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Introduction

L es réactions enzymatigues nécessitent une concentration minimale de I’ enzyme et de
son substrat pour interagir. In vitro, le tube a essai permet de confiner le substrat et I’ enzyme
dans un environnement suffisamment proche pour permettre |’ accessibilité du substrat par
I”enzyme. In vivo, une barriére lipidique permet de réaliser ce confinement. Initialement, cette
barriere lipidique était formée d une bicouche de lipides amphipatiques. Ce confinement a
permis d’ optimiser les réactions enzymatiques et favoriser les enzymes les plus efficaces.
Mais une barriére formée uniquement de lipides ne permet pas le passage des molécules
hydrosolubles. Cette barriére lipidique sest fortement compliquée pour aboutir a une
structure complexe renfermant trois des quatre composes biochimiques majeurs d’ une cellule
qui sont les lipides, les glucides et les protéines. Elle s'est dotée de systemes de transport
spécifique, de systémes de sécrétion, de systémes permettant de percevoir les conditions
physico-chimiques du milieu extérieur et dassurer les rbles de protection et de
communication avec le milieu extérieur. Cette barriere est douée de fluidité et dotée d’'une
perméabilité sélective aux molécules hydrosolubles.

Les celules eucaryotes et bactériennes sont dotées de cette barriere qui possede des
caractéristiques communes mais aussi de grandes différences.

L’enveloppe des Protéobactéries est un exemple de cette barriére qui permet de
délimiter le milieu intracellulaire du milieu extracellulaire. Cette enveloppe bactérienne est
constituée d une membrane externe et d’une membrane cytoplasmique qui sont séparées par
un compartiment intermédiaire périplasmique. L’enveloppe renferme un ensemble de
systémes de transport de composés divers, de systemes de sécrétion, de systémes permettant
la perception des conditions physico-chimiques du milieu externe, la transduction des
signaux. L’ ensemble de ces systemes est gouverné par le génome bactérien dont I’ expression
est régulée par la perception des conditions extérieures et provogque une réponse adéquate par
I’ activation spécifique de génes engendrant, entre autre, des changements au niveau de la
structure et de la composition de I’ envel oppe.

Les glucanes périplasmiques osmorégulés (OPG) sont intégrés dans la réponse des
bactéries face aux conditions physico-chimiques du milieu extérieur. Les génes de
biosynthése des OPG et |eur régulation chez Escherichia coli ont fait I’ objet de cette étude.
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Figure 1 : Schéma de I'enveloppe et des couches associées chez les Protéobactéries.
[Raetz, 1986].

A) L’enveloppe des Protéobactéries.

Les données proviennent en majeure partie des études effectuées sur I’ enveloppe de la

bactérie Escherichia coli (figure 1).

) La membrane cytoplasmique.

La membrane cytoplasmique est constituée grossierement de 50% de lipides et 50% de
protéines. Les lipides de la membrane cytoplasmique sont formés essentiellement de

phospholipides qui représente 65 a 75% des lipides totaux de la cellule. [Kadner, 1996]

1) Les phospholipides de la membrane cytoplasmique.

La membrane cytoplasmique est organisée en une bicouche phospholipidique. Trois
especes majeures de phospholipides sont présentes chez les bactéries. Ce sont le
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phosphatidyl é&thanolamine, le phosphatidylglycérol et le cardiolipide dont |es proportions sont
respectivement : 70 & 80%, 15 & 25% et 5 a 10%. La proportion de chaque type de
phospholipide peut varier suivant |'état physiologique de la bactérie. Ains le
phosphatidylglycérol est plus abondant en phase exponentielle, tandis que la proportion du
cardiolipide augmente en phase stationnaire [Vanden Boom et coll., 1989]. D'autres lipides a
I’ état de trace ont été caractérisés tels que I’ acide phosphatidique, |a phosphatidylsérine, le
lysophospholipide et le diacylglycérol qui sont des intermédiaires de biosynthése des
phospholipides majeurs [Kadner, 1996]. Les phospholipides possedent une structure
commune formée d' une gueue hydrophobe constituée de deux acides gras liés de maniére
covalente en position 1 et 2 a un résidu de glycérol donnant le diacylglycérol et d'une téte
polaire constituée d' un résidu de phosphoéthanolamine ou de phosphoglycérol, liée par le
résidu de phosphate sur le glycérol du diacylglycérol en position 3. Les acides gras les plus
représentés sont |’ acide palmitique (16:0) et I’ acide myristique (14:0) (acide gras saturé) puis
I’ acide palmitoléique (cis-A*'°-16:0) et I acide cis-vaccénique (cis-A™*%)-18:1) (acides gras

insaturés).

Les trois phospholipides majeurs sont synthétisés a partir d’un précurseur commun
I"acide phosphatidique [Cronan et coll.,, 1996]. L’acide phosphatidique provient de
I” association du glycérol-3-phosphate et de deux molécules d'acides gras grace aux enzymes
codées par les genes plsB et plsC. Les molécules d acides gras destinées a la synthése de
I’ acide phosphatidique sont apportées sous forme de résidus Acyl-ACP. L’ ACP (Acyl Carried
Protein) est une protéine constituée de I’ association covaente d une partie protéique de 25
kda (I’apoprotéine) et de la phosphopantéthéine (groupement prosthétique). L’acide
phosphatidique est converti en CDP-glycéride par la protéine codée par le gene cdsA.
L’association d’'une sérine avec le CDP-glycéride (pssA) [Raetz et coll., 1974] donne le
phosphatidylsérine qui subit rapidement une décarboxylation par I'’enzyme codée par e géne
psd pour donner le phosphatidyléthanolamine [Hawrot et coll., 1976].

Le phosphatidylglycérol résulte de la déphosphorylation (pgpA, pgpB) [Icho et coll.,
1983] du phosphatidylglycérol phosphate [Chang et coll., 1967] ; lui-méme provenant de
I’ association du CDP-glycéride et du glycérol-3-phosphate (pgsA) [Gopalakrishnan et coll.,
1986]. Le cardiolipide est formé par |’ association de deux molécules de phosphatidylglycérol
(cls) [Pluschke et coall., 1978] avec lalibération d’ une molécule de glycérol.

La composition en phospholipides de la membrane cytoplasmique influence de
nombreux systémes: elle intervient dans I’ efficacité du systéme de translocation des protéines

-3-
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a travers la membrane cytoplasmique, dans la réplication du chromosome, dans la résistance
aux antibiotiques, dans la motilité, etc. Les phospholipides sont auss les précurseurs de
nombreuses molécules situées dans le périplasme tels que les OPG (fournissant le
phosphoglycérol ou la phosphoéthanolamine), la lipoprotéine de Braun (fournissant le
diacylglycérol) ou de la membrane externe tel que les LPS (fournissant I’ acide myristique et
la phosphoéthanolamine).

La variation de la composition générale ou localisée permet de faire varier la fluidité
de la membrane suivant |’ environnement (température, présence d’ions, osmolarité...) et le
besoin des systemes enzymatiques insérés dans la membrane [Kadner, 1996] [Rietveld et
coll., 1993] [Cronan et coll., 1996].

2) Les protéines de la membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique renferme un grand nombre de complexes protéiques
impliqués dans les fonctions essentielles pour le développement des bactéries tels que le
transport de solutés, la sécrétion des protéines, I'insertion des protéines membranaires, la
production d’ énergie, latransduction des signaux, €tc.

a) Laproduction d énergie.

La principale fonction de la chaine de respiration est de générer un gradient de proton
de part et d'autre de la membrane cytoplasmique qui forme une barriére pour les protons. La
membrane cytoplasmique possede par voie de conségquence la majeure partie des protéines
impliquées dans ce métabolisme insérées ou associées sur I’ une de ses faces. Deux pompes a
protons ont été identifiées chez E. coli : Le cytochrome bosubiquinol oxydase (cyoABCD)
[Minagawa et coll., 1990] et la NADH : ubiquinone oxidoreductase (nuoA) [Weiner et coll.,
1993]. Ces deux pompes excluent les protons cytoplasmiques vers le périplasme. Les protons
exclus dans le périplasme reviennent dans le cytoplasme par I'intermédiaire de la FoF-ATP
synthétase qui utilise ce gradient pour fabriquer des molécules d’ ATP a partir de I’ ADP et du
Pi.

b) Les systemes de transport de solutés.

Les systemes de transport peuvent étre divisés en quatre grandes catégories: les
transporteurs n’ utilisant pas d énergie, les systémes faisant intervenir le gradient de force
protomotrice, les systemes de transport utilisant |’ énergie dérivée du phosphoénolpyruvate

comme source d’ énergie et les systemes de transport faisant intervenir directement |’ énergie
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d un nucléotide comme I’ ATP.

Les transporteurs n’utilisant pas d énergie sont dits uniport. Le soluté traverse la
membrane grace au gradient de concentration de ce méme soluté, ¢’ est le cas du transport du
glycérol dont le canal est formeé par la protéine GlpF ou encore de la protéine FOcA [Maloney
et coll., 1996] qui permet I’ entrée du formiate.

Les transporteurs a symport et a antiport font intervenir les gradients ioniques. Le
gradient d’ions H* est généré par la chaine respiratoire qui rejette des protons dans le
périplasme et provoque une différence de potentiel entre la face périplasmique et la face
cytoplasmique de la membrane interne. Dans les transporteurs a antiport, |’ énergie donnée par
I’entrée des ions H* dans le cytoplasme permet par exemple la sortie de molécules toxiques
hydrophobes (éthidium, thiolactomycine) par |’ intermédiaire du transporteur EmrB. Pour les
transporteurs & symport, I’ entrée concomitante des ions H* permet I’ entrée de soluté comme
le lactose (LacY). L’entrée de I'ion Na' peut auss servir de couplage a I’entrée de soluté
comme le mélibiose (MelB) [Botfield et coll., 1992].

Les systemes utilisant le phosphoénolpyruvate sont appelés systémes PTS
(Phosphoénol pyruvate (PEP) : carbohydrate PhosphoTransferase Systems). Ces systémes font
intervenir des protéines cytoplasmiques (El, HPr) qui permettent d’ apporter |’ énergie du PEP
par |’'intermédiaire de la liaison énergétique pyrophosphoryle vers le transporteur spécifique
situé dans la membrane cytoplasmique (EIl). L’ organisation des domaines de la protéine Ell
varie d'un systéme a I’autre. Pour I’entrée du glucose, la protéine EIIBCy. forme un canal
dans la membrane cytoplasmique, et |a protéine EllAgc phosphorylée par HPr apporte le
résidu phosphoryle a la protéine EIIBCyc pour permettre |’entrée du glucose. Pour le
mannose, la protéine cytoplasmique EIIAB, phosphorylée par la protéine HPr, apporte le
résidu phophoryle au transporteur Ell formé de deux domaines D et C [Postma, 1996].

La quatrieme catégorie est représentée par le systéme de transport BDP ABC (ATP
Binding Cassette). Ces systémes possedent une protéine périplasmique spécifique du substrat
(BDP), une protéine cytoplasmique, reconnaissant I’ ATP, fournissant |’ énergie pour |’ entrée
du soluté (ATPase) et un transporteur formé de une a deux protéines membranaires qui
permettent la translocation du soluté vers le cytoplasme. Les protéines Ma G et MalF [Benz et
coll., 1992] et NikA et NikB [Wu et coll., 1991] forment les perméases insérées dans la

membrane cytoplasmique permettant respectivement |’ entrée du maltose et du nickel.

c) Transport des proténes.

Deux types de protéines sont transportés hors du cytoplasme : Les protéines secrétées
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destinées au périplasme, ala membrane externe ou au milieu externe et les protéines insérées
dans la membrane cytoplasmique. Ces deux types de protéines partagent des éléments des
systemes de sécrétion des protéines mais possedent aussi des protéines specifiques impliquées
dans leur localisation.

Les protéines secrétées peuvent étre exportées par plusieurs systémes. Dans le systéme
de sécrétion de type I, les protéines sont sécrétées en une seule étape vers le milieu externe.
Le signa de sécrétion est localise dans la partie C-terminale de la protéine secrétée.
L'a-hémolysine d’'E. coli est une protéine sécrétée par le systeme de type | gréce al’ ATPase
(HIlyB) et a la protéine de fusion (HlyD) insérée toutes deux dans la membrane
cytoplasmique. Ce systeme fait partie de la famille des transporteurs ABC. Une protéine de la
membrane externe (TolC) est aussi indispensable lors de la sécrétion vers le milieu extérieur.
Les systemes de sécrétion de types 11, 1V et V partagent le systéme Sec qui permet |e passage
des protéines a travers la membrane cytoplasmique vers le périplasme. Les protéines
SecAY EG et SecB sont impligquées dans cette translocation. Le signal de sécrétion est localisé
dans le N-terminal des protéines et reconnu probablement par la protéine SecA. La protéine
SecB reconnait la protéine SecA et permet d amener les protéines vers le transocon
SecAYEG. Chez E. coli, un locus possédant de forte homologie avec les genes de type gsp
(General secretary pathway) a été identifié, mais sa fonctionnalité n’a pas été démontrée. Par
contre, la sécrétion des pectinases d’ Erwinia chrysanthemi dépend d’ un systéme de sécrétion
de type Il (Out) contenant 14 protéines localisées en maorité dans la membrane
cytoplasmique. Le systeme de type IV est rencontré chez de nombreuses bactéries
pathogenes. Le complexe VirB représente le modele de ce systéme de secrétion. || comporte
au moins 5 protéines transmembranaires ou associées a la membrane cytoplasmique ou
externe (VirB 6-10). La piline T d’ Agrobacterium tumefaciens et |a toxine pertussique de
Bordetella pertussis (plt) [Weiss et coll., 1993] sont les systémes représentatifs de la sécrétion
de type IV. Le systéme VirB d’A. tumefaciens permet aussi la sécrétion de I'ADN-T. Le
systeme de type V est un auto transporteur. La protéine possede un domaine N-terminal
reconnu par le complexe Sec qui permet la trandocation de la protéine dans le périplasme. La
sequence signal est ensuite éliminée. Un second domaine (domaine passager) est transloqué a
travers la membrane externe gréce au domaine C-terminal de la protéine qui crée un pore pour
permettre la sécrétion du domaine passager qui est ensuite clivé pour étre libéré dans le milieu
[Henderson et coll., 2001]. Le systeme de type Ill est indépendant du complexe Sec. Il
requiert une vingtaine de protéines dont un grand nombre situé dans la membrane

cytoplasmique. Le systeme de type |11 permet la sécrétion de facteur de virulence tel que le
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récepteur de I'intimine (Tir) de E. coli O157:H7 (EHEC) [Sperandio et coll., 1999]. De plus,
Les protéines nécessaires a |’ assemblage des flagelles sont homologues a celles du systéme de
type Il [Macnab, 1999].

Le systéme Tat représente un autre moyen de translocation des protéines a travers la
membrane cytoplasmique. Il est composé de quatre protéines TatABCE probablement
membranaires et de TatD une protéine soluble [Stanley et coll., 2001]. Les protéines
exportées par ce systeme Tat possedent une ségquence signal en N-terminal contenant deux
arginines conservées. Contrairement au systéme Sec, la sécrétion des protéines par le systeme
Tat implique la présence de cofacteurs et nécessite que les protéines soient préalablement
conformées. La protéine Sufl, impliquée dans la division cellulaire, est exportée via le

systeme Tat.

Trois voies différentes ont été identifiées pour insérer les protéines dans la membrane
cytoplasmique : le transocon SRP/Sec, le trandocon SRP/YidC ou YidC seul [de Gier et
coll., 2001]. Le complexe SRP (ffh, ARN 4,5S5) reconnait une séquence en N-terminal
hydrophobe sans que celle-ci soit bien déterminée. Le complexe SRP se fixe sur le N-terminal
du polypeptide en cours de la biosynthéese mais son role de chaperon ou de mise en
conformation N’ est pas bien défini. La protéine FtsY reconnait le complexe SRP-polypeptide—
ribosome et doit probablement diriger ce complexe vers la membrane cytoplasmique pour
permettre I’ insertion de la proténe gréce au transocon SecAY EG ou alaprotéine YidC. Lors
de I'insertion des segments transmembranaires de la protéine, il Savere que des
phospholipides induisent |’ activité GTPasique de la protéine FtsY et pourrait assurer une
fonction de chaperon pour une insertion correcte de ces protéines membranaires [Bogdanov et
coll., 1999], en particulier pour les phosphatidyl é&thanolamines.

d) Transduction des signaux.

Les bactéries régulent I’expression de nombreux genes suivant les conditions du
milieu extérieur tels que la température, I’ osmolarité, le pH, la présence de nutriment, etc. De
nombreux signaux captés au niveau de I’ enveloppe sont transmis vers le cytoplasme a I’ aide
de systemes a deux composants protéique capteur/régulateur. Le capteur, situé dans la
membrane cytoplasmique, percoit le changement de I’ environnement. Le capteur possede une
activité histidine kinase qui permet la phosphorylation et la déphosphorylation du régulateur.
Lors de I’activation, le capteur s auto-phosphoryle (sur une histiding), puis transfere le

groupement phosphate sur un résidu aspartate du régulateur cytoplasmique qui entraine des
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modifications de ses propriétés d’ activateur transcriptionnel. Le systeme EnvZ/OmpR est |I’un

des paradigmes de ces systémes capteur/régul ateur.

II) La membrane externe.

