

La recherche bioinformatique menée sur le génome de S. pneumoniae a mis en
évidence un gene rshA (ou relA) codant une protéine possédant 74% d’identité avec son
homologue chez S. mutans (figure 18A). Cette protéine est la protéine Rsh du pneumocoque.
Elle posséde les domaines de synthése et de dégradation du ppGpp et les deux domaines de
régulation (ATC et TGS) comme les autres Rsh des bactéries a gram positif (figure 18B et
introduction paragraphe V1.4) (Cashel et Rudd, 1987). Mais, en ce qui concerne les autres
génes posseédant seulement le domaine ppGpp synthase-like, il n’existe qu’un seul géne chez
S. pneumoniae (sprl004 renommé rshQ) au lieu de deux chez S. mutans. L’analyse du
pourcentage d’identité entre les deux protéines de S. mutans et celle de S. pneumoniae,
suggere que rshQ est probablement I’homologue de relQ (figure 18A). Ceci a été confirmé
par une étude récente montrant un comparatif des différentes protéines RshP et RshQ de
différents organismes (Lemos et al., 2007).

Pour créer une souche incapable de produire du ppGpp, ces deux genes ont été

inactivés.

11.2) Création des mutants par mutagenése mariner.
Les génes rshA et rshQ ont donc été ciblés pour une mutagenése de type mariner.

Cette mutagenése permet I’insertion aléatoire d’un minitransposon portant un géne de
résistance a un antibiotique (Prudhomme et al., 2007). Cette technique peut-étre utilisée pour
créer une banque de mutants sur le génome entier ou étre utilisée de maniére ciblée sur un
fragment PCR contenant un géne d’intérét. La transposition est réalisée in vitro. Puis les
produits de mutagenese sont transférés dans S. pneumoniae par simple transformation. On
obtient ainsi de nombreux clones transformants portant une insertion de minitransposon dans
la zone ciblée. Ces insertions peuvent ensuite étre localisées et orientées par PCR grace a des
oligonuclétides spécifiques (voir VI Matériel et méthodes) (Prudhomme et al., 2007). Cette
mutagenese aléatoire a été dirigée contre les genes rshA et rshQ en utilisant des fragments
PCR obtenus avec les oligonucléotides RelAl/RelA2 (pour rshA) et MP190/MP191 (pour
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rshQ) en tant que cible de la mutagenése. La mutagenése mariner a été effectuée en présence
du plasmide donneur pR412 contenant un minitransposon portant un géne de résistance a la
spectinomycine (figure 30).

Pour la mutagenése du gene rshA, de nombreux clones résistants a la spectinomycine
ont été obtenus. Vingt d’entre eux ont été sélectionnés au hasard. Les insertions de 10 de ces
clones ont eté vérifiées, localisées et orientées par PCR a I’aide des oligonucléotides
MP127/MP128/RelAl/RelA2. Les amplifications PCR de verification ont les tailles attendues
pour une insertion simple d’un minitransposon dans le fragment ciblé. La localisation et
I’orientation des insertions de minitransposon mariner sont montrées dans la figure 19A.

Les différentes insertions obtenues pour le géne rshA se trouvent tout au long du
fragment PCR utilisé comme cible. L’obtention d’insertions dans toute la longueur du
fragment visé montre que le gene rshA peut étre facilement inactivé et donc que ce gene n’est

pas essentiel pour S. pneumoniae.

Figure 19 : Localisation des insertions de minitransposons dans rshA (A) et rshQ (B)
Pour les différentes insertions, la lettre (S) indique qu’il s’agit une insertion de
minitransposon portant une cassette de résistance a la spectinomycine, le chiffre indique le
numéro du clone et les lettres (*) ou (%) indiquent respectivement I’orientation anti-transcrite
ou co-transcrite de la cassette de résistance par rapport aux géenes rshA et rshQ. A. La
mutagenese mariner a été effectuée sur un fragment PCR amplifié avec le couple
d’oligonucléotides RelAl/RelA2. B. La mutagenese mariner a été effectuée sur un fragment
PCR amplifié avec le couple d’oligonucléotides MP190/MP191. Les trois insertions entourées
en rouge ont été sélectionnées pour de plus amples analyses
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Pour le géne rshQ, de nombreux clones résistants a la spectinomycine on été obtenus.
Une quarantaine de clones ont été selectionnés au hasard. Les insertions de 20 de ces clones
ont été vérifiées, localisées et orientées par PCR a I’aide des oligonucléotides
MP127/MP128/MP190/MP191. Les amplifications PCR de vérification ont les tailles
attendues pour une insertion simple d’un minitransposon dans le fragment ciblé pour 17 de
ces 20 clones. Les insertions sont localisees préférentiellement au centre du fragment ciblé. Le
gene rshQ n’est donc pas un géne essentiel pour S. pneumoniae. Contrairement a rshA, toutes
les insertions inactivant rshQ sont co-transcrites (figure 19B).

L’expression du géne de résistance a la spectinomycine porté par le minitransposon est
capable d’influencer le niveau d’expression des genes voisins. En effet, il a ét¢é montré que
I’expression co-transcrite de la cassette de résistance a la spectinomycine en amont de
comCDE augmente son expression (Martin et al., 2000). De la méme facon, un
minitransposon portant une cassette de résistance a la spectinomycine insérée en aval d’un
géne de résistance a I’érythromycine dans le sens « anti-transcrit » est capable d’inhiber sa
transcription (Martin et al., 2000). Ainsi, I’absence d’insertions anti-transcrites dans le gene
rshQ suppose que I’insertion d’un minitransposon dans le sens anti-transcrit pourrait éteindre
I’expression des géenes en aval dans I’opéron rshQ. Il y aurait donc un effet polaire de
I’insertion suggérant qu’un des génes en opéron avec rshQ est un géne essentiel.

L’opéron de rshQ est compose de 3 génes rshQ, spr1005, et rluD. Le géne spr1005
code pour une protéine hypothétiqgue homologue a une kinase du NAD impliquée dans les
voies métaboliques et dans la protection contre le stress oxydatif (Mori et al., 2004). Ce gene
ne semble pas étre essentiel. Le géne rluD code pour une protéine homologue a la protéine
RIuD d’E.coli. 1l a été montré chez E. coli que la pseudouridine synthase RluD joue un réle
majeur dans la maturation des ARN ribosomaux. Cette protéine est essentielle pour la
croissance normale de cette bactérie (Raychaudhuri et al., 1998 ; Leppik et al., 2007). L effet
polaire des mutants rshQ est donc probablement une conséquence de la diminution

d’expression de rluD.

La premiére étape dans I’étude des ces mutants a été d’analyser leur croissance.

11.3) Effet des mutations sur la croissance
La croissance des différents mutants a été réalisée en milieu C+Y et a été suivie par

mesure de la densité optique pendant 300 minutes. La croissance des mutants rshQ est
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comparable a celle d’une souche sauvage. L’inactivation de rshQ n’a donc aucun impact sur
la croissance, au moins dans ce milieu (figure 20).

En revanche, pour les mutants rshA, on remarque un retard de croissance. Les deux

12A 20A
A A

mutants rsh et rsh ont une croissance ralentie par rapport a la souche sauvage mais

12A
A

n’ont pas le méme taux de croissance. En effet, rsh a un retard de croissance moins

important que rshA?”,

Figure 20 : Croissance des mutant rshA et rshQ.
La croissance de la souche sauvage (courbes vertes), rshA*** (courbe bleue), rshA?** (courbe
rouge) et rshQ**“ (courbe orange) est suivie par des mesures de DO (492 nm). Les différentes
souches ont été ensemencées au 1/100°™ dans un milieu C+Y, la densité optique a été
mesurée toutes les 10 minutes.

La différence de taux de croissance entre ces mutants peut étre due a deux causes
différentes.

Les deux insertions ne se situent pas au méme endroit dans la phase codante du gene
rshA. Il est possible que dans ces mutants une protéine rshA tronquée soit produite. La

AZOA

protéine produite dans rsh comporterait les premiers 59 acides aminés de RshA. Si cette

protéine est produite, elle est probablement inactive puisqu’elle a perdu tous les domaines

fonctionnels. La protéine produite dans rshA'**

comporterait 462 acides aminés et porterait
les domaines de synthese et de dégradation du ppGpp et le premier domaine de régulation
TGS (figure 18B). Si cette protéine est produite, elle peut avoir gardé une certaine
fonctionnalité qui expliquerait I’amélioration de la croissance par rapport & rshA?*, En effet,
il existe des protéines RelA tronquées encore capable de produire du ppGpp. Chez L. lactis,

un mutant du gene relA produisant une protéine tronquée au niveau du domaine de régulation
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TGS a été construit (Rallu et al., 2000). Cette protéine tronquée est capable de surproduire
considérablement le ppGpp (Rallu et al.,, 2000). Une protéine mutante équivalente a
également été construite chez Streptomyces coelicolor (Martinez-Costa et al., 1998).

La différence de croissance observée entre les deux mutants rshA peut également étre
du a un effet polaire. Le géne spr1486 est en opéron avec rshA. L’insertion de la cassette de
résistance a la spectinomycine peut diminuer (voire éteindre) I’expression de ce gene. Le géne
spr1486 code pour une D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase. Chez E. coli, I’absence de ce géne
appelé dtd augmente la toxicité de la D-tyrosine (Soutourina et al., 2004). Le milieu de
culture utilisé pour nos expériences contient des extraits de levure qui apportent probablement
ce compose. Il est donc possible que la modification d’expression du géne sprl1486 affecte la
croissance de S. pneumoniae.

Pour s’affranchir d’un effet polaire éventuel de I’insertion du transposon dans le géne

rshA sur I’expression des genes voisins, la cassette de résistance a été « retournée ».

I1.4) Retournement de la cassette des minitransposon inséres dans rshA
Le protocole expérimental du « retournement de cassette » est expliqué dans le

paragraphe VI Matériels et méthodes. La figure 21 montre les différents mutants que nous

avons construits par cette méthode.

spr1488

Figure 21 : Echange des cassettes de résistance dans les mutants rshA.
Pour les différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de cassette
conférant la résistance a la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et (%) indique
I’orientation co-transcrite de la cassette. La méthode permettant I’échange de cassette est
répertoriée dans VI Matériels et méthodes.

Les differents échanges de minitransposons ont été vérifiés par PCR. La figure 22
expose la vérification de la structure des mutants rshA% et rshQ°°. Les tailles des différents
fragments PCR obtenus correspondent bien a celles attendues pour une insertion simple d’un
minitransposon portant le géne de résistance a la kanamycine dans le cas du mutants rshA%¢

(figure 22A). Il en est de méme pour le géne rshQ dont la séquence est interrompue par
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I’insertion d’un minitransposon portant un gene de résistance a la spectinomycine (figure
22B).

Il est a noter que les mutants rshA et rshQ ne portant pas la méme cassette de
résistance, nous avons pu combiner ces deux mutations pour obtenir une souche qui ne

possede plus aucune protéine comportant un domaine de synthese du ppGpp. Le double
mutant rshA rshQ a été obtenu sans difficultés.
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Figure 22 : Vérification de I’intégration des minitransposons dans rshA et rshQ.

A. Vérification de la structure du mutant rshA?°® (souche R2061) par amplification PCR avec
les paires d’oligonucléotides relA6-relA5 (fragment/ligne 2, 3643 pb), MP127-relA5
(fragment/ligne 3, 2193 pb), MP127-relA6 (fragment/ligne 4, 161pb). La structure parentale a
été verifiee par amplification PCR avec le couple d’oligonucléotides relA5-relA6 (ligne 1*,
2306 pb). B. Vérification de la structure du mutant rshQ>*“ (souche R2069) par amplification
PCR avec les paires d’oligonucléotides MP190-MP191 (fragment/ligne 2, 3653 pb), MP127-
MP190 (fragment/ligne 3, 1334 pb), MP127-MP191 (fragment/ligne 4, 1221 pb). La structure
parentale a été vérifiée par amplification PCR avec le couple d’oligonucléotides MP190-
MP191 (ligne 1*, 2505 pb). M, marqueur de taille (2-log ladder)

I11.5) Croissance des mutants rshA co-transcrits
Pour tester I’hypothese selon laquelle le retard de croissance révélé pour les deux

mutants rshA*” et rshA?*
A12C AZOC

serait due a un effet polaire sur le géne spr1486, la croissance des

mutants rsh et rsh a été comparée avec celle leurs souches meres.
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Figure 23 : Croissance de deux mutants rshA anti-transcrit, de leur descendant co-
transcrit et du double mutant rshA rshQ.
Les croissance des souches sauvage (courbes vertes), rshA** (courbe bleue clair), rshA*®
(courbe bleue foncé), rshA?®* (courbe rouge) et rshA”C (courbes violettes) sont suivies par
des mesures de DO (550nm).

Contrairement a la souche rshAA, la croissance de la souche rshA*¢

est comparable a
celle de la souche sauvage (figure 23). Ce résultat montre qu’il y a bien un effet polaire de
I’insertion anti-transcrite du minitransposon dans le gene rshA.

AZOC

En revanche, le mutant rsh n’a pas une croissance sauvage. Cette souche a tout de

méme une croissance améliorée par rapport au mutant rshA%*

(figure 23). L’ensemble de ces
résultats est cohérent avec un effet polaire des insertions dans rshA.

Néanmoins, la souche rshA?® a un temps de génération plus long que la souche
rshA'?C. Cette différence de croissance ne semble pas étre une conséquence de I’effet polaire
puisque les cassettes de résistance a la kanamycine des minitransposons sont co-transcrites. Il
est donc possible que cette différence de croissance soit due a la production d’une protéine
RshA tronquée dans les mutants rshA*? qui aurait gardé une activité partielle.

Pour tester cette hypothése, il faudrait vérifier grace a des anticorps spécifiques du
domaine de synthése du ppGpp de la protéine RshA de S. pneumoniae, qu’une protéine
d’environ 460 acide aminés est détectée dans les extraits protéiques des mutants rshA™ et
rshA'?A. Si cette hypothése est correcte, alors le retard de croissance du mutant rshA% est du
a la perte de fonction de synthése et/ou de dégradation du ppGpp.

Nos résultats montrent que le mutant rshA a une croissance ralentie. Il est possible que
dans le milieu C+Y que nous avons utilisé dans nos expériences, un compose soit limitant

pour la croissance de ce mutant. En effet, recemment les travaux de Krystyna Kazmierczak et
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ses collaborateurs ont montré que la croissance de mutants rshA en milieu riche est normale
alors qu’en milieu pauvre (CDM), le mutant rshA est incapable de croitre (Kazmierczak et al.,
2009). Alternativement, le ralentissement de la croissance observé pour le mutant rshA
pourrait étre la conséquence de I’inactivation de rshA et/ou de la modification de I’expression
du gene spr1486. Une expérience de complémentation semble indispensable pour prouver que
le phénotype observé en compétence pour ce mutant n’est pas une conséquence d’un
changement d’expression du géne spr1486.

Le double mutants rshA%° rshQ®° présente une croissance intermédiaire par rapport

%C(figure 23). Le défaut de croissance de rshA® est

donc en partie amélioré par la mutation rshQ*’.

aux simples mutants rshA%C et rshQ

Pour la suite des expériences nous avons choisi de travailler avec le mutant rshA?°C.
En effet, ce mutant a une croissance améliorée par rapport au mutant rsh®®* et permet de
s’affranchir des effets polaires. De plus, les mutants rshA12” ® € peuvent éventuellement
produire une protéine RshA tronquée fonctionnelle qui pourrait étre génante pour I’analyse
des résultats. Pour cette méme raison, nous avons choisi une insertion qui interrompt rshQ au

début de sa phase codante : rshQ°.

11.6) Analyse de la production de ppGpp chez S. pneumoniae.
La capacité des mutants rshA et rshQ a produire du ppGpp a été recherchée. Pour cela,

les cellules ont été marquées par du phosphate inorganique *2Pi, puis transférées dans un
milieu contenant de la sérine hydroxamate et carencé en acides aminés (milieu induisant la
réponse stringente). Le marquage au *’Pi permet un marquage de I’ensemble des molécules
contenant du phosphate. Les nucléotides ainsi marqués ont ensuite été séparés en
chromatographie sur couche mince et révélés au Phosphorlmager (voir VI Matériel et
méthodes). Ce protocole expérimental a déja été utilisé pour repérer des mutants incapables
de produire du ppGpp chez E. coli (Cashel et al., 1996). La figure 24 présente les résultats de
cette expérience.

La souche sauvage est capable de produire du ppGpp mais pas ou peu de pppGpp. La

souche rshA”“ comme la souche double mutante rshA?°¢ rshQ**®

ne produit plus de ppGpp
ou en produit une quantité non détectable par cette méthode (figure 24). 1l semble donc que
RshA soit la seule protéine pouvant synthétiser du ppGpp chez S. pneumoniae, dans les
conditions de culture utilisées (carence en acide aminés et sérine hydroxamate). La protéine

RshQ ne semble pas étre capable de produire du ppGpp dans les conditions utilisées.
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Cependant, cette protéine de S. pneumoniae est capable de produire du ppGpp dans un
systéeme hétérologue chez E. coli (Battesti et Bouveret, 2009). Dans ce systéme, la protéine est
surproduite. Ceci permet probablement de révéler sa faible activité. De plus, cette protéine est
probablement impliquée dans la production de ppGpp en réponse a d’autre signaux que la
carence en acides aminés. En effet, chez E. coli, les deux protéines responsables de la
synthese de ppGpp ne répondent pas au méme genre de stress (Cashel et al., 1996). Les
conditions utilisées pour cette expérience ne sont probablement pas optimales pour révéler la

fonctionnalité de RshQ.

Figure 24 : Production de ppGpp par les souche rshA et rshQ en réponse a la sérine

hydroxamate.
Les cellules ont été cultivées en milieu THY jusqu’a DO=0.6, concentrées 20 fois en milieu
MOPS contenant 0.2mg/ml de sérine hydroxamate, puis transférées dans le méme milieu
contenant 1 mCi/ml de **Pi. Les cellules ont été lysées par 7.5 M d’acide formique. Les
extraits cellulaires ont été déposés sur couche mince (PEl-cellulose) et la migration a été
réalisée en tampon K;HPO, (pH3.4) 1.5M et ensuite révélée au Phosphorimager. ppGpp,
pppGpp, GTP et ATP ont été identifiés par comparaison avec un standard GTP et des extraits
d’une souche stringente d’E. coli. Souches : R985, WT ; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067,
rshA rshQ.

La souche rshQ®°

produit du ppGpp et du pppGpp (figure 24). En revanche, la
proportion de pppGpp est beaucoup plus importante dans le mutant rshQ par rapport a la
souche sauvage. La protéine RshA est donc capable de produire du ppGpp et du pppGpp dans
les conditions de culture utilisées. Dans un contexte ou RshQ est présente (wt), le pppGpp

disparait et la quantité de ppGpp augmente.
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Ceci est du soit a une hydrolyse plus rapide du pppGpp en ppGpp quand RshQ est
présente, soit a un changement de spécificité (c’est-a-dire qu’en I’absence de RshQ, RshA
serait plus active pour la synthése de pppGpp a partir de GTP que pour la synthése de ppGpp
a partir de GDP). RshQ pourrait jouer un réle dans la régulation de I’hydrolyse du pppGpp en
ppGpp. Cette fonction est réalisée par la protéine Gpp chez E. coli (voir chapitre V1.2 de
I’introduction). Aucun homologue de cette protéine n’est retrouve chez S. pneumoniae. Cette
dégradation pourrait étre réalisée par une autre protéine ou se faire de maniére spontanée.
Cette étape pourrait peut-étre étre catalysée par la protéine RshQ elle-méme. RshQ pourrait
aussi jouer un role dans la régulation de la fonction de RshA, et ceci de maniere directe ou

indirecte (e.g. par interaction entre ces deux protéines).

I11) Effet des mutations rshA et rshQ sur I’induction de la
compétence.

I11.1) Induction spontanée de la compétence
Pour observer I’induction spontanée de la compétence, une fusion rapporteur de la

compétence ssbB::luc a été introduite dans les mutants rshA? et rshQ*°¢ (voir VI Matériel et
méthodes). Ces mutants seront a présent appelés rshA et rshQ. Les différents mutants ont été
cultivés dans un milieu C+Y a différents pH et la compétence a été suivie au cours de la
croissance (figure 25).

La compétence de la souche sauvage est dépendante du pH initial. En effet, plus le pH
est alcalin plus la compétence est induite précocement et intensément (figure 25). Chez S.
pneumoniae, la compétence est induite de maniére optimale en milieu C+Y a des pH compris
entre 8,2 et 7,8 environ. Lorsqu’on diminue le pH, la compétence est de plus en plus tardive et
de moins en moins intense jusqu’a étre complétement inhibée (Marc Prudhomme
communication personnelle). La souche sauvage est capable d’induire la compétence aux pH
7,27 et 7,20.
La souche rshA peut développer la compétence aux pH 7,27 et pH 7,20 comme la souche
sauvage, mais également a un pH plus acide, pH 7,15. Cette souche est donc cup (i.e. elle est
capable d’induire la compétence dans un milieu dans lequel la souche sauvage en est
incapable ; voir paragraphe 11.3.2 de I’introduction)

La souche rshQ est capable d’induire la competence aux pH 7,27 et 7,20 comme la

souche sauvage. Les amplitudes des pics de compétence sont similaires pour rshQ et la
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souche sauvage. Ce phénotype étant trés proche du phénotype sauvage, nous avons déduit que

le mutant rshQ n’a probablement pas de phénotype cup.

Figure 25 : Effet des mutations rshA et rshQ sur le développement spontane de la
compétence.

L activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm)
(carrés gris, échelle de droite) des cultures a 37°C en milieu C+Y a différents pH. Souches
utilisées : R895 wt (carrés verts); R2061, rshA (carrés violets); R2069, rshQ (carrés
oranges) ; R2067, rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches portent une fusion ssbB::luc
qui rapporte la compétence. Cette figure présente les résultats d’une expérience représentative
des 15 experimentations menées dans les mémes conditions.

Le double mutant rshA rshQ est capable d’induire la compétence aux pH 7,27 et 7,20
comme la souche sauvage. De plus, I’amplitude des pics de compétence est équivalente a
celle observée pour la souche sauvage. Le mutant rshA rshQ n’a probablement pas de
phénotype cup.

Nos résultats montrent que la souche rshA est cup. En revanche les mutants rshQ et
rshA rshQ ne semblent pas étre cup. Le phénotype de rshQ serait donc épistatique sur le

phénotype cup de rshA. Seule la souche qui produit RshQ seul (rshA) a une compétence

43




Chapitre 1

dérégulée. Il est envisageable que les protéines RshA et RshQ travaillent ensemble pour
répondre aux différentes conditions environnementales. En I’absence de RshA, RshQ pourrait
produire du ppGpp qui ne sera pas dégradé (puisque RshQ ne porte pas de domaine de
dégradation du ppGpp). Ceci pourrait aboutir a une accumulation de ppGpp dans la cellule. Si
le ppGpp est un activateur de la compétence, alors dans un mutant rshA, I’induction de la
compétence sera plus intense et plus fréquente. Le ppGpp pourrait agir directement sur la
régulation des génes comCDE ou comAB ou induire des changements physiologiques ou
métaboliques qui pourraient étre un signal pour I’induction de la compétence.

Dans les mutants incapables de produire du ppGpp, la compétence est toujours induite.
Le ppGpp pourrait étre un activateur de la compétence, mais cette molécule n’est pas le seul

signal aboutissant au développement de la compétence.

111.2) Compétence induite par le CSP
L’effet des mutants rshA et rshQ sur la compétence induite par le CSP a été analysé.

Pour cela, les mutations rshA et rshQ ont été insérées dans une souche de S. pneumoniae
portant la fusion sshB::luc et une délétion du gene comC. Dans une telle souche, le CSP ne
peux pas étre produit, il n’y a donc pas d’induction spontanée de la compeétence, et I’initiation
de la compétence ne peut se faire qu’en présence de CSP synthétique ajouté dans la culture.
Ceci va permettre de s’affranchir de la compétence spontanée (voir VVI. Matériel et méthodes).

Les différents mutants ont été cultivés en milieu C+Y. Aprés 120 minutes, 100 ng/ml
de CSP ont été ajouté aux cultures (voir VI. Matériel et méthodes). La figure 26 expose les
résultats de cette expérience.

Quelque soit I’ensemencement utilisé, pour les 4 souches, la compétence est induite
immédiatement apres I’ajout de CSP. Cependant, on remarque que le niveau maximal de
compétence atteint est plus fort pour les cultures ensemencées au 1/200°™. En effet, chez S.
pneumoniae, au moment de I’induction, plus la densité optique est faible plus le pic de
compétence est important (Dagkessamanskaia et al., 2004).

Nos résultats montrent que le niveau maximal atteint pour la souche rshA est plus fort
que pour les 3 autres souches. Nous concluons que la mutation rshQ est épistatique sur la
mutation rshA en compétence induite (figure 26) comme en compétence spontanée (figure
25). En I’absence de RshA, RshQ produit probablement du ppGpp qui n’est pas dégrade.
Cette accumulation de ppGpp pourrait étre responsable de la plus forte induction de la
compétence en réponse au CSP.

44



Chapitre 1

Figure 26 : Effet des mutations rshA et rshQ sur la compétence induite par le CSP.
L activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm)
(carrés gris, échelle de droite) des cultures a 37°C en milieu C+Y (pH7.8). Souches utilisées :
R1502 wt (carrés verts) ; R3018, rshA (carrés violets) ; R3019, rshQ (carrés oranges) ; R3020,
rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches ne produisent pas de CSP (comCy) et portent une
fusion ssbB::luc qui rapporte la compétence. L’ajout de CSP dans les cultures (symboles
fermés) est indiqué par une fleche rouge. Aucun ajout n’a eté fait les cultures controle
(symboles ouverts). Ensemencement au 1/100°™ (gauche) au 1/200"™ (droite). Les courbes
représentent la moyenne de 4 cultures indépendantes. Cette expérience a été répétée 5 fois.

Ces résultats sont donc cohérents avec les résultats de I’expérience de compétence
spontanée. La concentration en ppGpp affecterait donc la réponse au CSP.

Lors de cette expérience, le niveau basal d’expression de la compétence sans ajout de
CSP a été comparé pour nos 4 mutants. La figure 27 présente le niveau basal d’expression des

genes de compétence au cours de la croissance.

45




Chapitre 1

Le niveau basal d’expression des génes de compétence passe par un cycle avec un
maximum a environ 150 minutes. L’expression basale de ssbB::luc est plus forte dans les
souches ensemencées au 1/200°™ ce qui expliquerait I’induction plus forte en présence de
CSP. En effet, il a déja été démontré que I’induction de la compétence est plus intense dans
des mutants ou I’expression basale de comCDE est augmentée (Martin et al., 2000). Dans
notre expeérience, c’est I’expression du gene tardif ssbB qui est observée. Le niveau basal
d’expression de ce géne est directement lié au niveau basal d’expression de comCDE car
ComE active la transcription de comX et comW et que ComX est responsable de la

transcription de ssbB (Dagkessamanskaia et al., 2004).

Figure 27 : Effet des mutations rshA et rshQ sur le niveau basal d’expression des génes
de compétence.

L activité luciférase des cultures a 37°C en milieu C+Y (pH7.8) est exprimée en RLU/DO.
Souches utilisées : R1502 wt (carrés verts) ; R3018, rshA (carrées violets) ; R3019, rshQ
(carrés oranges) ; R3020, rshA rshQ (carrés bleus). Ces quatre souches ne produisent pas de
CSP (comCop) et portent une fusion ssbB::luc qui rapporte la compétence. Dans cette
expérience aucun ajout de CSP n’a été réalisé. Ensemencement au 1/100°™ (gauche), au
1/200"™ (droite).

La souche rshA a un niveau basal d’expression des génes de compétence beaucoup
plus important que les 3 autres souches (figure 27). Ceci est en accord avec le phénotype cup
observé en compétence spontanée et avec la réponse au CSP amplifiée en contexte comC
(figures 25 et 26). En effet, ce phénomeéne a déja été observé dans le cas de la mutation comC?
ou le géne comC est dupliqué. Dans ce mutant, le niveau basal d’expression de comCDE est

augmenté ce qui rend ce mutant cup (Alloing et al., 1998).
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Le niveau basal d’expression de la compétence est légérement réduit dans le double
mutant rshA rshQ (figure 27). Cet effet est plus particulierement prononcé dans les cultures
ensemencées a des densités optiques plus faibles (figure 27 graphe droit). En I’absence de
ppGpp, le géne rapporteur de la compétence serait Iégérement réprimé. Ce résultat semble
indiquer que le ppGpp joue un rdle activateur sur I’expression des génes de compétence.

Dans le mutant rshQ, le niveau basal est comparable a celui de la souche sauvage. La
protéine RshA semble capable a elle seule de produire la quantité de ppGpp nécessaire a la
régulation correcte du niveau basal et de I’initiation de la compétence.

Rappelons que la sérine hydroxamate (connue pour augmenter le ppGpp dans la
cellule) induit la compétence. De plus, I’absence de ppGpp réduit la compétence. Ceci est

cohérent avec I’hypothése selon laquelle le ppGpp pourrait activer la compétence.

Pour savoir si I’induction par la sérine hydroxamate passe par une augmentation du

ppGpp dans la cellule, I’effet de cette molécule a été testé sur les mutants rshA et rshQ.

V) Effet de la serine hydroxamate et des antibiotiques sur
I’induction de la compétence chez les mutants rshA rshQ.

I\VV.1) Effet de la sérine hydroxamate
Pour tester I’effet des mutations rshA et rshQ sur I’induction de la compétence en réponse a la

sérine hydroxamate nous nous sommes placés dans les mémes conditions que précédemment
(figure 17). La figure 28 montre les résultats obtenus pour les 3 mutants rshA, rshQ et rshA
rshQ. Ces résultats montrent que I’ajout de sérine hydroxamate sur la souche sauvage

provoque une induction de la compétence au bout d’environ 80 minutes.
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Figure 28 : Effet des mutations rshA et rshQ sur I’induction de la compétence en réponse
a la sérine hydroxamate.

L activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm)
(carrés gris, échelle de droite) des cultures a 37°C en milieu C+Y a pH 7.03 (R2061), pH 7.08
(R2069), pH 7.11 (R895) et pH 7.14 (R2067) avec et sans sérine hydroxamate (0.5 mg/ml).
Les différentes courbes représentent la moyenne des résultats de 8 cultures. Cette expérience a
été répétee plus de 10 fois. Souches utilisées : R895, wt ; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067,
rshA rshQ. La compétence est suivie grace a une fusion ssbB::luc. L’ajout de sérine
hydroxamate ou d’eau est indiqué par une fleche violette.

Des résultats similaires ont été obtenus pour le mutant rshQ. En revanche, la réponse a
la sérine hydroxamate ne se fait qu’apres 120 minutes environ pour les mutants rshA et rshA
rshQ. La mutation rshA est donc épistatique sur rshQ pour ce phénotype.

Les mutants rshA et rshA rshQ ne produisent pas de ppGpp en réponse a la sérine
hydroxamate alors que le mutant rshQ en est capable. L’induction de la compétence en

réponse a la serine hydroxamate n’est donc pas seulement médiée par le ppGpp. En I’absence
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de production de ppGpp, I’induction de la compétence est retardée. La présence de ppGpp
dans la cellule semble donc « accélérer » d’une maniére ou d’une autre I’induction de la
compétence.

Le ppGpp peut induire un grand nombre d’effet sur les cellules comme par exemple
une profil d’expression génique différent, une résistance accrue a différents stress ou un arrét
de réplication. Un arrét de replication pourrait étre, lui-méme, le signal conduisant a
I’induction de la compétence en réponse a la SHX. En I’absence de ppGpp, la carence en
sérine créée par la SHX doit par elle-méme aboutir a un arrét de réplication. En effet, les
cellules traitées avec la SHX doivent avoir, indéependamment du ppGpp, des problémes
d’arréts prématurés de traduction qui peuvent entrainer la production de protéines tronquées
et/ou mal conformées (notamment des protéines nécessaires a la réplication). Tout ceci peut
conduire a un arrét de réplication qui pourrait étre éventuellement le signal d’induction de la
compétence.

En présence de ppGpp, les arréts de replication doivent apparaitre plus précocement
car il est connu que le ppGpp est capable de bloquer tres rapidement la réplication chez B.
subtilis (Wang et al., 2007) ou E. coli (Chiaramello et Zyskind, 1989).

Le mutant rshQ induit la compétence de la méme facon que la souche sauvage en
réponse a la SHX. La protéine RshQ ne joue pas un réle majeur dans ces conditions. La
protéine RshA (présente dans le mutant rshQ) est probablement capable d’induire la
production de ppGpp en réponse a la SHX. Ceci permet une induction précoce de la

compétence comme dans la souche sauvage.

I\V.2) Effet de la streptomycine
La streptomycine est un antibiotique qui agit au niveau du ribosome. Cette molécule se

lie a la sous unité 30S du ribosome pour empécher sa translocation et le bloque avec son site
A vide (Hausner et al., 1988). Une situation similaire est connue pour induire la production de
ppGpp. En effet, la présence d’un ARNt non chargé dans le site A du ribosome active la
production de ppGpp par RelA chez E. coli (Haseltine et Block, 1973). Cependant, la
streptomycine ne provoquerait pas d’augmentation du ppGpp chez E. coli (Lund et
Kjeldgaard, 1972).

Si la streptomycine n’induit pas d’augmentation du ppGpp dans la cellule, alors il
serait intéressant de regarder I’effet de cet antibiotique sur I’induction de la compétence dans
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les mutants rshA et rshQ. En effet, nos résultats suggerent que le retard dans la réponse a la
SHX observé pour les mutants rshA et rshA rshQ est probablement une conséquence de
I’absence de ppGpp (figure 28). Ainsi, une molécule qui induit la compétence mais qui ne
change pas le taux de ppGpp intracellulaire devrait induire la compétence au méme moment
dans la souche sauvage et les mutants rshA rshQ.

Comme pour la SHX, I’induction de la compétence par la streptomycine a été

analysée.

Figure 29 : Effet des mutations rshA et rshQ sur I’induction de la compétence en réponse

a la streptomycine.
L activité luciférase est exprimée en RLU/DO (carrés, échelle de gauche) et la DO (492 nm)
(carrés gris, échelle de droite) des cultures a 37°C en milieu C+Y a pH 7,18 (R2061), pH 7,28
(R2069), et pH 7,32 (R895 et R2067) avec et sans streptomycine (1 pug/ml). Les différentes
courbes représentent la moyenne des résultats de 4 cultures. Cette expérience a été répétée 10
fois. Souches utilisées : R895, wt; R2061, rshA ; R2069, rshQ ; R2067, rshA rshQ. La
compétence est suivie grace a une fusion ssbB::luc. L’ajout de streptomycine est indiqué par
une fléche violette.
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La figure 29 montre que la streptomycine est capable d’induire la compétence dans la
souche sauvage au bout d’environ 110 minutes (comme déja observé (Prudhomme et al.,
2006)). Le délai d’induction est plus important d’environ 40 minutes par rapport a celui
observé avec la SHX.

Les 3 mutants rshA, rshQ et rshA rshQ induisent la compétence de fagon similaire a la
souche sauvage. On remarque cependant un trés léger retard dans I’induction de la
compétence de rshA et rshA rshQ (induction aprés environ 120 minutes). Ce retard
supplémentaire est probablement du a I’absence totale de ppGpp dans ces mutants.

Dans I’ensemble, nos résultats montrent que, bien qu’il joue un réle régulateur positif

sur la compétence, le ppGpp n’est pas le seul signal permettant I’initiation de la compétence.

V) Discutions et perspectives
Au cours de ce travail, nous avons vu que la sérine hydroxamate (activateur de

synthese de ppGpp) est capable d’induire la compétence chez S. pneumoniae. Nous avons
donc émis I’hypothése que le ppGpp pourrait étre le signal inducteur de la compétence en
réponse a cette molécule. Pour tester cette hypothése, nous avons construit des mutants des
deux génes impliqués dans la production du ppGpp, rshA et rshQ. Lorsque la cellule est
incapable de produire le ppGpp la compétence est encore induite. Le ppGpp n’est donc pas le
seul signal percu par la cellule pour initier la compétence.

L’induction de la compétence repose essentiellement sur la mise en route de la boucle
autocatalytique. Une accumulation de CSP dans le milieu se fait grace a I’expression basale
de comCDE et comAB. Des signaux (comme le ppGpp) pourraient augmenter ou diminuer
I’expression basale de ces génes de maniére a moduler I’initiation de la compétence en
réponse & des changements environnementaux. Des expériences supplémentaires seront donc
nécessaires pour découvrir tous les signaux mis en jeu dans la régulation de la compétence.

Ce travail montre que le ppGpp a un effet inducteur de compétence. Ceci est cohérent
avec I’étude de 2009 (parue aprés que mes travaux aient été rélisés) qui montre que que le
ppGpp pourrait étre impliqué dans I’activation de comA et comC (Kazmierczak et al., 2009).
L’effet inducteur du ppGpp est probablement indirect. Le ppGpp joue peut-&tre un role
d’activateur sur les promoteurs des genes comAB et/ou comCDE comme pour les génes du

métabolisme des acides aminés chez E. coli (Barker et al., 2001). Cette hypothése est
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cohérente avec le niveau basal d’expression des genes de compétence qui est Iégerement
diminué dans la souche incapable de produire du ppGpp.

Cette molécule pourrait également provoquer un changement d’état physiologique
pouvant produire un signal d’activation de la compétence. Par exemple, le ppGpp est capable
d’inhiber la réplication chez E. coli et B. subtilis (Chiaramello et Zyskind, 1989 ; Wang et al.,
2007). Les arréts réplicatifs pourraient jouer eux-mémes le role de signal induisant la
compétence. Des expériences préliminaires menées au laboratoire suggérent que les arréts
réplicatifs pourraient étre impliqués dans I’induction de la compétence (Vanessa Khemeci,
communication personnelle).

Des expériences de dosage cinétique du ppGpp au cours de la croissance en réponse a
la sérine hydroxamate pourraient donner des informations sur la production éventuellement
non maitrisée de ppGpp dans les mutants rshA. De telles informations pourraient confirmer
notre hypothése selon laguelle une production de ppGpp non maitrisé induirait un phénotype
cup.

52



V1) Matériel et méthodes

Souches plasmides et oligonucléotides utilisés :

Chapitre 1

Souches Génotype/description Référence
Streptococcus
pneumoniae
(Mortier-
R304 dérivé R800, novl, rif23, str4l ; Nov®, Rif, Sm® Barriére et
al., 1998)
. (Lefevre et
R800 dérivé R6 al., 1993)
. y . R (Chastanet et
R895 R800 mais ssbB::luc (sshB+); Cm al., 2001)
(Dagkessama
R1501 R800 mais comCO nskaia et al.,
2004)
(Dagkessama
R1502 R1501 mais ssbB::luc (sshB+) ; Cm"® nskaia et al.,
2004)
R2046 R1501 mais rshA™* : Spc® Ce travail
R2047 R1501 mais rshA?®” ; Spc® Ce travail
R2064 R1501 mais rshQ**“ ; SpcR® Ce travail
R2051 R2046 mais rshA™¢ Kan® Ce travail
R2052 R2047 mais rshA?¢ ; Kan® Ce travail
R2061 R895 mais rshA”¢ : CmR, Kan® Ce travail
R2062 R895 mais rshA™® ; CmR, Kan® Ce travail
R2067 R2062 mais rshQ**° ; CmR®, Kan®, SpcR Ce travail
R2069 R895 mais rshQ*° ; cmR, Spc® Ce travail
R3018 R1502 mais rshA?°¢ ; Cm®, Kan® Ce travail
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R3019 R1502 mais rshA?°¢ ; Cm®, Kan® Ce travail
R3020 R1502 mais rshA?°¢ et rshQ30C ; CmR, Kan®, Spc® Ce travail
Plasmides

RA10 Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner Kan® (Sung et al.,
P (géne kan) ; Ap®, Kan® 2001)

RA11 Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner Kan® (Prudhomme
P (géne kan) ; Ap®, Kan® et al., 2007)
RA12 Dérivé de pEMcat portant un minitransposon mariner Spc® (Martin et
P (9éne aad9, aussi appelé spc) ; Ap®, Spct al., 2000)

Oligos Séquence ; géne ; position
) . (Martin et
MP127 CCGGGGACTTATCAGCCAACC ; transposon mariner al., 2000)
_ . (Martin et
MP128 TACTAGCGACGCCATCTATGTG ; transposon mariner al., 2000)
MP190 TTGCGAATAGGGGAACAGTGAA ; rshQ ; -1275 Ce travail
MP191 TTAAGGCTGGCAATCTCCGTTA ; rshQ ; +1208 Ce travail
RelAl ATTTTATGATCGATGAGAAAGACCAAGC ; rshA ; +2743 | Ce travail
RelA2 TATGTGATACGAGTTCCACCGTTTAT ; rshA ; -237 Ce travail
RelA5 TTTTCCCTGAATCTGGCCTTCTA ; rshA ; +2318 Ce travail
RelA6 GTGAATTTAACAGGCGAAGAAGTTG ; rshA ; +12 Ce travail

Table 1 : Souche, plasmides et oligonucléotides utilisés au cours de cette étude.
Nov® : résistance & la novobiocyne, Rif" : résistance & la rifampicine, Sm® : résistance a la
streptomycine, SpcF : résistance a la spectinomycine, Kan" : résistance a la kanamycine, Ap® :
résistance & I’ampicilline, Cm® : résistance au chloramphénicol.
La position des oligonucléotides est exprimée en fonction de la distance entre le nucléotide en
3’ et la position +1 du géne nommeé. Le + indique que I’oligonucléotide est en aval du géne, et

le —en amont.

Milieux et conditions de culture :

La composition des milieux C+Y, THY (pH ajusté a 6.8) et Gélose D est décrite par
G. Alloing (Alloing et al., 1996) ; Luciférine (D-Luciferin firefly, Euromedex, ref 8240B) :
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solution a 2.7 mg/mL préparée en milieu C+Y ; CSP : solution mere de CSP1 synthétique a
100 pg/mL en sodium acétate conservee a —20°C ; Antibiotiques: sélection sur boite :
kanamycine (SIGMA) utilisée en solution aqueuse a 250 pg/mL, spectinomycine (SIGMA)
utilisée en solution aqueuse a 100 pg/mL, streptomycine (SIGMA) utilisée en solution
aqueuse a 200 pg/mL ; Sérine hydroxamate : gamme préparée a partir d’une solution aqueuse

meére a 2 mg/mL.

Mutagenese mariner: (figure 30)

Les génes d’intérét : rshA et rshQ, ont été amplifiés par PCR fidéle avec la Phusion
(Ozyme) et les couples d’oligonucléotides RelA1/RelA2, MP190/MP191 respectivement. Les
produits PCR ont été purifié et soumis a la mutagenése mariner (Martin et al., 2000 ;
Prudhomme et al., 2007). Les produits de mutagenése ont ensuite été transformés dans la

souche R1501 de S. pneumoniae.

Figure 30 : Mutagenése mariner

Le plasmide donneur pR412 porte une cassette de résistance a la spectinomycine. Le gene
rshA amplifié par PCR et le plasmide sont mis en présence de la transposase Mariner C9
(matériel et méthodes). Le transposon du pR412 s’integre dans le fragment PCR amplifié.
Apres des étapes de réparation et de ligation, les produits de mutagenese sont transformés
dans R1501 (table 1) et les transformants sélectionnés en présence de spectinomycine.

Transformation :
La méthode de préparation des cellules utilisée a été décrite par Martin et ses

collaborateurs (Martin et al., 1995). Les cellules sont cultivées dans du milieu C+Y (ajusté a
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pH6.8) jusqu’a une DO (a 550nm) d’environ 0.4, les cellules sont alors lavées et reprises dans
du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. La préculture est ensuite conservée a -
80°C. La préculture est ensuite ensemencée au 1/100*™ dans du milieu C+Y (pH6.8) et la
croissance est menée jusqu’a une DO (a 550nm) d’environ 0.15. La culture est ensuite
concentrée 10 fois dans du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. Les cellules
précompétentes sont alors aliquotées et conservée a -80°C

La méthode de transformation de S. pneumoniae a été décrite par Martin et ses
collaborateurs (Martin et al., 2000). Les cellules précompétentes sont diluées 10 fois dans du
milieu C+Y contenant 100ng/mL de CPS1 et incubées 10 minutes a 37°C. Les cellules sont
ensuite mises en présence d’ADN et incubées pendant 20 minutes a 30°C. Une étape
d’expression phénotypique est réalisée dans la masse de gélose D contenant 4.5 % de sang de
cheval défibriné pendant 2h a 37°C. Ensuite une deuxieme couche de gélose D contenant
I’antibiotique adapté est ajoutée a la premiere. Les cellules sont ensuite incubées toute la nuit
a 37°C. Dans le cas d’une expression phénotypique liquide, apres incubation des cellules en
présence d’ADN, les cellules sont diluées 20 fois dans du milieu C+Y et incubees environ 4h
a 37°C, puis étalées dans la masse de gélose D contenant 4,5% de sang et I’antibiotique

adapté, et sont incubées toute la nuit a 37°C.

Localisation des insertions :

Les insertions des minitransposons sont localisées par PCR avec Taqg Core (Q-biogen)
et les oligonucléotides MP127/RelAl, MP127/MP190 pour les génes rshA, rshQ
respectivement. L’orientation du transposon est ensuite déterminée par PCR avec Taq Core et
un couple d’oligonucléotides contenant MP128 et un des deux oligos ayant servi a amplifier
le géne cible. Les produits PCR ont ensuite été séquencés et les insertions localisées

précisément.

Retournement des cassettes de résistance : (figure 31)

Le plasmide pR411 a été linéarisé par digestion (Bsal) puis purifié sur gel
(QIAQUICK PCR purification kit, Qiagen). L’ADN ainsi obtenu a été transformé dans les
mutants d’intérét et les transformants sélectionnés sur boite (gélose D + 250 pg/mL de

kanamycine).
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Figure 31 : Retournement de cassette de résistance.
Le plasmide pR411 a été digéré a I’aide de I’enzyme de restriction Bsal. La cassette de
résistance a la kanamycine du plasmide linéaire va remplacer la cassette de résistance a la
spectinomycine déja en place dans le gene rshA grace a deux évenements de recombinaison
homologue. Ceci est possible grace aux deux courtes régions d’homologie qui existent entre
les deux transposons des plasmides pR411 et pR412 (170 pb du coté IRR et 117 pb du coté
IRL).

Dosage du ppGpp

La méthode de dosage du ppGpp est similaire a la méthode utilisée par (Cashel et al.,
1996). Chaque souche testée est mise en croissance en THY au 1/20®™ jusqu’a une DO & 550
nm d’environ 0.6. Les cellules sont concentrées 20 fois en milieu MOPS. Le marquage est
réalisé en mettant en présence 20ul de cellules concentrées avec 60l de MOPS contenant du
phosphate inorganique radioactif (10uCi/ml). Le marquage est arrété en transférant 20ul de
mélange dans 20pl d’acide formique 13N au bout de 20 secondes.

5ul de culture marquée et arrétée a I’acide formique sont alors déposés sur plaque PEI-
cellulose F (Merck). La migration se déroule en déposant la plaque dans 1 cm de tampon
KH,PO4 a 1.5 M (pH ajusté a 3.4 par de I’acide phosphorique). Le migration dure environ 45
min pour 10 cm de migration. La plaque est ensuite séchée et la partie haute de la plaque est
découpée (environ 2cm contiennent toutes les molécules marquées qui ne nous intéressent pas
et qui génent la lecture du résultat). La plaque est ensuite exposée sur écran FUGI overnight et

révélé au Phosphorimager.
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Préparation de cellules T2 pour le suivi de I’expression de la fusion :

Les cellules sont cultivées en C+Y (pH6.8) (pouvant contenir 2ug/mL de trypsine)
jusqu’a une DOssonm comprise entre 0,17 et 0,25. Elles sont lavées et le culot cellulaire est
ensuite repris respectivement dans du milieu C+Y (pH6.8) contenant 15% glycérol pour
obtenir une DOssonm=0,4, puis la suspension ainsi obtenue est stockée a —-80°C.

Expression de la fusion et suivi de croissance : Induction spontanée de la compétence

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/100°™ dans une gamme de du milieu C+Y
(pouvant aller de pH 6,1 a 7,9), placées dans les puits d’une microplaque contenant 0,15
mg/ml (final) de luciférine. Les cellules sont incubées a 37°C dans le luminomeétre (Anthos
lucy 1) qui mesure, au cours du temps, la RLU (Relative Luminescence Unit) et la DO a 492
nm. Lorsque la fusion ssbB::luc est exprimée, une émission de photons par la luciférase (en

présence de luciférine) est détectée par le luminometre et exprimée en RLU.

Expression des fusions et suivi de croissance : compétence induite par le CSP

A

PssbB SS b B
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Figure 32 : organisation génétique de la fusion avec le gene rapporteur luc.

A : Organisation génétiques de la fusion ssbB::luc. Le géne de la luciférase a été placé sous
le controle du promoteur tardif du gene ssbB par insertion-duplication du plasmide pR414.
Ainsi, la souche porte a la fois la fusion transcritionnelle et le gene ssbB sauvage. En vert : les
genes endogenes, en orange : le géne de la luciférase, en bleu: la cassette de résistance
présente dans le plasmide inséré. Ps,g promoteur du géne sshB

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/100°™ ou au 1/200°™ dans du milieu C+Y pH
7,9), placées dans les puits d’une microplagque contenant 0,15 mg/ml (final) de luciférine. Les
cellules sont incubées a 37°C dans le luminomeétre (Anthos lucy 1) qui mesure, au cours du
temps, la RLU et la DO a 492 nm. Au bout de 120 minutes 100 ng/ml de CSP synthétique (ou

de I’eau) sont ajoutés aux différentes cultures.
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Induction de la compétence par I’ajout d’antibiotiques:

Les cellules T2 sont ensemencées au 1/50°™ dans du milieu C+Y, placées dans les
puits d’une microplague contenant 0,15mg/ml de luciférine. Les cellules sont incubées a 37°C
dans le luminometre. Au bout de 70 minutes, 10uL d’une gamme d’antibiotique (Sérine
hydroxamate : gamme comprise entre 0,05 et 2 mg/mL final ; streptomycine : gamme
comprise entre 0,1 et 6 pug/ml final) sont ajoutés dans chaque puits. Le luminometre mesure la

RLU et la DOggonm toutes les dix minutes pendant plus de 8 heures.
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Chapitre 2 : le régulateur global CodY est une protéine
essentielle chez le pathogene humain Streptococcus
pneumoniae
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The global nutritional regulator CodY is an essential protein
in the human pathogen Streptococcus pneumoniae
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Summary

CodY is a global regulator highly conserved in low-
G+C Gram-positive bacteria. It plays a key role in the
adaptation of Bacillus sublilis to nutritional limitation
through repression of a large gene set during expo-
nential growth and relief of repression upon
starvation. In several pathogenic bacteria, CodY regu-
lates major virulence genes. Our interest in Strepto-
coccus pneumoniae CodY originates from our
observations that the oligopeptide permease Ami was
involved in repression of competence for genetic
transformation. We hypothesized that peptide uptake
through Ami feeds amino acid pools, which are
sensed by CodY to repress competence. As out initial
attempts at inactivating codY failed, we launched an
in-depth analysis into the question of the essentiality
of codY. We report that codY cannot be inactivated
unless a complementing ectopic copy is present. We
obtained genetic evidence that a recently published
D39 codY knock-out containg additional mutations
allowing survival of codY mutant cells. Whole-
genome sequencing revealed mutations in fatC,
which encodes a ferric iron permease, and amiC. This
combination of mutations was confirmed to allow tol-
erance of codY inactivation. The amiC mutation is in
itself sufficient to account for the strong derepression
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of competence development observed in D39 codY
cells.

Introduction

CodY is a global regulator highly conserved in low-G+C
Gram-positive bacteria (Sonenshein, 2005). In Bacillus
subtilis, the CodY regulon is large, encompassing nearly
200 genes (Molle etal, 2003), most of which are
repressed during exponential growth and induced when
cells experience nutrient deprivation. In several patho-
genic bacteria, CedY regulates major virulence genes (for
review, see Sonenshein, 2005; 2007). The repressor func-
tion of CodY (i.e. its DNA-binding activity) is activated by
interaction with branched-chain amino acids (BCAAs), as
originally shown in vivo in Lactococcus lactis (Guédon
et al, 2001). In species other than the streptococci, lac-
tococci and enterococci, CodY is also activated by inter-
action with GTP as first demonstrated (Ratnayake-
Lecamwasam etal, 2001) and further documented
(Handke ef af, 2008) with the B. subtilis protein. In the
latter bacterium, CodY is known to control not only meta-
bolic pathways but also cellular processes, such as motil-
ity, sporulation and competence for genetic transformation
(Sonenshein, 2005; 2007). In the latter case, CodY
represses both comK, which encodes the master tran-
scriptional activator of competence (com) genes, and
srfA, a key operon for transcriptional activation of comK
(Serror and Sonenshein, 1996).

Until recently, little was known regarding the role(s) of
CodY in Streptococcus pneumoniae. Our interest in CodY
stems from our previous observations that the cligopep-
tide permease Ami was, together with its dedicated
oligopeptide-binding lipoproteins (Obl, i.e. AmiA, AliA and
AliB) {Alloing ef al., 1994), indirectly involved in the regu-
lation of competence (Claverys et al., 2000; Claverys and
Havarstein, 2002). Competence development of an obf
mutant thus occurred at a -50-fold reduced cell density
compared with wild type (Alloing et af, 1998). We hypoth-
esized that the uptake of oligopeptides plays a key role in
metabolic regulation in S. pneumoniae, by providing infor-
mation on nutrient availability (Claverys efal, 2000).
Exhaustion of nutrients would be sensed through a
mechanism involving peptide uptake by the Ami-Obl oli-
gopeptide permease, followed by peptidase digestion to
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release amino acids (aa) leading to replenishment of aa
pools, which in turn affect a global regulatory protein such
as CodY (Claverys efal, 2000). The above-mentioned
demenstration that BCAAs are effectors of CodY in
several species would fit nicely with this hypothesis since
S. pneumoniae Obl proteins have different but cverlap-
ping specificities for peptides including those containing
BCAAs (Alloing et al, 1994). Thus import of BCAAs (as
part of oligopeptides) by the Ami-Obl permease could
directly impact CodY activity. This situation would not be
unprecedented since CodY-dependent repression of
comK and srfA was lost in an opp (oligopeptide per-
mease) mutant of B. subtilis (Serror and Sonenshein,
1996). To account for the negative impact of Ami-Obl on
competence induction, we explicitly stated in our model
that CodY should repress competence (Claverys ef al,
2000).

To test this model, we initiated experiments aimed at
inactivating S. pneumoniae codY. Surprisingly, this gene
turned out to be difficult to inactivate. However, codY
inactivation had recently been achieved through insertion
of a trimethoprim resistance gene (trim) in strain D39
(Hendriksen et al, 2008). Microarray analysis using this
mutant suggested that pneumococcal CodY functions
mainly as a transcriptional repressor, as 43 of the 47 genes
differentially expressed in the codY::fim mutant were
found to be upregulated. The inefficiency in constructing a
codY knock-out in strain R6 prompted us to launch an
in-depth analysis of the question of the essentiality of codY.
Here, we present our data establishing that codY'is essen-
tial in our laboratory strains, as well as in 5. pnreumoniae
R6 and encapsulated D39 strains. We provide genetic
evidence that, in addition to the codY knock-out, the
codY:: frim mutant used for transcriptome analysis of the
CodY regulon and for virulence studies (Hendriksen ef af,
2008) contains additional mutations {suppressors) allow-
ing survival of codY mutant cells. We document a strong
derepression of competence in such codY mutant cells.
Finally, we use comparative whole-genome sequencing to
identify suppressor mutations in fafC, which encodes a
ferric iron permease, and amiC. We confirm that this com-
bination of mutations allows tolerance of codY inactivation
and discuss possible reasons for CodY essentiality in 5.
pneumoniae in light of these observations.

Results

Minitransposon insertion mutagenesis of 5. pneumoniae
codY is nof possible

A codY PCR fragment amplified with the primer pair
MP188-MP188 (Table 1) was used as target for mariner
mutagenesis (Experimental procedures). Analysis of
more than 50 minitransposon insertions through PCR
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revealed that only six clones produced an MP 188-MP 189
fragment of which the size was consistent with that pre-
dicted for integration of the kan ™ minitransposon (donated
by plasmid pR410; Table 1). Localization of these six
insertions indicated that none of them had inserted into
the codY gene (Fig. 1A). Given our previous experience
with mariner mutagenesis of the ciaRH (Martin etal.,
2000), endA, comEAC, comFAC, comGAB and dprA
(Bergé efal, 2002), as well as cibABC (Guiral ef al,,
2005), comM-lytR (Havarstein etal, 2008) and radC
{Attaiech ef al., 2008) loci, we concluded that the failure to
isclate insertions in a locus cccupying a central position
on the targeted PCR fragment and the biased distribution
observed were strongly indicative of the essentiality of
codY, at least in the genetic background and under the
plating conditions (CAT agar) used. [It is of note that a
similar conclusion regarding the essentiality of [tR
{(spri759) based on the failure to isolate mariner inser-
tions in this locus {Havarstein et al., 2008) was confirmed
in a further study (Johnsborg and Havarstein, 2008}.]

Construction of a strain harbouring a second (ectopic)
copy of codY

The failure to inactivate codY through mariner mutagen-
esis prompted us to construct a strain harbouring a
second copy of codY that should tolerate inactivation of
one of the two copies. The second copy was inserted at
CEP (chromosomal expression platform) (Guiral ef af,
2006) under the control of the maltose-inducible promoter,
Pw (Fig. 1B). The resulting strain is referred to as codY™*
hereafter. The duplication of codY had no detectable
effect on growth and spontaneous competence induction
when cells were grown with 1% maltose, i.e. under con-
ditions leading to full induction of the Py promoter (Guiral
et al, 2006), suggesting that the level of CedY attained
with this induction system is not detrimental to the cell
{data not shown).

Minitransposon insertions in codY are readily obtained
in diploid (codY *") cells

A codY"" strain (R2349) was then used as recipient for
matiner mutagenesis of codY with plasmid pR412 as
donor of minitransposon (spc™ cassette; Table 1). In con-
trast to the failure to inactivate codY using wild-type recipi-
ent cells, minitransposon insertions were readily obtained
in cells grown in maltose. A codY1—codY2 (Table 1) PCR
fragment of which the size was consistent with that pre-
dicted for integration of the spe™ minitransposon was
observed for 11 out of 20 randomly selected clones. Five
of these insertions turned out to inactivate codY as judged
from their location (Fig. 1C) and from the inability to intro-
duce them at high frequency in a wild-type recipient (data
not shown but see next section).

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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Table 1. Strains, plasmids and primers used in this study.