La membrane externe est en contact direct d un coté avec le milieu extérieur et de
I"autre avec le périplasme. La membrane externe est formée d’une bicouche lipidique. Des
phospholipides constituent le feuillet interne et des lipopolysaccharides (LPS), spécifiques de
cette membrane, constituent le feuillet externe. La présence des LPS sur le feuillet externe,
couplée a la présence de protéines, confére aux bactéries a Gram-négatif une plus grande
résistance face aux détergents, aux composés toxiques liposolubles. La membrane externe
possede une perméabilité sélective face aux composés hydrosolubles grace a la présence de

porines plus au moins spécifiques [Nikaido, 1999a].

1) La bicouche lipidique.

Le feuillet interne est constitué exclusivement de phospholipides dont la structure est
identique a celle des phospholipides de la membrane cytoplasmique, tout comme la

composition en phospholipides avec un enrichissement en phosphatidyléhanolamine.

a) Leslipopolysaccharides.

Les lipopolysaccharides (LPS) sont composés de trois parties (figure 2) : Lelipide A a
caractére hydrophobe, le noyau et |I’antigéne O hydrophile exposé au milieu extérieur. Le
lipide A est formé de deux glucosamines liées en 3-1,6 sur lesquelles sont fixées six a sept
résidus d’ acides gras saturés hydroxylés [Kastowsky et coall., 1992].

Le lipide A semble indispensable a I’ assemblage des LPS dans la membrane externe
puisque ¢’ est la structure minimale qui permet |aformation du feuillet externe.

La chaine de résidus de glucosamine est substituée par des groupements chargés tels
que des résidus de phosphate et de 4-aminoarabinose avec une majorité de groupements
anioniques. Le noyau est divisé en deux parties: le noyau interne tres conservé est relié au
lipide A et le noyau externe variable d’ une espece a une autre est relié al’ antigene O.

Le noyau interne est congtitué de trois heptoses et trois acides a-ceto- 3-deoxy-
octonique (KDO). Il est souvent substitué par des groupements chargés majoritairement
anioniques (phosphate) comme le lipide A. Ces charges contribuent a une meilleure
interaction entre les LPS par I'intermédiaire de cations divalents. Le noyau externe est

constitué de deux glucoses, deux galactoses et d’ une glucosamine.
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Unité répétée

Giell +—Clc NAe
bun
<:Tr'1cI--GdI
IiI-ep I—Hep I

Hep [

|

8eo I=—Kdo I=—Kdo IT

|
Gle I—Glz 1

Figure2 : Structure du lipopolysaccharide chez E. Coli et Salmonella [Kastowsky et coll.,
1992]. Le lipide A correspond a celui chez E. coli. Le noyau correspond a celui chez S
typhimurium. L’antigene O correspond a celui des especes Salmonella du sérotype B. Glc:

glucose, Gal: Galactose, Hep: Heptose Kdo: acide a-ceto-f3-octonique.
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L’antigene O est relié au glucose |1 du noyau externe par le galactose I. L’ antigéne O
est formé de la répétition d’une unité oligosaccharidique trés variable d’une souche a une
I"autre. Il est formeé de galactose, de mannose, de rhamnose et d’ abéquose.

L’ antigéne O n’'est pas indispensable a I’insertion des LPS dans le feuillet externe de
la membrane externe ni a la fonction de barriere pour ce feuillet. Par contre, il est
indispensable a la virulence des bactéries. Il pourrait intervenir dans le phénoméne
d’ échappement a la phagocytose des bactéries [Nikaido, 1996]

La biosynthése du LPS s effectue au niveau de la membrane cytoplasmique. Le noyau
est synthétisé par I'gjout successif des oses sur les LPS en cours de synthése. Par contre,
I'antigene O est synthétisé séparément, par les genes rfb, sur le bactoprénol (C55-

undecaprenol) puis transféré sur les LPS [Nikaido, 1999a].

b) L’ antigéne commun (ECA).

L'ECA (Enterobacterial Common Antigen) est présent chez toutes les entérobactéries.
Il est formé d'une chaine oligosaccharidique constituée de la répétition d'une unité
trisaccharidique, de 18 a 55 fois. L'unité trisaccharidique est constituée d’une N-acétyl
glucosamine, d’une N-acétyl mannosamide et d’ une N-acétyl fucosamide. Il existe plusieurs
formes d'ECA. La forme ECApq est liée de maniére covalente a un diacylglycérol, par une
ligison phosphodiester, inséré dans le feuillet externe de la membrane externe. La forme
ECA ps est liée au niveau du noyau du LPS. Latroisieme, formée d’ECA cyclique ECAgyc, a
été découverte chez les espéces Shigella sonnei, Yersinia pestis et Salmonella montevideo.
Les ECA_ps et ECA¢yc Ne sont pas identifiés chez toutes les entérobactéries contrairement a
I’ECApg[Rick et coll., 1998].

2) Les protéines de la membrane externe.

L’ analyse du génome E. coli prédit 39 protéines insérées dans la membrane externe.
78% des protéines ont été identifiées par électrophorese bidimensionnelle a partir d’ extraits de
membrane externe [Molloy et coll., 2000]. Certaines de ces protéines sont identifiées en
grande quantité comme OmpC, OmpF, OmpA et la lipoprotéine de Braun, d autres sont en
faible quantité comme les transporteurs specifiques, les récepteurs de haute affinité, les
protéines impliquées dans la sécrétion des protéines, etc. De plus, des protéines
hypothétiques, dont I’expression n’avait pas encore é&é démontrée, ont été révélées a partir

des électrophoreses bidimensionnelles.
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a) Les porines,

Les porines OmpC et OmpF sont formées de trois sous-unités qui possedent toutes
trois un pore permettant le passage non spécifiqgue de composés hydrosolubles d une taille
maximum de 600 da. Les pores de la porine OmpC sont |égérement plus petits que ceux de la
porine OmpF. La quantité des deux protéines est en général constante, mais la proportion de
I”une par rapport al’ autre varie suivant les conditions de milieu de culture. Les porines OmpC
et OmpF contribuent fortement a la perméabilité de |la membrane externe selon les conditions
extérieures. L’augmentation de I’osmolarité, de la température, la présence de composés
toxique, de |’ absence d' azote favorisent I’ expression du gene ompC et répriment |’ expression
du géne ompF. La protéine EnvZ de la membrane cytoplasmique percoit les changements
d osmolarité du milieu, s auto-phosphoryle sur une histidine conservée, puis transfere le
résidu phosphoryle sur la protéine OmpR cytoplasmique. Le niveau de phosphorylation de la
protéine OmpR régule au niveau transcriptionnel le taux des protéines OmpF et OmpC de la
membrane externe en activant préférentiellement le géne ompF a basse osmolarité et le géne
ompC a haute osmolarité [Dutta et coll., 2000]. D’ autres facteurs peuvent réguler I’ expression
des porines au niveau transcriptionnel comme IHF, RpoS, H-NS, AMPc/Crp ou au niveau

traductionnel comme I’ ARN anti-sens micF.

b) Les canaux spécifiques.

En plus des porines non spécifiques OmpF et OmpC, il existe des protéines qui
forment des pores spécifiques de substrat. L’ exemple le plus connu est la protéine trimérique
LamB. Cette protéine possede un site de reconnaissance du maltose et des maltodextrines et
permet leur passage a travers la membrane externe. Le substrat est ensuite pris en charge par
la protéine MaE périplasmique qui dirige le substrat vers le transporteur (MaF, MaG)
[Nikaido, 1996]. La protéine LamB, exposée au milieu extérieur, est utilisée comme récepteur
par le phage lambda et permet I’ adsorption du phage sur les bactéries. D’ autres canaux de
type porine sont utilisés pour capter d’autres éléments comme le phosphate (PhoE) ou les

nucléosides (Tsx).

c) Les transporteurs de haute affinité.

Les transporteurs de haute affinité sont capables de capter des molécules présentes
dans le milieu a de trés faible concentration. Leur constante de dissociation est de |’ ordre du
UM voir du nM. Cette haute affinité permet de concentrer le substrat dans le périplasme

jusqu’a 1000 fois par rapport ala concentration dans le milieu externe [Nikaido, 1996]. Dans
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ces systemes de transport a haute affinité, c'est le récepteur de la membrane externe qui
détermine la spécificité du systéme de transport, contrairement au systéme de faible affinité
ou C'est la protéine périplasmique qui est considérée comme responsable de la spécificité du
systeme de transport. Une fois le substrat capté dans le milieu, le récepteur subit un
changement de conformation qui permet de trandoquer le substrat dans le périplasme. La
trangdocation nécessite de |'énergie qui provient de la force protomotrice transmise via la
protéine TonB. Le récepteur BtuB [Bradbeer, 1993], permettant |a capture de la vitamine B12
et le récepteur FhuA, permettant la capture du fer, font partie de cette classe de transporteurs a

haute affinité.

d) Laprotéine OmpA.

La protéine OmpA est sous forme monomeérique et est similaire aux porines OmpC et
OmpF, mais seule une faible quantité de protéines OmpA possedent un canal ouvert
permettant le passage de molécules. In vitro, un canal a éé mis en évidence qui possede une
vitesse de pénétration deux fois inférieure a celle de la protéine OmpF. Le N-termina de la
protéine est organisé en un tonneau transmembranaire formeé de feuillets 3 antiparalléles. Le
C-terminal posséde une structure en hélice a située dans le périplasme. La protéine OmpA ne
possede pas un réle important dans la perméabilité de la membrane externe. La protéine

OmpA semble étre impliguée dans la stabilisation la membrane externe [Nikaido, 1996]

€) Lalipoprotéine de Braun.

La lipoprotéine de Braun (Ipp) est une petite protéine de 7200 dal présente dans le
feuillet interne de la membrane externe. La cystéine située en N-terminal de la protéine est
substituée par une molécule de diacylglycérol sur le groupement sulfuryl et par une molécule
d acide gras sur le groupement amine. Ces trois acides gras sont probablement impliqués dans
I'insertion de la lipoprotéine de Braun dans le feuillet interne de la membrane externe. La
partie protéique est située dans le périplasme [Nikaido, 1996]. Environ un tiers des
lipoprotéines de Braun est relié de maniere covalente au peptidoglycane par le groupement
amine de la lysine située en C-termina de la lipoprotéine de Braun. La lipoprotéine de Braun
est probablement impliquée dans le maintien de la structure de la membrane externe.

f) Insertions des protéines dans la membrane externe.

Les protéines destinées a étre insérées dans la membrane externe utilisent le systéme

Sec pour passer la membrane cytoplasmique. Il semblerait que les protéines soient
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transitoirement localisées dans le périplasme et prises en charge par plusieurs protéines qui
jouent un rdle dans la mise en conformation des protéines. La protéine DsbA permet la
formation correcte des ponts disulfures. La protéine Skp joue un rdle de protéine chaperonne.
La protéine SurA est une prolyl-cis-trans-isomérase [Kloser et coll., 1998]. L’interaction des
protéines avec quelques LPS localisés dans la périplasme semble aussi nécessaire pour
I'insertion des protéines dans la membrane externe, tout comme la composition en
phospholipides du feuillet interne de la membrane externe. Mais la maniére dont les lipides

influencent I’ insertion des protéines dans la membrane externe reste encore mal connue.

g) Les systemes de sécrétion.

Les systémes de sécrétion des protéines necessitent le passage de deux membranes
(figure 3). Pour les types I, 1V et V, le trandocon Sec permet e passage de la membrane
cytoplasmique. Ensuite, des protéines spécifiques de chaque systeme prennent en charge les
protéines, destinées a étre sécrétées. Dans le systeme de type |1, représenté par e systéme Out
d E. chrysanthemi [Shevchik et coll., 1997], OutD est située dans |la membrane externe sous
forme multimérique et permet la sécrétion des protéines. Les protéines OutS s associent ala
protéine OutD pour stabiliser la protéine OutD dans la membrane externe. Une mise en
conformation préalable des protéines dans le périplasme semble étre nécessaire pour une
obtenir une sécrétion efficace. Les protéines membranaires OutC, K ou M permettent de
signaer I'interaction de OutD avec une protéine en voie de sécrétion a la protéine
cytoplasmique OUtE, I’ ATPase qui fournie |’ énergie nécessaire ala sécrétion.

Le systeme de type IV est représenté par le complexe VirB qui intervient dans la
secrétion de la piline T et de I’ADN-T chez A. tumefaciens. Les protéines VirB9 et VirB7
s associent en hétérodimeres et viennent se fixer dans la membrane externe. C'est le point de
départ de I’ assemblage du complexe VirB qui traverse les deux membranes pour permettre la
sécrétion de la piline Te t de I’ADN-T [Christie, 1997]. Des systemes homologues sont
identifiés chez Helicobacter pilori (cag) qui permet la sécrétion d'un facteur protéique
activant la sécrétion de I’ interleukine 8 ou chez B. pertussis (ptl) qui permet la sécrétion de la
toxine pertussique.

Le systeme de type V est caractérisé comme un auto-transporteur. La protéine sécrétée
forme elle-méme un cana (domaine C-terminal) qui permet de faire traverser son domaine
passager vers le milieu extérieur qui est libéré par le clivage de la protéine [Henderson et
coll., 2001].

Le systeme de type | permet de sécréter |a protéine en une seule étape a travers les
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deux membranes.

Figure 3 : Schémas des Systemes de Sécrétion des protéines chez les Protéobactéries
[Sharff et coll., 2001].

Des protéines spécifiques permettent de traverser la membrane cytoplasmique et le
périplasme.

Pour traverser la membrane externe, La proténe TolC forme un cana capable
d'interagir avec plusieurs systémes de type | et permet |e passage de la protéine vers le milieu
extérieur [Sharff et coll., 2001]. L’ a-hémolysine (HIyA) d’E. coli, I’adénylylecyclase de B.
pertussis utilisent ce systéme de sécrétion. Des systémes de pompe a reflux permettant
I’élimination de toxines liposolubles sont homologues au systéme de sécrétion de type |
comme le systéme Acr qui permet I’ exclusion d’ antibiotiques liposolubles, de détergents, etc.

Le systeme de type Ill est rencontré chez les bactéries pathogénes et permet de
secréter directement les protéines dans la cellule héte. E. coli EPEC entéropathogene possede
un locus LEE qui renferme les genes du systéme de secrétion de type |11 (sep, esc). La
protéine SepA (YscV chez Y. pseudotuberculosis) et la protéine SepC (YscC chez .
pseudotuberculosis) forme respectivement deux anneaux dans la membrane cytoplasmique et
dans la membrane externe. La protéine SepD (homologue de YscJ chez V.
pseudotuberculosis) est un constituant de I’axe permettant de relier ces deux anneaux. Ces

protéines forment une structure semblable au corps basal des flagelles. La protéine SepB
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(YscC chez Y. pseudotuberculosis) est I'ATPase qui fournit I'énergie nécessaire a la
translocation des protéines dans le milieu extérieur. Ce complexe permet la sécrétion des
protéines EspF (YscF) qui constituent une aiguille a |’ extrémité du sécréton de type 11l. Les
protéines ESpA, sécrétées par le systeme de type 111, se fixent al’ extrémité de I’aiguille et se
polymérisent pour constituer un pont entre la bactérie et la cellule héte. Les protéines Tir,

EspB et EspD sont ensuite sécrétées par cette structure.

) Le périplasme.

Le compartiment périplasmique est bordée d un céte par la membrane cytoplasmique et
de I’ autre par |la membrane externe. Sa composition se distingue du cytoplasme alafois dans
la nature des polymeéres, des protéines et des ions. Les composants du périplasme jouent un
réle important dans la coordination des systémes qui régulent la physiologie des
Protéobactéries. Les protéines périplasmiques sont impliquées dans la détection et
I"assimilation des nutriments dans la cellule, dans la modification post-traductionnelle des
protéines, dans la synthese du peptidoglycane, des composés protéiques, glucidiques et
lipidiques de la membrane externe, etc. La composition du périplasme est régulée pour

adapter |a bactérie aux conditions extérieures.
1) Structure du périplasme.

a) Le volume périplasmique.

Le périplasme a été visualisé en microscopie électronique utilisant des méthodes de
cryofixation. Les résultats ont permis d’ estimer une épaisseur de 13 & 25 nm soit 8% a 16%
du volume de la cellule [Graham et coll., 1991]. Cette variation de volume est due au
changement de |’ osmolarité et ala préparation des cellules anal ysées en microscopie. D’ autres
approches ont été utilisées pour mesurer le volume du périplasme. Des composés radio-
marqués possédant des propriétés différentes de diffusion a travers |’ envel oppe bactérienne
ont été utilisés [Stock et call., 1977] [Cayley et call., 2000]. Le volume du périplasme a alors
été estimeé entre 20% et 40 % du volume d’ eau de la cellule.

La consistance du périplasme a été assimilée a un gel [Hobot et coll., 1984]. Ce
modéle est basé sur la structure en réseau du peptidoglycane et la variabilité de son taux de
polymérisation. Une solution aqueuse de protéines, d oligosaccharides, est associée au
peptidoglycane. Ce modéle explique la mobilité réduite de protéines fluorescentes dans le

périplasme par rapport a une solution aqueuse ou au cytoplasme. La faible diffusion des
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composes dans le périplasme pourrait expliquer la différence de volume estimée par les deux
méthodes ci-dessus. Par contre, la diffusion des OPG chez Ralstonia solanacearum a montré
gu’ une partie mgjoritaire des OPG diffuse de maniere similaire a des OPG dans une solution
aqueuse et gu’'une autre partie est associée aux protéines ou a la membrane. Ces données
suggérent une variabilité de la viscosité périplasmique propice a la formation de
microenvironnements favorables al’ activité des enzymes présentes dans le périplasme.