3

Strains Genotype¥description Source/reference
Strepfococcus pneumonias
Dag Serotype 2 NCTC 7466
D39AcodY D39 AcodY::trim (socY*)"; Trim™, (Mb)° Hendriksen ef al. (2008)
D39Acps D39 Acps:kan; Kan® Hendriksen ef al. (2008)
D39AcpsAcodY D39 Acps:kan AcodY: frim (socY)’; Kan®, Trim®, (Mtx™y Hendriksen ef ai. (2008)
R6 Unencapsulated derivative of D39 Burghout et al. (2007)
R246 RB00 but hexAA3:emAM, Ery" Mortier-Barrigre af af. {1898}
R304 R800 derivative, novi, rif23, str4f; Nov®, Riff, Sm” Mortier-Barrigre et al. (1998)
R800 RE& derivative Lefevre ef al. (1979)
R895 R800 but sshB::fuc (ssbB*); CmP Chastanet ef al. (2001)
R1501 R800 but comCo Dagkessamanskaia et al. (2004)
R1818 R1501 but hexAA3: ermAM; Ery" This study
R2349 R1501 but CEPy—codY (the resulting duplication of codY is denoted codY™**); Kan" This study
R2350 R895 but codY*; Kan®, Cm" This study
R2424 R2350 but genuine codY inactivated by mariner insertion spc™ (the resulting codY This study
combination is denoted cod¥Y**); Kan®, Cm", Spct
R2425 R2350 but ectopic codY inactivated by mariner insertion spc’ (the resulting codY This study
combination is denoted cod¥*#°%); Kan®, CmR, SpcF
R2427 R6& but codY**; Kan" This study
R2428 R1818 but codY**; Ery", Kan" This study
R2430 R885 but pmaiR (pAPM22); CmF, Ery™ This study
R2432 R2424 but pmalR (pAPM22) ; Cm™, Ery", Kan®, Spch This study
R2437 R2349 but str41; Kan®, Str? This study
R2438 R2437 but codY®*; Kan®, Spch, Strf This study
R2549 R885 but amiC3;, CmFf, Mtx" This study
R2641 R895 but kan®::.codY™ str41, Cm", Spct, Strf This study
R2644 R2641 but spc®::codY*; CmP, Spch, Strf This study
R2737 R895 but CEPy; CmF, Kan® This study
R3002 R246 but fatC::caf* (from TD131); Cm", EryR This study
R3003 R246 but amiC9; Ery", Mtx" This study
R3004 R3002 but amiCg; Cm", Ery™, Mix" This study
TD73 D39 but codY**; Kan” This study
TD80 D39AcpsAcedY (socY)® but sfr41; Kan®, Strf, Trim® This study
TD81 TD80 but codY::spc®™; Kan®, Spch, St This study
TD82 D39Acps but ssbB:luc (sshB); CmF, Kan® This study
TD83 D39AcpsAcodY but ssbB:juc (ssbBf); Cm", Kanf, Trim" This study
TD84 TD80 but amiC& Cm", Kan", Mo This study
TD95 TD83 but spc?©::codY™; CmF, KanF, Spcf This study
TDo6 TD95 but codY*; Cm™, Kan" This study
TD129 D38Acps but fatC::spc”™; Kan®, Spe’ This study
TD130 TD12¢ but amiCe; Kan®, Mtx", Spct This study
TD131 TD128 but fatC::cat®™; Cm", Kan" This study
TD135 TD130 but ssbB::fuc (ssbB*); CmF, Kan®, Mx", Spc” This study
TD138 TD128¢ but ssbB::fuc (ssbB*); CmF, Kan®, Spch This study
TD154 TD135 but AcodY::frim; Cm”, Kan®, Mx™, Spc”, Trim" This study
Plasmids Description Sourcefreference
pAPM22 pLS1 derivative carrying the malR gene; Ery™ Puyet ef al. (1993)
pCEP pSC101 derivative (i.e. low-copy-number plasmid) carrying CEP; Spct, Kan® Guiral ef al. (2006)
pCEP2 pKL147 derivative (i.e. high-copy-number plasmid) carrying an EcoRI/Pstl fragment This study
from pCEP; Spch, Kan®, Ap™
pCEP2—codY pCEP2 derivative carrying cedY under Py control; Spch, Kan®, Ap® This study
pEMcat ColE1 derivative carrying a CmP mariner minitransposon; Ap®, Cm" Akerley ef af. (1998)
pKL147 pUS19 derivative containing gfpmut2 fused to the 3’ end of dnaX with a linker; Lemon and Grossman (1998)
Spct, Apf
pR410 pEMeaf derivative carrying a Kan® (kan gene) mariner minitransposon; Ap”, Kan® Sung ef al. (2001)
pR412 pEMcat derivative carrying an Spc™ {aad? gene, also called spc) mariner Martin ef a/. (2000)
minitransposon; Ap©, Spc”
Primers Sequence;” gene; position® Sourcefreference
amii GCGCAAACAGGCTCTAAGGG; amid; +1815 This study
ami2 TCAGGAATTCCTGCTGCCATTAT; amiC, +1257 This study
ami4 CCTGACTCACCTACCAAGGCTA; amiD; +712 This study
ami5 CCTTCACCGAAGGAAATTTCTA; amiE; +121 This study

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Molecufar Microbiology
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Table 1. cont.

Strains Genotype®*/description Source/reference
amib TTAGCTGACTTCAACCCACTACA; amiF;, +1027 This study

amiF1 GCCTTGCTTTCAGCGGTACCAAT, amiF, +78%9 This study

AM40 AGAGTTTCGGATGGTTTGGA; fref, +347 This study

codY1 CAAGGATCAGTTTTCCCATATTITCG; codY; +1636 This study
codY?2 CTTCGTGTCCTTCGTGACTTTA; codY; —1004 This study
codYatg tgaatc ATGaCACATTTATTAGAAAAAACTAG; codY; 0 This study
codYstop aaattggatcc TTTGTCATTAGTAATCTCTTTIC; codY: +797 This study

fat1 GCGAACGAATGATTTACTGG; fatD; —659 This study

fat2 TCTCACCAGTCTTTCCACCC,; fafB; +1388 This study

fatC1 TAAAAGCAAACATACCAAGC; fatC, -9 This study

fatC2 TAAAGAATAAGAAGCCACCC; fatC; +908 This study
HBDamiCF1 ACGGCTGATAAACGTGATAA; amiC; +145 This study
HBDamiCF2 GTCGTTGGTCTTGTCTTCAT,; amiC; +1381 This study
HBDamiCR1 TAAATTCTCCCAAAGTCCAA; amiC, +343 This study
HBDamiCR2 CGCATCAATAGTTTCAGAGG; amiC; +1568 This study
HBDfatCF ACACTGATGAAGCAAGACCT, fatC; +376 This study
HBDfatCR CAATATCTGAGCCGTITCTC; fatC; +645 This study

kan1 ATCATGTCCTTTITCCCGTTCCAC; kam, +191 This study
MP127 CCGGGGACTTATCAGCCAACC; mariner transposon Martin ef af. (2000)
MP128 TACTAGCGACGCCATCTATGTG; mariner transposon Martin ef a/. {(2000)
MP188 TTCATTTTCACCAACCAGGTTAC; codY; +1032 This study
MP188 ATTGGCTGCTGAGTTTACTCCAG; codY; 618 This study
MP192 ggatccACGTCATCAACTAAATAGCG; alid; —343 This study
MP193 CAGAAGCTTTCTGGTTTGTT; akiAd; —-539 This study
MP194 TTGGAATTCCCTCTTCTGGAAC, dexB; +208 This study
MP185 ttagtigatgacgtygatccGCTTTTTATACAGTCCTCCC,; dexB; +1693 This study
psL_3 TGACATGGATACGGAAGTAG; rspL; —798 This study
psL_d4 ATGGTAAGCTGAGTTATAGC; rpsL; +1204 This study

a. Ap”, ampicillin resistance; Cm", chloramphenicol resistance; Kan®, kanamycin resistance; Mtx", methotrexate resistance; Spc”, spectinomycin
resistance; Strf, streptomycin resistance; Trim™, trimethoprim resistance.

b. socY” refers to the presence of the amiC23, amiC*“**C or amiC5****" mutations as well as the fafC®**” identified in this study and demonstrated
to be required for tolerance of codY inactivation.

c. socY refers to the presence of the amiC%'*" and fat: mutations.

d. Lower-case letters indicate nucleotide extensions to introduce convenient restriction sites (Ndel, BamHI and EcoRl, respectively, in codYatg,
codYstop and MP1922; underlined sequences) in the primers (note that the Ndel site in codYatg introduced a Ala—Thr change at the second aa
position of CodY). The start and stop codons of cod¥ are shown in bold. In MP1895, lower-case letters indicate nucleotide extension complementary
to MP192.

e. Position is given with respect to the ATG of the corresponding gene; — and + indicate upstream and downstream respectively.

% and * indicate, respectively, the co-transcribed and the reverse orientation of an inserted minitransposon antibiotic resistance cassette with
respect to the targeted gene.

4G5T

The isolation of minitransposcn insertions in the codY=** strain (R2438) as donor in transformation of a

genuine copy of codY suggested that the ectopic copy
placed at CEP was able to complement codY deficiency.
This conclusion was further strengthened by the observa-
tion that upon transformation of codY"* cells with a PCR
fragment carrying the codY::spc™ insertion {generated
with the primer pair codYatg—codYstop; Fig. 1C and
Table 1), Spc™ transformants distributed about equally
between the genuine codY {(e.g. strain R2424 the geno-
type of which is denoted codY®** Fig. 2A) and the
ectopic CEPuy—codY loci (e.g. strain R2425 the genctype
of which is denoted codY™% Fig. 2B).

Transformation frequencies of codYsP**" in wild-type and
codY ¥ cells confirm codY essentiality

To unambiguously demonstrate the essentiality of codYin
our strains, we then used chromosomal DNA from a

wild-type recipient. If codY is essential, the survival of
transformants harbouring the codY::spc™ knock-out
mutation is predicted to rely on the simultaneous integra-
tion of CEPy—codY—kan (i.e. a double transformation
event occurring independently as the two loci are not
genetically linked), On the other hand, a codY " recipient
should readily accept the codY knock-out. Transformation
frequency should therefore be significantly reduced in
wild-type cells compared with a codY** recipient. In full
agreement with this prediction, transformation of
codY::spc® occurred in codY ™" (strain R2350) cells with
a frequency close to that of the sird? (Strf) reference
marker {(note that transformation of the spc? cassette,
which requires integration of ~1.1 kb heterologous DNA,
is expected to occur with a two- to threefold reduced
frequency compared with the point-mutation reference
marker str41) (Fig. 3A). In contrast, ~20-fold reduction in

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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Fig. 1. Insertion mutagenesis of codY is not possible in 5.
pneumoniae R6 unless the strain carries an ectopic complementing
copy of the gene.

A. Distribution of mariner insertions in the MP188-MP189 fragment
obtained in wild-type cells.

B. Placement of a second copy of cod¥ under the control of the
maltose-inducible Py promoter at CEP. The inset in (B) shows
control PCRs with the primer pair amiF1-AM40: lane 1,
2083-bp-long wild-type fragment; lane 2, 2760-bp-long
CEPy—odY—kar fragment. M, kb ladder.

C. Recovery of mariner insertions at the codY locus in a recipient
harbouring a complementing ectopic copy.

The location of primers used to generate cod¥ PCR fragments for
mariner mutagenesis, MP188-MP189 (A) and codY1—codY2 (C), is
indicated. Insertion sites were located through DNA sequencing at
position —100 for kan®"° (A) and —32, +163, +168, +300 and +365
for spc™, spc®, spc™, spc'® and spc® respectively (C). Positions
are given with respect to the first nucleotide of codY taken as +1; ©
and * indicate co-transcribed and reverse orientation of spe (s) or
kan (K) cassette, respectively, with respect to cod¥. A CodY box
(AatTTTCAGatAatT) previously identified in the promoter region of
codY (Hendriksen ef al, 2008) is indicated as CYB. It is separated
by 1 nt from the putative —35 promoter box of codY, itself
separated by 17 nt from an extended —10 box with perfect match to
the consensus (last nucleotide of this —10 located 26 nt upstream
of the codY start).

the frequency of Spc™ transformants was observed with
wild-type (R895) cells (Fig. 3A). The observed frequency
was close to that calculated as the product of individual
transformation frequencies of Spe™ and Kan®. To verify

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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that Spc™ transformants obtained with the wild-type recipi-
ent had simultaneously acquired resistance to Kan, 10
Spcttransformants were isolated, All of them turned out to
carry the CEPy—codY—kan construct (data not shown).
Altogether, these data demonstrated that codY is an
essential gene in 5. pneumoniae R800 and its derivatives.

codY is also essential in A8 and in encapsulated D39

R800 was originally derived from R8& through introduction
of a suppressor mutation (originating from strain Cls,
another D3¢ derivative) (Tiraby et al,, 1975) that greatly
improved growth of ami mutants (Lefévre et al, 1979).
This led us to wonder whether the presence of this
uncharacterized suppressor was responsible for the
essentiality of codY. We therefore introduced the CEPy—
codY construct in B6 (generating strain R2427) and mea-
sured transformation frequencies of codY:spc® using
codY=¥ chromosomal DNA as donor. Yield of Spc
transformants was significantly lower in R6 than in its
codY ¥+ derivative indicating that codY is essential in this
background as well (Fig. 3B).

Inactivation of codY was previously reported in the
encapsulated S. pneumoniae D39 strain (Hendriksen
et al, 2008). To check whether our negative data could be
explained by the use of unencapsulated strains, of differ-
ent medium and/or plating conditions, we first tried to
transform D38 with an amiF1-kani PCR fragment carry-
ing codY::spc® (Fig. 2B), using previously described con-
ditions for plating of cod¥Y~- transformants on Columbia
base agar (Hendriksen et al, 2008). No Spc" transfor-
mants (i.e. < 107 could be obtained (data not shown). We
therefore adopted the same strategy as the one described
above for R6. Transformation of codY:.spc® using
codY*¥" chromosomal DNA as donor yielded -20-fold
fewer Spch transformants in D39 than in its codY*"
derivative (strain TD73) indicating that introduction of a
codY knock-out in D38 also requires the simultaneous
transfer of the complementing ectopic CEPy—codY gene
(Fig. 3C). In full agreement with this interpretation, Spc*
transformants were also Kan". We concluded that codY is
also essential in encapsulated D39 and that this gene
must therefore be added to the list of essential pneumo-
coccal genes (Thanassi et al, 2002).

Re-investigation of the previously described codY
knock-out reveals the presence of additional suppressor
mutations or a chromosomal rearrangement

We then re-examined the previously constructed codY::
frim mutant, strain D38AcodY (Hendriksen ef al, 2008),
as the transformation frequency upon mutant generation
was very low (W. Hendriksen, pers. comm.). PCR analysis
of the codY chromosomal region of strain D38AcpsAcodY,
which was derived from D3SAcodY by transformation with
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Fig. 2. Integration of mariner minitransposons can occur at either site in the chromosome of codY** recipient cells.

A. PCR probing of the structure of an Spc” transformant (strain R2424) carrying the codY::spe™ minitransposon at the genuine codY locus
using the following primer pairs: codY1-codY2 (fragmentlane 2, 3787 bp), codY2-MP127 (fragmentlane 4, 1493 bp), MP127-codY1
(fragmentlane 3, 1186 bp) and amiF1-AM40 (fragmentlane 5, 1684 bp). Control PCR of the parental structure (strain R2350) using primer
pairs codY1—codY2 {fragment/lane 1*, 2641 bp) and amiF1—kan1 {fragmentlane 6*, 1684 bp).

B. PCR probing of the structure of an Spc™ transformant (strain R2425) carrying the codY::spc® minitransposon at the CEP—odY locus using
the following primer pairs: codY1-codY2 (fragmentlane E, 2641 bp), amiF1—kan1 (fragmentlane B, 2830 bp), amiF1-MP127 (fragmentlane
C, 815 bp) and MP127-kan1 (fragment/lane D, 917 bp). Control PCR of the parental structure (strain R2350) using primer pairs codY1—codY2
(fragmentlane F*, 2641 bp) and amiF1—kan1 (fragment/lane A*, 1684 bp). M, kb ladder.

a PCR fragment harbouring the Acps:kan cassette, as
previously described (Bootsma ef al, 2007), confirmed
the published structure (data not shown). Preliminary
attempts using D39AcpsAcodY chromosomal DNA as
donor revealed that transformation of the codY:: frim con-
struct into R800 derivatives occurred only at very low
frequency (data not shown). To facilitate the comparison
with transformation experiments reported above, we
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Fig. 3. Comparing transformation frequencies of codY**** in
wild-type and codY** recipient cells. Chromosomal DNA of strain
R2438 (codY*3* sfr41) was used as donor. Strains used: isogenic
codY+ and cod¥** derivatives of R800 {A), R6 (B) and D39 (C),
respectively R895 and R2350, R6 and R2427, and D39 and TD73.

replaced the codY:.frim construct with the codY..spc®
insertion (using as donor a codY1—codY2 PCR fragment)
and we introduced the sir4? reference marker (using as
donor a PCR fragment amplified with the rpsL_3-rpsL_4
primer pair; Table 1) thus generating strain TD81. Then,
using TD81 chromosomal DNA as donor, we compared
transformation frequencies of codY:spe® in the same
pairs of codY* and cod¥Y** derivatives of R800, R6 and
D39 used in Fig. 3. Transformation frequencies in codY+
strains were reduced by 544- 762- and 351-fold, respec-
tively, in R800, R6 and D39, compared with their codY**
isogenic derivatives (Fig. 4A-C). These very large reduc-
tions in transformation frequency (compared with the ~20-
fold reduction observed when the simultaneous transfer of
codY:spc®® and CEPy—codY from a codY®®* donor was
required; Fig. 3) indicated that transfer of the codY:: spc®
from strain TD81 must be accompanied by the transfer
of more than one point mutation. Alternatively, the
very low transformation frequency could be accounted
for by the requirement for a simultaneous chromo-
somal rearrangement. We concluded that the original
D39AcpsAcodY strain either contained two additional sup-
pressor mutations that are presumably acting together to
compensate for the absence of CodY and restore cell
viability, or harboured a chromosomal rearrangement
allowing survival in the absence of CodY. We tentatively
named it'them socY (for suppressor of codY).

To get a possible insight into the molecular nature of the
mutation(s) involved, we carried out the same transforma-
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Fig. 4. Transformation data indicate the presence of two
independent suppressor mutations or a chromosomal
rearrangement in the previously described codY mutant.
Chromosomal DNA of strain TD81 (codY::spc® socY stré 1) was
used as donor. Strains used: isogenic codY* and codY™+*
derivatives of RBO0-hex* (A), R6 (B), D39 (C) and R800-hex™ (D),
respectively RB95 and R2350; R6 and R2427; D39 and TD73;
R1818 and R2428.

tion experiments but with a pair of hex mutant derivatives
of R800 (strain R1818 and its codY ™" derivative, R2428).
The Hex system of S. preumoniae is known to correct out
some mismatches at the donor—recipient heteroduplex
stage in transformation (Claverys and Lacks, 1986). It is
particularly efficient at correcting transition mismatches
(i.e. A/C or G/T) as well as short frameshifts (Gasc ef al,,
1989). Transformation frequencies with hex™ recipient
cells were improved -4.5-fold (125- versus 544-fold
reduction in the cod¥™* parent compared with the codY+*
derivative, in hex and hex™ strains respectively; Fig. 4D),
which suggests that one of the socY mutations is recog-
nized by the Hex system and is therefore possibly a
transition or a short frameshift. Alternatively, the recombi-
nation event leading to the putative chromosomal rear-
rangement may involve the formation of a heteroduplex
intermediate harbouring mismatches susceptible to the
Hex system.

Effect of codY inactivation on spontaneous
competence development

To characterize the role of S. pneumoniae CodY with
respect to growth and the regulation of competence, we
first tried to deplete CodY making use of a codY *%* strain,
i.e. a strain in which the only functicnal copy of codY was
under the control of the Py promoter. In the light of the
failure to obtain a biclogically significant depletion of
CodY (supplementary results in Supporting information
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and Fig. §1), we chose to characterize a codY socY strain
with respect to spontaneous competence development
and growth. Competence was monitored throughout incu-
bation at 37°C by using a transcriptional fusion of the fuc
gene, which encodes luciferase, to the ssbB gene. The
latter is known to be specifically induced at competence.
The ssbB::luc fusion thus reports on competence through
light emission by luciferase (Prudhomme and Claverys,
2007). We introduced the ssbB::fuc transcriptional fusion
(using R8%5 chromosomal DNA as donor) in strains
D3%Acps and D3SAcpsAcodY socY thus generating
strains TD82 and TD83 respectively (Table 1). We then
compared competence profiles of strains TD82 and TD83
during growth in C+Y medium with initial pH values
between 6.48 and 7.26, since spontaneous competence
induction is known to be strongly dependent on the initial
pH. For instance, initial pH values between 6.8 and 8.0
affected the timing of occurrence and the level of compe-
tence (Chen and Meorrison, 1987). While the wild-type
parent developed spontaneous competence only in cul-
tures with initial pH values above 7.0 (Fig. 5A and B), the
codY mutant could develop competence under acidic con-
ditions, down to an initial pH value of 6.70 (Fig. 5C and D).
It is of note that despite the presence of the socY sup-
pressor, codY mutant cells grew more slowly than wild-
type cells in C+Y medium (Fig. 5A-D). codY mutant cells
thus entered the stationary phase of growth after
~270 min incubation compared with ~170 min for wild-
type cells. This > 50% increase in generation time might
indicate that CodY plays an important role in the regula-
tion of pneumococcal growth. Despite the fact that codY
mutant cells grew more slowly than wild type, they devel-
oped competence at about the same time (e.g. maximum
competence after 87 versus 82 min incubation at pH 7.26;
Fig. 5A and C), which corresponded to OD.g: values of
0.083 and 0.115 respectively. This observation was also
consistent with upregulation of competence in the codY
mutant. The strong competence-upregulated {(cup) phe-
notype (Martin ef al, 2000) displayed by codY mutant
cells would be consistent with the hypothesis that CodY
normally represses competence under acidic conditions
in wild-type cells. However, the uncharacterized suppres-
sor mutations {socY) in strain TD83 could also be respon-
sible for the cbserved cup phenotype. This prompted us to
investigate the phenotype of socY {(codY™) cells.

Impact of socY on spontaneous
competence development

First, to establish whether restoration of cod¥Y™* would be
tolerated in a socY genetic background, strain TD83 was
transformed with R2644 chromosomal DNA. R2644
carries the spc®° insertion immediately upstream of the
codY" gene (see Experimental procedures). Integration of
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the spc™ cassette by transformation could thus be accom-
panied by the removal of the adjacent codY': trim cassette.
A failure to survive of Trim® (i.e. codY™") excisants should
result in a drastic reduction in the number of Spc™ trans-
formants, since recombination events leading to spc inte-
gration without the simultaneous deletion of frim are rare
due to the reduced distance between the two cassettes
{105 bp). The high Spct to St transformant ratio
observed (average value 0.32 = 0.06) was consistent
with the simultaneous occurrence of both integration (of
the spc cassette) and excision (of the #rim cassette)
events, and suggested that socY (cod¥™) cells are viable.
To establish this, four of four randomly chosen Spe™ trans-
formants were first checked to be Trim®, Then, they were
shown to readily re-accept codY::trim when transformed
with TD80 chromosomal DNA (Trim/Str? average ratio of
0.25 = 0.08 over 15 independent cultures). These data
confirmed that the Spc® Trim® transformants were still
socY and indicated that none of the two suppressor muta-
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Fig. 5. Effect of codY inactivation and of
socY on spontaneous competence

08 development. Pre-cultures prepared as
described in Experimental procaedures were
inoculated (1/50th dilution) in C+Y medium

06 (containing 300 |1ig mI~' glutamine) and
competence (black symbols and curves) and
OD (grey symbols and curves) values were

04 recorded throughout incubation at 37°C.
Values correspond to individual cultures
representative of three independent

02 experiments. Strains used: codY* TD82 (A

’ and B); codY socY mutant TD83 (C and Dj;

socY mutant TDS6 (E and F).

0.6

0.4

OD492

tions or the putative chromosomal rearrangement is det-
rimental to pneumoccccal cells when CodY is present.
One of the Spch Trim® clones was retained and named
strain TD95. The spc®* cassette was then removed from
strain TD95 by transformation with a PCR fragment gen-
erated on R800 chromosomal DNA with the MP188—
MP189 primer pair, followed by phenotypic expression
and segregation in liquid culture (C+Y medium) for 4.5 h,
and plating on CAT agar without antibiotic. Individual
colony screening was carried out to isolate an Spe® clone,
TD96. Upon transformation of TD96 with TD80 chromo-
somal DNA, a Trim™/Str" ratio of 0.42 = 0.07 was
observed indicating that TDS6 had remained socY.

The competence profile of TDS6 during growth in C+Y
medium with initial pH values between 6.48 and 7.26 was
compared with that of TD82 (wild type) and TD83 (codY':t-
rim socY). TD96 socY (codY™) cells grew more rapidly
than parental codY::trim socY cells, but still more slowly
than wild type (entry into stationary phase after ~210 min
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versus 170 min; Fig. 5E and F). Interestingly, socY cells
displayed a stronger cup phenotype than codY socY cells
as judged first from their ability to develop spontaneous
competence at pH 6.60 (Fig. 5F) and second, from the
very early development of competence (36 min at pH 7.
26) compared with both wild-type and codY socY cells
(Fig. 5). Thus, the socY mutations alone confer a strong
cup phenotype. The net effect of codY inactivation in this
background is to attenuate this cup phenotype. From
these data, it is therefore difficult to conclude that CodY
acts as a repressor of competence in pneumococcal cells.

Whole-genome sequence comparison suggests
fatC and amiC mutations suppress inviability of
codY mutants

In an attempt to identify the socY (suppressor) mutations,
whole-gencme  resequencing of strains D39 and
D3S%AcodY was performed (Experimental procedures).
Compared with the previously published D38 NCTC 7466
genome (Lanie ef al., 2007), the D39AcodY strain had 14
mutations also found in its parent. As our D38 was
obtained originally from NCTC (via T. Mitchell), these
mutations presumably have arisen during laboratory
cultivation. None of them appeared to alter an important
function (Table S1), which is consistent with the fact that
this D39 strain displayed full virulence in a mouse model
(Hendriksen et al, 2008).

The codY mutant had also mutations flanking the frim
cassette [a C—T transition, a GT—-AGC frameshift and a
T—A transversion, respectively, at positions —175, +681/
682 and +724 (positions are given with respect to the ATG
of codY)]. The two point mutations occurred in between
the frim cassette and the oligonucleotide primers used to
amplify the codY region (Hendriksen et af, 2008), and
were presumably introduced during polymerase chain
reaction. The transition mutation is in itself sufficient to
lower the frequency of integration of the codY':trim cas-
sette by approximately fivefold during transformation of
mismatch-repair-proficient strains.

Most relevant with respect to the question of CodY
essentiality, the codY mutant had, in addition, a mutation
in fatC and a second, variable mutation in amiC (Fig. BA).
The former mutation (a C—T transition), fatC™®""
changed a CAA (Gln) codon into TAA (stop) in a gene
belonging to the fatD—fatC—fecE—fatB operon (spd_1649—
1652 in D3S; spri684-1687 in RB; sp1869-1872 in
TIGR4) (Fig. 6A, top). This operon [also called piuBCOA
or pit! (Brown et al, 2002)] encodes the major ferric iron/
haem [fatB has been shown to bind haemin (Tai efal,
2003)] transporter of S. pneumoniae (Ulijasz ef al., 2004).
The fatC“**’ change is predicted to result in the synthesis
of a truncated FatC protein (165 instead of 318 aa) and
was detected in 100% of forward and reverse reads. As
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Fig. 6. Inactivation of amiand faf results in tolerance of codY
inactivation.

A. Distribution of fatC and amiC mutations identified in strain
D32AcodY by whole-genome sequence compatrison. Positions are
given with respect to the first nucleotide of fafC (top) and amiC
(bottom), respectively, taken as +1. The location of the fatC::gpc?*©
maiinar inserion and aniC8 mutation used in (B) is also indicated.
CYB, CodY binding sites identified in the promoter region of the
fat—fec and ami operons (Hendriksen ef a/., 2008); —35 and —10
promoter boxes; RRB1-3, RitR binding sites identified in front of
the fatD (also called piuB) gene (Ulijasz ef al., 2004). ABC,
ATP-binding cassette protein; MP, membrane protein; SBP,
substrate-binding protein.

B. The fafC amiC combination of mutations allows tolerance of
codY inactivation. Chromosomal DNA of strain TD80 (codY:: frim
str4 ) and TD81 (codY: spc™ sirdf) was used as donor and Str”
as well as, respectively, Trim® and Spc” transformants were scored.
Strains used: wt, R246; fafC::caf®*C mutant, R3002; amiC9 mutant,
R3003; amiCfatC:.caf*" double mutant, R3004.

concerns the base variations in amiC, which encodes a
598 aa protein and belongs to the amiACDEF operon
(spd_1671-1667 in D39; spri707-1703 in RB; sp1891-
1887 in TIGR4), three types of mutations were observed:
two single-base changes (#2 and #3 in Fig. 6A, bottom)
and a more complex mutation (#1 in Fig. 6A, bottom).
These variations were detected in only a fraction of
sequence runs. Mutations #2 (amiC®™%7) and #3
(amiC%™*%y change a GAC (Asp) codon into TAC (Tyr)
(aa 480 and 487 respectively); these mutations were
detected in 30.8% of forward and 11.1% of reverse reads
(total with variation: 19%), and in 57.1% of forward and
40.9% of reverse reads (total with variation: 47%)
respectively. Interestingly, both changes affect an Asp aa
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conserved in the entire family of Opp (oligopeptide), Dpp
{dipeptide) and App (nickel} permeases (our observa-
tions), which suggests that they are functionally important
and that the corresponding AmiC proteins may have lost
their activity. The complex mutation #1 consisted of a
G—TT frameshift (amiC%%7™) and the almost adjacent
A—C change (amiC*®#%; both mutations shared the
same sequencing parameters (detection in 25.0% of
forward and 33.3% of reverse reads), which strongly sug-
gests that they resulted from a single mutational event
(total with variation, 29%). This mutation could thus be
described as a GGA—TTGC change. [In fact, this change
had already been observed during analysis of mismatch
repair specificity in 5. pneumoniae and referred to as
amiA29 (at this time, the ami locus was thought to be a
single gene, hence the name amid) (Gasc et al, 1989)
{for a molecular explanation of this mutational event, see
Fig. 82).] This complex mutation is predicted to result in
the synthesis of a truncated protein harbouring the first 81
aa of AmIC fused to 13 ‘new’ aa (resulting from the
frameshift).

At first sight, the presence of changes #1, #2 and #3 in
only a fraction of sequence runs appeared puzzling and
suggested their late occurrence in an original AcodY
fafC“**" clone. As a first attempt to establish whether an
ami mutation was required for tolerance of codY, we
analysed the amilocus of D39AcpsAcodY, considering it a
subclone of the original D39AcodY strain since it was
generated by transformation of this strain with a PCR
fragment harbouring the Acps:kan cassette. Taking
advantage of the fact that amiC—F mutations normally
confer resistance to methotrexate (Mtx), transformation
of an Mix® strain (R1501) with a series of PCR fragments
covering the ami region of strain D39AcpsAcodY was
used to localize any ami mutation (Fig. S3). Transforma-
tion data were consistent with the presence of mutation #2
or #3 in strain D3%AcpsiAcodY; DNA sequencing con-
firmed that this strain had inherited the latter mutation
{amiC%**T), These data prompted us to directly confirm
the mixed structure population with respect to amiC of the
original D38AcedY strain. An aliquot of the original stock
was plated, 16 individual clones were picked and amiC
{and fatC) regions were sequenced (Table 52}, All clones
turned out to harbour one of the three amiC mutations
identified during whole-genome sequencing {(and 11 out of
11 clones sequenced carried the fafC mutation). Interest-
ingly, the overall distribution between the three types was
in very good agreement with that inferred from the analy-
sis of genome sequence data (Table $2). It is also of note
that three clones harboured change #1 (i.e. both
amiC%*77 and amiC*?*%), which provided support to the
view that a single molecular event accounts for a complex
change (Fig. S2). Altogether, these results strongly sug-
gested that inactivation of amiC was required for toler-
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ance of codY inactivation. We tentatively concluded from
these observations that the combination of fafC and amiC
mutations suppresses inviability of codY mutants.

The fatC amiC combination allows tolerance of
codY inactivation

To confirm this conclusion, we generated mariner inser-
tion mutants in fatC (Fig. $4). Then, taking advantage of
the availability of the well-characterized amiC9 mutation
{amiC-**") [previously named amiA9 (Gasc et al,, 1989)]
which changes a CAA codon (GIn) into a TAA (stop) codon
leading to the synthesis of a truncated AmiC protein (118
aa), we investigated the ability of recipient cells harbour-
ing the fatC:.cat** cassette and/or the amiC9 mutation
(Fig. BA) to accept codY inactivation.

Strain (R246) and its amiC@ (R3003), fatC:.cat™=°
{R3002) and amiC9 fatC:.cat*** (R3004) derivatives were
used as recipients for the codY: trim or codY:spc cas-
settes, respectively, carried on TD80 and TD81 chromo-
somal DNA. These recipients contained a hexA-
mutation, which impairs mismatch repair, first to ensure
similar integration frequency of the cassettes since trans-
fer of the trim cassette is otherwise predicted to be
reduced by the Hex system due to the presence of flank-
ing mismatches (see above); second to equalize transfor-
mation frequencies of amiC&™#*7 and fatC “**7 point
mutations.

The amiC fatC double mutant derivative readily
accepted the codY (spc or trim) cassette with the
expected frequency relative to the reference marker str41
{-0.20), while introduction of the cassette into its wild-type
parent occurred with a -45-fold reduced frequency
(Fig. 6B). As expected, amiC and fatC single mutants
displayed a ~5- to 10-fold reduction in transformation fre-
quency of the codY cassette compared with amiC fatC
cells. The latter reduction reflected the need for
co-transformation of the fafC::cat™" and amiC9 mutation,
respectively, while co-transformation of both amiC and
fatC together with the codY cassette was required in
wild-type cells. Altogether, these results demonstrated
that the amiC fatC combination fully suppressed the invi-
ability of codY mutant cells.

Growth and spontaneous competence development of
wild type (TD82) and amiC@ (TD84), fatC:.caf*** (TD138),
amiC9 fatC:.cat®™ (TD135) and amiC9 fatC:..cat®*"
codY::trim (TD154) mutant strains were then compared
(Fig. S5). Both fatC and amiC mutant strains displayed a
cup phenotype, consistent in the latter case with the phe-
notype of obi mutants (Allcing ef al, 1998). The cup phe-
notype of the double mutant was most similar to that
observed with the amiC mutant (Fig. S5} and with the
socY strain {Fig. 5E and F). Finally, while codY inactiva-
tion resulted in slower growth confirming the cbservation
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in Fig. 5, it did not significantly attenuate the cup pheno-
type observed with the amiC fatC double mutant
(compare TD135 and TD154, Fig. S5).

Discussion

CodY is a pleiotropic regulator in low-G+C Gram-positive
bacteria involved in the control of different processes like
aa uptake, competence, sporulation and virulence. We
first established that codY is an essential gene in the D39
strain of S. pneumoniae and in several of its laboratory
derivatives by using different genetic approaches
(mariner mutagenesis, complementation, transfer of
mutations in different genetic backgrounds; Figs 1-3). We
then showed that a previously obtained codY mutant
(D39AcedY) used to identify the CodY regulon (Hendrik-
sen etal, 2008) contains additional suppressor muta-
tions, called socY, one of which was concluded to
correspeond to a transition mismatch or a frameshift
(Fig. 4). We also showed that both the codY socY and
socY strains displayed a competence upregulated or cup
phenctype (Fig. 5).

Whole-genome sequencing of strains D39 and
D3S%AcodY undertaken to identify the socY suppressors
revealed the presence of mutations in fafC and amiC,
which encode the membrane permease component of
ferric iron‘fhaem and oligopeptide ABC transporters
respectively (Fig. 6A). This combination of mutations
was unambiguously demonstrated to be required to
allow tolerance of codY inactivation (Fig. 6B). These
results fully confirm the conclusions from codY~ transfer
experiments, including the presence of a mutation sus-
ceptible to mismatch repair {Fig. 4D), i.e. the fatC™*7
transition.

FProposed scenario for the initial stabilization/survival of
D39%AcodY cells

Gencme sequence clearly indicated that the fatC muta-
tion arose first. However, genome sequence data also
strongly suggested that inactivation of amiC is absolutely
required for tolerance of codY inactivation. The finding
that three different amiC mutations occurred in the
D3S%AcodY strain, as confirmed by individual subclone
analysis (Table 52), implied a strong selection pressure
(growth advantage) for amiC mutant derivatives. The
amiC mutations presumably arose independently in an
otherwise codY fatC lineage.

It is of note that the D39AcodY strain described in
Hendriksen ef al {2008) was obtained by backcrossing
D3S using chromeosomal DNA isolated from an initial
D3BAcodY: trim transformant. Despite this careful strat-
egy, D39AcodY:: trim turned out to contain two additional
mutations, as shown in this study. While a second round
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of transformation normally eliminates unlinked mutations,
it is obviously unable do so when the unlinked mutations
are absolutely required for survival. In addition, we
noticed that the two suppressor mutations are not very
distant. The two closest mutations (fafC“**’ and
amiCe’*%) | located 17 987 nt apart, could frequently be
carried by the same DNA fragment. Careful comparison of
transformation frequencies with a well-characterized ref-
erence marker (preferably present on the same chromo-
somal DNA) is thus the only way to establish
unambiguously that any construct is well tolerated and
does not affect cell viability.

CodY, socY and compefence

It was implicit in our working hypothesis connecting com-
petence regulation to oligopeptide uptake via a global
regulater (like CodY) sensing aa pools (see Iniroduction)
that this regulator would act as a repressor of competence
(Claverys et al, 2000). Our data rather suggest that, in
contrast to this expectation, inactivation of codY has no
major effect on spontanecus competence, most of the
effects seen being attributable to the socY mutations
(Figs 5 and S5). In fact, the amiC mutation is in itself
sufficient to account for the strong derepression of com-
petence development observed in D3%AcodY cells
(Fig. $5). It is of note that despite the cup phenotype
documented in this study for the D3S%AcpsAcodY strain
(Fig. 5), previous transcriptome analysis did not reveal
induction of any com gene (Hendriksen et al,, 2008); pre-
sumably, culture conditions used for mRNA extraction did
not lead to differential induction of the com regulon
between the codY mutant and its parent, competence
being either similarly induced or repressed for both
strains. While normal Ami functioning somehow leads to
competence repression, CodY either is neutral (Fig. S5)
or possibly acts as an activator of competence, the latter
conclusion being suggested by the attenuation of the cup
phenctype of amiC falC cells upon introduction of the
codY knock-out (Fig. 5). If confirmed, the role of S. pneu-
moniae CodY with respect to competence regulation
would thus differ from that of its B. subtilis orthologue,
which represses competence (Serror and Sonenshein,
19986), suggesting that the impact of nutrient deprivation
on competence induction is opposite in B. subtilis and S.
pneumoniae or at least that nutritional signals are con-
veyed in a very different way in these two species.
However, since the impact of codY inactivation on com-
petence could so far be evaluated only in complex genetic
backgrounds (i.e. mutant for both amiC and fatC), further
work using different approaches, such as a transient
depletion of CodY, would be necessary to evaluate the
exact role of CodY in the regulation of pneumococcal
competence.
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CodY, socY and previous transcripfome studies

The finding that the D39AcodY strain used in a previous
study (Hendriksen ef al., 2008} was in fact a codY amiC
fatC triple mutant raises the question of the respective
contribution of each mutation to the phenotypes previ-
ously attributed solely to the inactivation of codY. As con-
cerns transcriptome data, upregulation of alid (aliB was
also upregulated but only 1.8-fold), amid—amiC—amiD
and fatD—fatC—fecE—fatB was reported in AcodY (Hen-
driksen et al, 2008). Binding of CodY to P...4 (as well as
to P.e) was consistent with a direct regulation of oligopep-
tide uptake by CodY. CodY thus exhibited a strong affinity
for P.ma although the effect of BCAA addition was limited
{(1.56-fold versus 2- to 20-fold enhancement for other
promoters). On the other hand, the Kds (the CodY con-
centration at which 50% of the fragment is shifted) for the
Pr promoter was higher than the highest concentration
tested (2000 nM) indicative of a rather weak affinity and
was unaffected by addition of BCAAs, contrary to most
other CodY-regulated promcters (Hendriksen efal,
2008). Possibly, the binding of CodY to P is affected in
the presence of other regulators {(see below), as faf regu-
lation is clearly multifactorial (Ulijasz ef al., 2009). Alter-
natively, since AcodY cells used to prepare mRNA for
transcriptome analysis were also mutant for fafC {i.e. they
lacked the main iron transporter of 5. pneumoniag), the
upregulation of the fatD—fatC—fecE—fatB operon could be
a reflection of (inefficient) attempts at iron homeostasis by
increasing expression of this transporter rather than the
consequence of a lack of repression in the absence of
CodY. The same reasoning may apply to dpr gene
expression. This gene (spd_1402in D39, spri430 in R6;
sp1572 in TIGR4) encodes a conserved iron storage-
peroxide resistance protein (Ulijasz ef al, 2004) that is
possibly essential (Fericone ef al, 2003). It was found to
be downregulated in the codY mutant (Hendriksen ef af,
2008). Depletion of iron in codY mutant cells resulting
from fatC inactivation could possibly account for the
observed reduction in dprexpression without implying any
direct regulation by CodY. This would be consistent with
the failure to identify a sequence resembling the CodY
box upstream of the dpr gene. Clearly, additional work is
necessary to establish whether CodY regulates dpr
expression directly or indirectly.

CodY, socY and previous virulence studies

Similarly, the presence of amiC and fatC mutations in the
D3%AcodY strain used in a previous study (Hendriksen
et al., 2008) raises the question of their respective contri-
bution to the virulence phenotypes previously attributed
solely to codY inactivation. The importance of iron for
bacterial growth and virulence is well established. Thus,
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signature-tagged mutagenesis (STM) screens for genes
essential during pneumococcal pneumonia identified
insertions in genes belonging to each of the three iron
transporters characterized in S. pneumoniae (Brown
et al.,, 2001; 2002}, piuB (i.e. fatD), pitB (pitADBC operon)
and piaA (piaBCD operon) (Hava and Camilli, 2002).
These iron uptake systems have been demonstrated to
be important for full pneumococcal virulence, especially
upon simultaneous mutation of two operons (Brown et al.,
2001; 2002). Single mutation of piuB resulted in only a
mild reduction of virulence in a pneumonia model, while
no attenuated phenctype was observed in systemic infec-
tion {Brown ef af, 2001).

Several studies have indicated a role for the Ami-AliA/
AlIB permease, encoded by the amiACDEF operon and
the aliA and aliB genes, in pneumococcal virulence.
Mutants in amiA and amiC displayed diminished adher-
ence to pulmonary epithelial cells in vitro (Cundell ef al.,
1985), and aliB and amiACD were identified in STM
screens of pneumococcal pneumonia in a serotype 3 and
4 background respectively {Lau efal, 2001; Hava and
Camilli, 2002). Furthermore, using a collection of aliA, aliB
and amiA single or triple mutants, the Ami-AliA/AlIB per-
mease was shown to be required for successful nasopha-
ryngeal colonization, but not for pneumococcal
pneumenia, with the most pronounced phenotype for the
triple and the alid and amiA single mutants (Kerr et al.,
2004).

Inactivation of codY was previously reported to result in
reduced adherence to nasopharyngeal cells and reduced
colonization in a mouse model of pneumococcal infection
{Hendriksen et al, 2008). However, no significant differ-
ences in bacterial loads between wild type and the codY
mutant were observed in pneumonia and bacteraemia
models of infection. In light of the above, we consider it
unlikely that the truncation of fafC contributed to the viru-
lence phenotype associated with codY inactivation. On
the other hand, mutation of amiC may, at least partially,
have been responsible for the observed attenuation
during colonization, but further experiments are needed to
exactly determine the impact of the amiC mutation on the
virulence phenotype of the codY mutant.

Why is CodY essential in S. pneumoniae ?

The finding that CodY is essential suggests that this regu-
lator controls genes/functions that are crucial for S.
pneumoniae. The demonstration that mutations in fatC
and amiC fully restore viability of codY mutant cells may
provide some clue as to these functions. As the genome
sequence analysis of D39AcodY strongly suggested that
the fatC mutation arose first during establishment of the
codY mutant construct, it is tempting to speculate about a
possible toxicity of iron in cells lacking CodY. If CodY is a
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repressor of the fatD—fatC—fecE—fatB operon as previ-
ously concluded (Hendriksen ef al.,, 2008), derepression
of iron uptake in its absence may lead to accumulation of
toxic concentrations of iron within the cell, thus creating
a strong selection pressure for the emergence of fat
mutants. In this context, what could account for the con-
comitant accumulation of amiC mutations? Considering
only Ami and CedY, it could be speculated that codY
inactivation leading to derepression of the many trans-
porters of aa controlled by CodY and of Ami results in
lethal imbalance of amino acid pools. However, this expla-
nation is not readily connected to the co-occurrence of
fatC inactivation. In search of a possible direct connec-
tion, we came across the observation that the housekeep-
ing dipeptide permease of Escherichia coli allows
utilization of haem as an iron source {Létoffé ef al., 2006).
Haem utilization has thus been shown to require a per-
mease made up of DppBCDF (dipeptide inner membrane
transporter) as the ABC transporter and either MppA (peri-
plasmic L-alanyl-y-D-glutamyl-meso-diaminopimelate-
binding protein) or DppA {periplasmic dipeptide-binding
protein) as the substrate-binding protein. As S. pneumo-
niae is devoid of a Dpp system, it is tempting to speculate
that the Ami-Obl cligopeptide transporter homologous to
Dpp could allow haem utilization as an iron source. The
simultaneous involvement of CodY in ami-obl and fatf-fec
repression, and in dpr activation would, upon codY inac-
tivation, generate a severe oxidative stress because of
the simultaneous derepression of iron uptake via two
transporters and depletion of the iron storage-peroxide
resistance Dpr protein (Fig. 7}, hence the observed accu-
mulation of fat and ami mutations in the AcodY
background. It may not be a mere coincidence that the
ami and fat mutations which restore viability of codY
mutant cells lead to competence (X-state) derepression
(Figs 5 and 85). Since X-state is considered a pneumo-
coccal substitute for SOS (Claverys ef al, 2006; Prud-
homme efal, 2006), its induction may counteract
oxidative stress in codY mutant cells. Further investiga-
tion should reveal whether induction of the X-state is
required for tolerance of codY inactivation.
Transcriptome analysis revealed a striking parallel
between CodY and RitR, an orphan two-component
signal transduction response regulator. Increased tran-
scription of piuB and piuA (i.e. fatD and fatB), as well as of
amiC and decreased expression of dpr were reported in
ritA mutant cells (Ulijasz ef al, 2004) suggesting that
CodY and RitR share these targets (Fig. 7). RitR was
shown to bind three sites (RRB1-3; Fig. 6A) in the pro-
moter region of the faf operon (Ulijasz etal, 2004).
Recently, regulation of RitR binding at the fat promoter by
a Ser—Thr kinase-phosphatase, StkP-PhpP, was docu-
mented (Ulijasz et al, 2009). While RitR and PhpP jointly
participate in complex formation at the faf promoter in
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Fig. 7. Iron toxicity may account for inviability of codY mutant
cells in 5. pneumoniae. CodY and RitR share regulatory targets:
CodY is a repressor of am, obl and faf-fac, but activates dpr, which
encodes an iron-storage peroxide resistance protein (Hendriksen
ef al, 2008); RitR directly represses fafD (or piuB) and inactivation
of ritA derepresses amiC while reducing dpr expression (Ulijasz
et al, 2004). We propose that inactivation of codY is not tolerated
because it results in simultaneous derepression of iron uptake via
Fat-Fec and possibly of haem utilization via Ami (see Discussion),
as well as depletion of Dpr, which is required to protect cells from
iron toxicity. ILV, isoleucine—leucine—valine (CodY activating
branched-chain amino acids).

vitro, addition of StkP was shown to disrupt the complexes
(Ulijasz et al., 2009). This finding was consistent with DNA
microarray analyses of transcripts from an stkP knock-out
showing dependence of faf expression on StkF (Saskova
et al, 2007). The overlap between the CodY box (AAT-
TGTCAGAAATT located three nucleotides upstream of
the —35 promoter box) and the first RitR box (Fig. 6A)
suggests that CodY may also interfere with RitR binding
and adds a degree to the complexity of fat regulation.
CodY may thus represent one of the additional faf regu-
lators, the existence of which was proposed to account for
the failure to detect the opposite effects predicted for the
individual deletion of phpP and stkP (Ulijasz et al, 2009).
In line with the oxidative stress hypothesis (Fig. 7), ritR
mutant cells were shown to display greatly increased sus-
ceptibility to streptonigrin, which requires the presence of
intracellular iron, as well as to hydrogen peroxide {Ulijasz
etal, 2004). Iron overload due to derepression of fat
could be responsible for the latter by increasing intracel-
lular free iron concentration and therefore the potential for
synthesis of reactive oxygen intermediates. If both CodY
and RitR are important for iron homeostasis and the
reason for CodY essentiality is to prevent oxidative stress,
what about the viability of rtR mutant cells? As there was
no mention of difficulty in generating and/cr growing ritR
mutants, CodY might be more important for ami, fat and
dpr regulation than RitR. Alternatively, RitR and CodY
could be equally important and the problematic viability of
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ritR mutant cells has been overlooked. It would therefore
be interesting to check whether a previously constructed
fitA mutant is readily transferred by transformation.

Concluding remarks

Further work with cther clinical isclates of S. pneumoniae
is necessary to establish whether the essentiality of CodY
is a general feature of this species. To the best of our
knowledge, this is the first report in any bacterium that a
member of the CodY family is essential. Is this situation
unigue to S. pneumoniae? |t would be interesting to inves-
tigate whether CodY is essential in species closely related
to S. pneumoniae and in streptococci in general. It is
possible that CodY is also essential in other species but
that the presence of suppressor mutation(s) has been
overlooked. Our observations may thus prompt careful
re-examination of the viability of the codY mutants previ-
ously constructed in other species. More generally, the
above described tests of acceptance frequencies by
transformation should be used routinely when working
with ‘important’ genes, to prevent the presence of sup-
pressors going undetected in the future. In any case,
because of its essentiality in a major human pathogen,
CodY constitutes a potentially interesting new therapeutic
target.

Experimental procedures
Bacterial strains, culture and transformation conditions

Streptococeus pheumoniae strains and plasmids used in this
study are described in Table 1. Stock cultures were routinely
grown at 37°C in Todd-Hewitt plus yeast extract (THY)
medium to ODss, = 0.3; after addition of 15% glycerol, stocks
were kept frozen at —70°C. To investigate spontaneous com-
petence development, cells were gently thawed and aliquots
were inoculated (1 into 25) in C+Y. The initial pH value was
adjusted to 7.0 and trypsin (2 pg mI') was added to prevent
spontaneous competence induction in the pre-culture. After
incubation at 37°C to ODgs, = 0.2, cultures were centrifuged
and cells were concentrated to ODxzs, of 0.4 in fresh medium
containing 15% glycerol and kept frozen at —70°C. For the
monitoring of growth and spontaneous competence develop-
ment, these pre-cultures were gently thawed and aliquots
were inoculated (1 into 50, unless otherwise indicated) in
luciferin-containing C+Y medium and distributed into a
96-well microplate (300 pl per well). Measurement of compe-
tence involved the use of an ssbB::fuc transcriptional fusion
which reports on competence through light emission by
luciferase (Prudhomme and Claverys, 2007). RLU (relative
luminescence unit) and OD values were recorded throughout
incubation at 37°C (in a Varioskan Flash luminometer,;
Thermo Electron Corporation).

CSP-induced transformation was performed as described
previously (Martin efal, 2000), using precompetent
cells treated at 37°C for 10 min with synthetic CSP1
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{100 ng mlI"). After addition of transforming DNA, cells were
incubated for 20 min at 30°C. Transformants were selected
by plating on CAT agar supplemented with 4% horse blood,
followed by challenge with a 10 ml overlay containing
chloramphenicol (4.5pug ml™'), erythromycin (0.05 ug ml-"),
kanamycin (250 ng mr"),  methotrexate (2.2 ug ml"),
spectinomycin (100 ug ml™'"), streptomycin (200 ug ml="y or
trimethoprim (20 ng mi"), after phenotypic expression for
120 min at 37°C.

Mutagenesis and duplication of codY

Insertions of kan (Kan™) or spe (Spc™ minitransposons were
generated by in vitrc mariner mutagenesis as described
(Prudhomme ef al., 2007). Plasmids used as a source for the
minitransposons were pR410 and pR412 respectively
(Table 1). Briefly, plasmid DNA (-1 pg) was incubated with a
target PCR fragment (indicated in the legend of Fig. 1) in the
presence of purified Himart transposase, leading to random
insertion of the minitransposon within the fragment. Gaps in
transposition products were repaired as described (Prud-
homme et al, 2007) and the resulting in vitro generated
transposon insertion library was used to transform &
pneumoniae. Location and orientation of minitransposon
insertions were determined as previously described (Prud-
homme et al, 2007) through PCR reactions using primers
MP127 or MP128 in combination with either one of the
primers used to generate codY PCR fragments (Table 1).
Cassette—chromosome junctions were sequenced for some
insertions as indicated in the legend of Fig. 1.

Placement of a second copy of codY under the control of
the maltose-inducible Py, promoter at CEP was achieved by
cloning into Ncol-BamHI-digested pCEP2 plasmid DNA a
codY PCR fragment generated using the codYatg—codYstop
primer pair (Table 1) and digested with BamH| and Ndel. The
resulting recombinant plasmid pCEP—codY was used as
donor in transformation of strain R1501 followed by selection
for a Kan"™ transformant, thus generating strain R2349
(Table 1). Plasmid pCEPZ was generated in this study as a
high-copy-number derivative of plasmid pCEP (Guiral et a/.,
2008). Briefly, an EcoRI-Pstl fragment from pCEP was
ligated to EcoRI-Pstl-digested pKL147 (Table 1) to replace
the pSC101 replication machinery of pCEP by the pBR rep-
lication machinery and Ap" resistance gene of pKL147.

Reversion of codY knock-out by transformation

To replace codY::irim or codY':spc insertions by codY*, we
took advantage of the kan®°® marinerinsertion. This insertion
is located immediately upstream the CodY binding site (CYB)
in the codY promoter region (Fig. 1A) and does not inactivate
codY: we used it as a marker to select for the re-introduction
of the codY* gene by co-transformation with Kan™.

To allow the use of a similar strategy for replacement of
codY::trimin kan" strains (such as TD83), the kan“"* cassette
was exchanged with the spc™ cassette by transformation of
strain R2641 with plasmid pR412 DNA, selecting for Spc”
transformants to generate strain R2644 (genotype referred to
as spc®*:codY"; Table 1). The exchange is based on the
presence of DNA homology at the borders of the synthetic
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spc and kan minitransposons, allowing exchange of the resis-
tance cassette genes by homologous recombination during
transformation.

Whole-genome sequencing of D39 and D39AcodY

Roche 454 FLX whole-genome sequencing was performed
by Agowa Genomics (Berlin, Germany) using genomic DNA
isolated from mid-log cultures by the Genomic DNA kit
(Qiagen). For each strain, a shotgun library and a 3 kb span
paired end library were generated according to Roche stan-
dard protocols, mixed in equal parts (about 400 000 beads
from each library) and sequenced using default settings on a
one-fourth picotitre plate. A total of 240 496 reads of which
65 336 contained paired ends were obtained for D3%AcodY
(29-fold coverage), and 210631 reads with 60 676 paired
ends were obtained for D39 (25-fold coverage). De novo
assembly was carried out using the Roche 454 Newbler
software [Release 2.3 (091027_1459)], resulting in 68
contigs in five scaffolds for D38AcedY, and 85 contigs in five
scaffolds for D39.

Data from the sequencing runs were mapped to the refer-
ence D39 strain (Accession No. NC_008533.1) and the varia-
tions thereto scored using the Roche 454 Reference Mapper
software [Release 2.3 (091027_1459)].

Sequencing of amiC and fatC of individual
D39 codY clones

The amiC and fafC sequence of the D38AcodY population
was verified by a PCR-sequencing approach. To this end,
chromosomal DNA was isolated from individual clones by
cetyl-trimethylammonium bromide (CTAB) extraction as
described previously (van Scolingen ef al., 1984). The amiC
and fatC loci were PCR-amplified under standard conditions
using, respectively, primers HBDamiCF1 and HBDamiCR2
and HBDfatCF and HBDfatCR (Table 1). Subsequently, both
strands were sequenced using the same primers used for
PCR as well as internal primers HBDamiCR1 and HBDam-
iCF2 (Table 1) in case of amiC.
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Results

Attempts at depleting CodY

To characterize the role of S. prenmoniae CodY with respect to growth and the regulation of
competence, we first tried to make use of a codY®" strain, i.e. a strain in which the only
functional copy of codY was under the control of the Py promoter. Pre-cultures prepared as
described in the Experimental procedures were inoculated in C+Y medium containing 1.5%
sucrose, i.e. under conditions resulting in maximum repression of Py (Guiral et al., 2006). To
unravel a possible effect of CodY depletion on spontaneous competence induction, we varied
the initial pH of the C+Y medium between 6.95 and 7.29. Whatever the initial pH used, we
observed no difference in growth or competence between wildtype (R895) and codY™ o
(R2424) cells (Fig. S1, left-hand panels). The absence of growth defect suggested that
maximum repression of Py in the presence of 1.5% sucrose was not sufficient to reduce the
cellular level of CodY below the (unknown) threshold critical for cell survival. There was also
no indication of an effect of CodY depletion on spontaneous competence development.

To investigate whether increased repression of the Py promoter in the presence of higher
levels of the MalR repressor would allow depletion of CodY below this critical threshold,
these experiments were reproduced with a pair of strains containing a recombinant plasmid
carrying the malR gene (strains R2430 and R2432; Table 1). No indication that depletion of
CodY sufficient to affect growth could be achieved with this system could be obtained (Fig.
S1, right-hand panels), despite the previously documented reinforcement of Py repression by
an increase in MalR intracellular level (Guiral e al., 2006). Under these conditions as well,
there was no indication of a significant effect of CodY depletion on spontaneous competence

induction.
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—+—wt —=a—Py-codY

Competence ( 10° RLU/OD)
OD492 nm

50 150 250 350 50 150 250 350
min @ 37°C

Fig. S1. Attempts at depleting CodY: examination of growth and competence in C+Y
medium.

Cultures in C+Y medium containing 1.5% sucrose (at initial pH values of 6.95 to 7.29,
as indicated in each panel) were moculated (1/ 100™ dilution) from precultures grown
in the same medium and concentrated to OD=0.4. RLU and OD values were recorded
(using a Lucy I luminometer, Anthos) throughout incubation at 37°C for the four
strains run in parallel.

Left panels: strain R2424 (codY ") carrying a copy of cod? under the control of the
Py promoter and its wildtype parent, strain R895

Right panels: strain R2432, a derivative of R2424 containing a recombinant plasmid
carrying the malR (maltose repressor) gene, and its wildtype counterpart, R2430 (i.e.
R8935 containing pmalkR)
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Table S1. Variations between the D39 NCTC 7466 isolate sequenced in this study and
the previously published D39 NCTC 7466 genome sequence (Lanie et al., 2007).

D3% locus Gene Name Position D39 D38 Notes
tag (Lanie et This
al., 2007) study

SPD 0170 ruva aab2 Vi{gts) V{gth) Holliday junction DNA helicase Ruvh;
silent mutation

SPD 0259 Hypothetical aal TLttt- TLLttT fusicon SPD 0299-2PD 0300

SPD 0306 pbp2X aa3ll N{Aat) Di{Gat) Cell division protein FtsI/penicillin-
binding protein 2

IC 0450/ base atggaagC atggaagT Intergenic, upstream spd 0451

04512 458118

SPD 0453 hsds aa7d S{agT) S{agC) type I restriction-modification system, S
subunit; silent mutation

SPD_0764 sufs aa318 G(Gga) R {Aga) cysteine desulfurases, SufS subfamily
protein

SPD 0521 Hypothetical aazide Q(cAg) R{cGg) Serine Recombinase family, site-specific
recombinase

SPD_1016 rexA aafcl A{gCt) D{ght) AddhAB, alsc called RexAB, substitutes for
RecBCD in several bacterial lineages

SPD_ 1050 Tach base aacttaaa aacttaa- tagatose 1, 6-diphosphate aldolase;

10801189 SPD 1050 frameshift

SPD 1137 Hypothetical aad3l Hicac) Qi{cag) ABC transporter, ATP-binding protein D38
{Hendriksen & al.) = R6(5pr1161)b

SPD 1lee0 Hypothetical aall?’ T{aCa) I{aTa) putative deoxyribonucleotide triphosphate
pyrophosphatase, unknown domain fusion
protein

SPD leed treP aa359 G({gGc) D {ghc) PTS system, trehalose-specific IIABC
components

SPD 2002 dith aalh2 V(Gtc) Fi{Ttc) undecaprenol-phosphate-
poly (glycercphosphate subunit) D-alanine
transfer protein

SPD 2045 mreC aalidé S{Tct) P{Cct) cell shape-determining protein MreC

aIC, intercistronic region between the indicated locus tags in D39 (e.g., IC between

SPD 0450 and SPD_0451) .

b

The finding of the same segquence in the D39 NCTC 7466 isoclate seguenced in this study
and in the D39-derivative R6 implies that a mutation arcse in the D39 NCTC 7466 strain

sequenced by Lanie et al.

(2007) .
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D39 D39-codY

amic®! (66A-TT6C)

A A
T A T A
G C G C
T A T A
C G C G
TOT TOT
T A T A
C G C G
T A T A
T A T A
248 A C G C
G_A T A
246 [G_A T A
T A T A
AT AT
C G C G
5 AAAGGCAAGTAG CGACCAATAA 3 5 AAAGGCAAGTAG CGACCAATAA 3

Fig. S2. Proposed unique mutational event responsible for the aniC™*"™" amiC****¢
(or amiC"7 9 changes.

This mutation had been previously observed, described as a GGA—TTGC change and
referred to as amiA29 (Gasc et al., 1989). It was noticed that this change created a
perfect 12 nt inverted repeat (right panel), which led to the proposal that this mutation
occurred by so-called spontaneous sequence-directed mutagenesis (Golding and
Glickman, 1985, PNAS 82: 8577-8581).