E. coli est capable de supporter et de croitre dans une large gamme d’ osmolarité allant
de 0,015 osM a 3 osM. Lavariation de I’ osmolarité intracellulaire engendre des changements
de volume dans les compartiments de la cellule. A basse osmolarité, la cellule est turgescente
et le volume de la cellule et du cytoplasme est grand, par contre le volume du périplasme est
faible. A haute osmolarité, le volume de la cellule diminue tout comme celui du cytoplasme,
par contre le volume du périplasme augmente ; la cellule devient plasmolysée [Cayley et call.,
2000]. Le peptidoglycane supporterait les principales contraintes physiques provogquées par
les variations de la pression osmotique. La membrane cytoplasmique ne subirait quasiment
aucune contrainte physique. Ceci impligue que le périplasme et le cytoplasme soit iso-
osmotique. Pour permettre cela, des changements de I’ osmolarité intracellulaire engendrés par
la modification de la quantité en eau et en solutés dans le cytoplasme et le périplasme
permettent de maintenir la pression de turgescence constante et |’iso-osmolarité entre le
périplasme et |e cytoplasme sur une large gamme d’ osmolarité [ Stock et coll., 1977].

Pour éviter la perte d’ eau du cytoplasme a haute osmolarité, e transport des composés
ioniques, comme les ions K" vers le cytoplasme, est activé pour augmenter |’ osmolarité du
cytoplasme et gjuster la pression osmotique a celle du périplasme. Le glutamate est synthétisé
pour contrer les charges apportées par les ions K™ dans le cytoplasme. Le tréhalose, la
glycine-bétaine sont aussi synthétisés pour éviter un apport trop important d’ions K*[Oliver,
1996].

A basse osmolarité, des ions K* et du tréhalose sont libérés dans le périplasme puis
dans le milieu extérieur. Le volume du périplasme diminue fortement. La pression osmotique
du périplasme semble étre maintenue grace au potentiel de Donnan [Stock et coll., 1977] db a
la présence des ions Na' et CI. Les OPG sont accumulés dans le périplasme a basse
osmolarité pour atteindre 5% du poids sec de la bactérie. Les OPG portant des charges
anioniques chez E. coli ont été proposés pour maintenir le potentiel de Donnan en captant les
ions NA*. Mais I’ absence d OPG n’ empéche pas les bactéries de croitre a basse osmolarité.
Les OPG ne participent pas de maniere significative a la régulation du potentiel de Donnan.

D’ autres systémes physiol ogiques permettent probablement cette régulation.
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b) Les sites d’ adhésion.

Lors de I"augmentation de I’osmolarité (saccharose 25%), un détachement de la
membrane cytoplasmique de la paroi est observé excepté au niveau de sites d' adhésion (sites
de bayer) [Woldringh, 1994] estimés entre 200 et 400. Ces sites retiennent la membrane
cytoplasmique au peptidoglycane et a la membrane externe [Park, 1996]. Plusieurs
hypotheses ont été émises pour la fonction de ces sites d’adhésion. Les sites d’adhésion se
formeraient a des sites prédéfinis qui permettraient de localiser le développement des
structures de I’anneau septal pour initier la division cellulaire [Cook et coll., 1994]. La
localisation et I'importance de ces zones de renflement dans I'initiation de la division sont
contestées par le fait qu’ aucune structure permettant de prédéfinir le site d’adhésion n’a été
mis en évidence [Woldringh, 1994]. Woldringh et coll. suggérent que la réplication et la
ségrégation du nucléoide initie la division cellulaire. Ces sites d’ adhésions pourraient étre le
lieu de transport des molécules destinées a la membrane externe. La formation de ces sites
d adhésion est trés controversée, Woldringh et coll. parlent d' une distribution aléatoire de
sites tandis que Cook et coll. émettent | hypothese d'une localisation prédéfinie de ces sites.
Les résultats montrent toutefois que la localisation des sites dépend des propriétés physiques
de I’enveloppe qui nécessite des réarrangements dans sa structure et sa composition lors de
I’ augmentation de I’ osmolarité ou de laréplication.

2) Le saccule de muréine.

Le saccule de muréine forme un sac rigide situé dans le péiplasme et est relié a la
membrane externe. |l contient un polymeére appelé muréine organisé en un réseau dense qui
permet de protéger la membrane cytoplasmique de la pression de turgescence. |l est auss
responsable de laforme de la bactérie [Park, 1996].

Le polymére de muréine est constitué de longues chaines glycaniques formées par
I’ association d'une trentaine de N-acétyl glucosamine et d acide N-acétyl-muranique reliés
par des liaisons (3-1,4 (figure 4). Un oligopeptide formé par I'association de résidus de
L-alanine, D-isoglutamate, L-méso-diaminopimelyl-D-alanine et de D-alanine dans cet ordre
se fixe sur I'acide N-acétyl-muranique par le résidu d'aanine. Ces chaines peptido-
glycaniques sont reliées entre elles par des liaisons covalentes entre la L-méso-
diaminopimelyl-D-alanine d’ une chaine et |a D-alanine d’ une autre chaine. Le pourcentage de
liaisons varie suivant les conditions de culture. Ces liaisons covalentes permettent en majorité
de former des dimeres mais auss des trimeres (5%) voire des tétrameres (<1%) [Holtje,
1993].
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La muréine est auss reliée aux lipoprotéines de Braun qui sont insérées dans la
membrane externe, ce qui permet au saccule de muréine d’ étre trés proche de la membrane
externe. Cette liaison covalente s effectue entre le groupement L-carboxylique du résidu
L-méso-diaminopimelyl-D-alanine et le groupement amine d une lysine ou d’ une arginine de

lalipoprotéine de Braun.

m-Azpm -,
‘ 2 DG Transpeptidase
1
* ' L-?Ia

=GlcNAc - MurNAc, -GlcNAc - MurNAc, - GicNAc -MurNAc, -

3= | 1
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]
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Figure 4 : Structure du peptidoglycane. [Holtje, 1998]. Dans le cercle est représenté la
molécule précurseur reliée a un résidu du bactoprénol. Ce précurseur peut étre relié au
peptidoglycane au niveau du résidu d'acide muranique par le mécanisme de transglycosidase
ou de |'alanine par |e mécanisme de transpeptidase.

La biosynthese du polymére de muréine s effectue dans le cytoplasme, la membrane
cytoplasmique et dans le périplasme. La UDP-mur-Nac est tout d’abord substituée par les
cing acides aminés puis ce composé est fixé sur le bactoprénol (lipide 1) et la N-acétyl
glucosamine est fixée a I’ acide N-acétyl muranique (lipid 11). Ce disaccharide—pentapeptide
est transloqué dans le périplasme puis allongé par I’ gjout d’ autres disaccharides (7 a 8 unités)
dans le périplasme. Cette structure est transférée du bactoprénol vers le saccule de muréine
gréce aux enzymes PBP1A/B/C,2,3. Cette étape est appelée la transglycosilation. Les chaines
de muréine sont reliées entre elles par laréaction de transpeptidation.

Durant la croissance, le saccule de muréine est constamment en évolution pour
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permettre la croissance et la division cellulaire. Deux systemes permettant cette évolution du
saccule de muréine ont été mis en évidence. Le premier systeme est impliqué dans la
croissance de la cellule. Le second systeme permet la formation du septum et des poles de la

bactérie lors de ladivision cellulaire [Holtje, 1998].

3) Les protéines du périplasme.

Le périplasme permet de faire la transition entre |la membrane externe et la membrane
cytoplasmique, il renferme donc un grand nombre de protéines qui permettent de faire la
liaison entre les deux membranes [Oliver, 1996]. Les protéines peuvent étre classées selon
leur fonction. Les protéines spécifiques de sucres, d acides aminés, de peptides, de vitamines
ou d’ions qui fonctionnent en coordination avec les systémes de transport ABC situés dans la
membrane cytoplasmique et avec les canaux spécifiques de substrat situés dans la membrane
externe. C'est le cas de MaE qui capte le maltose apporté par la protéine LamB et e conduit
jusgu’ au transporteur de la membrane cytoplasmique (Ma GF) [Benz et coll., 1992].

Des protéines périplasmiques permettent la dégradation des molécules complexes en
molécules ssmples pour étre transportées a travers la membrane cytoplasmique. Un grand
nombre de molécules organophosphatées entre dans le périplasme. Diverses phosphatases
spécifiques ou non selon les conditions de milieu permettent la libération du phosphate
organique sous sa forme inorganique Pi qui est envoyé dans le cytoplasme par le systeme de
transport du phosphate [Wanner, 1996].

Les bactéries sont soumises a des composés toxiques. Des systémes de détoxication
ont été développés pour contrer |’ effet de ces molécules. Aing, la B-lactamase (BlaM) d'E.
coli permet le clivage de la pénicilline et autres antibiotiques de lafamille des -lactames.

Une grande famille regroupe toutes les protéines impliquées dans la biogenése de
I’enveloppe comme la protéine MdoG nécessaire a la synthése des OPG périplasmiques
[Lacroix et coll., 1991], les protéines nécessaires a la synthese et a I’ exportation des LPS ou
encore impliquées dans la mise en conformation des protéines. Deux types de protéines ont
été identifiés comme éant impliquées dans la mise en conformation des protéines
périplasmiques. Les peptidyl-prolyl cis-trans isomérase (ppl) qui permettent d’initier la mise
en conformation des protéines au niveau des prolines et les protéines disulfure oxydases,
réductases et isomérases (dsb). Six génes dsb ont été identifiés (dSbABCDE). La protéine
majoritaire impliquée dans la formation des ponts disulfures est DsbA. Elle permet la
formation des ponts disulfures en réduisant deux résidus de cystéine. La protéine DsbA est

réoxydée par I'intermédiaire de la protéine DsbB qui est elle-méme régénérée par une quinone
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de la membrane cytoplasmique [Missiakas et coll., 19974]. D’ autres génes que les genes dsb
ont été mis en évidence dans I’ oxydation des protéines périplasmiques. Il s agit du géne ompL
qui code une porine de la membrane externe. Une molécule de faible poids moléculaire serait
oxydée et/ou réduite par la protéine DsbB. La porine OmpL serait impliquées dans
I’élimination de molécules de faible poids moléculaire lors de I’accumulation excessive de

mol écules réduites ou oxydées [ Dartigalongue et coll., 2000].

Le systeme Tol-Pal est compose de 7 protéines codées par deux opérons adjacents.
Ces protéines semblent étre impliquées dans la stabilité de I'enveloppe et dans I’ entrée de
certaines colicines et de phages (protéines TolQRAB) [Lazzaroni et coll., 1999]. La protéine
TolQ est située dans la membrane cytoplasmique, les protéines TolR et TolA sont insérées
dans la membrane cytoplasmique et possedent un large domaine périplasmique, la protéine
TolB est localisée dans le périplasme et |a protéine Pal est une lipoprotéine insérée dans la
membrane externe. Les protéines TolQ R, A et B sont impliquées dans I’ entrée des colicines
du groupe A [Lazdunski et coll., 1998]. Les protéines TolB et Pal sont capables d'interagir
entre elles, Pal interagit avec le peptidoglycane, TolB avec la Lpp et OmpA avec deux
protéines associées au peptidoglycane. Les protéines TolB, Pal, Lpp e¢ OmpA pourraient
participer au rapprochement du peptidoglycane et de la membrane. Les mutations dans les
genestol ou pal entrainent des phénotypes pléiotropes. Ces mutations entrainent une tolérance
aux colicines, la libération de protéines périplasmique, une sensibilité accrue aux sels
biliaires, |"hyperexpression d'acides colaniques, la formation de vésicules de membrane
externe, influence la composition des LPS et |’ expression des porines (OmpC) [Lazzaroni et
coll., 1999] [Gaspar et coll., 2000], un défaut dans la division cellulaire, la perte de virulence
de certains pathogenes [Heilpern et coll., 2000] etc. Ces protéines Tol-Pal pourraient étre
impliquées dans le maintient de la structure de I'enveloppe, la mise en place de LPS, des

porines ou le positionnement du septum.
V) Les Structures associées a la membrane externe.

1) Les Exopolysaccharides.

Les exopolysaccharides (EPS) associés a la membrane externe sont des déterminants
antigéniques. Nommés K, ils sont divisés en quatre groupes chez E. coli. Les EPS d'E. coli du
groupe 1 sont des polysaccharides acides et sont trouvés sous deux formes. Des molécules de

faible poids moléculaire sont associées au lipide A du LPS; et des molécules de haut poids
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mol éculaire forment la structure de la capsule [MacL achlan et coll., 1993].

Le groupe 4 représente un sous-ensemble du groupe 1 K et des polysaccharides de
surface appelés antigene O de la capsule puisque le premier antigéne O a été identifié sous
forme lié des LPS (50%) et associé a la capsule (50%) [Goldman et coll., 1982]. Les
antigénes du groupe 4 peuvent renfermer des sucres contenant des groupements amido-
acétiques.

Les antigenes du groupe 2 localisés dans la capsule sont reliés ala cellule par un acide
a-glycérolphosphatidique dans certaines souches d’'E. coli [Whitfield et coll., 1999]. Les
antigénes du groupe 3 sont tres proches de ceux du groupe 2 mais différent par des
caractéristiques génétiques. lls sont auss reliés a la cellule via une molécule d' acide
a-glycérol phosphatidique.

La synthése de la capsul e nécessite des résidus de sucre activés par de I'UDP comme
précurseur contenu dans le cytoplasme. La synthese s effectue sur |a face périplasmique de la
membrane cytoplasmique. Les polymeres sont alors translogués a travers la membrane
externe [Whitfield et coll., 1999].

L’ acide colanique est proche des polysaccharides du groupe 1. Elle est nommée aussi
antigéne M. Les genes cps sont responsables de |a synthése de I’ acide colanique présent chez
E. coli K12. L'expression de I'acide colanique est régulée via deux voies. Le systéme
capteur/régulateur RcsC/RcsB permet d' activer la transcription des genes cps en réponse a
divers stimulus environnementaux comme la dessiccation ou le choc osmotique. La protéine
RcsA en association avec RcsB peut activer la transcription des genes cps. Le géne rcsA est
régulé par la protéine H-NS via un atténuateur de transcription et I'ARN du géne DrsA
agissant comme ARN anti-sens pour débloquer | atténuateur. La concentration des OPG dans
le périplasme a été proposee pour indiquer les variations de I’osmolarité au capteur
membranaire RcsC. A basse osmolarité, les OPG sont présents en grande quantité et les génes
Cps ne sont pas activés. A haute osmolarité, les OPG sont en faible quantité et les genes cps
sont alors activés [Ebel et coll., 1997].

2) La couche S

La couche S entourant la bactérie peut former une pellicule de 5 a 25 nm d’ épaisseur.
Elle est constituée de protéines et ou de glycoprotéines formant une zone cristalline dans un
systéme géométrique oblique, carré ou hexagonae. La couche S peut étre liée au LPS de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif. La couche S forme un cristal dynamique

évoluant selon la croissance et la division cellulaire. La couche S pourrait participer a
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I”adhésion des bactéries sur la cellule héte ou former une barriére de protection [Sara et coll.,
2000].

3) Le flagelle.

Le flagelle est divisé en trois parties: la partie basale située dans I’ enveloppe, un
crochet relié ala partie basae et le filament. La partie basale est formée de quatre anneaux.
Deux anneaux M et S, codés par la protéine FliF, insérés dans la membrane cytoplasmique.
Les anneaux L et P sont insérés dans la membrane externe et codés respectivement par les
protéines FIgH et Figl. Un complexe Mot (MotA, MotB) relié au peptidoglycane entoure ces
guatre anneaux pour stabiliser la partie basale dans I’enveloppe. L’anneau C, situé dans le
cytoplasme constitue le moteur du flagelle (FIiG, FliM et FliN). L’anneau C permet le
couplage avec la force protomotrice qui fournit I’ énergie nécessaire a la rotation du flagelle.
Un axe (FIgB, FIgC, FIgF et FIgG) traverse le moteur, |a partie basale jusqu’au crochet. Le
crochet (FIgE) permet de connecter le filament a la cellule. Le filament relié au crochet par
I"intermédiaire des protéines FIgK et FIgL est formé par la polymérisation de la flagelline
FliC [Macnab, 1999] [Macnab, 1996].

Plus de 50 genes sont nécessaire a la synthése des flagelles et a sa régulation. Ces
genes sont transcrits en opérons et classés en trois groupes selon le moment de leur
activation : Les génes précoces, intermediaires et tardifs. Les génes précoces flhDC sont
inclus dans un grand opéron flh. Les protéines FIhC et D forme un hétérodimeére et recrute le
facteur 6’ pour initier la transcription des génes intermédiaires (flg, fli) et tardifs (flg, fli, mot,
tar, che, tsr, aer). Les génes intermédiaires codent les protéines d assemblage et structurales
requises pour le crochet. Le gene intermédiaire fliA code le facteur de transcription alternatif
o requit pour la transcription des génes tardifs. Les génes tardifs codent les protéines du
filament. La protéine FIgM se fixe au facteur 6 pour empécher la transcription des génes
tardifs jusgu’'a ce que |'assemblage du crochet soit total. Ensuite FIgM est sécrétée et la
transcription des genes tardifs est initiée [ Chilcott et coll., 2000].

Les flagelles sont répartis sur toute la cellule chez E. coli. Les bactéries sont dites
péritriches. La rotation du flagelle permet le déplacement de la bactérie. Ce déplacement
s effectue par une alternance de période de motilité et de culbute régulée par la présence de
substances attractives ou répulsives détectées par |es protéines membranaires impliquées dans
le chimiotactisme. Les protéines de la partie basal e sont homologues aux protéines du systéme
de sécrétion de type 111. Ce complexe permet la sécrétion du facteur 08, des protéines du

crochet, du filament.
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4) Les pili.