This mechanism predicts multiple changes as a result of a single mutational event.
These changes are proposed to result from a repair event overlapping the GGA
segment using the downstream inversely repeated region as template, hence the
replacement of GGA by TTGC. As a consequence the mismatched region (in the
putative hairpin) boxed in red in the wildtype sequence becomes matched (green
boxes) in the mutant sequence.
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#
#1 G1438T
GEA—TTGC #3
CYB 35 10 G1450T
%{ amiA
RUPC-90 SBP

amil
ami?
ami4
amid
ami6

Predicted Observed
M1xR MtxR

Primer pairs PCR fragments #1 #2,3

amil-ami6
amil-omib
amil-ami4
amiz2-amib
amiZ2-amib
ami2-ami4

U

++++++
++++++

Fig. S3. Localization of ami mutation i strain D39AcpsAcodY via transformation.

The location of primers amil-6 (Table 1) used to generate fragments on

D39AcpsAcodY template is indicated. PCR fragments used to localize Mtx® mutations
are indicated by horizontal lines.

+, efficient transformation (of strain R1501) to Mtx®
-, no Mtx® transformants above control

Transformation data are consistent with the presence of mutation #2 or #3 but not #1
in strain D39AcpsAcody.
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Table S2. The original D39AcodY strain displays a mixed population structure with respect to amiC.

Subclone

amiC mutation

fatC mutation

G246TT A248C G1438T G1459T

Total

C496T

D39%AcodY -cl1
D3%AcodY -cl2
D3%AcodY -cl3
D39AcodY -cl4
D39%AcodY -cl5
D39%AcodY -cl6
D39AcodY -cl7
D39AcodY -cl8
D39AcodY -cl9
D39AcodY -cl10
D39AcodY -cl11
D39AcodY -cl12
D39AcodY -cl13

D39AcodY -cl14

D39AcodY -cl15
D39AcodY -cl16

Total number

% of total

16
100%

XX X X X X X X X X X

3 3 3 3 3
o 0 0 o O

1111
100%

D38AcodY
genome sequencing

95%"

X, presence of the indicated nucleotide change.

nd, not determined.
2 o4 of total reads at the corresponding site
P g

® Cumulative frequencies lower than 100% because of the mode of calculation (see ?)
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~
G— fat2

>

galE-fruncation

spr1668

fatC1

Fig. S4. Distribution of spc mariner minitransposon insertions in the fat-fec
operon.

The location of primers used to generate fat PCR fragments for mariner
mutagenesis (fatl-fat2) is indicated.

spc™® insertion site was located through DNA sequencing (using the fatC1 and
fatC2 primers) at position +241 with respect to the first nucleotide of fatC (taken
as +1). The spc”™C cassette was then exchanged with the caf cassette by
transformation of strain TD129 with plasmid pEMcat DNA, selecting for Cm"
transformants to generate strain TD131 (genotype referred to as fafC::cat”™;
Table 1).

The fatC“”°" mutation identified in strain D39AcodY is also indicated.

© and * indicate co-transcribed and reverse orientation of spe (8) cassette with

respect to fatC.
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- pH757 =—pH7.15  —a—pH6.88 —=—pH 6.66
—opH7.31 ==—pH7.01  —o—pH6.76 —o—pH 6.50

Competence (1 0® RLU/OD)
OD492 nm

amiC fatC codY

0 100 200 300 O 100 200 300
min @ 37°C

Fig. S5. Effect of ami, fat and ami faf inactivation on growth and spontaneous
competence development.

Cultures in C+Y medium (at initial pH values of 6.50 to 7.57, as indicated at the
top of each column) were inoculated (1/50™ dilution) from precultures grown in
the same medium and concentrated to OD=0.4. RLU and OD values were
recorded throughout incubation at 37°C for the four strains run in parallel.

Strains used: wt, TD82; fatC: .'spczgC mutant, TD138; amiC9 mutant, TD84;
amiC9 fatC::spc™© double mutant, TD135; codY::trim amiC9 fatC::spc™ triple
mutant, TD154.
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Chapitre 3 : fatC-amiC n’est pas le seul contexte
suppresseur
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I) Etude des différents contextes permettant d’accepter codY
Apreés avoir prouve que codY est un gene essentiel et qu’il existe au moins un contexte

capable de compenser I’absence de ce regulateur, nous avons décidé d’analyser le transfert de
codY dans differents contextes. Les souches R1501 et D39Acps ont été transformées par
I’ADN chromosomique des souche TD80 (codY::trim amiC®***T fatC®***T str41) ou TD81
(codY::spc amiC®**T fatC“***Tstr41) et 43 transformants ont été analysés (voir les deux
lignes centrales de la table 2).

Le transfert de la mutation codY::trim (ou codY::spc) a la descendance a été verifié par
PCR. Sur les 43 clones analysés, tous portaient la mutation codY, mais 24 d’entre eux
portaient aussi le géne codY sauvage (table 2). Ces 24 clones qui contiennent la structure codY
mutante et la structure codY sauvage portent donc une duplication d’une région plus ou moins
longue contenant codY. Ces clones sont donc mérodiploides (diploides partiels). Ceci sera
expliqué plus en détail au paragraphe 1.1.1.

La stabilité génétique a été analysée pour les différents clones portant la structure codY
mutante. En effet, des structures non stables comme la délétion, la duplication ou I’inversion
d’une région du génome peuvent entrainer un changement dans I’expression globale du
génomes ou de certains genes. La présence de telles mutations pourrait permettre de
compenser I’absence de CodY, méme en I’absence de codY sauvage.

Pour tester la présence de structures non stables dans les mutants codY, nous avons
décide de transformer les 43 clones avec un fragment PCR contenant le marqueur
kan®©::codY+ (ou spc™::codY* pour le contexte D39Acps(kan)). Cette mutation correspond &
une insertion mariner située en amont du promoteur de codY. Cette mutation n’inactive donc
pas codY (voir chapitre 2). Les transformants Kan" obtenus lors de la transformation d’une
souche codY avec ce marqueur correspondent pour la plupart a des souches ayant co-
transformé le gene codY sauvage et éliminé la mutation codY::trim (ou codY::spc). Ces
transformants ont donc un phénotype codY".

Ainsi, I’absence de la mutation codY pourrait permettre de s’affranchir des pressions
de sélection qui stabilisent ce genre de structures. Les structures non stables (délétion,
duplication, inversion) pourraient donc étre perdues au cours des générations.

Si le contexte genétique permettant de compenser I’absence de CodY est stable, les
transformants Kan® (codY*) (ou Spc® (codY*)) seront capables de réintégrer une mutation
codY::trim a haute fréquence (ratio Trim/Str d’environ 0,15). Au contraire, si ce contexte est

instable, il sera perdu dans les transformants Kan® (codY*) et la réintégration de la mutation
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codY::trim se fera a une fréquence beaucoup plus faible (comme dans une souche sauvage
classique).

Sur les 43 clones testés (voir les 2 lignes centrales de la table 2), 24 ne permettent pas
la réintégration de codY a haute fréquence. Ces 24 clones correspondent aux 24 mérodiploides
identifiés par PCR. Les 19 autres clones (qui ne portent pas de copie sauvage de codY) ont
permis la réintégration de codY- a haute fréquence. Ces clones possedent donc une structure
« suppresseur stable ».

Les mutations suppressives présentes dans les souches donneuses TD80 et TD81 (i.e.
amiC®**7 et fatC“**®") ont été recherchées par séquencage des locus amiC et fatC dans ces
19 clones. Pour cela, ces deux genes ont été amplifiés par PCR avec les paires
d’oligonucléotides Ami2/Ami4 et FatC1/FatC2 et séquences.

Les résultats de ces différents tests sont exposés dans la table 2.

ADN Nb de ) Re-transfert Présence ,
, . . Présence . Nb de Présence o
Réceptrice | chromosomique | clones de codY+ efficace de clones de de fatCCeseT Catégorie
donneur testés codY- amiC®M7
.11 R1502 codY::trim 1 + - 1 nd nd mérodiploides
. + - 22 nd nd mérodiploides
codY::trim
1.1.2| R1501 ou 28 5 + + |
codY::spc - +
1 + - 1
+ - 2 nd nd mérodiploides
1.2.2| D39Acps codY::trim 15 10 + - 1l
- +
3 - - v
1.2.3 | D39gInR codY::trim 1 - nd 1 } - \V

Table 2 : Etude du transfert de codY dans différents contextes génétiques
1.1.1, 1.1.2, 1.2.2, 1.2.3 représentent les paragraphes dans lesquels seront discutées ces
catégories de mutants. +: présence de la mutation -: absence de I’alléle cité en haut de
colonne. nd : non déterminé.

De facon surprenante, les résultats de ces expériences montrent qu’il existe des mutant

codY génétiquement stables qui ne sont ni amiC®**°" ni fatc®*™. Sur les 19 clones testés,

seulement 5 clones sont ami

G1459T
C

fatc®®™. |l existe donc de nouveaux contextes

« suppresseurs stables » qui permettent de compenser I’absence de CodY. Ces résultats seront

discutés dans les paragraphes suivants.

Parce que nous avons obtenu un grand nombre de clones mérodiploides et une tres

faible quantité de transformants ami

G1459T
C

et fatC®*®™ nous nous sommes demandé si la
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structure génomique de la souche D39AcpsAcodY (souche parentale des souches TD80 et
TD81) était différente de la structure de la souche R6.

Une grande inversion ou duplication d’une partie du génome pourrait ne pas avoir été
détectée dans les résultats du séquencage génomique du fait de la technique utilisée (voir
chapitre 2). En effet, les différentes seéquences ont été assemblées et organisées en contigs
grace a des alignements avec le génome publié de la souche R6 (parentale de la souche R800)
(Hoskins et al., 2001). Il est donc possible que les régions dupliquées ou inversées ne soient
pas repérées par sequencage genomique. Pour déterminer si la souche D39AcpsAcodY
posséde un réarrangement chromosomique de grande taille, la structure génomique de cette
souche a été vérifiée par électrophorése en champs pulsés (PFGE). Nos résultats montrent que

cette souche ne porte pas de duplication, de délétion ou d’inversion (voir annexe B).

I.1)  Analyse du transfert de codY dans le contexte génétique R1501
Dans cette partie, I’analyse des differents transformants codY obtenus dans un contexte

R1501/R1502 (descendants de R800) est présentée.

1.1.1) Mérodiploides
La plupart des clones transformants codY- obtenus (23/29) dans un contexte R800

portent une copie de codY mutée et une autre copie sauvage. Ces clones sont mérodiploides.

Les différents clones ont été analysés par la méthode d’électrophorése en champs
pulsés et les résultats montrent que chaque clone mérodiploide porte une structure génique
différente. Le mécanisme permettant la formation de telles structures reste encore a élucider.
L annexe C présente les résultats de I’analyse de la souche R2597 et de deux autres clones
mérodiploides. Cette étude montre que la duplication d’une région plus ou moins grande qui
contient le géne codY permet I’intégration de la mutation codY::trim.

De plus, I’analyse génomique de la souche R2597 par deux méthodes différentes
(électrophorése en champs pulsés et séquencage génomique) montre que les structures
mérodiploides ne sont pas stables et qu’une partie de la duplication peut étre perdue au cours
des étapes de croissance.
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1.1.2) Catégories | et 11
Comme nous I’avons vu dans le premier paragraphe de ce chapitre, lorsqu’on

transforme une souche R1501 par I’ADN des souches TD80 ou TD81 (c'est-a-dire un ADN
portant une mutation codY et les deux suppresseurs amiC®***°T et fatC“***™), on obtient une
majorité de transformants meérodiploides. On obtient également des clones dont la structure
génique est stable et qui ne portent pas de copie sauvage de codY dans leur génome. Ces
clones se divisent en deux catégories. La premiere catégorie porte les deux mutations
suppresseur amiC®**°T et fatC**T comme on pouvait I’attendre. Cette catégorie est
majoritaire. La seconde catégorie ne contient qu’un seul clone qui ne porte que la mutation
amiC®**T_ 11 semble donc qu’il soit possible de compenser I’absence de codY en contexte
fatC+. Nous avons proposé plusieurs hypothéses pour expliquer ces génotypes.

Létude réalisée au chapitre 2 suggére que les mutations amiC®**°T et fatC“***" sont
nécessaires pour réduire la quantité de fer incorporée. Ceci permettrait de compenser
I’inviabilité des mutants codY.

La mutation fatC“*®" n’est peut-étre pas la seule mutation de transporteur de fer
capable de supprimer la létalité due a codY en réduisant la concentration intracellulaire en fer.
En effet, chez S. pneumoniae, il existe trois opérons codant pour des transporteurs de fer,
pitADBC (Brown et al., 2002) et piaBCD (Brown et al., 2001a) et fatDCEB (appelé aussi piu
(Brown et al., 2001b)). Un séquencage de I’intégralité des 3 loci impliqués dans le transport
du fer pourrait éventuellement réveler la présence d’une autre mutation qui réduirait
I’internalisation du fer. Une telle mutation serait probablement suppresseur.

Une autre hypothése pourrait étre qu’une mutation dans un autre géne qui n’est pas
impliqué dans le transport du fer pourrait également étre suppresseur. Dans une souche amiC-
codY- fatC+, I’absence de CodY pourrait aboutir a une dérépression de I’opéron fat (CodY
réprime I’opéron fat (Hendriksen et al., 2007)). L’augmentation de I’expression des systemes
de transport du fer augmenterait la quantité de fer dans la cellule. La cellule créerait alors
beaucoup de radicaux libres nocifs pour la cellule (réaction de Fenton). Ce stress oxydatif
pourrait étre contré par une augmentation de la protéine Dpr (voir chapitre 2), protéine
impliquée dans la prise en charge du fer et dans la résistance a I’H,O, (Pulliainen, 2002).

En outre, il semble que le pneumocoque soit capable d’utiliser la compétence pour
répondre aux stress environnementaux (Claverys et al., 2006 ; Prudhomme et al., 2006). La
compétence pourrait donc jouer un réle dans la résistance au stress oxydatif évoqué ci-dessus

et par conséquent compenser I’absence de CodY lorsque le géene fatC est sauvage. En effet, le
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mutant amiC présente un phénotype cup (« competence up », voir introduction). Ce mutant
est donc capable de déclencher la compétence dans des conditions normalement défavorables.

La souche réceptrice R1501 utilisée pour la transformation par les ADN TD80 et
TD81 est mutée pour le gene comC et est donc incapable d’induire la compétence sans ajout
de CSP dans la culture. Notre hypothese selon laquelle une souche amiC- codY- fatC+
pourrait combattre un stress oxydatif éventuel en déclenchant la compétence suppose donc
que cette souche serait capable d’induire la compétence indépendamment du CSP. Il existe
des mutations dans comD et comE qui permettent une induction de la compétence CSP-
indépendante (Martin et al., 2000 ; Echenique et al., 2000). On sait aussi que certaines
mutations augmentent considérablement le niveau basal d’expression des geénes de
compétence (par exemple, une mutation du géne comE, comER*?° (Martin et al., 2010) ou
une mutation du géne rshA (comme montré au chapitre 1)). Un niveau basal d’expression des
genes de compétence élevé est peut-étre suffisant pour produire une réponse au stress
permettant de compenser I’absence de CodY. Il est donc envisageable que le double mutant

CG1459T fatCC496T

ami ait un niveau basal d’expression de la compétence suffisant pour résister

au stress oxydatif généré par I’absence de CodY. De plus, le clone de la catégorie Il (voir

table 2) qui ne porte pas la mutation fatC“**®"

est peut-étre mutant pour un autre gene qui
rendrait cette souche compétente indépendamment du CSP ou qui augmenterait

considérablement le niveau basal d’expression des genes de compétence.

Il serait donc intéressant pour mieux caractériser le mode de suppression dans la
catégorie 11, de séquencer les différents opérons impliqués dans le transport du fer. Si aucun
d’eux n’est mute, I’observation du niveau de compétence dans ce mutant pourrait donner des
arguments en faveur (ou en défaveur) d’un effet suppresseur de la compétence par rapport a

I’inviabilité des mutants codY.

1.2)  Analyse du transfert de codY dans le contexte géenetique D39
1.2.1)  Catégories 111 : fat” amiC’

15 clones issus de la transformation de la souche D39Acps par I’ADN TD80 ont été
étudiés (table 2). Parmi les 15 clones étudiés dans ce contexte, seulement 2 d’entre eux
portent a la fois une copie sauvage du géne codY ainsi qu’une copie mutée. La stabilité

génétique des 15 clones a été testée (voir Matériel et méthodes). Nos résultats montrent qu’a
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I’exception des 2 clones mérodiploides qui présentent un contexte génétique instable, les 13
autres clones sont capables de réintégrer la mutation codY avec une grande efficacité. Ces 13

clones portent donc une structure suppresseur « stable». Nous avons donc décidé de

C496T G1459T
C C

rechercher dans le génome de ces clones, la présence des mutations fat et ami
(présentes dans I’ADN de la souche donatrice TD80). A notre grande surprise, aucun des
clones transformants codY::trim ne porte la mutation fatC“***™. Ceci semble indiquer que la
mutation du gene fatC n’est pas nécessaire pour compenser I’absence CodY dans le contexte
D39Acps.

En contexte R1501, nous avons montré que amiC seul n’est pas capable de compenser
I’absence de CodY (chapitre 2). En effet, la mutation fatC“**®" ou une autre mutation
(catégorie I1) sont nécessaires en combinaison avec amiC pour supprimer I’inviabilité des
mutants codY. Pour tester si la mutation amiC est suffisante pour compenser la mutation codY,
nous avons transféré I’ADN des souches TD80 et TD81 (codY- amiC- fatC-) dans des souches
dérivées de la souche D39Acps et mutées pour les genes fatC et/ou amiC. Les résultats sont

présentés sur la figure 33.
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Figure 33 : Transfert de codY dans un contexte suppresseur reconstitué dans D39Acps.

Les ADN chromosomiques des souches TD80 (codY::trim fatC***®" amiC®***'str41) et TD81
(codY ::spc fatCe®T amiC®**Tstr41) ont été utilisés en tant que donneurs pour la
transformation des souches TD139 (wt), TD143 (amiC9), TD141 (fatC), TD142 (fatC
amiC9).
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Dans cette figure, on voit que I’intégration de codY::trim se fait avec une tres faible
efficacité comme attendu en contexte sauvage (voir chapitre 2). Le taux de transfert dans le
mutant fatC est plus élevé, ce qui traduit le transfert simultané des mutations amiC et
codY::trim.

Dans la souche amiC, le taux de transfert de codY est équivalent & celui que I’on
observe pour la souche double mutante amiC fatC. Ce taux correspond a celui que I’on attend
pour I’intégration du marqueur codY::trim seul dans une souche supprimée. La mutation amiC
est donc suffisante pour compenser I’absence de CodY en contexte D39Acps.

Cependant, nous avons constaté que le taux de transfert de codY dans la souche
sauvage est plus faible que celui observé pour le mutant fatC. Si la mutation du géne fatC
n’est pas nécessaire pour la suppression, alors le taux de transformation dans la souche
sauvage devrait étre équivalent a celui observé pour le mutant fatC (ce taux traduit le transfert
simultané des mutations codY::trim et amiC). Sur milieu solide, la croissance d’un double
mutant fatC amiC est meilleure que celle du simple mutant amiC. Il est possible que I’absence
du gene fatC permette de stabiliser la mutation amiC.

Pourquoi la souche D39AcodY obtenue par W. Hendrisken est-elle fatC- puisque la
mutation amiC seule est suffisante pour compenser I’absence de CodY dans une souche
D39Acps ?

La souche D39AcodY est une souche capsulée alors que la souche D39Acps que nous
avons utilisée pour ce travail est décapsulée. Cette différence pourrait expliquer pourquoi la
mutation fatC semble indispensable pour la suppression de la mutation codY dans la souche
capsulée D39 (voir chapitre 2). De plus, la délétion des géenes de la capsule (dans la souche
D39Acps) introduit une mutation dans le géne aliA. Il est possible que cette mutation associée
a la mutation amiC soit suffisante pour compenser I’absence de CodY. Cette hypothéese est
également appuyée par la différence d’effet suppresseur observé entre les souches D39Acps et
R1501. Bien que ces deux souches portent une délétion de la capsule, R1501 posséde une
copie sauvage du gene aliA.

Le gene aliA est impliqué dans le transport des petits peptides via le transporteur Ami
(Alloing et al., 1994). Ce géne code une des 3 lipoprotéines qui adressent les peptides au
transporteur Ami (Alloing et al., 1994). Comme amiC, ce géne pourrait également étre
indirectement impliqué dans la répression de la compétence (Alloing et al., 1998). Un mutant

aliA- pourrait donc avoir un phénotype cup di a I’absence de transport des peptides ou a un
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autre mécanisme. En association avec amiC-, aliA- pourrait augmenter le phénotype cup ce
qui pourrait permettre de compenser I’absence de CodY.

Pour tester si le passage par I’induction de la compétence est nécessaire pour
supprimer I’inviabilité des mutants codY, nous avons construit des souches incapables de
développer la compétence spontanément. Pour cela, nous avons transformé la souche
D39AcpsAcodY et son dérivé codY+ par un ADN portant une mutation comA::spc. Les
mutants ainsi obtenus sont incapables d’exporter le CSP et ne peuvent pas déclencher la
compétence de fagon spontanee.

Les résultats de cette expérience sont montrés sur la figure 34. Le taux de transfert de
la mutation comA::spc est d’environ 0,40 pour la souche sauvage. Ce taux est similaire pour la
souche D39AcpsAcodY et son dérivé codY+. Nous pouvons donc conclure que la capacité a
développer la compétence n’est pas nécessaire pour compenser la perte de viabilité des
mutants codY-. Cependant, il est possible que le niveau basal d’expression des génes comCDE
soit modifié dans le mutant D39AcpsAcodY comA. En effet, ce niveau pourrait étre plus éleve
gue dans une souche sauvage et pourrait permettre aux mutant comA- de toujours développer
la compétence. Pour le vérifier, il faudrait effectuer le suivi du niveau basal d’expression des
genes de compétence (en contexte comCO ou comA::spc avec la fusion transcriptionnelle

ssbB::luc) dans cette souche et dans son dérivé codY+.

Figure 34 : Inactivation de la compétence dans le mutant codY.
L’ADN chromosomique de la souche R2994 (comA.::spc str4l) a été utilisé en tant que
donneur pour la transformation des souches TD82, wt ; TD83, codY-socY (fatC®*®" ;
amiC®***) : TD96, socY (fatC**T ; amiCC®**).

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour déterminer si la délétion de

la capsule, la mutation aliA ou d’autres différences genétiques des souches dérivées des
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souches D39 ou R800 sont responsables de la capacité des mutants D39Acps amiC a intégrer

codY & haute fréquence.

1.2.2)  Catégorie IV : fat" amiC*
Trois mutants codY isolés en contexte D39Acps (table 2 catégorie 1) ne portent ni la

mutation fatC, ni la mutation amiC. Dans une souche D39Acps, la mutation amiC seule
permet de compenser I’absence de CodY. L’absence de la mutation fatC n’est donc pas
surprenante. Il est possible que ces 3 clones de la catégorie 1V portent simplement une
mutation spontanée dans un autre géne du locus ami. Ainsi, au cours de la transformation de
la souche D39Acps, des mutants ami apparus spontanément auraient pu servir de cellules
réceptrices a I’origine des 3 clones de la catégorie 1V. Le séquencage de tous les genes du
locus ami permettrait de vérifier cette hypothese. Dans le cas ou I’opéron ami ne porterait
aucune mutation, il faudra envisager qu’une autre mutation sur le chromosome dans un autre

gene puisse étre responsable de la suppression de I’inviabilité des mutants codY.

1.2.3) Catégorie V : contexte gInR’
T. Kloosterman a construit une souche gInR™ codY" en transformant une souche gInR-

par I’ADN de la souche D39AcodY (Kloosterman et al., 2006). Le séquencage des loci amiC
et fatC a montré que cette souche ne porte pas les mutations suppressives fatC®*%" amiC®4*%T
(Hester Bootsma, communication personnelle). 1l est possible que cette souche porte d’autres
mutations permettant de compenser I’absence de CodY. Par exemple, cette souche pourrait
étre mutée dans un autre géne responsable du transport du fer ou dans un autre géene du locus
ami. 1l est également possible que la mutation gInR soit capable a elle seule de compenser
I’absence de CodY.

Avant d’avoir obtenu la séquence génomique de la souche D39AcpsAcodY, nous avons
testé certains génes candidats pouvant compenser I’absence de CodY (voir annexe D). Parmi
ces genes, gInR a été analysé. Nos résultats ont montré que I’inactivation de gInR ne permet
pas de compenser I’absence de CodY. Cependant, ce travail a été effectué en contexte R800 et
non pas en contexte D39. Il est possible que dans le contexte D39 dans lequel T. Kloosterman
a travaillé, gInR participe a la suppression de I’inviabilité de codY. Pour répondre a cette
question, I’analyse du transfert de codY::trim dans la souche D39gInR (Kloosterman et al.,

2006) sera nécessaire.
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1) codY est-il vraiment un répresseur de la compétence

I11.1) Discussion et perspectives
Lors de I’étude des mécanismes permettant de réguler I’initiation de la compétence,

I’effet de la protéine CodY a été recherché. Au cours de ce travail, nous avons montré que le
gene codY est essentiel dans les contexte génétiques D39 et R800. De plus, le seul régulon
CodY déterminé chez S. pneumoniae a été réalisé en contexte D39 et sur un triple mutant
codY fatC®*®" amiC®**T (Hendriksen et al., 2007) (chapitre 2). Ces deux génes semblent
étre impliqués dans le transport du fer (voir chapitre 2). Une trop forte accumulation de fer
dans les mutants codY ne permettrait pas la survie de ces mutants.

Cependant, I’étude de la descendance d’une transformation de la souche sauvage par
I’ADN de la souche codY portant les deux suppresseurs montre qu’il existe d’autres catégories
de mutants qui ne portent pas fatC“**®" et/ou amiC®***" et qui permettent de supprimer
I’inviabilité des mutants codY (table 3).

L’ensemble de ces mutants et leur capacité a compenser I’absence de CodY en
développant la compétence sont discutés dans la table 3.

Premierement, certains mutants codY portent egalement une copie sauvage de codY

qui restore la viabilité. Ces clones sont mérodiploides.

Catégorie amiC fatC contexte remarques/perspectives

ces mutants portent au moins une copie de codY

merodiploides + + comC+/ sauvage et une copie de codY mutée.
I - - comC- le phénotype cup conféré par amiC et fatC ne
semble pas nécessaire a la suppression. Le niveau
I - + comC- basal d’expression des génes de compétence est

peut-&tre important.

aucun clone en contexte aliA- n'est fatC-, aliA-
1l - + comC+ aliA- permet peut étre la suppression grace a
l'association amiC- aliA-.

Ces mutants pourraient étre cup ou portent d'autres

+ . .
v + + comC mutations suppressives

gInR pourrait induire un phénotype cup qui
\% + + comC+ gInR-  permettrait de supprimer ou gInR lui-méme permet
de supprimer.

Table 3 : Récapitulatif des contextes permettant de compenser I’absence de CodY

Le réle de CodY dans la régulation de la compétence a été recherché grace a la souche
D39AcpsAcodY qui porte les deux mutations suppressives fatC**%™ et amiC®***T (chapitre 2).
Les résultats de cette analyse ne sont pas trés concluants. En effet, la comparaison du

phénotype en compétence de la souche sauvage D39Acps, du mutant D39AcpsAcodY et de

98



Chapitre 3

son dérivé codY+ montre que les deux mutants ont un fort phénotype cup. Le r6le de codY
dans cette expérience serait d’atténuer le phénotype cup de son dérivé codY+.

De plus, I’étude du développement spontané de la compétence dans le mutant
fatC::spc®*“ amiC9 codY et dans son dérivé codY+ montre un effet inverse.

Au vu de ces résultats, il est difficile de conclure sur une éventuelle répression de la

compétence par CodY.

11.2) CodY réprime-t-elle la compétence ? Utilisation de comA::ery”*
Au début de ce travail, nous avions propose que CodY pourrait réprimer la

compétence. Malgré I’absence de codY-box devant les génes comAB et comCDE, une
régulation par CodY est possible. En effet, il a été montré chez L. lactis, B. subtilis et d’autres
espéces que les promoteurs de certains génes régulés directement par CodY ne portent pas la
séquence consensus (Guedon et al., 2005 ; Guedon et al., 2005 ; Belitsky et Sonenshein,
2007 ; Majerczyk et al., 2010 ; Malke et al., 2006 ; Lemos et al., 2008 ; Hendriksen et al.,
2007). Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé I’expérience préliminaire suivante.

La souche D39AcpsAcodY et son dérivé codY™ ont été transformées avec I’ADN d’une
souche comA::ery”. Dans cette souche le géne comA est inactivé par I’insertion d’une cassette
de résistance a I’érythromycine (anti-transcrite par rapport a comA). Le promoteur de cette
cassette de résistance est tres faible et il a été montré que son expression était dépendante de
I’expression du gene dans lequel il est inséré (Martin et al., 2000). Si CodY réprime la
compétence, alors dans le mutant codY, le niveau d’expression des genes précoces (dont
comA) sera augmenté. Alors I’expression de la cassette de résistance a I’érythromycine sera
diminuée, et les transformants comA::ery” n’auront pas une croissance normale sur boite
contenant de I’érythromycine. La figure 35 présente les résultats obtenus.

La souche sauvage, la souche D39AcpsAcodY et son dérivé codY+ acceptent avec une
fréquence équivalente la mutation comA::ery”*. Ceci confirme les résultats obtenus a la figure
34 et montre que I’induction de la compétence n’est pas nécessaire a la suppression. En
revanche, on voit clairement que les colonies obtenues dans la souche D39AcpsAcodY sont
extrémement petites. Ce résultat indique que dans cette souche I’expression de la cassette de
résistance a I’érythromycine est faible et par conséquent, celle de comA est augmentee.
L’expression du géne comA est augmentée dans le mutant codY. En revanche, pour la souche
qui porte les deux suppresseurs mais qui est codY+, la taille des colonies est équivalente a
celles de la souche sauvage. Il semble donc que la réduction de I’expression du gene comA
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soit essentiellement due & I’absence de CodY. Il semble donc que CodY ait un effet négatif

sur I’expression du gene comA, et par conséquent sur la compétence.

Figure 35 : Effet de comA::ery” sur la viabilité des souches codY-socY
A. Transfert de comA::ery® dans les souches codY-socY. L’ADN de la souche R1926
(comA::ery® str4l) a été utilisé comme donneur pour la transformation des souches wt,
TD82 ; codY-socY (fatC*®®"; amiC®***°") TD83; socY (fatC“**®"; amiC®***°"), TD96. B.
Les boites de transformation (sélection Ery™) ont été photographiées aprés 48h de croissance &
37°C. Les colonies codY-socY-comA::ery” sont trés petites et ne se développent pas méme
apres 72h.