Les pili sont des structures permettant |’ attachement des bactéries aux cellules hotes.
existe plusieurs types de pili dans une méme bactérie nécessaire a différents stades de
I"infection des cellules hotes. La coordination de I’expression de ces différents pili est donc
cruciale pour I'infection efficace des cellules hétes. Les pili sont insérés dans I’ enveloppe,
mesurent de 1 a 2 um et sont répartis sur toute la cellule. La partie émergente est constituée
par la polymérisation de la piline. Une adhésine, située a I’extrémité du pili, permet de
reconnaitre des récepteurs spécifiques. Les pili ne sont pas impliqués dans la motilité des
bactéries, excepté pour les pili de type IV, responsables de lamotilité dite "twitching motility”
[low et coll., 1996]. Les pili jouent donc un role dans I'adhésion des bactéries avec les
cellules hotes qu’ elles soient eucaryote ou bactérien dans le cas du pili de type F nécessaire a

la conjugaison entre deux bactéries.
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B) Les glucanes périplasmigues osmoréegulés.

Les glucanes périplasmiques osmorégulés ou OPG (Osmoregulated Periplasmic
Glucans) sont présents chez toutes les Protéobactéries qui ont été testées. Ces composes
ubiquistes, situés dans le périplasme, possedent des caractéristiques communes identifiées
dans I’ensemble des molécules d OPG identifiées. Le glucose est le seul sucre présent et
forme le sguelette glucosidique des molécules d’OPG. La taille de ces molécules est
relativement faible allant de 5 a 24 résidus de glucose. Les résidus de glucose sont reliés en
majorité par des liaisons de type B-glucoside et la concentration des OPG augmente d’ autant
plus que I’ osmolarité du milieu diminue.

La premiére mise en évidence des OPG a probablement été réalisée par Mclntire et
coll. en 1942 [Mclintire et coll., 1942] en caractérisant des glucanes cycliques liés en 3-1,2 a
partir de filtrats de culture de I’ espece A. tumefaciens. Ces glucanes ont été répertoriés comme
une sous-fraction des exopolysaccharides. Ensuite, les OPG de I’ espéce E. coli ont été mis en
évidence en 1973 [Van Golde et coll.,, 1973] lors de |'étude du renouvellement des
phospholipides. Le renouvellement des phospholipides est associé au transfert de résidus de
phosphoglycérol de la membrane cytoplasmique vers des oligosaccharides périplasmiques qui
ont donc été nommés MDO (Membrane-Derived Oligosaccharides). L’ osmorégulation des [3-
glucanes d’ A. tumefaciens et des MDO d'E. coli amis en évidence un caractére commun entre
ces deux molécules [Miller et coll., 1986]. Ces composés périplasmiques ont été regroupés
sous le méme nom OPG [Bohin, 2000]. Les OPG sont des composés a part entiére du
périplasme. Selon les especes, la présence d’ OPG dans le milieu extracellulaire a été détectée
suivant les conditions de culture. La quantité d'OPG secrétée dépend a la fois du milieu de
culture, de la phase de croissance et de I’ espece considérée. Chez Erwinia. chrysanthemi, les
OPG secrétés n'ont pas de role dans la virulence de ces bactéries vis-a-vis des tubercules de
pomme de terre [Page et coll., 2001]. Par contre chez Bradyrhizobium japonicum, les OPG
extracellulaires semblent interagirent avec un récepteur situé sur la plante héte [Bhagwat et
coll., 1999].

Les OPG ont été décrits chez de nombreuses bactéries a Gram négatif appartenant aux
subdivisions alpha, béta ou gamma des Protéobactéries (figure 5). Si les OPG partagent des
caractéristiques communes (squelette glucosidique plus au moins substitué), ils possedent
néanmoins des particularités tant au niveau de la structure du squel ette glucosidique que de la

substitution.
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Similitude (%)
Espéce Famille d'OPG Substituants MdoG MdaH M
Subdivision gamma
Escherichia coll P-Gro 100 100 <5
P-Etn 30
suc
Salmonella typhl - - a5 a4 <h
30
Erwinia chrysanthemi Suc g2 1
Ace
Fseudomonas seruginossa - 515} 9 <h
Pseudomonas syringae Auecun 63 52
Shewanella putrefaciens - - 33 23
Wibra cholorae - - 32 22 <5
Hasrmophilus influenzas - - <5 <5 <5
Yesrinla pestis - - <h <5 <5
Xanthomonas citrt [t - 32 23 <5
Xylella faghidioss - : 32 22 <5
Subdivision béta
Ralstonia solanacearim ¥ Aucun
Bordatella pertusis
Melsseria gonorthoeae - - - - -
Mitrosomonas ewropeas - - 88 90
Subdivision alpha
Rhodobacter sphaeroides [ Suc: 34 17 +
Ace
Rhodobacter capsuiatus - - 35 17
Bricells shortua 1l Bucun - - 51
Sinarhizahivm melilati Il P-Gra . - 100
Suc
M ehtal
Bradyrhizobium japonicurm I P-Cho
Azospinlivm brasiionse i Suc - R 11
Cawlobactor crescentus . - - 19
Rickettsia prowazeki - - =5 =5 =5
Figure 5 : Classification des OPG et similitude des génes de biosynthése chez les
Protéobactéries. [Bohin, 2000]
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Figure 6 : Représentation des quatre familles d'OPG. [Bohin, 2000].
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1) Structure des glucanes périplasmigques osmorégulés.

Quatre familles d OPG ont été définies sur la base de la structure du squelette
glucosidique (figure 6).

1) Les OPG de la famille I.

Les OPG de la famille | sont représentés par les OPG de I’ espéece E. coli. Ces OPG
sont formés d'un squelette glucosidique constitué par une chaine linéaire de résidus de
glucose liés en 3-1,2 et ramifiée par des résidus de glucose liés en 3-1,6. Leur taille variede 5
a 12 résidus de glucose par molécule, avec une espece majoritaire constituée de 8 a9 résidus
de glucose par molécule. Des structures trés similaires, variant légerement dans le degré de
branchement, ont é&té mises en évidence chez des bactéries de la subdivision gamma tels que
E. chrysanthemi [Cogez et coll., 2001], Pseudomonas syringae [Talaga et coll., 1994].
Jusgu’ a présent, cette structure du squelette glucosidique n’a été identifiée que chez des
espéces de la subdivision gamma.

2) Les OPG de la famille II.

Les OPG de lafamille |1 sont tres représentés chez les Rhizobiacées (Agrobacterium,
Rhizobium, Snorhizobium) et chez Brucella arbortus [Breedveld et coll., 1994]. Les
sguelettes glucosidiques sont cycliques et leur taille, relativement grande par rapport a la
famille |, varie de 17 a 25 résidus de glucose d une espéce a I'autre. Ills renferment
uniquement des liaisons -1,2. Pour une méme espéce, une grande hétérogénéité en taille est

auss observée.

3) Les OPG de la famille Ill.

Les OPG de lafamille I11 sont présents chez les espéces Bradyr hizobium appartenant a
lafamille des Rhizobiacées. Le squelette glucosidique est un cycle renfermant 10 a 13 résidus
de glucose reliés par des liaisons 3-1, 6 et 3-1,3. La taille du squelette glucosidique chez ces
especes est tres stricte. Le sguelette glucosidique circulaire des OPG de B. japonicum est
formé en moyenne par I’ enchainement de triplet de résidus de glucose liés en (3-1,3 et d'un
triplet de résidus de glucose liés en [3-1,6 auquel vient s gouter une branche formée d’'un
résidu de glucose lié en 1,3 sur le carbone 6 d' un résidu de glucose du cycle [Rolin et call.,
1992]. La structure du squelette glucosidique des OPG de Azospirillum brasilense est trés
semblable. Par contre, trois types de squelette ont été identifiés a I'aide de méthodes plus
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résolutives.

Le type | possede un cycle de 12 résidus de glucose liés par trois liaisons en [3-1,3 et
huit en 3-1,6 puis d’ une branche formée par un treizieme résidu de glucose relié en 3-1,4. Le
type |l posséde une structure de type | alaquelle vient s gouter une deuxiéme branche formée
d un résidu de glucose lié en a-1,3. Le type Ill, fondé sur le type I, possede un groupement

2-O-meéthyl sur le résidu de glucose lié en a [Bohin, 2000].

4) Les OPG de la famille IV.

Le sguelette glucosidique de la famille 1V est cyclique et possede un degré de
polymérisation unique. Le cycle est formé de résidus de glucose dont un est lié en a-1,6 et les
autres en 3-1,2. La présence de la liaison a-1,6 induit une contrainte dans la molécule qui
contraste avec la flexibilité rencontrée dans le squelette de la famille 11 [Lippens et call.,
1998].Ces sguelettes glucosidiques sont identifiés dans les OPG synthétisés dans les especes
Ralstonia. solanacearum, Xanthomonas campestris [Talaga et coll., 1996] et Rhodobacter
sphaeroides [Talaga et coll., 2002]. Les OPG de ces espéces possedent respectivement des

sguel ettes glucosidiques de 13, 16 et 18 résidus de glucose par molécule.

5) La substitution des OPG.

Lorsqu’il est substitué, le squelette glucosidique peut I’ étre par une grande variété de
substituants donnant soit un caractére anionique, cationique ou neutre. Les substituants
proviennent de deux voies: les substituants provenant des phospholipides de |la membrane
cytoplasmique comme les résidus de phosphoglycérol, de phosphoéthanolamine et de
phosphocholine ; et les substituants provenant du métabolisme intermédiaire comme les
résidus acétyle, succinyle, e¢ méthylmalonyle. Les dérivés acyl-CoA du meétabolisme
intermédiaire pourraient étre les mol écul es donatrices.

Chez E. coli, les OPG produits sont a la fois hétérogene en taille, dans le taux et la
nature des substituants. La majorité des OPG possedent un caractére anionique plus ou moins

important, mais 1 a 2% des OPG sont neutres [Lacroix et coll., 1999].
II) Biosynthese des OPG.

1) Biosynthése du squelette des OPG de la famille |

Les genes responsabl es de la biosynthese des OPG de la famille | sont représentés par
les genes mdo identifiés chez E. coli. Un locus mdoA indispensable a la biosynthése des OPG
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aétéidentifié a 23 min sur le chromosome E. coli entre les génes putA et pyrC [Bohin et call.,
1984b]. L’ étude du locus mdoA a permis d’identifier deux génes mdoG et mdoH organisés en
opéron dans cet ordre. Ces deux genes sont indispensables a biosynthése des OPG [Lacroix et
coll., 1991]. Le gene mdoH code une protéine transmembranaire de 97 kda possédant 8
segments transmembranaires (figure 7). Trois larges domaines cytoplasmiques ont été décrits.
Le premier domaine noté C1l possédant 138 acides aminés est situé en N-terminal. Le
domaine C2 possede 303 acides aminés et le domaine C3 situé en C-terminal possede 146
acides aminés. La protéine MdoH possede peu d’ acides aminés orientés vers le périplasme.
Deux boucles périplasmiques formées de 32 et 33 acides aminés sont localisées
respectivement entre les segments transmembranaires Il et Ill et entre les segments
transmembranaires |11 et IV. La protéine MdoH est capable de synthétiser in vitro une chaine
linéaire de résidus de glucose liés en [3-1,2. De I’'UDP-glucose comme substrat, de I’ ACP
(Acyl Carrier Protein) et un 3-D-glucoside comme amorce sont nécessaires pour la synthese,
in vitro, de cette chaine linéaire. L’ octyl-B-D-glucoside représente la meilleure amorce pour
I"initiation de chaine linéaire 3-1,2 dans le test in vitro [Weissborn et coll., 1984]. Le blocage
de la fonction aldéhyde du carbone C1 du résidu de glucose dans la liaison avec le résidu
octyl suggere que I’ élongation de la chaine linéaire (3-1,2 s effectue du coté non réducteur sur
le carbone C2. Le rble de I'ACP n'est pas clairement défini. Les acides aminés 1 a 50
semblent indispensables a la fonction de I’ ACP dans la biosynthése des OPG tout comme
dans la bhiosynthése des acides gras [Tang et coll., 1997]. Par contre, le groupement
prosthétique de phosphopantéthéine n'est pas indispensable a la biosynthése des OPG
contrairement ala biosynthese des acides gras [ Therisod et coll., 1987]. Le cheminement de la
biosynthése des OPG N’ appardit pas similaire a la biosynthése des acides gras. La fixation de
I’ ACP pourrait engendrer un changement de conformation d’un domaine actif de la protéine
MdoH. Lors d analyses des composés formant les OPG, des acides aminés (1 lysine, 3 acides
glutamiques, 3 a 6 glycocolles, 2 aanines et 3 prolines) ont éé co-purifiés avec les OPG
[Fiedler et coll., 1985] suggérant peut-étre une forme d’ OPG associée a une protéine.

Mais I’ origine de ces acides aminés est inconnue et aucune relation avec les OPG n'a
été mise en évidence.

L’ hypothese de nécessiter du bactoprénol pour servir d'accepteur et permettre la
translocation des OPG de la face cytoplasmique vers la face périplasmique de la membrane
cytoplasmique afait I’ objet de plusieurs études.
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Figure 7 : Schéma du mécanisme de biosynthése des OPG chez E. coli. [Bohin, 2000].
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La colicine M interfere dans la régénération du bactoprénol phosphate et inhibe donc
la biosynthése du peptidoglycane [Holtje, 1998] et du LPS [Nikaido, 1996]. Par analogie, la
biosynthese des OPG a éé mesurée en présence de colicine M. Aucune différence n’a été
observée [Harkness et coll., 1990].

De méme, Aucun intermédiaire polyprényl-P-glucose et polyprényl-P-P-glucose n'a
pu étre détecté lors du test in vitro [Weisshorn et coll., 1991]. Weissborn et coll. n’excluent
pas |I" hypothése d’ une forme associée a la protéine MdoH indétectable dans le test effectue.
Par contre, le dosage des OPG a été effectué a partir d’une souche portant un alléle mutant
thermosensible du géne rth impliqué dans la synthése du bactoprénol. Aucune différence n'a
été observée dans la quantité d’ OPG pour les souches sauvage et mutantes dans le géne rth
que ce soit & 30°C ou a 42°C. L’ensemble de ces résultats ne suggere pas I’ intervention du
bactoprénol dans la biosynthese des OPG.

La classification des glycosyltransférases a été établie selon les critéres suivants: la
nature de substrat donneur de sucre, et le type de réaction catal ysée (inversion ou conservation
de I'anomérie de la liaison du sucre activé) [IlUBMB, 1992]. Les critéres de similitude de
ségquence en acides aminés et la comparaison des amas hydrophobes (HCA Hydrophobic
Cluster Analysis) ont été ajoutés pour classer les glycosyltransférases [Campbell et call.,
1997]. Les glycosyltransférases utilisent les sucres activés par un résidu de nucléotide
diphosphate. Deux types de réactions sont catalysés par les glycosyltransférases. Le
mécanisme d’'inversion qui permet de synthétiser une liaison d’anomérie 3 a partir d'un NDP-
glucoside d’anomérie a. Le mécanisme de rétention qui permet la formation d une liaison
d'anomérie a a partir d'un substrat NDP-sucre d'anomérie a. L’anayse par HCA des
séquences des glycosyltransférases a montré |I'existence de deux domaines A et B. Le
domaine A est toujours présent et possede deux résidus d’ acides aspartiques conservés. Le
domaine B n’est pas présent dans toutes les glycosyltransférases et il ne possede qu’un seul
résidu d’ acide aspartique conservé [ Saxenaet coll., 1995].

La comparaison de séquence en acides aminés du domaine central de la protéine
MdoH, réalisée par B. Henrissat, a révélé des caractéristiques communes avec les
glycosyltransférases de type 2 (E.C.2.4.1-). Le domaine central de la protéine MdoH posséde
trois acides aspartiques conservés. Les acides aspartiques 285 et 346 appartiendraient au
domaine A et I’ acide aspartique 449 appartiendrait au domaine B. L’ importance de ces acides
aminés dans la biosynthése des OPG sera étudiée dans ce travail.

Le géne mdoG code une protéine périplasmique de 56 kda indispensable a la
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biosynthése des OPG chez E. coli. La fonction de la protéine MdoG n’est pas déterminée. Sa
nécessité dans la synthese in vivo des OPG suggere une coopération forte et des interactions
avec la protéine MdoH. Plusieurs hypothéses ont été formulées quant a sa fonction [Lacroix,
1991]. La protéine MdoG pourrait étre nécessaire a la trandocation des OPG a travers la
membrane cytoplasmique par |'intermédiaire d'un cana formé par les segments
transmembranaires de la protéine MdoH. La protéine MdoG pourrait étre impliquée dans la

synthese des branches sur la chaine linéaire en cours de synthése par la protéine MdoH.

2) Biosyntheése du squelette des OPG de la famille Il.

Les genes ndvB et ndvA identifiés chez S meliloti [Stanfield et coll., 1988] sont
représentatifs des génes impliqués dans la biosynthese du squelette glucosidique de la famille
I1. Le gene ndvB code une protéine transmembranaire de haut poids moléculaire (319 kda).
Seule 60% de la partie N-terminale de la protéine NdvB, qui n’est pas classée parmi les
glycosyltransférases, est indispensable a la biosynthese des OPG cycliques. Un test in vitro a
partir de fractions membranaires non purifiées a permis la biosynthése de glucanes cycliques
apartir de I’UDP-glucose. Ce test a aussi révélé un intermédiaire glucosidique lié de maniére
covalente a une protéine de haut poids moléculaire (235 kda) chez S meliloti et A.
tumefaciens [Geremia et coll., 1987] [Zorreguieta et coll., 1986]. Cette protéine de haut poids
moléculaire associé au glucose est codée par le gene chvB d'A. tumefaciens homologue au
gene ndvB de S mdiloti. Cette protéine de 235 kda est responsable de la biosynthése des
glucanes. La protéine se situant en haut du gel, le poids apparent a probablement été sous
estimé et cette protéine correspond probablement a NdvB (Masse calculée a 309 kda). La
protéine NdvB pourrait a lafois catalyser |’ élongation de la chaine de résidus de glucose liés
en 3-1,2 et permettre la cyclisation [Zorreguieta et coll., 1988].

Le gene ndvA code une protéine cytoplasmique de 67 kDa. La protéine NdvA possede
des similitudes de séquence avec les transporteurs ABC. La plus grande similitude de
séquence est identifiée avec la protéine HIyB impliquée dans la sécrétion de |I” hémolysine par
le systeme de type |. La protéine NdvA pourrait intervenir dans la sécrétion des glucanes dans

le périplasme ou vers le milieu extracellulaire.

3) Biosynthese du squelette des OPG de la famille Il

Les génes ndvB et ndvC présents chez B. japonicum sont représentatifs des genes
permettant la biosynthese des OPG de la famille I11. IIs ont été identifiés grace a leur capacité
de complémenter la mutation ndvB de S meliloti [Bhagwat et coll., 1999]. Les proténes
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NdvB (102 kda) et NdvC (62 kda) sont probablement insérées dans la membrane
cytoplasmique. L’inactivation du gene ndvB entraine I’ absence de biosynthese des OPG. Par
contre, I’inactivation du gene ndvC n’abolit pas la synthese des OPG. La quantité d OPG est
identique, mais la structure est différente. Les OPG ne renferment que des liaisons (3-1,3 au
lieu de liaisons [3-1,3 et (-1,6. La protéine NdvB de B. japonicum ne possede pas de
similitudes de séquence avec la proténe NdvB de S. meliloti. Par contre, La protéine NdvB de
B. japonicum appartient a la famille des glycosyltransférases de type 2 comme MdoH. La
protéine NdvC montre de fortes similitudes de séquence avec des genes de levure impliqués
dans le métabolisme des glucanes. La protéine NdvB pourrait étre impliquée dans la
polymérisation de glucanes cycligques possédant des liaisons (3-1,3; et la protéine NdvC
pourrait catalyser la formation de liaisons -1,6 en coopération avec la protéine NdvB par
I” addition de nouveaux résidus de glucose ou par le réarrangement des mol écules synthétisées
par la protéine NdvB [Breedveld et coll., 1994].

4) Biosynthese du squelette des OPG de la famille IV.
Les genes de biosynthese des OPG de type IV ont été identifiés chez R. sphaeroides

[Cogez et call., 2002]. Le génome de R. sphaeroides posséde a la fois un gene ndvB, sur le
chromosome 2, similaire aux géenes responsables de la biosynthése des OPG de lafamille 11 et
les genes similaires aux genes mdoGH, sur le chromosome 1, responsables de biosynthése des
OPG de lafamille I. L’inactivation du gene ndvB n’ empéche pas la biosynthese des OPG qui
possedent une structure identique a celle des OPG d’ une souche sauvage. Le gene ndvB de R.
sphaeroides n’intervient pas dans la biosynthese des OPG de la famille de type IV. Le locus
similaire aux genes mdoGH a révélé la présence d’ une ORF (Open Reading Frame) similaire
au gene mdoG et une ORF similaire au gene mdoH. Ces deux ORF ont été nommeées opgG et
opgH respectivement. Une troisiéme ORF, située entre les génes opgG et opgH, S est révélée
indispensable a la biosynthese des OPG. Cette ORF, nommée opgl, ne montre aucune
similitude avec les protéines des banques de données. La complémentation de la mutation
mdoH chez E. coli par le gene opgH de R. sphaeroides a permis de synthétiser des OPG de
structure linéaire semblables a ceux de I’ espéce E. coli. La protéine OpgH pourrait catalyser
la polymérisation d’ une chaine linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2 et la protéine OpgG
catalyserait la cyclisation des molécules par la formation d’une liaison a-1,6. La fonction de
la protéine Opgl n’est pas éucidée.

La protéine Opgl pourrait étre impliquée directement dans I’ activité de OpgH, assurer
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le r6le de I'ACP ou étre impliguée dans un couplage traductionnel entre les genes opgl et
opgH nécessaire al’ expression de opgH [Cogez et coll., 2002].

5) Les génes impliqués dans la substitution des OPG.

Le premier géne impliqué dans la substitution des OPG concernait le transfert de
résidus de phosphoglycérol des phosphatidylglycérols versles OPG.

Ce gene a é&é nommé mdoB [Jackson et coll.,, 1984]. Deux activités de
phosphoglycérol-transférases ont été identifiées. Une phosphoglycérol-transférase |
transmembranaire catalyse le transfert d'un résidu de phosphoglycérol provenant du
phosphatidylglycérol vers une molécule d’ OPG en cours de biosynthése. Elle est codée par le
gene mdoB. Une activité phosphoglycérol-transférase Il soluble a été mise en évidence
antérieurement. Cette phosphoglycérol-transférase |1 permet le transfert d'un résidu de
phosphoglycérol provenant d’une molécule d OPG soluble vers une autre molécule d’ OPG
soluble [Goldberg et coll., 1981]. La caractérisation du gene responsable de cette activité a é&té
effectuée dans ce travail. Chez S. mdliloti, le gene cgmB code une protéine soluble
responsable de |a substitution des OPG cycliques par le phosphoglycérol. La protéine CgmB
ne posséde que trés peu de similitude (17,5%) avec la protéine MdoB. La provenance des
résidus de phosphoglycérol n’a été démontrée [Wang et coll., 1999].

Le gene mdoC est responsable de la substitution des OPG par des résidus de succinate
chez E. coli. Le profil d'hydrophobie a prédit I’ existence de 10 segments transmembranaires.
La protéine MdoC catalyse le transfert d’un résidu de succinate a partir d’'un substrat
cytoplasmique sur les chaines d’ OPG en cours de biosynthése. Le succinyl-CoA a été propose
comme substrat [Lacroix et coll., 1999]. Un gene opgC a été identifié chez R. sphaeroides. La
protéine OpgC ne montre pas de similitude séquence avec la protéine MdoC d'E. coli. Maisle
profil d hydrophobie de la protéine OpgC a prédit 10 segments transmembranaires.
L’inactivation du gene opgC entraine une absence de résidu de succinate sur le squelette des
OPG de R. sphaeroides [Cogez et coll., 2002].

6) Phylogénie des genes de biosynthése des OPG.

Les genes de biosynthese des OPG peuvent étre divisés en trois classes. Les génes de
type mdo permettant la biosynthése des OPG de la famille | et 1V, les genes de type ndvAB
permettant la biosynthese des OPG de la famille Il et 1l et les génes de type ndvBC
synthétisant les OPG de lafamillelll.
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Figure 8 : Organisation génomique des génes de biosynthese des OPG.
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La recherche systématique et réguliere de genes similaires révéle une large
représentation des genes de type mdo au sein des bactéries a Gram neégatif (figure 8). Les
genes similaires au gene ndvB de S. meliloti sont identifiés chez A. tumefaciens, S. fredii, B
arbortus et A. brasilense. L’organisation génomique des genes ndv est relativement bien
conservée chez ces especes sauf pour B. abortus dont le géne similaire au géne chvA n’a pas
été identifié. Tous ces génes permettent la biosynthése des OPG de la famille |1, sauf pour A.
brasilense qui synthétise des OPG de lafamille Il [Rainaet coll., 1995].

Un locus ndvB a aussi éte identifié chez R. sphaeroides, mais il ne participe pas ala
biosynthese des OPG identifiés comme appartenant alafamille IV [Cogez et coll., 2002].

Les genes de type mdoGH sont donc les genes les plus représentés. L’ organisation
génomique est relativement bien conservée au niveau des géenes de type mdoG et mdoH mais
des différences significatives ont été mises en évidence.

Le gene mdoH est présent chez toutes ces espéces qui renferment des génes de type
mdoGH. La similitude de séquence entre la protéine MdoH de E. coli et des orthologues peut
aller de 94% chez Salmonella typhi a 22% chez vibrio cholerae.

Le gene mdoG, quant alui, n’est pas présent chez toutes ces especes. La similitude de
séquence peut aller de 96% chez S typhi a 32% chez V. cholerae. Trois organisations
génomiques sont identifiées (figure 8). Dans la premiére organisation, les genes mdoG et
mdoH sont organisés en opéron dans cet ordre. En plus de ces deux genes indispensables ala
biosynthése du squelette glucosidique, un troisiéme géne mdoD, dont I’implication dans la
biosynthese des OPG a été étudiée dans ce travail, a été détecté chez les entérobactéries et
Shewenella putrefaciens. Les genes mdoG et mdoD sont des genes paral ogues. Le géne mdoD
est localisé dans une région chromosomique différente du locus mdoGH. Dans I’ éat actuel
des connaissances, |’ organisation des genes mdoGH en opéron est présente uniquement chez
les espéces synthétisant des OPG de lafamillel.

La seconde organisation est représentée sur le génome de R. sphaeroides [Cogez et
coll., 2002]. Les génes opgG et opgH sont aussi organises en opé&ron mais une ORF
supplémentaire (opgl) est intercalée entre ces deux géenes (figure 8). Cette organisation de
trois génes en opéron opgGIH est identifiée chez R. sphaeroides et R. capsulatus. Les genes
opgGIH sont indispensables a la biosynthese des OPG de la famille IV. Le gene opgD
similaire amdoD est présent chez R. capsulatus a un locus différent de opgGIH. Les génomes
des autres especes de Rhodobacter étant incomplets, la présence du géne opgD ne peut étre
affirmée.
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Figure 9a: Arbre phylogénétique des genes opgH chez les Protéobactéries.
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Une troisiéme organisation est représentée sur le génome de Xylella fastidiosa.
L’ organisation montre I’ absence du gene opgG en amont du gene opgH et la présence du géne
opgD situé a un locus distinct de opgH. La protéine OpgH seule semble pouvoir synthétiser
des OPG in vivo [Béas vilas L., communication personnelle]. L’ absence du gene opgG est
relevée chez X. almond et X. oleander. Dans I’ actuel des connaissances, le géne opgD est
auss identifié chez les especes X. fastidiosa et Xanthomonas citri [Talaga et coll., 1996],

méme si ces deux especes synthétisent respectivement des OPG de lafamille | et V.

P. fluorescens () |- Syringae ()

E. chrysanthemi (G)

P. i G
aeruginesa (9 N. etiropeae (G)
R. eutropha (G) ¥ pregmoniae (G)
E. coli {G)
S. enterica (G)
S. typhi (6)
$. typhi @)
S. enterica ()
E. coli (D)

P. fluorescens ()

K preamonize (D)

Figure9b : Arbre phylogénétique des genes opgG et opgD chez les Protéobactéries.

L’ arbre phylogénétique (figure 9a) créé avec les sequences des protéines similaires a
MdoH montre deux branches principales qui séparent d’un cété I’ organisation en opéron des
genes opgGH relevée dans le génome de E. coli (mdoGH) et de I’ autre les deux organisations
identifiées dans le génome de R. sphaeroides (opgGIH) et celui de X. fastidiosa (opgH). Seul
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S putrefaciens (opgGH) et C. crescentus, dont |’ organisation génomique est identique a celle
de E. coli, se trouvent dans la deuxiéme branche. Dans cette deuxiéme branche, un groupe
condensé renferme les espéces avec une organisation identique a celle du génome de X.
fastidiosa et un autre groupe relativement étalé renferme les espéces avec une organisation
identifiée dans le génome de R. sphaeroides.

L’ arbre phylogénétique créé avec les séquences des protéines OpgG et OpgG (figure
9b) révele une partie supérieure renfermant les protéines MdoG et une partie inférieure
renfermant les protéines OpgD. Chacune de ces deux branches renferme une organisation
semblable a celle trouvée sur |’ arbre créé avec les protéines OpgH. Néanmoins une séparation
floue entre les protéines OpgG et OpgD est trouvée chez les espéces Rhodobacter, V.
cholerae, R. solanacearum et S. putrefaciens. De plus, une duplication des genes opgD et
opgG est trouvée respectivement chez R. solanacearum et S, putrefaciens. Dans I’ actuel des
connaissances, il n’est possible de déterminer si ces genes s expriment ou si cette duplication
n'est paslefait d une erreur dans |’ analyse de leur génome.

L’ organisation génomique ne refléte pas le type d’ OPG synthétisés. La protéine MdoH
semble tout de méme spécifique de la biosynthése de liaisons [3-1,2. La cyclisation ou la

ramification serait effectuée par la protéine mdoG et/ou la protéine mdoD selon les cas.

) Régulation de la biosynthese des OPG.

La biosynthése des OPG apparait soumise a une régulation osmotique chez les
Protéobactéries. La quantité d OPG accumul ée dans le périplasme augmente d' autant plus que
I’osmolarité du milieu diminue. A basse osmolarité (0,10sM ou en dessous), la quantité
d OPG peut atteindre une proportion consequente du poids sec de la cellule alant jusqu’ a 5%.
A haute osmolarité (au-dessus de 0,6 osM), la quantité d OPG accumulés dans le périplasme
chute en dessous de 0,5% du poids sec de la cellule. Cette régulation de I’accumulation des
OPG suivant la variation de I’osmolarité du milieu est plus ou moins prononcée suivant les
especes bactériennes exceptés chez B. abortus et S. meliloti GR4 [Lacroix et coll., 1999]
[Breedveld et coll., 1994]. Lors d’un changement brutal vers des milieux de haute osmolarité,
la biosynthese des OPG est rapidement bloguée, mais les OPG ne sont pas dégradés. Plusieurs
générations sont donc nécessaires pour gjuster la concentration des OPG gréace aladilution du
périplasme engendrée par les divisions cellulaires. Ce phénomeéne est observé alafois chez E.
coli et S mdliloti. De plus, au moins une génération est nécessaire pour atteindre le niveau
d’ OPG maximum lors d’une diminution brutale de I’ osmolarité chez E. coli [Lacroix, 1989b]

La régulation de I'activité de biosynthese des OPG semble s effectuée au niveau
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transcriptionnelle et ou enzymatique suivant |es espéces.

1) Régulation enzymatique.

L’ activité de biosynthése de la glucosyl-transférase a été mesurée a I’aide d' extraits
membranaires de |’ espéce E. coli [Rumley et coll., 1992] et de S. meliloti [Zorreguieta et call.,
1990] dans différentes conditions d’ osmolarité. Deux types de composés, ioniques (K*, NaCl)
ou neutres (saccharose, mannitol), ont été gjoutés pour faire varier I’osmolarité lors de testsin
vitro de I’ activité de biosynthése de la glucosyl-transférase. La biosynthése des glucanes in
vitro est inhibée de maniére significative en présence des composés ioniques tels que le K™ et
NaCl. Par contre, les composés neutres n’ engendrent pas ou ont un effet moindre sur I’ activité
de biosynthese de la glucosyl-transférase Ce phénomene est identifié lors des tests in vitro
effectués avec les extraits membranaires de E. coli et de S. meliloti. L’ activité de biosynthéese
apparait régulée au niveau enzymatique. Cette régulation semble dépendre in vitro de la force
ionique plus que de I’ osmolarité. Les ions K*, dont la concentration devient trés importante &
haute osmolarité dans le cytoplasme, pourraient avoir un role primordial dans cette régulation
osmotique au niveau de |’ activité enzymatique de la glucosyl-transférase in vivo.

La substitution des OPG par le phosphoglycérol semble étre aussi osmorégulée au
niveau enzymatique pour la protéine CgmB de S meliloti [Breedveld et coll., 1995].
L’ homologue de fonction MdoB chez E. coli ne semble pas étre régulé par |I’osmolarité au
niveau de son activité enzymatique [Bohin et coll., 1984a]. De plus, les OPG extraits de
cellules DF214 d'E. coali cultivées a haute ou basse osmolarité ne montrent pas de différence
dans leur caractére anionique (voir résultats partie 3). Par contre, La substitution des OPG par
des résidus de succinate chez E. chrysanthemi diminue quand I’osmolarité du milieu

augmente [Cogez et coll., 2001]. Le mode de régulation est a ce jour inconnu.

2) Régulation transcriptionnelle.

L’analyse de I’ activité d' une fusion traductionnelle entre I’ opéron mdoGH et le géne
lacZ (mdoGH::lacZ) et la mesure du taux d ARNm de I’ opéron mdoGH chez E. coli a permis
de révéler une régulation osmotique de I'expression de I’ opéron identique a la régulation
osmotique observée au niveau de la biosynthese des OPG [Lacroix et coll., 1991]. Cette
régulation osmotique est indépendante de la concentration des OPG dans le périplasme. La
transcription de I’ opéron apparait étre régulée en fonction de I’ osmolarité.

De plus, I’ opéron fait partie du régulon o=. 6F est un facteur de transcription impliqué

dans la réponse initiée par la présence de protéines ma conformées de |I’enveloppe
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[Dartigalongue et coll., 20014a]. L’ implication des OPG dans la réponse initiée par la présence
de protéines mal conformées n’a pas encore été démontrée, mais les OPG pourrait interagir
avec les phospholipides ou les protéines de I’ envel oppe pour limiter les dommages causes par
le stress thermique. Chez A. tumefaciens, des extraits membranaires de cellules cultivées a
haute osmolarité ont montré une diminution de 20% a 50% de I’ activité de synthése des
glucanes par rapport a des extraits membranaires de cellules cultivées a basse osmolarité. Ces
résultats montrent une régulation osmotique du gene chvB qui est toute fois inférieure a la
répression de la biosynthése des OPG observée in vivo a haute osmolarité (85%) [Zorreguieta
et coll., 1990]. Par contre, des extraits membranaires des bactéries S. meliloti obtenus a partir
de cellules cultivées a haute ou basse osmolarité catalysent des quantités équivalentes de
glucanes [Breedveld et coll., 1992].