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour confirmer cet effet. Le suivi
de I’expression de comA par une fusion transcriptionnelle entre comA et le gene de la
luciférase pourrait permettre de confirmer les résultats de cette expérience. De plus
I’expression du géne comA étant sous la dépendance de ComE, le suivi de I’expression de
comCDE pourra nous permettre de savoir si cette régulation est dépendante de ComE et/ou du
CSP.

Pour finir, il serait intéressant de savoir si la protéine CodY est capable de retarder sur
gel une sonde portant la région promotrice des génes comA et comC. Cette expérience
permettrait de déterminer si le role répresseur de CodY est direct ou indirect.
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La protéine CodY semble étre un répresseur de la compétence. Ceci est en accord avec
notre modele de départ faisant intervenir le transport de peptides via Ami/Obl dans la

régulation. Cependant, il reste encore beaucoup de travail pour démontrer cet effet.
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1) Matériel et méthodes

Souches, plasmides et oligonucléotides utilisés :

Chapitre 3

Souche Génotype/description Référence

Streptoco_ccus

pneumoniae

D39Acps D39 Acps::kan ; Kan® (Hendriksen et al.,
2007)

D39AcpsAcodY | D39 Acps::kan AcodY::trim (amiC®**°T fatC*%T) ; (Hendriksen et al.,

Kan®, Trim®, (Mtx®) 2007)

R246 R800 mais hexAA3::ermAM ; EryR (Mortier-Barriéere et
al., 1998)

R304 dérivé R800, novl, rif23, str4l ; Nov®, Rif?, Strt (Mortier-Barriére et
al., 1998)

R800 dérivé R6 (Lefevre et al.,
1979)

R1501 R800 mais comCy (Dagkessamanskaia
et al., 2004)

R1502 R1501 mais ssbB::luc (sshB*) ; Cm® (Dagkessamanskaia
et al., 2004)

R1926 R800 mais comA::ery” str41 ; EryR, Str® Ce travail
(Caymaris et al.,,

R2438 R1501 mais codY*"*'* str41 ; Kan®, SpcR, Str®
2010)

R2597 R1502 mais codY*, ?::?codY::trim?::? ; Cm", Trim® Ce travail

R2641 R895 mais kan®*“::codY+ str41 ; CmR, Kan®, Str? Ce travail

R2644 R895 mais spc®©::codY+ str4l ; Cm®, Spck, StrR Ce travail

R2994 R800 mais comA::spc*? str4l ; Spc®, Str¥, Ce travail

R3021 R1501 mais ccpA::kan'* ; Kan® Ce travail

R3015 R1501 mais gInR::kan®*® ; Kan® Ce travail
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R3022 R1501 mais codY::trim, ?::2codY*?::? ; Cm®, TrimR Ce travail
R3023 R1501 mais codY::trim, ?::2codY*?::? ; Cm®, Trim® Ce travalil
o (Caymaris et al.,
TD80 D39Acps mais aliA+
2010)
) 8 R —. n |(Caymaris et al,
TD80 D39AcpsAcodY (socY) mais str4l ; Kan™, Str™, Trim
2010)
Caymaris et al.,
TD81 TD80 mais codY::spc*; Kan®, SpcT, StrR (Cay
2010)
(Caymaris et al.,,
TD82 D39Acps mais ssbB::luc (ssbB*) ; CmR, Kan®
2010)
D39AcpsAcodY mais ssbB::luc (ssbB*) ; CmR, Kan®,|(Caymaris et al,
TD83
Trim® 2010)
TD84 D39Acps mais amiC9 ; Kan®, Mtx® Ce travail
. (Caymaris et al.,
TD97 TD83 mais codY+ ; Kan 2010)
TD139 D39Acps mais hexAA3::ermAM ; Ery®, Kan® Ce travail
TD129 D39Acps mais fatC::spc®*© ; Kan®, Spc® Ce travail
TD130 TD129 mais amiC9 ; Kan®, Mtx® Ce travail
TD131 TD129 mais fatC::cm®*; CmR, Kan® Ce travail
TD132 TD129 mais fatC::cm®*; CmR, Kan®, Mtx® Ce travail
TD141 TD131 mais hexAA3::ermAM ; CmF, Ery®, Kan® Ce travail
TD142 TD132 mais hexAA3::ermAM ; Cm® Ery®, Kan®, Mtx® | Ce travail
TD143 TD84 mais hexAA3::ermAM ; EryR, Kan®, Mtx® Ce travail
TD169 TD41 mais codY*™*; Kan®, Ery® Ce travail
TD170 D39Acps mais str41; Kan®, Str® Ce travail
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oligonucléotides

Séquence ; géne ; position

AmiF1 GCCTTGCTTTCAGCGGTACCAAT : amiF : +789 g%%;nafis et al,
CAAGGATCAGTTTTCCCATATTTTCG ; codY : . |

CodY1 (Caymaris et al.,
+1636 2010)

CodY2 CTTCGTGTCCTTCGTGACTTTA : codY : -1004 g%%;naris et al,

CodY4 CAGAGGAGCAGTTGCAGGATG : codY : +73 Ce travail

CodY6 GTTAAGAAGCTGAATCCCAACAAC ; codY ; +480 |Ce travail

CodY10as AATGCCGACAGTGAGGGCAG : codY : +5866 Ce travail

CodY10s ATAGACCGCATGGTTTACCC : codY : -5074 Ce travail
tgaatcATGaCACATTTATTAGAAAAAACTAG ; . |

CodYatg — (Caymaris et al.,
codY ;0 2010)

CodYstop aaattggatcCTTTGTCATTAGTAATCTCTTTTC ; codY (Caymaris et al.
- +797 2010)

Codvi atcctcatGATTAAATTCGAGGTGAAAAATGGC :

0 ros i
codY : -20 Ce travail

CcpAl CTCAAACGGAACTATTCGAAACTA ; ccpA ; -530 | Ce travail

CcpA2 GCTCAAAAATTAGAAAGCCTTCTG ; ccpA ; +1496 | ce travail

FatC1 TAAAAGCAAACATACCAAGC : fatC : +8 g%%;nafis et al,

FatC2 TAAAGAATAAGAAGCCACCC : fatC : +928 g%%;nafis et al,

GInR1 ATGGACGCTATCGTGAAACAACC ; gInR ; -922 | ce travail

GInR2 GCGTTATTTCCTTCTGCATCAAAC ; gInR ; +1169 | Ce travail

Kanl ATCATGTCCTTTTCCCGTTCCAC : kan: +191 g%%;nafis et al,

MP188 TTCATTTTCACCAACCAGGTTAC : codY: +1032 g%%;“aris et al,
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MP189 ATTGGCTGCTGAGTTTACTCCAG ; codY; -618 g%%;nafis et al,
Triml GGTTTGGTAAGGGCTTGCCTAT ; dfrl3; +187 Ce travail
Trim2 GGAGCCGAGGTATATGCGCT ; dfr13; +309 Ce travail
1440 1 CGACCTCCCTTAGCTTTACC ; spr1440 ; +593 Ce travail
1440 2 GTTGCGACAGACGTTGCAGC ; spr1440 ; +93 Ce travail
scodY1 GGTGACAGCAGTACGACGAC ; codY; +51 Ce travail
scodY?2 TTACATCAATTTTGAAACGC ; codY; +511 Ce travail
sentB1 CATTTTCACCAACCAGGTTA ; entB ; +1379 Ce travail
sentB2 GATGCCATTAGCAAGGTAAC ; entB ; +879 Ce travail
strim1 CCGGTACCGTTACGACGCGC ; dfr13; +500 Ce travail
strim2 ATGAACCCGGAATCGGTCCG ; dfr13; 0 Ce travail

Table 4 : souches, plasmides et oligonucléotides utilisés dans cette étude

Ap®, résistance a I’ampicilline ; CmR, résistance au chloramphénicol ; Ery®, résistance a
I”érythromycine ; Kan®, résistance & la kanamycine ; Mtx®, résistance au methotrexate ; Nov®,
résistance & la novobiocine ; Rif", résistance & la rifampicine. Spc®, résistance a la
spectinomycine ; Str®, résistance a la streptomycine ; TrimR, résistance au triméthoprime.

Les minuscules indiguent I’extension qui a permis I’introduction de sites de restriction (Ndel,
BamHI, respectivement, dans CodYatg et CodYstop; séquence soulignée) dans
I’oligonucléotide. Les codons d’initiation et les codons stop sont en gras. La position des
oligonucléotides est donnée par rapport a I’ATG du gene correspondant ; - et + indique en
amont et en aval respectivement. C et A indiquent, respectivement, I’orientation co-transcrite
et antitranscrite de la cassette de résistance aux antibiotiques des transposons insérés par
rapport au géne ciblé.

Milieux et conditions de culture :

La composition des milieux C+Y, THY (pH ajusté a 6.8) et Gélose D est décrite par
G. Alloing (Alloing et al., 1996) ; Luciférine (D-Luciferin firefly, Euromedex, ref 8240B) :
solution a 2.7 mg/mL préparée en milieu C+Y ; CSP : solution mére de CSP1 synthétique a
100 pg/mL en sodium acétate conservée a —20°C ; Antibiotiques : sélection sur boite :

kanamycine (SIGMA) utilisee en solution aqueuse a 250 pg/mL, spectinomycine (SIGMA)
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utilisée en solution aqueuse a 100 pg/mL, streptomycine (SIGMA) utilisée en solution
aqueuse a 200 pg/mL ; Sérine hydroxamate : gamme préparée a partir d’une solution aqueuse
meére a 2 mg/mL ; triméthoprime (SIGMA) utilisé en solution 100% DMSO a 20 pg/mL.

Mutagenése mariner:

Les genes d’intérét : ccpA et gInR ont été amplifiés par PCR fidele avec la Phusion
(Ozyme) et les couples d’oligonucléotides CcpAl/CcpA2, GInR1/GINR2 respectivement
ccpA, gInR. Les produits PCR purifiés ont été soumis a la mutagenese mariner (Prudhomme
et al., 2007). Les produits de mutagenese ont ensuite été transformés dans la souche R1501.

Transformation :

Les méthodes de préparation des cellules sont décrites dans (Martin et al., 1995). Les
cellules sont mis en croissance dans du milieu C+Y (ajusté a pH6.8) jusqu’a une DO (a
550nm) d’environ 0.4, les cellules sont alors lavées et reprises dans du milieu C+Y (pH6.8)
contenant 15 % de glycérol. La préculture est ensuite conservee a -80°C. La préculture est
ensuite ensemencée au 1/100°™ dans du milieu C+Y (pH6.8) et la croissance est menée
jusgu’a une DO (a 550nm) d’environ 0.15. La culture est ensuite concentrée 10 fois dans du
milieu C+Y (pH6.8) contenant 15 % de glycérol. Les cellules précompétentes sont alors
aliquotées et conservée a -80°C La transformation de S. pneumoniae est decrite dans (Martin
et al., 2000). Les cellules precompétentes sont diluées 10 fois dans du milieu C+Y contenant
100ng/mL de CPS1 et incubées 10 minutes a 37°C. Les cellules sont ensuite mis en présence
d’ADN et incubées pendant 20 minutes a 30°C. Une étape d’expression phénotypique est
réalisée dans la masse de gélose D contenant 4.5 % de sang de cheval défibriné pendant 2h a
37°C. Ensuite une deuxieme couche de gélose D contenant I’antibiotique adapté est ajoutée a
la premiere. Les cellules sont ensuite incubées toute la nuit a 37°C. Dans le cas d’une
expression phénotypique liquide, aprés incubation des cellules en présence d’ADN, les
cellules sont diluées 20 fois dans du milieu C+Y et incubées environ 4h a 37°C, puis étalées
dans la masse de gélose D contenant 4,5% de sang et I’antibiotique adapté, et sont incubées
toute la nuit & 37°C.

Localisation des insertions :

Les insertions des minitransposons sont localisées par PCR avec Taqg Core (Q-biogen)
et les oligonucléotides MP127/CcpAl, MP127/GInR1 pour les génes ccpA et gInR
respectivement. L’orientation du transposon est ensuite réalisée par PCR avec Taq Core et un
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couple d’oligonucléotides contenant MP128 et un des deux oligos ayant servi a amplifier le
gene a muter. Les produits PCR ont ensuite été séquenceés et les insertions localisées

précisément.

Echange de cassette de résistance

Le plasmide pR409 a été linéarisé par digestion (Bsal) puis purifié sur gel
(QIAQUICK PCR purification kit, Qiagen). L’ADN ainsi obtenu a été transformé dans la
souche R2438 et les transformants selectionnés sur boite contenant de I’érythromycine.

Test de la stabilité génétique des différents contextes suppresseurs
Ce test est realise a partir des différents mutants obtenus par transformation des souches

sauvages R1501 et D39Acps par I’ADN chromosomique des souches TD80 ou TD81

Figure 36 : test de stabilité du contexte
suppresseur

A. Les différents mutants sont transformés
par I’ADN chromosomique des souches
R2641  (kan™ ::codY+) ou  R2644
(spc®::codY+). Les mutants obtenus étant
Kan® (ou Spc®) et Trim® portent le
minitransposon et le géne codY sauvage.
Les mutants portant une structure géenétique
non stable (e.g. duplication de la région
codY) portent donc deux copies de codY
sauvage. B. Ces mutants ne portant plus de
mutation dans codY, il n’y a donc plus
aucune pression de sélection qui permet de
conserver cette structure particuliere. Cette
structure est alors perdue au cours des
générations.

C. Les transformants codY+ sont alors
transformés par I’ADN de la souche TD80.
Les mutants stables qui portent des
mutations suppresseurs (étoiles vertes) dans
le génome vont permettre la réintégration de
la mutation codY a haute fréquence. En
revanche, les mutants codY+ qui n’avaient
pas une structure stable ne pourront pas
réintégrer la mutation codY a haute
fréquence, car la structure qui permettait de
compenser I’absence de CodY a été perdue
au cours des générations.
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Construction de la souche TD97

La souche TD83 a été transformeée avec un fragment PCR amplifie avec les
oligonucléotides CodY1/CodY?2 sur la souche R304. Les transformants ont été striés sur boite
contenant du triméthoprime et sur boite sans sélection. Les transformants sensibles au

triméthoprime ont été sélectionnes et vérifiés par PCR. Un de ces clones a été nommé TD97

Etude de la structure génomique par champs pulsés

Les souches ont été cultivées en THY jusqu’a une DO de 0,2, puis lavées dans un
tampon TEE (Tris (pH9) 10mM, EDTA 100mM, EGTA 10mM) et concentrées a DO ~1,6 en
TEE. Les cellules ont ensuite éte meélangées (1V/1V) avec du LMP (Low Melting Point)
agarose 2% (dans TEE) et déposées dans les moules rectangulaires d’environ 100ul. Une fois
les blocs de cellules polymérisés, les blocs sont traités par 2.5ml (pour environ 10 blocs) de
TEE contenant 0,05% de Sarcosyl et 0,2% de DOC (Déhoxycholate) pendant 2 a 3h a 37°C.
Les blocs sont ensuite transférés dans 2.5 ml de tampon de lyse (TEE, 1%SDS, 1mg/ml
Protéinase K) et incubés toute la nuit a 55°C. La protéinase K est ensuite inactivée par un
lavage des blocs pendant 1h a température ambiante dans un bain de 30 ml de TE1X (Tris
pH8 100mM, EDTA 10mM) contenant 0.1 mM de PMSF (Phenyl Methyl Sulphonyl
Fluoride). Les blocs sont ensuite dialysés 3 fois dans un bain de 30 ml de TE1X pendant 1h a
température ambiante.

Un tiers de bloc (environ 35ul) a été transféré dans un tube contenant 250ul de
Tampon NEB4 1X contenant 0,1 mg/ml de BSA et digérés par ajout de 250 U/ml de Smal,
Apal ou Sacll et incubés toute la nuit a 37°C (Sacll) ou a 25°C (Smal, Apal). La réaction de
digestion a éte arrétée par transfert des blocs dans 1ml de TE10/50 (Tris pH8 10mM, EDTA
50mM). Les blocs digérés ont été déposés dans un gel TBE (0.05M) 1% agarose. La
migration a été réalisée a 275V en champs pulsé (CHEF : Contour-clamped Homogeneous
Electric Field) 8s n/s, 8s e/w pendant 13h30, ou 4s n/s, 4s e/w pendant 13h. Les gels ont
ensuite été colorés au BET.

Les gels ont été plongés dans un bain de 800 ml de NaOH 0,5 M, NaCl 0,15 M
pendant 1h a température ambiante puis transférés dans un bain de Tris-Cl pH 7,5; 0,5 M,
NaCl 0,15 M pendant 1h a température ambiante. Les gels ont ensuite été séchés pendant 45
min a 60°C et placés dans des bouteilles a hybridation contenant 25 ml de tampon
d’hybridation (6X SSC, 5mM EDTA, 0.1%SDS, 2,5% lait, 50% Formamide) puis mis dans le
four & hybridation pendant 45 min & 42°C. 25 ng de sondes sont marqués au 2P a-dATP

grace au kit mégaprime DNA labelling system (Amersham). 25ng de sonde marquées (et 7-10
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ng de marqueur lambda (Sigma) et gene ruler (Promega) marqués a la premiére hybridation)
ont été ajoutés dans la bouteille contenant le gel et le tampon d’hybridation. L hybridation se
fait sur la nuit dans le four a hybridation a 42°C. Deux lavages sont effectués avec 30ml de
SSC 2X, SDS 0,1% a température ambiante pendant 20 min. Et deux autres lavages sont
effectués avec 30ml de SSC 0,1X, SDS 0,1% & 60°C pendant 20 min. Les gels hybridés sont
alors révélés au Phosphorlmager.

Les sondes ont été amplifiées par PCR sur la souche sauvage avec les paires
d’oligonucléotides scodY1l/scodY2 (sonde codY), s1440 1/s1440 2 (sonde 1440),
sentB1l/sentB2 (sonde entB) et sur la souche TD80 avec la paire d’oligonucléotides

strim1/strim2 (sonde trim).
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La bactérie Streptococcus pneumoniae est un pathogéne majeur qui provoque de
nombreuses maladies (World Health Organization, 2007). La lutte contre S. pneumoniae
passe par I’utilisation d’antibiotiques et la vaccination. Ces deux stratégies se heurtent a la
grande variabilité génétique de cette bactérie due a la transformation naturelle. Chez S.
pneumoniae, la transformation naturelle est possible lors d’un changement d’état
physiologique transitoire finement régulé appelé compétence. (Claverys et Havarstein, 2002).

Au cours de ma these, je me suis intéressée aux mécanismes permettant I’initiation de
la compétence, et plus particulierement aux effets du métabolisme central sur ce phénomeéne.
L’observation que le transporteur d’oligopeptides Ami/Obl est impliqué dans la répression de
la compétence, nous a amené a penser que le métabolisme pourrait étre percu par les
mécanismes déclenchant la compétence (Alloing et al., 1998), et deux candidats ont été
retenus : le ppGpp et CodY. Leur rdle dans la régulation de la compétence a été analysé.

) ROle du ppGpp dans la régulation de la compétence

Pour étudier le réle du ppGpp dans la compétence, nous avons utilisé la sérine
hydroxamate. Cette molécule étant capable chez E. coli d’induire une augmentation drastique
de la concentration intracellulaire en ppGpp (Tosa et Pizer, 1971b ; Tosa et Pizer, 1971a),
nous avons émis I’hypothése que cette molécule aurait le méme effet chez S. pneumoniae. Les
résultats obtenus (chapitre 1) montrent que cette molécule est capable d’induire la compétence

du pneumocoque.

.1) Production de ppGpp chez S. pneumoniae
Quand mes travaux sur I’implication du ppGpp dans la régulation de la compétence

ont été realises, aucun article n’était paru sur la réponse stringente chez S. pneumoniae. Nous
avons remarqué que les deux genes rshA et rshQ sont impliqués dans la synthése de
ppGpp comme publié récemment chez S. mutans (Lemos et al., 2007). La protéine RshA, qui
contient les domaines de synthése et de dégradation du ppGpp ainsi que des domaines de
régulation, est responsable de la synthese majoritaire de ppGpp (Kazmierczak et al., 2009). La
protéine RshQ, qui est une protéine de petite taille qui contient uniqguement le domaine de
synthése, est capable de produire du ppGpp (Battesti et Bouveret, 2009). Nous avons montré
qu’en milieu carencé en présence de sérine hydroxamate a forte concentration, RshA

synthétise du ppGpp. Dans ces conditions, aucune activité de synthése de ppGpp n’a pu étre
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mise en évidence pour RshQ. Les conditions utilisées ne sont probablement pas optimales
pour réveler I’activité de synthése portée par RshQ. Des expériences complémentaires de
dosage de ce nucléotide devront étre menées dans différentes conditions de culture pour
révéler I’activité de RshQ. Par exemple, le dosage du ppGpp au cours de la croissance du
mutant rshA en milieu C+Y devrait pouvoir révéler la synthése de ppGpp par RshQ.

1.2)  ppGpp un activateur de la compétence
Nous avons également montré que I’induction de la compétence en réponse a la sérine

hydroxamate n’est pas uniquement médiée par le ppGpp. En effet, la SHX est encore capable
d’induire la compétence dans une souche double mutante rshA rshQ. Cependant I’observation
que la cinétique d’induction de la compétence en réponse a la SHX est ralentie dans la souche
incapable de produire du ppGpp montre que le ppGpp est un agent activateur de la
compétence. Le ppGpp semble « accélérer » la réponse. En outre, le niveau basal d’expression
des genes de compétence est legérement diminue dans le double mutant rshA rshQ.

Le ppGpp joue probablement un r6le activateur de la compétence en augmentant
I’expression basale des génes de compétence. Ceci est cohérent avec I’augmentation de
I’expression des genes comA et comC en réponse a la muporicine (Kazmierczak et al., 2009).
Or, il a été déemontré qu’une augmentation du niveau basal d’expression des genes de
compétence est responsable de I’initiation de la compétence dans des milieux ou la souche

sauvage en est incapable (Martin et al., 2000).

1.3)  Particularité du mutant rshA
Le mutant rshA a un phénotype particulier. La croissance de ce mutant est ralentie.

L’étude récente de mutants rshA montre qu’en milieu riche la croissance de rshA est sauvage.
En revanche, en milieu minimum, ce mutant est incapable de croitre (Kazmierczak et al.,
2009). Il est envisageable, que dans le milieu C+Y utilisé dans notre étude, un composé limite
la croissance du mutant rshA.

En outre, ce mutant a un phénotype cup (competence up). Dans ce mutant rshA, seule
la protéine RshQ est capable de produire du ppGpp. Cette protéine produit probablement du
ppGpp en réponse a différents signaux au cours de la croissance. En I’absence de RshA, le
ppGpp produit ne peut pas étre dégrade (RshQ ne porte pas le domaine de dégradation). Ceci
augmente la concentration en ppGpp dans la cellule. Le ppGpp étant un agent inducteur de la
compétence, celle-ci est donc déréprimée dans le mutant rshA.
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1.4)  Differents modeles de mode d’action du ppGpp sur I’induction de la
compétence
Lorsque la compétence est induite par la sérine hydroxamate, I’induction se fait de

maniere plus précoce dans la souche sauvage que dans la souche incapable de produire du
ppGpp. Le ppGpp semble activer la boucle autocatalytique qui aboutit a I’induction de la
compétence. Cette action peut étre médiée de différentes maniéres: soit en activant
I’expression de comCDE ou de comAB, soit en provoquant dans la cellule des changements
qui engendrent a leur tour I’induction de la compétence.

Chez E. coli, le ppGpp est responsable de la diminution de la transcription des ARN
ribosomiques (Krasny et Gourse, 2004). L’ARN polymeérase est alors disponible pour la
transcription d’autres geénes. Les génes de compétence en font peut-étre partie chez S.
pneumoniae.

Le ppGpp est une alarmone capable de produire un changement global dans le profil
d’expression des genes et dans la physiologie de la cellule chez E. coli (Cashel et al., 1996).
Par exemple, la production de ppGpp a pour conséquence de faire diminuer la concentration
de son précurseur le GTP. De plus, le ppGpp est capable d’inhiber la synthése de GTP
(inhibition de I’IMP deéshydrogenase chez B. subtilis (Ochi et al., 1982)). Dans des mutants de
S. pneumoniae de genes impliqués dans la synthése de GTP : guaA et guaB, la compétence
est déréprimée (Marc Prudhomme, communication personnelle). De plus, I'utilisation de
décoyinine (agent permettant d’inhiber la synthése de GTP) conduit a I’induction de la
compétence. Le GTP pourrait donc étre un signal permettant de réprimer la compétence.

En outre, le ppGpp est également capable de bloguer la réplication au niveau de
I’initiation chez E. coli (Chiaramello et Zyskind, 1989) et de I’élongation chez B. subtilis
(Wang et al., 2007). 1l est donc possible que le blocage de la réplication soit un signal
permettant I’induction de la compétence. Des expériences préliminaires réalisées au
laboratoire montrent que certaines molécules capables de bloquer les fourches de réplication
sont capables d’induire la compétence (Vanessa Khemeci, communication personnelle).

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour répondre a ces questions,
des études de transcription in vitro en présence de ppGpp ou de GTP pourront étre utiles pour

élucider ce mécanisme.

Le ppGpp a donc un effet activateur de la compétence. Le mécanisme de cette

régulation reste encore a élucider.
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1) ROle de CodY dans la régulation de la compétence

I1.1) codY est un gene essentiel
Pour déterminer le role de CodY dans la régulation de la compétence, nous avons

essaye d’obtenir un mutant codY. Mes travaux montrent que codY est un gene essentiel chez
S. pneumoniae R800, et D39. R800 et D39 étant des descendants d’un méme isolat clinique, il
serait intéressant de savoir si cette propriété est commune a tous les contextes génétiques de S.
pneumoniae. De plus, chez différentes especes de microorganismes, des mutants de ce géene
ont pu étre obtenus.

Le régulon CodY a été déterminé chez S. pneumoniae a I’aide d’une souche mutante
pour codY (Hendriksen et al., 2007). Nous avons démontré que cette souche porte deux autres
mutations dans les génes amiC et fatC qui permettent de compenser I’absence de CodY. Il est
donc envisageable que chez d’autres especes assez proches de S. pneumoniae, le gene codY
soit essentiel, mais que cette propriété ait été masquée par la présence de mutations

suppresseurs dans les souches mutantes.

11.2) Viabilité des mutants codY
L’essentialité de codY suggere que ce régulateur contrdle des génes dont la fonction

est cruciale pour la survie de S. pneumoniae. CodY réprime fat, opéron impliqué dans le
transport du fer (Hendriksen et al., 2007). Dans un mutant codY, il y aura donc une
dérépression de I’import du fer (Hendriksen et al., 2007). De plus, CodY réprime également
ami, opéron impliqueé dans le transport de peptides. Un transporteur de peptide homologue est
également impliqué chez E. Coli dans I’utilisation du fer de I’heme (Létoffé et al., 2006). Il
est donc possible que le transporteur Ami de S. pneumoniae soit également impliqué dans ce
processus. Dans un mutant codY, la dérépression de ces deux opérons peut générer un grand
stress oxydatif.

CodY est également impliqué dans I’activation du gene dpr. Dpr est une protéine
impliquée dans la résistance au stress oxydatif (Pulliainen, 2002). Dans un mutant codY, la
quantité de Dpr est diminuée. Si on considéere la surexpression de I’export du fer et la
diminution de la quantité de protéine Dpr dans un mutant CodY, le stress oxydatif engendré
doit étre suffisamment intense pour inhiber la croissance de S. pneumoniae. L’inactivation des
opérons fat et ami semble donc étre un moyen suffisant pour réduire I’import de fer et le stress

oxydatif.
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11.3) Plusieurs contextes génétiques permettent de supprimer I’inviabilité
des mutants codY

L’étude de différents mutants codY obtenus par transformation d’une souche sauvage
dans deux contextes génétiques différents (R1501 et D39Acps) par I’ADN de la souche
D39AcpsAcodY montre que les mutations amiC®***®T et fatC“**®*" ne sont pas les seules
mutations capables de compenser I’absence de CodY. En effet, la majorité des mutants

obtenus par cette technigque ne portent pas les mutations fatC et amiC.

11.3.1)  Mérodiploidie et essentialité de codY.
Une partie des mutants codY portent également une copie sauvage de codY. Ces

mutants qui portent une duplication du locus codY sont mérodiploides. Nous avons montré
que les différents mutants mérodiploides ont une structure génétique différente. De plus,
I’étude de la structure chromosomique de la souche mérodiploide R2597 par deux méthodes
montre que la duplication de la région codY contenue dans cette souche n’est pas stable et
qu’elle peut étre remaniée au cours de la croissance.

Le séquencage génomique de cette souche a permis de mettre en évidence I’étendue de
la duplication. Une séquence répétée dans le génome de S. pneumoniae, 1S861, est présente
dans les régions qui bornent cette duplication. Il est possible que cette IS joue un réle dans la
formation de ces duplications. Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour Vvérifier

cette hypothese.

11.3.2)  La mutation fatC“**®" n’est pas essentielle pour compenser I’absence de CodY
en contexte D39Acps.

L’observation qu’aucun clone issu de la transformation de la souche D39Acps par
I’ADN D39AcpsAcodY ne porte pas la mutation fatC“*®®", suggére que cette mutation n’est
pas essentielle pour compenser I’absence de CodY dans ce contexte. Ceci nous a conduit a
vérifier si les deux mutations fatC et amiC sont nécessaires pour supprimer I’inviabilité de
codY dans le contexte D39Acps. Dans ce contexte, la mutation amiC est suffisante.

Alors pourquoi la souche D39AcpsAcodY construite par W. Hendriksen porte-t-elle la
mutation fatC ? Cette souche a été construite en transformant un fragment PCR contenant le
marqueur Acps::kan dans la souche D39AcodY. C’est donc dans un contexte D39 que le
mutant codY a été construit et non pas en contexte D39Acps. Il est probable que dans le
contexte D39, la mutation fatC soit nécessaire (voir chapitre 2). La différence entre ces deux
contextes est la mutation Acps::kan. Cette mutation introduit 2 différences avec la souche

D39 : une absence de capsule et une mutation dans le géne aliA. Comme démontré au chapitre
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2, en contexte R800, les mutations amiC et fatC sont nécessaires. Or, la souche R800 est
décapsulée tout comme D39Acps mais ne porte pas de mutation aliA. La mutation aliA
pourrait étre responsable de ce phénotype particulier. Pour prouver cette hypotheése, il faudra
déterminer I’effet des mutations fatC et amiC dans la suppression en contexte D39, D39 aliA,
R800 aliA.