La régulation de la substitution par le phosphoglycérol a auss été observée chez S.
meliloti. Une régulation osmotique de la substitution par |e phosphoglycérol atout d abord été
identifiée au niveau enzymatique en absence de synthese de protéine [Breedveld et call.,
1995]. Mais une régul ation transcriptionnelle du géene cgmB responsable de la substitution des
OPG par des résidus de phosphoglycérol a éé démontrée par extension d’amorce. La
substitution des OPG par le phosphoglycérol semble étre régulée au niveau enzymatique et
transcriptionnel [Wang et coll., 1999].

Les tests d activité enzymatique in vitro ont montreé leurs limites dans ces expériences.
IIs ne traduisent probablement pas tous les éléments et les conditions présentes in vivo.
semblerait que I'activité de la biosynthese des OPG soit régulée a la fois au niveau
enzymatique et au niveau génétique. La régulation enzymatique pourrait expliquer la rapide
inhibition de biosynthése des OPG lors d une augmentation brutale de |I'osmolarité qui
influence fortement la concentration des ions cytoplasmiques (K*) responsables de
I"inhibition in vitro de I'activité de biosynthése sous le contrble la protéine MdoH. La
régulation génétique prendrait le relais avec un temps de latence pour une adaptation de

longue durée face a une variation de I’ osmolarité du milieu.

3) Régulation par la concentration des OPG.

L’inhibition de la biosynthese des OPG par leur concentration périplasmique a été
démontrée a |’ aide de la souche DF214 (pgi, z2wf) qui est incapable de synthétiser des OPG en
absence de glucose exogene. Aprés I’ addition de glucose, les OPG sont accumul és rapidement
pour atteindre un plateau correspondant a la concentration des OPG identifiés dans une

souche sauvage. Cette inhibition par la concentration des OPG périplasmiques est
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indépendante de I’osmolarité [Rumley et coll., 1992]. Des conclusions semblables ont été
déduites lors d'études de la biosynthése des OPG chez Rhizobium leguminosarum.
L’inhibition de la synthése des glucanes in vitro s effectue a des concentrations identiques a
celles identifiées dans le périplasme [Breedveld et coll., 1992]. L’inhibition de biosynthese
par la concentration des OPG périplasmiques pourrait s effectuer soit directement sur le
complexe enzymatigue MdoGH ou par I'intermédiaire d'un systeme capteur/régulateur
impliqué dans la régulation transcriptionnelle des genes responsables de la biosynthese des
OPG. L’inhibition de biosynthese des OPG par leur concentration périplasmique pourrait
expliquer la chute brutale de I’ activité de biosynthése des OPG deux heures aprés I entrée en
phase stationnaire [Lacroix, 1989b]. Cette inhibition pourrait s effectuer a la fois au niveau
enzymatique pour une réponse rapide et au niveau génétique pour une réponse a long terme
face aux variations des conditions environnemental es.

La régulation de la biosynthese des OPG semble s effectuer au niveau transcriptionnel
et/ou enzymatique. Cette régulation des OPG doit probablement étre intégrée dans un ou des
systémes de régulation globale induit par les conditions du milieu et parfois de maniéres

différentes suivant |es espéces considérées.
IV) Implication des OPG dans la physiologie cellulaire.

1) Phénotypes associés a I’altération des OPG.

Différents mutants de genes impliqués dans la biosynthese des OPG au niveau du
squelette glucosidique ou de la substitution ont éé obtenus chez des bactéries pathogenes
pour I’homme, les animaux ou les végétaux. Les phénotypes observés sont pléiotropes et
peuvent différer d’ une espéce al’ autre, maisils sont toujours en relation avec des constituants
de I’ envel oppe ou des protéines secrétées. Ces atérations dans la structure et/ou des fonctions
de I’enveloppe provoquent de fortes déficiences dans la virulence des bactéries vis-a-vis des
cellules hotes.

Que ce soit chez les Rhizobiacées, chez E. chrysanthemi ou chez E. coli, les colonies
des mutants affectés dans la biosynthese du sguelette glucosidique des OPG montrent un
phénotype muqueux provoqué par une hyperproduction d EPS [Ebel et coll., 1997] [Page et
coll., 2001] [Breedveld et coll., 1994]. Chez E. coli, les mutants mdoGH empéchent
I’ expression de la protéine de lyse MS2 [Holtje et coll., 1988]. L’ absence d’ OPG entraine une
diminution importante de la motilité et un déficit dans le chimiotactisme quelles que soient les

especes. Ce phénotype est probablement du a un déficit du nombre de flagelles [Fiedler et
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coll., 1988].

Les mutants ndv de S. meliloti et chv de A. tumefaciens sont incapables de croitre dans
des milieux hypo-osmotiques. Par contre des mutants mdoGH d'E. coli et opgGH d'E.
chrysanthemi sont tout a fait capables de croitre normalement dans un milieu hypo-
osmotique. Des mutants opgGH d'E. chrysanthemi sont hypersensibles aux sels biliaires alors

gue les mutants mdoGH d’ E. coli ne le sont pas [Page et coll., 2001].

L’ altération de certaines fonctions de I'’enveloppe atere les interactions chez de
nombreuses especes avec les cellules hdtes entrainant une absence de virulence ou de
symbiose.

L’ étude du locus hrp impliqué dans la virulence des bactéries de I’ espece P. syringae a
permis de caractériser I’ORF1 homologue au géne mdoG et I’ORF2 homologue au géene
mdoH et appelé hrpM. L’inactivation d'un des deux géenes entraine la non virulence des
bactéries vis-avis des plantes de haricots et n’ entraine pas de réaction d  hypersensibilité chez
la plante de tabac [Mukhopadhyay et coll., 1988]. Chez S. meliloti, les mutants ndvB et ndvA
forment des pseudo-nodules incapables de fixer |’ azote chez les Légumineuses. Ces pseudo-
nodules renferment un petit nombre de cordons d'infection incapables de fixer |’azote. La
présence de ces cordons d'infection montre que les OPG pourraient étre impliqués dans le
développement de ces cordons d'infection et non dans I'interaction avec les cellules hétes.
Chez A. tumefaciens, les mutants chvB et chvA sont non virulents [Douglas et coll., 1985]. Les
souches chv sont incapables de se développer sur les plantes hétes. L'absence d’OPG
engendre une altération dans I’ envel oppe et/ou dans la sécrétion de facteurs de virulence. B.
japonicum est une bactérie symbiotique. L’inactivation du géne ndvB (responsable de
synthese des OPG de la famille I1l) entraine la formation de pseudo-nodules incapables de
fixer I'azote. L’inactivation du gene ndvC entraine la biosynthése d’OPG constitués
uniguement de liaisons 3—1,3. Le mutant ndvC, contrairement au mutant ndvB, est doué de
motilité, et croit a basse osmolarité, par contre celui-ci forme des nodules incapables de fixer
I’azote [Bhagwat et coll., 1999]. Les inactivations des genes opgG et opgH chez E.
chrysanthemi entrainent I'incapacité de générer la macération des tubercules de pomme de
terre ou des feuilles d’ endives [Page et coll., 2001]. La co-inoculation de bactéries opg avec
des bactéries sauvages ne permet la croissance des bactéries mutantes de |’ espéece E.
chrysanthemi. Ces résultats montrent une nécessité des OPG périplasmiques pour la
croissance des bactéries dans les plantes et ne semblent pas étre expliqués uniquement par la

diminution de la sécrétion des exo-enzymes.
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L’importance des OPG dans le mécanisme de virulence a aussi été mise en évidence
pour des bactéries infectant des organismes du regne animal.

Des mutations aléatoires par insertion de transposon ont été criblées par 1a mesure de
la dose létde a 50% (DLsg) de S typhimurium chez la souris. Parmi ces mutants, le
transposon MuJ a été localisé dans le géne mdoB responsable de la substitution des OPG par
le phosphoglycérol. Ce mutant présente une DLsp 1000 fois supérieure a celle d' une souche
sauvage [Bowe et coll.,, 1998]. De plus, ce mutant garde un caractere immunogene
comparable au mutant aroA faisant partie des souches efficaces pour une vaccination
[Vaentine et coll., 1998]. Le criblage de mutants par insertion de transposon dans la souche
P. aeruginosa PA-14 a été effectué par des tests de virulence. La souche PA-14 est capable
dinfecter Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana et la souris. 7 insertions ont
provogué une incapacité a tuer C. elegans. Parmi ces 7 mutants, une insertion a été localisée
dans le gene hrpM homologue du gene mdoH. Ce mutant hrpM est aussi incapable d’induire
lamort chez la souris et d’infecter A. thaliana [Mahajan-Miklos et coll., 1999].

Ces résultats montrent I'importance des OPG dans le développement des bactéries
chez les animaux et les plantes. Des mécanismes communs, dont les OPG semblent étre un

élément important, doivent étre impliqués dans la virulence ou la symbiose des bactéries.

2) Interactions des OPG avec leur Environnement.

Des études ont montré que des sucres (le glucose, |e tréhalose) et le glycérol pouvaient
interagir avec les phospholipides en déplacant des molécules d'eau. Ces interactions sucres-
phospholipides ou glycérol-phospholipides modifient les propriétés physiques des
phospholipides influencant la fluidité de la membrane [Tsvetkova et coll., 1998]. Les OPG
qui renferment toujours des résidus de glucose et parfois des résidus de glycérol pourraient
interagir avec les phospholipides et modifier les propriétés physiques des membranes.

Des tests in vitro ont montré gque I'ajout d OPG dans un mélange contenant des
extraits de membrane externe permettait de favoriser la fermeture des canaux formés par les
porines [Delcour et coll., 1992]. Cet effet des OPG sur la fermeture des porines a été observé
uniquement lorsqu’ une une différence de potentiel inverse au potentiel de Donnan a été
appliquée aux extraits de membrane externe. Cette diminution de la conductance suggere des
interactions au niveau des porines et/ou dans les canaux formés, empéchant I'acces des
solutés. Ainsi, lors d' un passage brutal d’un milieu de basse a haute osmolarité, les porines

étant préférentiellement fermeées, |’ entrée trop massive de molécul es chargées serait diminuée.
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La diminution de la concentration des OPG au fur et a mesure des générations permettrait une
entrée progressive des ions. D’autres molécules comme la phosphoéthanolamine sont aussi
capables d’ engendrer la fermeture des porines. La perméabilité de la membrane externe doit
probablement étre régulée par plusieurs types de composés et permettre une réponse rapide
face a un changement des conditions extérieures. Les OPG semble étre intégrés dans ce
systeme de régulation de la perméabilité de la membrane externe [Delcour et coll., 1992]. La
secrétion de la ricadhésine est altérée chez les Rhizobiacées dans un contexte ndv. Dans un
milieu hypo-osmotique, I'insertion correcte de la ricadhésine dans I’ enveloppe pourrait étre
dépendante de la présence des OPG périplasmiques [Swart et coll., 1993]. Ces influences des

OPG peuvent se faire soient au niveau des protéines ou de la structure de I’ envel oppe.

La présence des OPG influence aussi la régulation transcriptionnelle de genes. Dans
une souche mutante mdoH, la proportion de la porine OmpC est augmentée et celle de OmpF
est diminuée. Ce phénomeéne est inverse a celui observé a haute osmolarité [Fiedler et call.,
1988]. Une mutation suppressive du phénotype mdo a été localisée dans le locus ompB
(envZ/ompR). La présence des OPG a faible osmolarité pourrait étre un signal reconnu par le
capteur EnvZ et permettre une modulation de I’expression des génes ompC et ompF par
I'intermédiaire de OmpR. D’autres analyses ont montré que cette régulation s effectue a de
trés basse osmolarité. L’'aout d'une petite quantité d'ions (KCI 15 mM) découple la
régulation des génes de porines vis-aVvis de la présence des OPG. L’influence des OPG sur
I’ expression des genes de porines ne semble se réaliser qu’ a faible osmolarité [Geiger et coll.,
1992].

La motilité des bactéries opg™ se voit réduite. Des observations microscopiques ont
montré une diminution du nombre de flagelles insérés dans la membrane. L’ opéron fhIDC
majeur pour la synthese des flagelles est régulé en partie par le systeme EnvZ/OmpR. La
modulation de I'activité de EnvZ a basse osmolarité par les OPG pourrait expliquer la
diminution du nombre de flagelles. L'hypothése des OPG comme signal de la basse
osmolarité reconnu par un capteur membranaire a été auss suggéré dans la régulation de
I’expression de I'acide colanique. Des mutants montrent un phénotype mugueux chez les
bactéries pathogénes pour les animaux et les plantes provoqué par la surexpression des
exopolysaccharides et notamment de I’acide colanique. De plus, |'effet des OPG sur
I’expression de I’ acide colanique requiert les genes rcsB, resC et rcsA. A basse osmolarité, la
forte concentration des OPG périplasmiques serait captée par le capteur membranaire RcsB

entrainant la répression des genes cps (genes de synthése de I'acide colanique) par
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I"intermédiaire de RcsC [Ebel et coll., 1997].

Une régulation dépendant des OPG chez E. chrysanthemi est soupgonnée pour
I’ expression des enzymes nécessaires a la macération des tissus végétaux. La secrétion des
pectinases, impliquées dans la dégradation de la paroi végétale, est diminuée d’ un facteur
deux dans un mutant opgGH. La méme diminution est observée au niveau de I’ expression de
genes de pectinases (pelE et pelC). La présence des OPG dans le périplasme pourrait étre un
signal pour un systéme capteur/régulateur [Page et coll., 2001]. De plus, une diminution de
I”expression du gene outC qui code une protéine du systeme de secrétion de type Il sécrétant
les pectinases, les cellulases et |es protéases a été observée chez E. chrysanthemi. |l en résulte
une diminution de la sécrétion des pectinases, des cellulases et des protéases [Page et coll.,
2001].

Une souche ndv exacerbe |’ instabilité de la protéine VirB10 a température élevée chez
A. tumefaciens [Banta et coll., 1998]. La stabilité de la protéine VirB10, impliquée dans le
systeme de sécrétion de I'ADN-T et la piline T, est influencée par les OPG. Ces résultats
suggerent que les OPG aient une influence sur la stabilité des systémes de sécrétion soit de
maniére directe en interagissant avec les protéines soit en modifiant des propriétés physiques

lamembrane qui influencent la stabilité de ces systemes de sécrétion.

Chez les Rhizobiacées, les OPG peuvent étre sécrétés en grande quantité dans le
milieu extérieur. Le réle de ces OPG sécrétés reste ambigu puisque les résultats sont
différents d’ une espéce a une autre. Chez B. japonicum, Les OPG de la famille 111 possedent
une affinité pour un récepteur non identifié sur les plantes de soja [Bhagwat et coll., 1999].
Chez S. mdlilati, I'gout d OPG a un inoculum de souche ndvB ne permet pas la formation de
nodules efficaces. Par contre, si les OPG sont gjoutés a un inoculum de souche sauvage de S,
meliloti, la formation de nodules est favorisée [Dylan et coll., 1990a]. La formation de
nodules pourrait emprunter des chemins |égérement distincts pour les especes bactériennes
données et ou selon les plantes hétes données. L’ gout d OPG a un inoculum d’une souche
chv de A. tumefaciens ne permet pas le développement des bactéries dans la plante. Un co-
inoculum de la souche opg et opg” de E. chrysanthemi ne permet pas la croissance des
bactéries opg” dans la plante. Chez les bactéries pathogénes pour les plantes, la virulence ne
parait pas dépendre des OPG secrétés contrairement aux OPG périplasmiques indispensable a

I’infection des tissus.
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3) Hypotheses sur les Fonctions des OPG.

Les OPG possédent des structures variables d' une espéce a I'autre. Malgré cette
variabilité dans la structure, des complémentations hétérologues ont permis de restaurer les
fonctions de motilité, la capacité de croitre a basse osmolarité ainsi que la symbiose chez les
Rhizobiacées. La capacité de croitre a basse osmolarité et de symbiose d’'une souche S
meliloti ndvB (OPG de lafamille I1) peut étre rétablie grace au locus ndv (OPG de la famille
[11) de |’ espece virulente B. japonicum [Bhagwat et coll., 1993] ou a un cosmide permettant la
synthése d'OPG hybrides (liaisons B-1,3) [Pfeffer et coll., 1996]. La structure du squelette
glucosidique ne semble pas influencer lafonction des OPG.

De méme, la structure du sguelette ne permet pas une spécification d’ héte. Une souche
S mdiloti et R. fredii synthétisent des OPG semblables, mais possedent des hétes différents :
les plantes de soja pour R. fredii et la luzerne pour S. meliloti [Breedveld et coll., 1994]. B.
japonicum posséde le méme hote que R. fredii mais synthétise des OPG différents [Bhagwat
et coll., 1995]. De plus, des études ont montré que la spécification d’ héte est en majorité sous
le contrdle des facteurs de nodulation (Nod) [Dénarié et coll., 1996]

L’influence de la substitution sur la fonction des OPG est difficile a définir puisque la
nature, le taux de substitution et la présence de substituants varient considérablement d’une
espéce a I’autre. L’importance éventuelle des substituants n’a pu étre observée gque chez S
typhimurium ou I'inactivation du gene mdoB engendre une atténuation de la virulence des
bactéries vis-a-vis des souris [Bowe et coll., 1998]. L’ implication du caractere anionique du
phosphoglycérol des OPG n’a pas été démontrée.

La premiére hypothese formulée de la fonction des OPG a été un réle osmoprotecteur.
Cette hypothese était basée sur e caractére anionique des OPG qui aurait permis de garder en
équilibre le potentiel de Donnan. Mais certains OPG ne possedent pas de substituant
anionique. Cayley et coll. ont proposé que la concentration en OPG puisse réguler le volume
du périplasme a basse osmolarité [Cayley et coll., 2000]. Mais cette hypothese se base aussi
sur la contribution du caractére anionique des OPG. Par conséquent, ces fonctions ne peuvent
étre communes atous les OPG. Par contre, il est possible que les OPG possédant un caractére
anionique puissent participer au maintient du potentiel de Donnan en coopération avec
d autres ééments du périplasme. De méme, la fonction des OPG sécrétés n'est pas partagée
par toutes les especes. A ce jour seul les OPG de B. japonicum semblent avoir un récepteur
situé sur les plantes hotes. Chez les autres especes, la co-inoculation de bactéries sauvages
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avec des bactéries mutantes ou I’gjout d’OPG a un inoculum de bactéries incapables de
synthétiser des OPG ne permet pas de rétablir la croissance des bactéries mutantes dans les
cellules hotes.

L’ absence des OPG provoque la perte de lamotilité, une sensibilisation aux milieux de
basse osmolarité et surtout une perte de la capacité de croissance dans les organismes
animaux ou végétaux. Des pseudorévertants pour la motilité chez une souche S. meliloti ndvB
sont incapables de former des nodules efficaces. Inversement, des pseudorévertants pour la
symbiose d’'une souche S meliloti sont incapables de nager [Dylan et coll., 1990b]. Ceci
montre que les fonctions de motilité et de symbiose font appel a des mécanismes distincts
mais partagent aussi des mécanismes communs qui sont tous deux dépendants de la présence

des OPG dans le périplasme.

Les OPG pourrait interagir avec les composés de |'enveloppe comme les
phospholipides, le peptidoglycane ou des protéines périplasmiques et membranaires. Ces

interactions favoriseraient une conformation optimale de I’ envel oppe a basse osmolarité.

C) Les facteurs sigma alternatifs chez E.coli.

Latranscription est réalisée grace au complexe ARN-polymérase formé de deux sous-
unités a, d’'une sous-unité B et d’'une sous-unité ’. Ce complexe a, B’ forme le noyau de
I’ ARN-polymérase. L’initiation de la transcription nécessite une sous-unité supplémentaire
appelée sigma (o). Le complexe ca,BB forme I'holoenzyme. Le facteur o confére la
spécificité de reconnaissance des promoteurs par I’holoenzyme ca 3. Plusieurs facteurs
o sont synthétisés par la bactérie a différents moments de la phase de croissance et selon les
conditions du milieu. Le facteur majoritaire est le facteur o® (6™°) qui permet I'initiation de la
transcription des génes impligués dans les fonctions fondamentales de la cellule [Record et
coll., 1996]. D’ autres facteurs alternatifs coordonnent |’ expression de régulon. Le o™ régule
les génes impliqués dans I’ assimilation de I'azote, le 6" régule les génes impliqués dans la
synthése du flagelle, le o™ régule les génes impliqués dans le transport du fer, le 6° est
spécifique des genes transcrits en phase stationnaire et lors de divers stress (hyper-osmotique,
thermique, privation de carbone...), le " (32) et le & sont respectivement spécifiques des
genes induits lors de la présence de protéines ma conformées dans le cytoplasme et dans
I”enveloppe. Quels que soient les facteurs sigma, I'initiation de la transcription s effectue en

plusieurs étapes. L’holoenzyme oo, reconnait le promoteur et se fixe sur I’ADN pour
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former un complexe binaire fermé. Puis les deux brins d ADN se déshybrident au niveau du
point d'initiation de la transcription pour former le complexe ouvert. En présence de quatre
nucl éotides triphosphates, e complexe s engage dans un processus de transcription abortive et

commence la synthese d'un ARNm.

A
Consensus reconnu par le facteur ™.
--------- F-----------}----TTGACA-----------TGTGFATAAT-------N
- 60 -50 -40 - 30 -20 -10 +1
région AT sequence —35 <16-19 pb> sequence —10 <6-8 pb>
Consensus reconnu par le facteur o°.
------------------ F---------ee-femeee-- - - - - - KCTATACT------N
- 60 -50 -40 - 30 -20 -10 +1
zone de courbure <15 pb> s&quences—10 <6pb>
Consensus reconnu par le facteur o=.
------------------------- GAAPPP- - - - - - - - e oo - - - - YCTGA--------N
- 60 -50 -40 - 30 -20 -10 +1
séquence —35 <16 pb> séquence —10 <7-9 pb>
Consensus reconnu par le facteur o™
gaa-------------------- CTTGAAA----Qg-------- c-- CCCCAT-T------- N
- 60 -50 -40 -30 -20 -10 +1
<20 pb> ségquence —35 <16 pb> séquence-10 <9-11 pb>
Eégion 1 | Eégion 2 | Eégion 3 | Eégion 4
la b | 21 2223 24 | | 41 42
Figure 10: Séquences promotrice consensus reconnues par les facteurs ¢”, ¢°, oF et ¢
et structure des facteurs sigma. (A) Représentation des séquences consensus —10 et -35
reconnues par les facteurs o. Les lettres en majuscules représentent les nucléotides les plus
conservés. Les lettres minuscules représentent les nucléotides retrouveés les fréquemment. La
lettre K représente un T ou G, la lettre P une base purique et lalettre Y un T, G ou A. Les
encadrés délimitent des zones conservées dans leurs propriétés physico-chimiques. (B)
Organisation des domaines protéiques du facteur 6™°.

La transcription se poursuit quand I’ holoenzyme s éloigne du promoteur en entrainant
un changement de sa conformation et la libération du facteur . Le noyau a3’ s engage

alors dans un processus d’ éongation d’un brin ARNm [Rojo, 1999].
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La description des facteurs o sera limitée aux facteurs ¢”°, o> oF et ¢ dont

I"implication dans |a biosynthese des OPG a été démontrée ou est prédite.

|) Description des promoteurs.

Chaque facteur o reconnait des séquences consensus plus au moins éoignées I’ une de

I” autre permettant de spécifier |’ expression de genes par un ou plusieurs facteur sigma.

1) Structure du promoteur consensus reconnu par le facteur a79.

Le promoteur possede deux séquences indispensables a sa reconnaissance par le
facteur 6" (figure 10A). Le consensus —10 posséde la séquence suivante : 5-TATAAT-3'. Le
consensus -35 possede la séquence consensus suivante: 5-TTGACA-3' L’absence de ce
consensus —35 ou une faible conservation entraine une dépendance de |’ expression du gene
vis-avis d un activateur.

Lalongueur optimale séparant ces deux consensus est de 17 paires de bases, mais elle
varie de 16 a 19 paires de bases entrainant une dépendance de I’ expression du géne vis-a-Vvis
de la conformation de I"’ADN. On observe pour la plupart des promoteurs une bonne
corrélation entre la force d expression d'un promoteur et le degré de conservation de ces
séguences consensus. Deux autres séquences semblent importantes dans I'initiation de la
transcription des genes. Un motif TGTG situé en amont du consensus —10 en position -15, -18
semble étre reconnu par une séquence en acides aminés en amont de la région 2.4 (voir
paragraphe 11) sur le facteur o’°. Une autre séquence conservée a été identifiée dans des
promoteurs de genes fortement exprimés [Busby et coll., 1994]. Cette forte expression a été
attribuée a la présence d'une séquence riche en AT en amont du consensus -35. Cette
ségquence est reconnue par le complexe ARN-polymérase et plus particuliérement par le

domaine C-terminal de la sous-unité a.

2) Structure du promoteur consensus reconnu par le facteur os.

Le promoteur consensus reconnu par le facteur 6> n'est pas trés différent de celui
reconnu par le facteur 6™ (figure 10). Une grande partie des promoteurs dépendant de 6° est
reconnue in vitro par |I’holoenzyme contenant le facteur 6™°. Des facteurs de transcription
supplémentaires ou des conditions physiologiques du cytoplasme comme le degré de courbure
de !’ ADN [Kusano et coll., 1996], la présence de sels [Nguyen et coll., 1997], et des protéines
régulatrices supplémentaires [Hengge-Aronis, 1999] permettent probablement de spécifier les

promoteurs en faveur d' un des deux facteurs sigma.
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Cependant, plusieurs caractéristigues permettent de prédire un promoteur
potentiellement reconnu par le facteur o°. Tout d’ abord, le facteur ° semble moins sensible &
une séquence —35 peu conservée par rapport au facteur o”° et préférentiellement remplacée
par une zone de courbure [Espinosa-Urgel et coll., 1996]. Cette caractéristique pourrait étre
un des é éments responsables de |a reconnaissance spécifique des promoteurs par le facteur 6°
[Gaal et coll., 2001]. Un promoteur consensus dépendant du facteur 6° peut étre schématisé
comme suit (figure 10A) : L’ absence de consensus —35, un motif TC aux positions —14/-13 et
un consensus —10 TATACT. Une région riche en AT est préférentiellement trouvée entre le
consensus —10 et le point d'initiation de transcription. De plus dans le consensus TATACT, le
nucléotide —8 est préférentiellement un C dans le consensus reconnu par o> au lieu d’'un A
dans le consensus reconnu par 6”°. Le nucléotide C en position —13 apparait trés important
dans la reconnaissance du promoteur par le facteur o°. Sa présence (85% des cas) permet
d' augmenter I’ expression d’'un géne sous le contrdle du facteur o [Becker et coll., 2001].

Puis un nucléotide T (60%) ou G (40%) semble étre préféré en amont du nucléotide C -13.

3) Structure du promoteur consensus reconnu par le facteur of.

Une étude récente a permis de révéler une vingtaine de genes susceptibles d’ étre sous
le contréle du facteur & chez E. coli [Dartigalongue et coll., 20014]. Les séquences —10 et
-35 sont situées aux positions attendues par rapport au point d'initiation de la transcription
(figure 10A). Une séquence Y CTGA, située entre les nucléotides -7 et -9 par rapport au point
d'initiation de la traduction représente le consensus —10. Une séquence de 2 a 6 résidus de
purines contenant souvent la sequence GAA représentant le consensus —35 est située 16

nucl éotides en amont du consensus —10.

4) Structure du promoteur consensus reconnu par le facteur oH.

Les promoteurs reconnus par |e facteur 6™ possédent le consensus —10 CCCCAT trés
divergent par rapport a celui reconnu par le facteur o”°. Il est situé & 8 ou 10 nucléotides du
point d'initiation de la transcription (figure 10A). Le consensus -35 TTGAAA est proche du
consensus —35 reconnu par le 6. Les deux séquences consensus sont séparées en moyenne
de 14 a 15 nucléotides. De plus, un nucléotide C tres conservé juste devant le consensus —35
semble étre important pour une expression forte des genes. Une ségquence supplémentaire
GAA située en amont du consensus —35 est relativement bien conservée et serait impliquée

dans |’ activation des génes transcrits a |’ aide du facteur ¢" [Gross, 1996].
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II) Structure des facteurs sigma.

Les facteurs sigma homologues & o™ peuvent étre divisés en trois groupes selon leur
séquence en acides aminés. Le groupe 1 est représenté par le facteur o™°. Les facteurs du
groupe 1 possédent au moins 51% de similitude entre eux. Le groupe 2 renferme les facteurs
sigma non essentiels pour |a phase exponentielle. Le facteur 6> est compris dans cette famille.
Les régions du facteur o> permettant la reconnaissance de promoteur sont trés proches de
celle des facteurs du groupe 1. Les facteurs sigma du groupe trois ont une organisation
similaire au facteur 6 mais présentent une faible similitude de séquences. Le groupe 3
contient en autre les facteurs o- et 6" qui présentent respectivement une similitude de
séquence 27% et de 24% [Lonetto et coll., 1992]. L’ arbre phylogénétique permet de classer le
facteur o dans un sous-groupe contenant des facteurs sigma répondant & des signaux extra-

cytoplasmiques [Rouviere et coll., 1995].

1) Structure du facteur o7,

La protéine du facteur o”°peut étre divisée en quatre domaines qui peuvent étre divisés
en sous-domaine (figure 10B). La partie N-terminale contient les domaines 1 et 2 et est
constituée principalement de feuillets B. La partie C-terminale renferme les domaines 3 et 4
constitués principalement d’'hélices a. Le domaine 2 est divisé en quatre sous-domaines. Le
domaine 2.1 renferme le site de fixation au noyau de I’ ARN-polymérase, le sous-domaine 2.4
renferme le site de reconnaissance du consensus —10 et les sous-domaines 2.1 et 2.3 sont
impliqués dans la déshybridation de I’ADN lors de la formation du complexe ouvert. Le
domaine 4 contient un motif hélice-coude-hélice (sous-domaine 4.2) qui permet sa fixation a
I”’ADN. Le domaine 4 est impliqué dans la reconnaissance du consensus —35. Les facteurs
sigma partagent une structure commune mais des différences au niveau de la ségquence en
acides aminés et de la structure de la protéine permettent de générer une spécificité de
promoteur [Lonetto et coll., 1992].

2) Structure du facteur oS.

Les régions 2.3, 2.4 et 4.2 montrent des différences par rapport aux autres facteurs.
L’ acide glutamique 173 de la région 2.5 du facteur 6° est nécessaire pour la reconnaissance
du nucléotide C —13. De plus, I'interaction entre cet acide aminé et ce nucléotide semble
indispensable pour I'initiation de la transcription des génes dépendant du facteur o,

contrairement a ce qui est observé pour |’ interaction entre acide glutamique 458 du facteur 6™
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correspondante et |e nucléotide G —13 du promoteur dépendant du facteur 6™ [Becker et coll.,
2001]. Une séquence en C-terminal spécifique de chaque facteur appelée CTE (Carboxy-
terminal Tail Element) a é&é localisée juste en aval du domaine 4. Cette séquence de 16 acides
aminés ne semble pas étre importante pour la formation de I’ holoenzyme, mais semble étre
déterminante pour I’initiation de la transcription en particulier en présence d’ions K*. La
séquence CTE pourrait procurer une résistance aux sels lors de la fixation du facteur o° sur le

promoteur [Ohnuma et coll., 2000].

3) Structure du facteur oE.

Le facteur oF présente |la méme organisation que le o’ excepté I’ absence de la région
1. L’acide aminé 25 contenu dans la région 2.1 (fixation au noyau de I’ ARN-polymérase) et
les acides aminés 172 et 178 de la région 4.2 (reconnaissance du consensus —10) sont

indispensables a1’ activité du facteur o- [Raina et coll., 1995].

4) Structure du facteur oH.

L’ organisation de la protéine est semblable & celle du facteur ™ excepté I’ absence du
domaine 1. La région 2.4 impliqué dans la reconnaissance du consensus —10 possede un
résidu acide en position 100 au lieu d’un résidu basique dans les facteurs 6. Le role de cet
acide aminé dans la spécificité de reconnaissance du consensus —10 n’a pas été déterminé.
Deux mutations ont été identifiées dans la région 3 de " et capables de supprimer la
mutation thermosensible (rpoD800) du facteur 6”°. La premiére est une délétion de 24 acides
aminés dans la partie C-terminal de la région 3. La seconde présente un changement de
I"acide aspartique 179 par un glycocolle. Ces deux mutations semblent diminuer le taux de
protéases intracel lulaires régulées par le facteur ™. L’ échange de I’ acide glutamique 265 par
une lysine entraine une sensibilité des cellules a la température. Cet acide aminé serait
impliqué dans la reconnaissance du consensus —35. La forte similitude entre les régions 4.2

desfacteurs 6™ et 6" peut expliquer la similitude des consensus —35 [Helmann et coll., 1988].
Il R6les physiologiques et régulation du facteur oS.

1) Réles physiologiques du facteur oS.

Durant la phase exponentielle de croissance la quantité de facteur 6° est extrémement
faible voir absente. Lorsque les cellules sont soumises a des stress tels que |’ entrée en phase

stationnaire, |’augmentation brutale de I’osmolarité, la diminution du pH ou a des
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changements de température, la croissance des bactéries ne devient plus optimale [Hengge-
Aronis, 1999]. Dans ces conditions, le facteur 6° est induit jusqu'a un niveau égal & 30% de
celui du facteur 6™ [Jishage et coll., 1995]. Des complexes de I’holoenzyme de I’ ARN-
polymérase contenant le facteur 0° se forment et permettent I’expression d’un grand de

nombre de genes suivant la nature du stress.

Une grande variété de géenes impliqués dans différents métabolismes a été identifiée :
des génes impliqués dans la septation (ftsQAZ), dans I’osmotolérance (htrE), dans la
résistance a H,O, (katG, katE, xthA), dans la stabilisation du peptidoglycane (dacC), dans la
régulation de la morphogenese (bolA), dans le métabolisme de I’ acétate (poxB), du tréhalose
(otsAB), etc. Ces genes peuvent étre classes suivant leur dépendance stricte vis-avis du
facteur 0°. Des génes régulés par 6> sont activés par plusieurs stimulus: osmY et treA sont
activités en phase stationnaire, et apres un stress hyper-osmotique ou une privation de source
de carbone. D’ autres génes possedent plusieurs promoteurs qui peuvent étre tout dépendant
du facteur o° (glgS) ou non (bol A, osmB...). Les autres promoteurs sont régulés par différents
signaux qui peuvent établir des connections avec d autres circuits de régulation [Hengge-
Aronis, 1996].