11.3.3) ROle de la compétence dans la suppression ?
Les mutations fatC et amiC, qui compensent I’absence de CodY, dérépriment la

compétence. La compétence étant considérée comme une reponse genérale au stress
(Prudhomme et al., 2006 ; Claverys et al., 2006), son activation pourrait contrer le stress
oxydatif présent dans les mutants cody.

Au cours de ces travaux, nous avons montré que I’inactivation de I’export de CSP
n’est pas delétere pour la survie des mutants codY. Mais, les mutant fatC amiC codY sont
peut-étre capables d’induire la compétence de maniére CSP-indépendante. Ce genre de
phénotype a déja été observé pour des mutants comD et comE (Martin et al., 2000 ;
Echenique et al., 2000). De plus, une augmentation du niveau basal d’expression des génes de

compétence est peut-étre suffisante pour protéger la cellule du stress oxydatif.

11.3.4)  D’autres contextes possibles ?

Cette analyse a également permis de mettre en évidence que certains mutants ne

C**T ni la mutation amiC®***°". Ces clones sont peut-étre mutants

portent ni la mutation fat
pour d’autres génes du transporteur Ami et/ou pour d’autres genes impliqués dans le transport
du fer (chez S. pneumoniae 3 opérons sont impliqués dans I’import du fer).

De plus, au cours de ce travail, trois candidats supresseurs ont €té testés: ccpA,
rshA/rshQ et gInR. Aucun de ces trois mutants n’est capable de compenser I’absence de CodY
en contexte R800. Or, un mutant gInR codY a été construit (Kloosterman et al., 2006). Ce
mutant ne porte pas les mutations amiC®*** et fatC“**®". 11 est donc possible que la mutation
gInR soit suffisante pour compenser I’absence de CodY. Si c’est le cas, cette suppression n’est
possible qu’en contexte D39. En effet, mes travaux montrent qu’en contexte R800, gInR n’est

pas suffisant pour compenser I’inviabilité des mutants codY.

11.4) Effet de CodY sur la régulation de la compétence.
Les résultats contradictoires des expériences réalisées au chapitre 2 ne permettent pas

de déterminer I’effet regulateur de CodY sur la compétence.
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De plus, une expérience préliminaire montre que dans un mutant amiC fatC codY,
mais pas dans un mutant amiC fatC, I’expression du gene comA est augmentée. Il semble
donc que CodY soit impliqué dans la répression de I’opéron comAB. Le taux d’expression de
cet opéron est essentiel pour la régulation de la compétence. En effet, lorsque son expression
est diminuée, la compétence est réprimée, et quand son expression est augmentée la
compétence est activee (Martin et al., 2000). CodY semble donc étre un répresseur de la
compétence. Un suivi de I’expression de comA au cours de la croissance dans un mutant codY
pourra confirmer ces observations préliminaires. De plus, des expériences de retard sur gel
d’un fragment d’ADN portant le promoteur du géne comA en présence de la protéine CodY

seront nécessaires pour déterminer si cette régulation est directe ou non.

Ce travail a permis de montrer que le ppGpp joue un réle activateur de la compétence
et que CodY la réprimerait. CodY et la réponse stringente sont toutes deux impliquées dans la
réponse aux carences en acides aminés. Ces deux voies de régulation de la compétence sont
probablement complémentaires de maniere a réguler finement la compétence en fonction des
différentes réserves en nutriments dans le milieu extérieur. Chez B. subtilis qui possédent une
protéine CodY réactive au GTP, la réponse stringente et la régulation par CodY sont
interconnectées. En effet, la diminution du GTP induite par la réponse stringente permet la
dérépression des génes sous la dépendance de CodY (Inaoka et Ochi, 2002). Chez S.
pneumoniae, cette interconnection est impossible car CodY n’est pas sensible aux
changements de concentrations en GTP. En outre, il a été montré chez S. pyogenes que
certains genes sont régulés a la fois par CodY et la réponse stringente. C’est probablement le
cas des genes de competence chez S. pneumoniae.

Le ppGpp et CodY ne sont certainement pas les seuls signaux mis en jeu dans la
régulation de I’initiation de la compétence. L’accumulation de CSP au cours de la croissance
se fait probablement de maniére plus ou moins passive, et certaines protéines régulatrices ou
certains signaux comme le ppGpp ou CodY peuvent «accélérer» ou «freiner » cette
accumulation. Ainsi, le niveau critique de CSP pour la mise en route de la boucle
autocatalytique est atteint plus ou moins rapidement (figure 37). Ceci permet probablement
une régulation multifactorielle de la compétence. De nombreux travaux supplémentaires
seront probablement nécessaires pour établir une liste exhaustive des signaux impliqués dans

la régulation de ce phénomene.
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Figure 37 : signaux régulateurs de la compétence.

Une boucle autocatalytique induit I’expression des génes précoces dont comX. ComX active
ensuite I’expression des genes tardifs de compétence. La régulation de I’initiation de la
compétence peut se faire a plusieurs niveaux. Les signaux régulateurs (éclairs rouge et vert)
peuvent activer ou réprimer la compétence en agissant sur: 1: la diffusion du CSP, 2: la
reconnaissance comD/CSP, 3 : la transduction du signal entre ComD et comE, 4 : I’activité
d’activateur transcriptionnel de comE, 5 : la capacité de transport du CSP, 6 : la fixation du
facteur sigma-X a I’ARN polymérase, 7 : I’activité transcriptionnelle du complexe ComX-
ARN polymerase. Le ppGpp joue un rdle activateur de la compétence. Il pourrait agir sur le
transfert de signal entre ComD et ComE, sur I’expression des opérons comCDE et comAB, ou
sur I’export du CSP. CodY pourrait réprimer la compétence. Elle pourrait diminuer le niveau
d’expression de I’opéron comAB.
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ANNEXE A : induction de la compétence par différentes
concentrations de sérine hydroxamate
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Figure A : Effet de I’ajout de
différentes concentrations de sérine
hydroxamate (SHX) sur I’induction

de la compétence.
L’induction de la compétence en
réponse a la SHX a été suivie
(Prudhomme et al., 2006).
Le suivi de la compétence est réalisé
grace a une fusion ssbB::luc et exprimé
en RLU/DO (échelle de gauche;
courbes vertes). Le suivi de la
croissance est réalisé en mesurant la
densité optique de chaque culture
(échelles de droite ; courbes grises).
L ajout de SHX est réalisé au bout de
70 minutes (indiqué par une fléche
violette).
L’ajout de SHX a 0.2 mg/ml n’a pas
d’effet sur la croissance. Plus on
augmente cette concentration plus la
croissance est ralentie.
L’ajout de SHX provoque une
induction de la compétence tres faible
pour la concentration 0,2 mg/ml. Cette
induction est plus forte quand on
augmente la concentration de SHX.
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ANNEXE B Etude de la structure génique de la souche
D394cpsAcodY
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Les souches sauvage TD82 (D39Acps ssbB::luc), mutante TD83 D39AcpsAcodY ssbB::luc et
son dérivé codY+ (TD97) ont été cultivées en milieu THY jusqu’a une DO de 0,2. Les cellules
ont été lysées et leur ADN digéré par les enzymes Smal, Apal et Sacll. Les différents
fragments obtenus ont alors été soumis a une électrophorese en champs pulsés et des sondes
radioactives spécifiques du locus codY ont été utilisées pour visualiser les fragments
contenant codY sauvage et/ou mutant.

Les résultats sont présentés a la figure B1.

Le profil observé en coloration au BET correspond a celui que I’on attend d’apreés les
données de séquencage (souche D39 (Lanie et al., 2006)) (voir figure B.2 présentant la carte
génétique attendue pour la souche TD82 et son dérivé codY-). La seule différence que I’on
note dans les profils sauvage et mutant est la disparition des bandes 4, 14 et 8 dans les
digestions Smal, Apal et Sacll respectivement au profit de I’apparition de bandes 4.1 et 4.2,
14.1 et 14.2, et 8.1 et 8.2 dans les digestions Smal, Apal et Sacll respectivement (voir figure
B2 et table B1).

TD82
sonde codY trim entB 1440
n° | attendu | obtenu ~ | n° |attendu | obtenu ~ | n° |attendu| obtenu~ | n° |attendu| obtenu ~
Smal 4 | 224593 | 225000 - - - 4 | 224593 | 225000 4 | 224593 | 225000
Apal 14| 44627 | 45000 - - - 14 | 44627 | 45000 14 | 44627 | 45000
Sacll 8 | 97504 | 97000 - - - 8 | 97504 | 97000 8 | 97504 | 97000
TD83
sonde codY trim entB 1440
n° | attendu | obtenu ~ | n° |attendu | obtenu~ | n° |attendu| obtenu~ | n° |attendu | obtenu ~
Smal - - - 4.1 1198858 | 200000 | 4.1 |198858| 200000 | 4.1 | 25726 25000
Apal - - - 14.2| 35086 | 35000 |14.2| 9532 9000 14.2 | 35086 | 35000
Sacll - - - 8.1 | 78963 79000 | 8.1 | 78963 | 79000 | 8.1 | 18532 19000
TD97
sonde codY trim entB 1440
n° | attendu | obtenu ~ | n° |attendu | obtenu~ | n° |attendu| obtenu~ | n° |attendu | obtenu ~
Smal 4 | 224593 | 225000 - - - 4 | 224593 | 225000 4 | 224593 | 225000
Apal 14| 44627 | 45000 - - - 14 | 44627 | 45000 14 | 44627 | 45000
Sacll 8 | 97504 | 97000 - - - 8 | 97504 | 97000 8 | 97504 | 97000

pulsé pour D39Acps et D39AcpsAcodY
Obtenu : estimation sur gel, - : absence d’hybridation.

Table B1 : Taille des fragments attendus et obtenus a I’hybridation du gel en champs

L’insertion de la cassette de résistance au triméthoprime a la place du géne codY dans

D39AcpsAcodY induit I’apparition de nouveaux sites Smal, Apal et Sacll. Dans le mutant
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codY-, la bande de grande taille attendue pour codY est donc scindée en 2 fragments de taille
inférieure au niveau du site de restriction introduit avec la cassette de résistance au
triméthoprime. Ceci explique parfaitement les différences observées dans le profil de la
souche D39AcpsAcodY.

Si la structure du mutant D39AcpsAcodY est correcte, alors, I’hybridation des
différentes sondes révélant spécifiguement codY sauvage, codY::itrim et les deux genes
adjacents devraient réveler la disparition d’une bande par rapport au sauvage et I’apparition de
2 autres fragments de taille inférieure.

La sonde codY révele la présence de codY sauvage dans la souche D39Acps et dans la
souche D39Acps socY dans des fragments dont la taille correspond a la taille théorique (table
B.1). De la méme facon, la sonde trim ne révele la présence de codY::trim que dans le mutant
D39AcpsAcodY. Pour finir, I’hybridation des sondes spécifiques des genes adjacents révele
bien les deux fragments que I’on attend dans le mutant D39AcpsAcodY.

Ces résultats sont tout a fait cohérents avec I’analyse théorique de la structure
génomique de ces souches. Il n’y a donc pas de réarrangement majeur dans la souche
donatrice. Seul un réarrangement mineur (moins de 10 kb) pourrait échapper au crible de ce

test.

Figure B.1 : Etude de la structure génomique de la souche D39AcpsAcodY.

A. Structure schématique du locus codY dans la souche sauvage. B. Structure
schématique du locus codY dans la souche D39AcpsAcodY. En bleu est représenté la zone
remplacee dans codY::trim. L’installation de la cassette de résistance au triméthoprime (drf13)
ajoute au locus des sites de restriction Smal, Apal, et Sacll. Les traits de couleurs représentent
les sondes qui ont été utilisées pour I’hybridation des gels en champs pulsés.

C. D. E. Etude de la structure génomique de différentes souches. L’ADN de
différentes souches a été digeré par I’enzyme Smal (C), Apal (D), et Sacll (E). Les digestions
ont été déposées sur gel TBE. Electrophorese en champs pulsés a été réalisée sur 12h, 8s e/w,
8s n/s. M : marqueur de taille Lambda Hind. Lignes 1, 1c, 1T, 1€, 1s: TD82 (D39Acps).
Lignes 2, 2c, 2T, 2k, 2s : TD83 (D39AcpsAcodY). Lignes 3, 3¢, 3T, 3k, 3s: TD97 (D39Acps
socY). Lignes 1, 2, 3: coloration du gel au BET. Lignes 1c, 2c, 3c : hybridation de la sonde
codY (violet). Lignes 1T, 2T, 37 : hybridation de la sonde trim (bleu). Lignes 1k, 2, 3E:
hybridation de la sonde entB (orange). Lignes 1s, 2s, 3s : hybridation de la sonde 1440 (vert)
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Figure B.1
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Figure B.2
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Figure B2 : Digestion de D39Acps et D39AcpsAcodY par Smal, Apal, et Sacll.

Pour chaque enzyme, la carte de restriction est représentée en noir pour la souche D39Acps.
Les fragments générés par I’intégration de la mutation codY::trim sont représentés en vert.
Chaque tableau représente le numéro et les tailles des fragments attendus pour les deux
souches. Le fragment inscrit en noir est celui qui contient le géne codY. La valeur inscrite en
noir représente la taille du fragment contenant codY, celles inscrites en verts représente la
tailles des deux fragment de la région codY::trim dans le mutant TD83. La fleche indique le
fragment contenant le gene trim.
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ANNEXE C : Etude de souches mérodiploides
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) Qu’est que la mérodiploidie

Une souche mérodiploide est une souche qui porte une duplication plus ou moins
grande d’une partie de son génome soit sur la méme molécule d’ADN soit répartie sur deux
molécules.

Lors de I’étude de I’utilisation du lactose chez E. coli, un état hétérozygote spontané
pour les génes impliqués dans ce processus a été observé. Cette observation a conduit les
auteurs a deux hypotheses : soit un état diploide total soit un état hétérozygote partiel. L’étude
du phénotype complet de ces souches et de leur descendance montre que cette hétérozygotie
est partielle (mérodiploide) et ne s’entend que sur un nombre limité de génes (Lederberg,
1949).

L’etat mérodiploide peut étre obtenu par conjugaison (notamment avec le plasmide F).
Le transfert d’ADN de la souche Hfr vers une souche F- peut aboutir a la formation d’une
souche portant 2 copies d’une région plus ou moins grande du génome (Herman, 1968a ;
Herman, 1968b). La transduction phagique est aussi une source de formation de souches
mérodiploides (Hill et al., 1969).

L’état mérodiploide peut également étre généré lors de transformations naturelles.
Ceci a été démontré chez H. influenzae et S. pneumoniae. Ainsi, cet état permet a une souche
de synthétiser une capsule de 2 types différents (Leidy et al., 1953 ; Austrian et Bernheimer,
1959).

L’état mérodiploide n’est pas stable. Dans le cas de souches résistantes a certains
antibiotiques la merodiploidie est perdue en absence de pression de sélection (e.g. résistance
aux sulfamides (Kashmiri et Hotchkiss, 1975); résistance a la streptomycine et a
I’érythromycine (Ravin et Takahashi, 1970)).

Des cas de mérodiploidie sont également retrouvés dans des isolats naturels. C’est le
cas de la souche de Photobacterium leiognathii mérodiploide pour I’opéron lux-rib qui a éte
isolée dans les eaux du Japon (Ast et al., 2007).

L’étude du mécanisme de transformation chez B. subtilis montre qu’il est possible de
sélectionner des souches merodiploides lors de tentatives d’inactivation de genes essentiels
(Niaudet et al., 1985). Dans cette étude, les auteurs montrent également que cet état
mérodiploide n’est pas stable au cours des générations si la pression de sélection n’est pas
maintenue. Un modéle permettant la création de structures mérodiploides instables qui seront

ensuite résolues en mérodiploides stables a méme été proposé (Regamey et al., 2000).
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1) Etude de la souche mérodiploide R2597

Le premier clone issu du transfert de codY::trim en contexte R1502 s’est révélé étre
mérodiploide. Cette souche a été nommeée R2597. La structure de cette souche a été analysée
de manieére plus poussée.

Pour déterminer la stabilité génétique de cette souche, elle a d’abord été transformée
par un fragment PCR contenant le géne kan®“::codY+ (figure C.1 A).

Figure C.1 : analyse de la stabilité de génétique de la souche R2597
A : Transfert de kan®*“::codY+ dans la souche sauvage (R1502) et la souche R2597 ; ADN
donneur R2641. B : transfert de codY::trim dans la souche TD95 (T : D39Acps spc™*::codY+
socY ™€ amC) sshB:Juc) et dans les clones codY+ issus de R2597 (1 & 8). ADN donneur TD8O0.

La souche R2597 accepte le marqueur kan®C::codY+ avec la méme efficacité que la
souche sauvage. La présence de codY+ n’est donc pas délétére pour la souche R2597. Dix
clones transformants ont été sélectionnés au hasard et 8 d’entre eux avaient incorporé le
marqueur kan®“::codY+ et perdu codY::trim. Ces 8 transformants codY+ ont ensuite été
transformés par I’ADN de la souche TD80. Les résultats sont présentés a la figure C.1 B.
Contrairement a la souche TD95 utilisée comme contrdle pour le transfert de codY::trim , les
8 clones codY+ issus de R2597 sont incapables de réintégrer la mutation codY a haute
fréquence. Le contexte suppresseur de la souche R2597 n’est donc pas stable en absence de la
pression de sélection appliquée par la mutation cody.

La structure de cette souche a donc été étudiée plus en détails.

1.1) Etude PCR
La premiére étape de cette étude a été d’analyser R2597 par différentes amplifications

PCR. La figure C.2 A expose les différents fragments amplifiés et la carte génétique des
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structures codY sauvage et codY::trim. Lors de la construction de la délétion de codY, une
partie de I’ORF de ce géne a été remplacée par une cassette de résistance au triméthoprime.
La taille de la zone insérée est équivalente a celle délétée a 6 paires de bases pres. Ceci
complique légerement I’analyse. En effet, les amplifications par les oligonucléotides
extérieurs aux zones remplacées ont une taille différente de seulement 6 nucléotides entre la
structure codY sauvage et codY::trim et ne sont pas discernables sur gel d’agarose (figure C.2
B lignes 1, 3, 4, 5).

Figure C.2 : Etude de la structure de la souche R2597 par PCR.

A. Structure schématique attendue pour le locus codY::trim et le locus codY (wt). Les
différentes bandes représentent les amplifications PCR réalisées (B). B. Vérification de la
structure des souches TD80 et R2597 par amplification PCR avec les paires
d’oligonucléotides codYrbs-codYstop (fragment/ligne 1 et B), codYatg-codYstop
(fragment/ligne A), codY1-codY2 (fragment/ligne 2), MP188-MP189 (fragment/ligne 3),
codY2-codYstop (fragment/ligne 4), MP189-codYstop (fragment/ligne 5), codYrbs-triml
(fragment/ligne C), trim2-codYstop (fragment/ligne D), codY4-codYstop (fragment/ligne E).
M, marqueur de taille (2-log ladder) Panneaux de gauche : amplifications réaliseées sur TD80.
Panneaux de droite : amplifications réalisées sur R2597
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L’utilisation d’oligonucléotides spécifiques de codY sauvage et de la cassette de
résistance au triméthoprime permet de distinguer les deux types de structures (figure C.2
lignes 2, C, D, E).

Lorsqu’on utilise la souche TD80 comme matrice pour les amplifications PCR, on
obtient le profil caractéristique pour une insertion simple du marqueur codY::trim et la
délétion de I’ORF codY sauvage. Les amplifications realisees avec des oligonucléotides
externes a la zone d’insertion-delétion ainsi que celles réalisées avec des oligonucléotides
internes au géne trim donnent des fragments dont les tailles correspondent aux tailles
théoriques attendues. En outre, les amplifications réalisées avec des oligonucléotides
spécifiques de I’ORF de codY sauvage ne donnent aucun fragment. Ceci confirme que la
souche TD80 porte la mutation codY::trim mais ne porte pas le géne codY sauvage et valide
I’approche.

En revanche, les amplifications réalisées a partir de la souche R2597 donnent toutes
des fragments dont la taille correspond a celles attendues pour la structure codY::trim et codY
sauvage. La souche R2597 porte une copie de codY mutée et une copie de codY sauvage.

Cette étude confirme que la souche R2597 est mérodiploide.

Une étude plus précise de cette structure a donc été réalisée en utilisant la méthode
d’électrophorese en champs pulsés de I’ADN chromosomique digéré. Cette méthode
permettant de séparer de tres grands fragments d’ADN devrait nous aider a résoudre la

structure de cette souche.

11.2) Etude de la structure de la souche R2597 en champs pulsés
L’étude de la structure génomique a été réalisée sur la souche R2597 et sur sa parente

R1502. Les cellules ont été cultivées en milieu THY jusqu’a une DO d’environ 0,2. Elles ont
ensuite lysées. Leur ADN a été digéré par Smal, Apal et Sacll. Les fragments ainsi génerés
ont été separés sur gel d’agarose en champs pulsés (voir Matériel et méthode chapitre 3). Pour
finir un hybridation sur gel a été réalisée avec des sondes spécifiques des génes codY sauvage
et trim. La figure C.3 présente la structure génomique des loci codY::trim et codY sauvage,

ainsi que les résultats des gels d’électrophorése en champs pulsés et des hybridations.
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Figure C.3 : Etude de la structure génomique de R2597 en champs pulses.
A. Structure schématique du locus codY sauvage et codY::trim. L’intégration de la cassette de
résistance au triméthoprime (trim) ajoute des sites de restriction Smal, Apal, et Sacll. Les
sondes utilisées pour I’hybridation des gels sont représentées par des traits violet et bleu.
Hybridation avec la sonde codY (B) et trim (C). Les digestions ont été déposées sur gel TBE.
La migration en champs pulsés a éte realisee sur 12h, 8s e/w, 8s n/s. M : marqueur de taille
Lambda HindlIl.

Les profils de digestion obtenus avec les trois enzymes correspondent aux fragments
attendus pour la souche R1502 d’aprés les données de séquencage de la souche R6 (voir
récapitulatifs des fragments attendus figure C.13 et table C.1). Mais si I’on compare les profils
de R1502codY::trim avec le profil de la souche R2597 obtenus avec les trois digestions, on
remarque que les fragments d’ADN n°4, 15 et 8 (pour Smal, Apal et Sacll respectivement)
sont toujours présents chez le mutant R2597 alors que ces fragments devraient étre remplacés
par 2 fragments de taille inférieure.

De plus ces fragments sont révélés par hybridation avec la sonde codY sauvage (figure
C.3 B et C). La souche R2597 porte une copie du gene codY sauvage comme nous |’avions
déja observé dans I’étude par PCR. Cette copie sauvage semble étre au locus normal puisque

les 3 fragments ou hybride la sonde codY sont ceux que I’on attend pour un profil sauvage.
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R1502 codY trim
n° | attendu | obtenu ~ n° | attendu | obtenu ~
Smal 4 | 224593 225000 - - -
Apal 15| 44627 45000 - - -
Sacll 8 | 97504 97000 - - -
R1502codY::trim/R2597 codY trim
n° | attendu | obtenu ~ n° | attendu | obtenu ~
225000
Smal - - 135000 4,1 | 198858 | 200000
Apal - - 45000 15,2 | 35086 95000
Sacll - - 97000 8,1 | 78963 78000

Table C.1 : Taille des fragments attendus et observés a I’hybridation du gel en champs
pulsé pour R1502 et R1502codY::trim
Les sondes utilisées sont inscrites en rouge. Les tailles des fragments sont indiquées en pb. La
souche R1502codY::trim, est une souche théorique qui porterait une insertion simple de la
mutation codY::trim.

En outre, on remarque également sur le profil Smal, un fragment supplémentaire
d’environ 135 kb (fleche rouge) non prédit dans la structure théorique d’une souche
R1502codY::trim (figure C.13). Ce fragment est également révélé par I’hybridation avec la
sonde codY sauvage. La souche R2597 porterait 2 copies sauvages de codY dans son génome.
Cependant, ce fragment de 135 kb est beaucoup moins intense que les autres fragments du
profil. Ce fragment supplémentaire n’est probablement pas présent dans I’ensemble de la
population mais seulement dans une fraction ayant subit un remaniement génomique au cours
de la croissance.

Le fragment a 224 kb révélé par I’hybridation par la sonde codY sauvage pour
I’enzyme Smal est beaucoup plus intense que celui de 135 kb (fleche rouge). Il est
envisageable qu’une partie de 89 kb (= 224 kb — 135 kb) de ce locus soit spontanément delété
au cours de la croissance (figure C.4). La partie conservée contient au minimum la zone
comprise entre les sites Sacll et Apal autour de codY+ puisque qu’aucun fragment
supplémentaire n’est révélé par hybridation de la sonde codY. La délétion de 89kb permet de

« rapprocher » les deux sites Smal autour de codY pour obtenir un fragment de 135kb.
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Figure C.4 : Modeéle de remaniement du locus codY+ dans une partie de la population
R2597.
Le locus contenant codY est représenté (partie haute) avec les différents sites de restriction
Smal, Apal et Sacll. La zone représentée en rouge correspond a la zone délétée de 89 kb.

Les géenes contenus dans la partie de 89 kb délétés doivent étre situés ailleurs dans le
génome. En effet, un locus d’aussi grande taille contient trés probablement des génes

essentiels et/ou des genes tres importants pour une croissance normale de S. pneumoniae.

L’hybridation par la sonde trim, révéle des fragments de 200 kb, 95 kb et 78 kb pour
les digestions Smal, Apal et Sacll respectivement (fleches blanches). Les fragments Smal et
Sacll correspondent a ce que I’on attend si la mutation codY::trim est localisée au locus
normal dans le génome. Cependant, nous venons de voir que le gene codY sauvage se trouve a
ce locus. En outre, le fragment Apal ne fait pas la taille attendue pour une localisation
normale de codY::trim. Ceci confirme que la mutation codY::trim est délocalisée dans le
génome.

Une grande portion d’ADN située autour de codY est dupliquée et délocalisée dans la
souche R2597. Cette portion d’ADN porte la mutation codY::trim (figure C.5). La zone
dupliguée contient au moins les deux sites Smal et les deux sites Sacll autour de codY (plus de
200 kb) puisque les tailles des fragments révélés par la sonde trim sont celles attendues pour
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la structure normale de codY::trim. De plus, le fragment Apal révélé par I’hybridation de la
sonde trim est plus grand que la taille attendue pour la structure normale. Ceci montre qu’un
des deux sites Apal n’est pas compris dans la zone dupliquée. De plus, la zone dupliquée s’est
insérée a proximité d’un site Apal de maniére a créer un fragment d’environ 95 kb (figure
C.5).

Figure C.5 : Modeéle de duplication du locus codY portant codY::trim dans la souche
R2597.

Le locus contenant codY est représenté (partie haute) avec les différents sites de restriction
Smal, Apal et Sacll. La zone représentée en rouge correspond a la zone dupliquée (qui
contient codY::trim). Les zones délimitées par les traits verts représentent les bornes possibles
de duplication. La zone dupliquée, s’est installée quelque part dans le génome a proximité
d’un site Apal, on ne sait pas si les sites Sacll et Smal en grisé font partie de la duplication
(partie basse).

En résumé, la souche R2597 porte une copie de codY sauvage et une duplication de
plus de 224 kb du locus codY qui porte la mutation codY::trim.

Cette grande duplication vraisemblablement peu stable puisqu’au cours des
générations, une zone de 89 kb est perdue. Cette zone a été délétée au niveau de la localisation

normale de codY et non pas dans la zone dupliquée.
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De maniére a étudier plus précisément le mécanisme qui a permis la formation de cette
souche mérodiploide, nous avons recherché les bornes de cette duplication. Pour cela, I’ADN

génomique de la souche R2597 a été séquencé.

11.3) Etude par séguencgage genomique

Le séquencage génomique de la souche R2597 a été realiseé par une entreprise
allemande (Agowa génomics) avec la méthode Roche 454 FLX whole-genome sequencing.
Les différentes séquences ont été assemblées grace au logiciel Roche 454 Newbler et
organisées en contigs. Cette méthode permet le séquencage multiple de différents fragments
de 3 kb permettant de couvrir plusieurs dizaines de fois le génome.

L’analyse des différents contigs obtenus pour la souche R2597, montre que cette
souche porte a la fois une copie sauvage de codY et une copie mutante de ce géne (figure C.6).
En effet, 2 contigs sont présents pour la région codY. Un contig contenant le gene codY
sauvage, et un contig portant le gene codY::trim.

Ces deux régions de tres petite taille ne sont pas assemblées ni en amont ni en aval
avec le reste de la sequence. En fait, le logiciel assemble la séquence en I’alignant sur le
génome publié de la souche R6 (Hoskins et al., 2001). La séquence autour de codY sauvage et
la séquence dupliquée contenant codY::trim sont homologues et ne forment qu’un seul et
méme contig. Mais lorsque I’assemblage arrive au niveau de codY, deux séquences sont
possibles : soit codY sauvage ou soit codY::itrim. A ce niveau, le logiciel n’arrive plus a
assembler la séquence et met fin au contig. Deux nouveaux contigs sont alors assemblés :
codY sauvage et codY::trim. Les bornes de ces deux contigs sont identiques et correspondent a
deux mutations ponctuelles introduites par PCR au cours du clonage de codY::trim (figure
C.6).

zone délétée 675 pb

contig27 : 900 pb

C->T GT->AGC T->A

I zone ajoutée 671 pb

contigd3 : 894 pb

Figure C.6 : Contigs contenant codY+ et trim retrouvés par séquencage génomique.
Le séquencage génomique a permis de mettre en évidence la présence de codY+ dans un
contig de 900 pb et du gene trim dans un contig de 894 pb codant la résistance au
triméthoprime. Les zones délétées et ajoutées dans la construction codY::trim sont indiquées.
Les différentes mutations retrouvées dans le contigs 43 sont annotées. Le changement GT->
AGC est apporté par I’ajout d’un site Pstl dans la séquence.
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L’analyse des contigs confirme la présence de deux copies de codY (une sauvage et
une mutante) mais ne donne pas d’indications sur les bornes de la duplication.

Une autre analyse a donc été effectuée. Lors du séquencage génomique, chaque
nucléotide du génome est séquencé plusieurs fois. On peut donc créer un graphique
représentant le nombre lectures réalisées pour chaque nucléotide positionné par rapport au
génome séquencé de la souche R6 (figure C.7). Si une partie du génome est dupliquée, alors
le nombre de séquences réalisées sur les positions de la zone dupliquée sera doublé par

rapport au reste du génome.
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Figure C.7 : Séquencage génomique de la souche R2597
Graphique représentant le nombre de lecture en fonction de la position sur le génome de R6.
Une position sur cent est représentée. Une région de 107 kb encadrée en rouge contenant codY
fléché en bleu est surreprésentée. Cette région est dupliquée.

Sur le graphique de la figure C.7, le nombre de séquences réalisées aux différentes
positions est assez stable sur le génome. Une partie de la séquence au niveau de la position
1400000 est lue environ deux fois plus souvent que le reste du génome. Cette région porte le
locus codY. Cette approche permet donc de définir de maniere précise la séquence dupliquée
de 107 kb. De maniere remarquable, on trouve aux extremités de cette séquence, une

séquence d’insertion 1S861.
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Cependant, la région dupliquée est de 107 kb alors que I’étude par électrophorése en
champs pulsés avait prédit une duplication beaucoup plus grande (au moins 200 kb).

Ceci peut s’expliquer par une instabilité de la duplication. En effet, nous avons vu au
cours de I’étude génomique en champs pulsés que la duplication n’est pas stable et qu’un
grand fragment de 89 kb est perdu au cours de la croissance. Pour réaliser ces deux études, le
clone R2597 de départ a été cultivé de facon indépendante pendant un assez grand nombre de
générations. Au cours de ces générations, la duplication portant la mutation codY::trim dans la
souche R2597 de départ a pu étre réduite jusqu’a 107 kb dans la culture ayant servi au
séquencage génomique et passer de plus de 200 kb a environ 110 kb (= 200 kb — 90 kb) dans
la culture ayant servi a I’étude en champs pulsés.

De plus, une des bornes de la duplication trouvée par le séquencage génomique se
trouve dans la région entre codY et le site Apal comme on I’avait prédit avec I’étude en
champs pulsés (voir figure C.4).

Le sequencage génomique de la souche R2597 a permis de déterminer avec precision
les bornes d’une duplication de la région contenant codY. Ce résultat ainsi que I’étude en
champs pulsés d’autres clones mérodiploides permettront peut-étre de déterminer le

mécanisme qui permet la formation de merodiploides.

I11) Formation de mérodiploides
Des souches mérodiploides ont été obtenues par transformation avec I’ADN

génomique des souches TD80 et TD81 (codY::trim et codY::spc) (25 mérodiploides sur 45
clones). Il est donc possible que dans I’ADN donneur, un ou plusieurs fragments (qui ne
portent pas les mutations fatC et amiC) induisent la formation de mérodiploides.

Pour tester cette hypothése, nous avons décidé de transformer la souche sauvage
R1501 (contexte R800) avec un fragment PCR purifié de 10 kb comportant la mutation
codY::trim. Cette expérience a été réalisée en absence ou en présence d’ADN sauvage R800,

ou d’ADN sauvage D39Acps. Les résultats sont présentés dans la figure C.8.
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Figure C.8 : Transfert de codY::spc ou codY::trim
en presence d’ADN chromosomique.

100 ng d’une amplification PCR avec la paire
d’oligonucléotides codY10s-codY10as (10kb environ)
sur la souche TD80 ont été utilisés en tant que
donneur pour la transformation de R1501, en
I’absence ou en présence de 100 ng d’ADN R304
(contexte R800) ou TD170 (contexte D39).

Ce graphe représente le taux de transformation moyen
et I’écart type pour 10 boites de transformation dans
un expérience.

Lorsque I’on transforme la souche sauvage par un fragment PCR contenant la
mutation codY::trim, on obtient un taux de transformation trés faible d’environ 0,5. 10™.

Cependant, lorsque I’on ajoute dans cette transformation de I’ADN sauvage (R800 ou
D39), on obtient un taux de transformation 8 a 10 fois plus élevé. Cette expérience a été
réalisée 4 fois en utilisant différents fragments PCR (taille de 3 kb a 10 kb) contenant codY et
différentes concentrations d’ADN chromosomique sauvage. En présence d’ADN
chromosomique sauvage, le taux de transformation est entre 2 et 10 fois supérieur a celui
obtenu en son absence. Il semble donc que la présence de fragments d’ADN sauvage facilite
I’intégration de la mutation codY::trim dans le génome. Les clones transformants obtenus avec
un fragment PCR contenant la mutation codY::itrim en présence (ou non) d’ADN
chromosomique sauvage sont peut-étre mérodiploides. Ces clones ont été analysés par PCR et
par électrophorese en champs pulses.

I11.1) Etude PCR
Lors de la transformation de la souche sauvage avec la PCR codY::trim avec ou sans

ADN R800, 10 transformants ont été selectionnés au hasard avec (huméro 11 a 20) et sans

(numéro 1 a 10) ADN chromosomique sauvage.
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strim2
strim1

M12345678910M11121314151617181920 M

1kb
0.5k
B

[ spri440

NS

scodY?2
scodY1

M1234567891M11121314151617181920 M

1kb
0.5kb

Figure C.9 : vérification des transformants Trim® en contexte R1501.
Dix clones transformants Trim® issus de la transformation par la PCR codY::trim seule (lignes
1 & 10) et dix clones transformants Trim" issus de la transformation par la PCR codY::trim +
ADN R800 (lignes 11 a 20) ont été testés en PCR pour la présence de codY+ (A) et codY::trim
(B). Tailles attendues : scodY1-scodY2 (codY+ : 500 pb, codY::trim: Opb) ; striml-strim2
(codY+: 0 pb, codY- : 500 pb).

Ces 20 clones ont été testés pour la présence de codY::trim et codY sauvage. Pour cela
nous avons effectué des amplifications PCR sur I’ADN de ces clones avec une paire
d’oligonucléotides spécifiques du gene trim et une paire spécifique du géne codY sauvage.
Les résultats sont présentés a la figure C.9. Les 10 clones sélectionnés dans les deux
conditions portent tous la structure codY sauvage et la structure codY::trim. Ces clones ont
tous un statut mérodiploide. Cependant, cette étude par PCR ne nous donne aucune
information sur la nature de la duplication.

Le géne codY sauvage se situe au locus normal ou dans une zone dupliquée
délocalisée. L’étude de la structure chromosomique de ces clones en champs pulsés devrait

permettre de répondre a cette question.

111.2) Etude en champs pulsés
Pour effectuer I’étude de la structure chromosomique de ces souches, nous avons

sélectionné 2 clones obtenus avec ou sans ADN R800. Les cellules ont été traitées de la méme
facon que la souche R2597. Les résultats sont présentés a la figure C.10.
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Le profil obtenu pour la souche R1501 correspond au profil attendu pour cette souche
(figure C.10 et C.13). L’ hybridation de la sonde codY (sauvage) révele les fragments 4 et 15
(fléchés en vert) pour les digestions Smal et Apal respectivement (table C.2). Pour les 2
clones mérodiploides testés (R3022 et R3023), ces fragments disparaissent pour les deux
enzymes. Il semble donc que la copie sauvage de codY dans ces mutants ne soit pas localisée

au locus normal mais délocalisée a un autre endroit du génome.

R1501 codY trim
n° | attendu | obtenu~ | n° | attendu | obtenu ~
Smal 4 | 224593 | 225000 - - -
Apal 15| 44627 45000 - - -
R1501codY::trim/R3022 codY trim
n° | attendu | obtenu ~ n° | attendu | obtenu ~
Smal - - 210000 | 4,1 | 198858 | 210000
Apal - - 13000 15,2 | 35086 35000
R1501codY::trim/R3023 codY trim
n° | attendu | obtenu~ | n° | attendu | obtenu ~
Smal - - 300000 | 4,1 | 198858 | 200000
Apal - - 108000 |15,2| 35086 35000

Table C.2 : Tailles des fragments attendus a I’hybridation du gel en champs pulsés pour
R1501 et R1502codY::trim.

Les sondes utilisées sont inscrites en rouge. Les tailles des fragments sont indiquées en pb. La

souche R1502codY::trim, est une souche théorique qui porterait une insertion simple de la

mutation codY::trim.

Analyse de la souche R3022.

La souche R3022 a été obtenue par transformation de la souche R1501 par le fragment
PCR de 10 kb contenant codY::trim.

Dans la digestion Smal, la bande aux alentours de 200 kb (flechée en rouge) a une
intensité beaucoup plus forte. L’hybridation de la sonde codY sauvage révele la présence du
gene codY sauvage dans cette bande (fléchée en rouge). La taille du fragment révélé par la
sonde codY est d’environ 210 kb. L’hybridation de la sonde trim révele également la présence
de codY::trim dans un fragment d’environ 210 kb (fleché en bleu). Ce fragment a une taille
legérement plus grande que le fragment attendu pour un mutant codY::trim non mérodiploide.

Il est envisageable que codY sauvage et codY::trim se trouvent sur le méme fragment
Smal ou sur deux fragments différents mais de taille équivalente. Si I’on regarde I’intensité en

coloration BET de la bande révélée par les deux sondes, il semble qu’elle soit augmentée de 2
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fois par rapport a la souche sauvage. Il semble donc que cette bande (fléchée en rouge et en
bleu) contienne le fragment n° 5 (figure C.13) comme dans la souche sauvage et un autre
fragment légérement plus grand (portant codY sauvage et codY::trim). Le fragment Smal
contenant codY::trim (n°4.1) est augmenté d’environ 10kb, et porte codY::itrim et codY

sauvage.

Figure C.10 : Etude de la structure génomique des transformants Trim"®.

A. Structure schématique de codY sauvage et codY::trim. Le trait violet représente la sonde
cody, le trait bleu la sonde trim utilisée pour I’hybridation des gels en champs pulsés. L’ADN
de différentes souches a été digéré par I’enzyme Smal (B), Apal (C). Les digestions ont été
déposées sur gel TBE. La migration en champs pulsés a été réalisée sur 12h, 8s e/w, 8s n/s.
M : marqueur de taille Lambda Hind. Lignes R1502 : wt. Lignes R3022 : transformant Trim"
en absence d’ADN R800 clone 1. Lignes R3023 : transformant Trim® en présence d’ADN
R800 clone 1

Dans la digestion Apal, un fragment d’environ 35 kb (fléché en bleu) apparait. Cette

bande est révélée par la sonde trim (fléchée en bleu) comme on I’attend pour une localisation
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de la mutation codY::trim au locus normal dans le chromosome. Le fragment n°9 de 91 kb
dans la souche sauvage est déplacé autour de 100 kb (fleches violettes). De plus, une nouvelle
bande de 13 kb environ (fléchée en rouge) est révélée par I’hybridation avec la sonde codY

sauvage.

La souche R3022 portent une duplication de codY assez proche de la mutation
codY::trim (figure C.11) car elles se situent dans le méme fragment Smal (n°4.1). Ce fragment
est chevauchant avec les fragments n°5, 10 et 23 de la digestion Apal (figure C.13). Les
fragments n°5 et 10 sont toujours a la bonne taille dans le mutant R3022, mais le fragment
n°23 de 2 kb n’est pas visible sur ce gel. Il est envisageable qu’une duplication de 10-11 kb
contenant le gene codY sauvage se soit insérée dans ce fragment pour créer un nouveau

fragment de 13 kb révélé par la sonde codY sauvage (figure C.10 et C.11).

Figure C.11 : duplication du locus codY R3022
Haut : locus codY dans la souche sauvage. Bas: duplication de codY dans R3022. Une
séquence d’environ 10 kb contenant codY sauvage a été dupliquée et délocalisée entre les sites
Apal (fragment n°23) en amont du locus codY::trim.
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Analyse de la souche R3023.

La souche R3023 a été obtenue par transformation de la souche R1501 avec
simultanément le fragment PCR de 10 kb contenant codY::trim et ’ADN chromosomique
sauvage (R800).

Dans la digestion Smal, le fragment n° 2 (fléché en rouge) d’environ 300 kb semble
legérement plus grand que celui observé pour la souche R1501 et est révélée par la sonde
codY sauvage. L’hybridation de la sonde trim révele un fragment d’environ 200 kb (fléché en
bleu). Cette bande qui contient ce fragment est d’intensité double par rapport a la souche
sauvage. Cette bande contient le fragment n°5 et le fragment n°4.1 contenant la mutation
codY::trim (figure C.13). Il semble donc que la mutation codY::trim se trouve au locus normal
et que le géne codY sauvage se trouve sur une duplication insérée dans le fragment n°2 de la
digestion Smal.

Dans la digestion Apal, le fragment n°10 de 87 kb (fléché en violet sur le profil
sauvage) semble se retrouver a environ 108 kb et est révélée par la sonde codY sauvage
(fléché en violet). La sonde trim révele le fragment n°15.2 de 35 kb (fléché en bleu) comme

on attend pour une localisation de codY::trim au locus normal.

Figure C.12 : duplication du locus codY dans R3023
Haut : locus codY dans la souche sauvage. Bas: duplication de codY dans R3023. Une
séquence d’environ 20 kb contenant codY sauvage a été dupliquée et délocalisée entre les sites
Apal (fragment n°10) en amont du locus codY::trim. Les fragments dont la taille est inscrite
en bleu sont révélés par la sonde trim, ceux en rouge sont révélés par la sonde codY
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Le mutant R3023 portent une duplication de codY sauvage qui est localisée dans le
fragment Smal n°2. Ce fragment est chevauchant avec les fragments n° 10 et 1 de la digestion
Apal. Le fragment Apal n°10 a une taille augmentée d’environ 20-21 kb. La mutation
codY::trim se soit insérée au locus normal et une duplication d’environ 20-21 kb contenant le

géne codY sauvage s’est insérée dans le fragment n° 10 de la digestion Apal (figure C.12).

V) Conclusion
Cette étude de différents mutants mérodiploides montre que la mutation codY::trim

peut étre intégrée sans létalité dans une souche portant deux copies de la région codY comme
nous avions deja vu en insérant de facon ciblée une duplication de codY a CEP (chapitre 2).

Nos expériences préliminaires semblent montrer que la présence d’ADN
chromosomique augmente la formation de structures mérodiploides. Ces expériences devront
étre répétées dans différentes conditions pour étre vraiment exploitables (différentes tailles de
fragment PCR donneur, différentes concentrations d’ADN chromosomiques et de PCR,
différents contextes génétiques). En effet, dans les 4 expériences menées le facteur
d’augmentation du nombre de transformants codY::trim en présence d’ADN sauvage varie de
2 a 10. Il faudra donc tester de nombreuses combinaisons pour obtenir un effet optimal.

De plus, I’étude de la structure chromosomique de plusieurs souches mérodiploides
montre que ces structures ne sont pas stables. En effet, deux méthodes d’études différentes
(champs pulsés et sequencage génomique) menées sur la souche de R2597 démontrent que la
duplication d’une partie du génome peut étre remaniée au cours de la croissance.

L’étude des souches mérodiploides R2597, R3022 et R3023 montre que différentes
duplications peuvent étre obtenues.

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour determiner le mécanisme
permettant la formation de ces structures. Les bornes de la duplication identifiee grace au
séquencage génomique (1S861) sont composees de séquences répétées sur le géenome. Ces
séquences pourraient jouer un réle dans la formation de structures mérodiploides au cours de

la transformation.

Figure C.13 : Digestion de R1502 et R1502codY::trim par Smal, Apal, et Sacll.
Pour chaque enzyme, la carte de restriction est représentée en noir pour la souche R1502. Les
fragments générés par I’intégration de la mutation codY::trim sont représentés en vert.
Chague tableau représente le numéro et la taille des fragments attendus pour les deux souches.
Le fragment inscrit en noir est celui qui contient le gene codY. Les fragments inscrit en vert
correspondent aux deux fragments générés par I’introduction de la mutation codY::trim, celui
pointé par une fléche est celui qui contient codY::trim.
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Figure C.13
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Chapitre 3

ANNEXE D: Test de difféerents genes candidats

suppresseurs
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Au cours de ma thése, avant d’avoir obtenu les résultats du séquencage génomique de la
souche D39AcodY, plusieurs candidats de génes suppresseurs ont été testés : gInR, rshA/rshQ,

et CCpA.

I) Transfert dans un contexte ginR
Comme un double mutant gInR codY avait été construit (Kloosterman et al., 2006), le

géne gInR avait été choisi parmi les candidats.

Pour tester ce candidat, des mutants gInR ont été construits en contexte R800 par la
méthode de mutagenése mariner sur le fragment PCR GInR1/GInR2. Une quarantaine de
clones ont été sélectionnés au hasard, et 13 clones ont été vérifiés par PCR et les insertions du
minitransposon ont été localisées (pour ces 13 clones) et orientées (pour 7 d’entre eux) (voir
Matériel et méthodes chapitre 3 et figure D.1 A). Les insertions se trouvent préférentiellement
au centre du fragment ciblé. Le géne gInR ne semble donc pas essentiel. Linsertion kan*C se
trouve dans le géne gInR et I’inactive. Le mutant gInR::kan?“ a donc été utilisé pour la suite
de ce travail (figure D.1 A).

Ce mutant a été utilisé en tant que souche réceptrice pour une transformation avec un
fragment PCR amplifié avec la paire d’oligonucléotide CodYatg/CodYstop contenant la
mutation codY::spc®* (figure D.1.B). Les transformants SpcR ont été sélectionnés. Le taux de
transfert observé pour le gene spc est 0,0012.

Si I’on sélectionne simultanément Spc® (codY-) et Kan® (gInR-), on n’obtient aucun
clone transformant. La mutation gIlnR n’est donc pas capable de compenser I’absence de
CodY.

Mais alors, que sont les clones transformants SpcR ? Dix transformants Spc® ont été
sélectionnés au hasard et la présence des mutations gInR::kan** et codY::spc* a été vérifiée
par PCR (figure D.1.C).

Les dix clones portent un gene codY sauvage et un gene ginR muté. La taille de
I’amplification obtenue avec les oligonucléotides GInR1/GInR2 ne correspond pas a
gInR::kan (3426 pb), mais & une structure gInR::spc (3236 pb). Les clones SpcR obtenus ne
sont donc pas des doubles mutants gIinR codY, mais des mutants gIinR dans lesquels le
minitransposon kan a été substitué par le minitransposon spc contenu dans la PCR donneuse
(codY::spc). Ce phénomene de remplacement de cassette a été utilisé pour changer
I’orientation ou la nature de la cassette de résistance contenue dans des minitransposons

insérés dans rshA et codY (voir Matériel et méthodes chapitre 1 et chapitre 3)
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Dans le contexte R800, gInR ne permet pas de compenser I’absence de CodY.

Figure D.1 : Transfert de codY dans une souche gInR en contexte R800.

A. Localisation des insertions de minitransposons mariner dans les genes gInR. Pour les
différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de minitransposon portant
une cassette conférant la résistance a la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et
les lettres () ou (%) indiquent respectivement I’orientation anti-transcrite ou co-transcrite de
la cassette. La mutagenése mariner a été effectuée sur un fragment amplifié avec le couple
d’oligonucléotides GInR1/GInR2. La répartition des différentes insertions ne semble pas
indiquer I’essentialité de gInR. B. Transfert de codY dans la souche gInR. Un fragment PCR
CodYatg-CodYstop PCR de 1859 pb amplifiée sur la souche R2424 (codY***™*) a été utilisé
en tant que donneur pour la transformation de la souche sauvage R3015 (gInR::kan?). C. Dix
transformants SpcR ont été testés par PCR pour la présence des mutations glnR::kan* et
codY::spc*®. On attend une amplification de 3426 pb (gInR::kan?“) 3236 pb (gInR::spc?©)
ou 2091 pb (gInR wt) avec la paire d’oligonucléotides GInR1-GInR2, et une amplification de
3587pb (codY::spc**) ou 2641 pb (codY wt) avec la paire d’oligonucléotides CodY1-CodY2.

Le mutant gInR codY de T. Kloosterman a été obtenu en contexte D39 (Kloosterman et
al., 2006), alors que les expériences décrites dans ce paragraphe ont été réalisées en contexte
R800. Le geéne gInR a peut-&tre une activité suppresseur dans le contexte D39. Il serait donc

intéressant de tester I’effet suppresseur de ce géne dans un contexte D39 en transformant une
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souche D39gInR par I’ADN de la souche TD80 et en analysant le taux de transfert de la
mutation codY dans ce contexte comme nous I’avons fait au chapitre 2 avec les mutants amiC
et fatC.

1) Transfert dans un contexte rshA/rshQ
Les mutants rshA, rshQ et rshA rshQ ont également été testés. Nous avons choisi ces

candidats, car il existe des études chez B. subtilis qui montrent qu’un double mutant relA codY
a une croissance améliorée par rapport a un mutant relA (Inaoka et Ochi, 2002). De plus, un
phénomeéne similaire est observé chez S. aureus (Geiger et al., 2010).

Les souches rshA, rshQ et rshA rshQ ont été transformées par un fragment PCR

portant une mutation codY::ery (figure D.2 A).

Figure D.2 : Transfert de codY dans les mutants rshA et rshQ aboutit a un échange de
cassette.

A. Transfert de codY dans les simples et le double mutants rshA rshQ. Une amplification PCR
avec la paire d’oligonucléotides codYatg-codYstop sur la souche TD169 (codY*™¥*) a été
utilisée comme donneur. Le taux de transformation est représenté pour les souches R2061
(rshA), R2069 (rshQ) et R2067 (rshA rshQ). B. Ce transfert aboutit a un échange de cassette.
On peut voir que des événements de recombinaison (doubles fleches rouges) peuvent aboutir
a la formation d’un nouveau mutant rshQ contenant une cassette ery anti-transcrite etd’un
nouveau mutant rshA contenant une cassette ery co-transcrite.

151




Annexe D

Cette PCR portant une mutation codY::ery a été obtenue a partir de la souche TD169
(codY®™™). Cette souche a été construite par substitution du minitransposon spc par le
minitransposon ery contenu dans le pR409 (voir Matériel et méthode : remplacement de
cassette).

Lorsgu’on transforme la souche rshA on obtient un taux de transformation de 0,0016.

Lorsqu’on transforme la souche rshQ on n’obtient aucun transformant. Ceci montre
que rshQ n’est pas capable de compenser I’absence de CodY.

Avec la souche double mutante rshA rshQ, on obtient un taux de transformation
intermédiaire (figure D.2 A). Cependant, il est possible que les clones transformants Ery®
obtenus soient issus d’un remplacement de minitransposon. Ce remplacement n’est pas
possible pour la souche rshQ, car le remplacement du minitransposon dans ce gene implique
le retournement de la cassette de résistance (figure D.2 B). Ceci est impossible pour le gene
rshQ car on a vu au chapitre 1 que les insertions dans ce gene ne peuvent étre que co-
transcrites.

Pour vérifier que les clones transformants Ery® ont intégré la cassette ery au locus
rshA, 10 clones transformants issus des souches rshA et rshA rshQ ont été sélectionnés. Tous
ces clones sont Ery® mais ont perdu la résistance  la kanamycine associée a la mutation rshA.
Le minitransposon kan a donc été remplacé par la minitransposon ery comme nous |’avions

déja vu en contexte gInR-.

I11) Transfert dans un contexte ccpA

Un autre candidat que nous avons testé est le géne ccpA. CcpA est tout comme CodY
un régulateur métabolique global. Ces deux geénes régulent un grand nombre de gene en
commun. De plus, sur la plupart de ces genes, la régulation par CcpA est une activation et la
régulation par CodY est une répression chez B. subtilis (Shivers et al., 2006 ; Shivers et
Sonenshein, 2005). 1l est donc possible qu’en absence de CodY, CcpA « active trop » certains
génes. Ceci peut étre néfaste pour la croissance.
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Figure D.3 : Transfert de codY et ccpA dans la souche sauvage.

A. Localisation des insertions de minitransposons mariner dans le géne ccpA. Pour les
différentes insertions, la lettre (K) indique qu’il s’agit une insertion de cassette conférant la
résistance a la kanamycine, le chiffre indique le numéro du clone et les lettres (*) ou (©)
indiquent respectivement I’orientation anti-transcrite ou co-transcrite de la cassette. La
mutagenese mariner a été effectuée sur un fragment PCR amplifié avec le couple
d’oligonucléotides ccpAl/ccpA2. La répartition des différentes insertions ne semble pas
indiquer I’essentialité de ccpA. B. Transfert de codY et ccpA dans la souche sauvage. L’ADN
des souche R3021 (ccpA::kan™) et R2438 (codY"**'*) a été utilisé en tant que donneur pour la
transformation de la souche sauvage R1501 (comCg). C. Vingt transformants Spc" Kan®
obtenus avec les ADN R3021 et R2438 donnés simultanément ont été testés par PCR pour la
présence de la mutation ccpA::kan'” ou la présence de la plateforme CEP-codY+. On attend
une amplification (1681 pb) avec la paire d’oligonucléotides AmiF1-kanl seulement en
présence de CEP-codY+ (panneau du haut). L amplification avec la paire d’oligonucléotides
ccpAl-ccpA2 est attendue & 2026 pb pour ccpA+ et 3363 pb pour ccpA::kan'®. M, marqueur
de taille (2-log ladder)

Tout d’abord, le gene ccpA a été mute en utilisant la technique de mutagenese mariner
sur le fragment PCR CcpA1l/CcpA2. Une vingtaine de clone a été sélectionnée au hasard et

les insertions de 11 de ces 20 clones ont été vérifiées et localisée, et 6 ont été orientées par
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PCR (figure D.3.A). Les insertions se situent tout le long du fragment ciblé. Ceci suggére que
CCpA n’est pas un gene essentiel.

La souche ccpA::kan** a ensuite été sélectionnée pour la suite des expériences car le
minitransposon est inséré dans le géne ccpA et I’inactive.

La souche sauvage a été transformée avec I’ADN chromosomique des souches
ccpA:kan™®, codYSP* ou les deux. Lorsqu’on transforme avec I’ADN ccpA::kan'®, on obtient
un taux de transfert élevé (0,13), ce qui confirme que ccpA n’est pas un gene essentiel chez S.
pneumoniae.

Si on transforme avec I’ADN de la souche codY®"*, on obtient un taux de transfert
beaucoup plus faible (0,00055). Ceci est en accord avec I’essentialité de codY. Ce taux de
transfert correspond au transfert de codY::spc et de CEP-codY-kan contenus dans la souche
donatrice codY*™*. Pour vérifier ceci, nous avons effectué la méme transformation en
sélectionnant Spc® et Kan®. Le taux de transfert observé est équivalent. Tous les mutants
ayant intégré le marqueur codY::spc ont également intégré le marqueur CEP-codY-kan.

Lorsque la souche sauvage est transformée simultanément par les ADN
chromosomiques de ccpA::kan'” et codY**, on sattend si ccpA est suppresseur & un taux de
transfert équivalent & celui obtenu avec I’ADN codY*""* seul. En effet, pour intégrer codY il
faudra le transfert simultané soit de CEP-codY-kan soit de ccpA::kan'”. On observe, pour la
transformation avec les ADN ccpA::kan' et codY™®*, un taux de transfert plus faible que
pour I’ADN codY®"* seul. Ceci semble indiquer que ccpA est incapable de supprimer
I"inviabilité des mutants codY. Ainsi, les mutants Spc® et Kan" obtenus par transformation
avec les deux ADN portent probablement codY::spc et CEP-codY-kan. La diminution du taux
de transfert observé est probablement dle a une compétition a I’entrée de I’ADN CEP-codY-
kan et de I’ADN ccpA::kan'” (figure D.3.B).

Pour vérifier que les clones obtenus ne sont pas des doubles mutants codY ccpA, nous
avons effectué des amplifications PCR sur 20 clones issus de la transformation avec les deux
ADN (figure D.3.C). Ces amplifications montrent que tous les clones ont réecupéré CEP-codY-
kan et sont ccpA sauvage.

Le gene ccpA ne permet donc pas de compenser I’absence de CodY.
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ANNEXE E : Abréviations et définitions

Abréviations :

aa : acide aminé

ACP : Acyl Carrier Protein

ACT : Aspartokinase, Chorismate mutase, TyrA Domain
ADN : Acide Désoxyribonucléique

Ap® : résistant a I’ Ampicilline

ARN : Acide Ribonucléique

ATP : Adenosine Triphosphate

BCAA : Branched Chain Amino Acid ; acide aminé branché
BET : Bromure d’Ethidium

BSA : Bovin Serum Albumin

CSP : Competence Stimulating Peptide

DO : Densité Optique

DOC : Désoxycholate

DMSO : Diméthylsulfoxyde

EDTA : Acide Ethylénediamine Tétra-Acétique
EGTA : Ethyleneglycol Tétra-Acétique

EryR : résistant & I’Erythromycine

GAF : cGMP-stimulated phosphodiesterases, Adenylate cyclases, FhIA Domain
GDP : Guanosine Diphosphate

Cm" : résistant au Chloramphénicol

GTP : Guanosine Triphosphate

HD : Hydrolyse Domain

HE : High Efficiency

Hex :Heteroduplex Excision ; systéme de réparation des mésappariements
HTH : Helix-turn-Helix

IF2 : Initiation Factor 2

Kan® : résistant & la Kanamycine

LE : Low Efficiency

LMP : Low Melting Point

MSI : Magic Spot | ; ppGpp

MSII : Magic Spot Il ; pppGpp

NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Nov" : résistant & la Novobiocine

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORP : Observatoires Régionaux du Pneumocoque
PBP : Penicillin Binding Protein

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEI-cellulose : Polyethylenimine cellulose

pH : potentiel Hydrogéne

Pi : Phosphate inorganique

PMSF : Phenylmethanesulfonylfluoride

ppGpp : Guanosine tetraphosphate

PPi : Pyrophosphate

pppGpp : Guanosine pentaphosphate

RC : RNA Control

Relwy, : protéine Rel de Mycobacterium tuberculosis
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rel-spo : Domaine homologue de RelA et SpoT ; synthese du ppGpp
Rif? : résistant & la Rifampicine

RLU : Relative Luminescence Unit

RMP : Recombination Mediactor Protein

SAS : Small Alarmone Synthetase

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SHX : Sérine Hydroxamate

Sm® : résistant & la Streptomycine

SpcR : résistant & la Spectinomycine

SSC : Saline-Sodium Citrate

TAE : Tris Acetate EDTA

tARN : ARN de transfert

TBE : Tris Borate EDTA

TCS : Two Composant System ; systeme de transduction du signal a deux composants
TGS : Thréonyl-tRNA synthetase, GTPase, SpoT Domain

Trim® : résistant au Triméthoprime

WHO : World Health Organization

%2pj : Phosphate radioactif

Définitions :

ADN processome : Ensemble de protéines prenant en charge I’ADN entrant

Compétence : Etat physiologique transitoire durant lequel les bactéries sont naturellement
transformables

cup : Phénotype associé a des souches dans lesquelles la compétence est déreprimée

Pore d’entrée : Complexe multiprotéique permettant le passage de I’ADN au travers de
I’enveloppe

Recombinaison homologue : Processus d’échange de brins
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