Dans les conditions de stress, les facteurs o° et 6" coexistent et sont probablement en
compeétition pour recruter I’ ARN-polymeérase.

Par conséquent la régulation de la balance 0%/6™ permet de favoriser I’ expression des
genes dépendants de I'un ou |’autre facteur et d engager la cellule dans des changements
physiologiques qui permettent de s adapter aux conditions du milieu. De plus, les conditions
intracellulaires (concentrations en glutamate, en tréhalose et en polyphosphates) et I'action
anti-sigma du facteur Rsd vis-&vis du facteur 6™ [Jishage et coll., 1999] permettent de
favoriser le recrutement de I’ARN-polymérase par le facteur ¢°. L’expression des génes
dépendant du facteur o° est aussi régulée par des facteurs de régulation globaux tels que H-
NS, Lrp, AMPc-CRP, IHF ou Fis [Hengge-Aronis, 1996].
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Figure 11 : Régulation du facteur ¢°. d aprés Muffler [Muffler et coll., 1997b]. Exemples
de stress qui influencent la transcription, la traduction ou le renouvellement du facteur 6°. Les
chiffres en exposant indiquent I'effet de stress sur la croissance des bactéries. 1 : aucun effet
sur le taux de croissance. 2 : diminue le taux de croissance. 3 : augmente le taux de
Croissance.
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Le facteur > est responsable de I’induction rapide des génes permettant de répondre
rapidement & un stress, mais il est auss impliqué en coopération avec d autres protéines
régulatrices dans des changements physiologiques important conduisant a une adaptation
durable face & un environnement. De plus, la cohabitation des facteurs 6™° et 6> permet
d’ avoir une souplesse dans |’ adaptation aux conditions qui permet de maintenir la réversibilité

du processus d’ adaptation.

2) Régulation du facteur oS.

Du fait de I'importance du facteur 6° dans la réponse & divers stress, larégulation de la
concentration du facteur o° est trés complexe (figure 11). Cette régulation s effectue au
niveau de la transcription, de la traduction et de la protéine de maniere variable suivant les
stress appligués [Hengge-Aronis, 1999]. L’ ARNm du gene rpoS est présent quelles que soient
les conditions de culture méme en phase exponentielle. Ceci 0’ empéche pas une régulation
transcriptionnelle qui permet d’augmenter |’ expression du géne rpoS d' un facteur cing chez
E. coli [Lange et coll., 1994]. La transcription du géne rpoS semble étre réprimée par
plusieurs régulateurs. Ainsi e complexe AMPc/CRP semble réprimer la transcription du géne
rpoS en phase exponentielle, tout comme la protéine H-NS.

La régulation de la concentration du facteur ° semble s effectuer préférentiellement
au niveau traductionnel et de la stabilité de la protéine. La formation dune structure
secondaire de I’ ARNm rpoS pré-existante joue un réle dans la régulation de la traduction.

La protéine Hfq (HF-1) se fixe sur I’ARNm et déstabilise sa structure pour permettre
I"activation de la traduction de I’ARNm du gene rpoS. Lors de la baisse de |la température, la
fixation d’'un petit ARN DsrA sur I’ARNmM du gene rpoS altére la structure secondaire de
I”’ARNmM du gene rpoS activant sa traduction [Lease et coll., 2000]. Un autre ARN semble
réguler la traduction de I’ARNm du gene rpoS. Le petit ARN RprA permet |’ activation de la
traduction de I’ARNm du gene rpoS. Cet ARN RprA est présent apres un choc osmotique
alorsquel’ ARN DsrA est absent [Majdalani et coll., 2001].

De plus, les stress tels que la baisse du pH, la privation de source de carbone,
I”augmentation de la température ou de I’ osmolarité, peuvent engendrer une régulation de la
dégradation de la protéine 0°. La régulation de la dégradation de la protéine dépend du
complexe protéasique ClpXP et du régulateur RssB. La dégradation rapide du facteur 0° est
due a la présence d' une petite séquence d acide aminé située en aval de la région 2.4 du

facteur, absente dans le facteur 6”°. Cette séquence permet la fixation de la protéine RssB qui
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est reconnue par la protéase CIpXP et permet la dégradation du facteur o°. L’ affinité de RssB
pour le facteur 6° est modulée par le degré de phosphorylation de RssB dépendant des
conditions de stress [Becker et coll., 1999]. La protéine RssB peut aussi agir comme un
facteur anti-sigma en se fixant sur facteur 0> sans engendrer sa dégradation et empéchant
' expression des génes dépendants du facteur 6 [Becker et coll., 2000].

La régulation transcriptionnelle et traductionnelle semble ére requise lors d'une
adaptation durable, par contre la régulation de la dégradation du facteur 0° permet de
répondre rapidement a des changements brutaux de |’ environnement.

Le facteur > n’ apparélt pas étre un facteur aternatif comme les autres. Les facteurs
alternatifs tel que le facteur ¢ (32) ne permettent qu'une adaptation transitoire & un
changement de I’ environnement. Par contre, |e facteur 6> coopére avec le facteur 6" pour

répondre de maniére rapide et durable face a un changement de |’ environnement.
IVV) Réles physiologiques et régulation du facteur oE.

1) Réles physiologiques du facteur oE.

L’ activité du facteur o= est induite lors de la présence de protéines mal conformées
dans le périplasme et lors d’ une surproduction de protéines dans la membrane externe [Raivio
et coll., 1999]. Plusieurs génes ont été décrits comme appartement au régulon o : le géne
fkpA de la petidyl-prolyl isomérase périplasmique, le gene htrA de la protéase périplasmique
HtrA/DegP, les génes rpoE, rseABC, rpoH. A fin d’identifier le régulon 6=, deux approches
ont été réalisées. La premiére consistait par I’insertion aéatoire sur le chromosome de E. coli
du transposon AMub53-lacZ, générant ainsi des fusions avec le gene lacZ dépourvu de
promoteur. La seconde consistait a cloner dans un plasmide mono-copie des petits fragments
chromosomiques en amont du gene lacZ dépourvu de promoteur. Ces deux méthodes ont
permis de mettre en évidence 20 nouveaux génes transcrits a I’ aide du facteur oF. Parmi ces
genes, certains codent des protéines périplasmiques impliquées dans la mise en conformation
des protéines (dsbC, fkpA, htrA, skp, surA). D’autres génes codent des protéines
cytoplasmiques régulatrices impliquées dans la coordination de I’expression du facteur o&
selon les conditions environnementales: les facteurs o, 6" et 6™ associés a I’ARN-
polymérase et les protéines RseA, RseB et RseC qui régulent |’ accessibilité du facteur o= &
I’ARN-polymérase. Des produits de genes sont impliqués dans la biosynthese des

lipopolysaccharides (rfaDFCL et IpxDA) qui pourraient agir comme co-facteur dans
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' assemblage de la membrane externe. L’ opéron mdoGH est aussi transcrit par le facteur oF
[Dartigalongue et coll., 20014]. L’ implication des OPG dans la réponse initiée par la présence
de protéines mal conformées n’ est pas démontrée, mais les OPG pourraient interagir avec les
phospholipides ou les protéines de | enveloppe pour limiter les dommages causeés par le stress
thermique. Dix génes dont la fonction est inconnue ont été révélés et nommeés ecf pour
Extracytoplasmic Encoding Function. Ces dix génes sont potentiellement localisés dans
I’enveloppe. Deux genes ecfE et ecfL sont essentiels a la croissance des bactéries. Les
fonctions précises de ces dix génes sont inconnues, mais ils pourraient étre impliqués soit
dans réponse face aux protéines membranaires mal conformées, soit dans le transport ou
I” assemblage du lipopolysaccharide [ Dartigalongue et coll., 2001b].

2) Régulation du facteur oE.

La régulation de I’activité du facteur ot fait intervenir les protéines RseA et RseB
(figure 12). La protéine RseA est un anti-sigma inséré dans la membrane cytoplasmique. En
absence de protéines mal conformées dans le périplasme, la protéine RseB périplasmique se
fixe sur la protéine RseA, ce qui augmente I’ affinité de RseA pour le facteur oF. Le oF est
alors séquestré empéchant toute association avec I'’ARN-polymérase. En présence de
protéines mal conformées dans le périplasme, La protéine RseB est déplacée de RseA par les
protéines mal conformées. L’affinité entre RseA et le facteur oF diminue entrainant la
libération du facteur oF. A ce moment, le facteur = peut s associer & I’ ARN-polymérase et
induire |’ expression des génes du régulon oF [Raivio et coll., 1999]. La protéine RseC de la
membrane cytoplasmique semble activer le facteur 6 en jouant le réle d’un facteur anti-anti
sigma inhibant la fixation de o= sur la protéine RseA. De plus |a protéine DegS semble étre
impliquée directement ou indirectement dans la dégradation de la protéine RseA [Ades et
coll., 1999].

Le facteur oF est codé par le géne rpoE qui est le premier géne d'un opéron
rpoErseABC. La transcription s effectue a partir de deux promoteurs P1 et P2. A 50°C, la
transcription s effectue exclusivement a partir du promoteur P2. Le promoteur P2 est régulé
positivement par le facteur o=. L’ activité du facteur o™ est induite d’un facteur huit, 10 min
aprés un choc thermique. Or latranscription n’est induite que de 1,5 fois. Ce résultat suggere
qu'il existe une réserve de facteurs o= séquestrés par la protéine RseA. Une transcription
basale & partir du promoteur P1 ou P2 permettrait la synthése des facteurs oF. Lors d’ un choc

thermique, les facteurs o© seraient libérés de RseA et permettraient |a transcription des génes
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du régulon o® [Rouviere et coll., 1995], [Rainaet coll., 1995].

H Bszed Rsel
[l RseB Fipd, degP,
pok, meARC,
. Porines wpoH,
B, Frotines génes de vinelence

Figure 12 : Régulation du facteur a". d’ aprés Raivio et coll. [Raivio et coll., 1999]. Effets
de la présence de protéines anormales dans I'envel oppe sur larégulation du facteur oF.

La nature du signal permettant de déclencher I'activation du facteur 6= n'est pas
clairement établie. Une hypothese suggere que la disponibilité des protéines responsables de
la mise en conformation des protéines du périplasme et de la membrane externe (SurA, FKpA,
PpiD, RseB) puisse étre le signal de déclenchement. En présence de protéines mal
conformeées, ces protéines anormales pourraient accaparer les protéines RseB et RseC qui ne
protégeraient plus directement ou indirectement la protéine RseA de la dégradation [Ades et

coll., 1999] engendrant |alibération du facteur o=.
V) Rbles physiologiques et régulation du facteur oH.

1) RoOles physiologiques du facteur oH.

Le facteur o' permet la transcription de protéines Hsp (Heat-shock protéines)
comprenant des protéases et des protéines chaperons comme dans le régulon o=, Les génes
codant les protéines chaperons DnaK, Dnal et GrpE, qui agissent en coopération, les protéines
GroEL et GroES, la protéine HtpG, les protéines IbpAB font partis du régulon 6. Les génes
codant |es protéases sont |’ autre type de génes inclus dans le régulon ¢"'. Les génes codant la
protéase Lon, les protéases de la famille Clp (ClpA, ClpB, ClpY, ClpX,) et la protéine HfIB

sont compris dans ce régulon. Ces protéases et ces chaperons induits lors d’ un choc thermique
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partagent des caractéristiques communes. Elles dépendent toutes de I’ ATP pour initier leur
action. Ces protéines sont capables de reconnaitre des caractéristiques des protéines mal
conformeées et de S'y fixer ce qui engendre un changement de conformation intrinséque qui
active leur fonction respective. Elles fonctionnent toutes en complexe. Le mécanisme d’ action
des chaperons n'est pas clairement identifié, mais ces protéines sont impliquées dans la
dégradation générale et dans la dégradation spécifique de protéines cellulaires. Le complexe
protéines mal conformées-chaperons ou le changement de conformation provoqué par les
chaperons sur des protéines mal conformeés permettrait la reconnaissance et la dégradation de

ces protéines mal conformées par les complexes protéol ytiques [Gross, 1996].

2) Régulation du facteur oH.

L’activation de la transcription des protéines Hsp est due en grande partie a
I’ augmentation de la traduction, de la stabilité et I activité du facteur ¢". Lors d’un choc
thermique I’augmentation du niveau de facteur o est en majorité engendrée par une
augmentation de la traduction et de la stabilité de la protéine régulée par les proténes
chaperons DnaK/Dna])(figure 13). La formation de protéines anormales, provoquée par
diverses conditions extérieures, induit la réponse liée au choc thermique, mais certaines
conditions engendrent |’ augmentation de la stabilité du facteur 6 sans augmenter sa synthése
[Moritaet coll., 1999].

Méme si dans la réponse au choc thermique, le niveau de régulation du facteur o™ est
post-transcriptionnel, une régulation transcriptionnelle complexe s effectue a partir de quatre
promoteurs.

Le promoteur P3, reconnu par le facteur o= permet d impliquer le régulon 6™ dans la
réponse face des protéines anormales situées dans I’ enveloppe. Les promoteurs P1, P4 et P5
sont reconnus par le facteur 6”°. Les promoteurs P1 et P4 assurent 90% de |a transcription du
gene rpoH & 30°C. A 50°C, latranscription s effectue a partir du promoteur P3. L’ expression
du gene rpoH est auss relié au métabolisme des sources de carbone via le régulateur
AMPC/CRP (répresseur) qui reconnait le promoteur P5, a la réplication de I'’ADN via la
protéine DnaA qui reconnalt les promoteurs P3 et P4 et au métabolisme des ribonucl éosides et
des désoxyribonucléosides via I’ anti-activateur CytR (répresseur) en coopération avec CRP
qui reconnaissent les quatre promoteurs. Cette multi-régulation transcriptionnelle face a de
multiples conditions permettrait de transcrire une réserve d ARNm quelles que soient les

conditions de milieu.
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Figure 13 : Régulation du facteur o"'. D’aprés Yura et coll. [Yura et coll., 1999]. Effet du
choc thermique sur la régulation de la traduction et de la stabilité du facteur "

© 2002 Tous droits réservés.

Des régulations post-traductionnelles permettraient d' utiliser cette réserve suivant le
type de stressimposé ala cellule [Kallipolitis et coll., 1998].

Larégulation de la traduction s effectue gréce atrois régions de I’ ARNm. Larégion A
renferme une séquence reconnue par I’ARN 16 S du ribosome supplémentaire a la sequence
de Shine-Dalgarno, et permet d’ augmenter la capacité de traduction. La région B est capable
de former une structure secondaire qui masgue la séquence précédente et e codon d'initiation.
Cette structure secondaire pourrait étre modul ée par la température permettant la traduction de
I’ARNmM rpoH. Une troisiéme séquence incluse dans la phase codante régule la traduction.
Lors de la traduction, les chaperons DnaK-Dnal-GrpE se fixeraient sur les acides aminés 122
a 144 de la protéine RpoH en cours de synthése pour réprimer la traduction. La régulation de
la traduction semble donc s effectuer en cis par I'intermédiaire de la structure secondaire de
I”’ARNmM et en trans grace aux protéines chaperons DnaK-Dnal-GrpE.

Plusieurs protéines permettent de réguler la stabilité du facteur o', La protéase FtsB,
dont le géne est compris dans le régulon ¢™, permet la dégradation du facteur ™. Les trois
protéines DnAK-DnaJ-GrpE sont aussi impliquées dans la dégradation du facteur ¢ en

coopération avec FtsB. Les acides 122 a 144 impliqués dans la répression de la traduction
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sont aussi reconnus par ce complexe qui régule la stabilité du facteur o". Ces protéines
pourraient auss séquestrer le facteur 6™ et I’empécher de s associer & I’ ARN-polymérase ou
inhiberaient I’ holoenzyme associé avec le facteur 6" [Gross, 1996]. Par contre, FtsH ne peut
pas dégrader la forme du facteur o™ associée a1’ ARN-polymérase. La libération du facteur ¢
serait due ala rétention des protéines DnaK par les protéines anormales cytoplasmiques lors
d’un choc thermique. Ceci conduirait & I’ activation transcriptionnelle du régulon o' [Arsene
et coll., 1999]. Inversement, en absence de protéines anormales, la protéine DnaK en
coopération avec les protéines Dnal et GrpE s associeraient alors au facteur ¢ pour le

sequestrer ou favoriser sa dégradation par |es protéases.

Larégulation du facteur ¢" s effectue & plusieurs niveaux et les signaux semblent étre
différents suivant le niveau de régulation. Le choc thermique, I’ éthanol et |’ augmentation de
protéines cytoplasmiques anormales induisent la stabilisation du facteur ¢". Par contre, la
traduction n’est induite que par les deux premiers stress. Ains, tout stress qui ferait
augmenter |la concentration des protéines anormales activerait le régulon 6™ par lavoie DnaK.
Par contre, la traduction serait régulée par des signaux (thermique) qui engendreraient
directement des changements de la conformation de structure secondaire de I’ARNm du géne
rpoH.

Le fait que des modes de régulation complexes des facteurs 6°, o© et 6 font intervenir
des régulateurs communs suggére une coopération entre ces régulons qui est une des clefs de
la grande efficacité d' adaptation des bactéries a divers milieux. L’ adaptation a un choc hyper-
osmotique en est un exemple. La transcription du facteur o© serait induite par la formation de
protéines anormales de |'enveloppe provoguée par la diminution de la pression de
turgescence. Le facteur oF activerait la transcription du régulon 6= dans lequel se trouve le
facteur ™. De plus, I’augmentation des ions K* dans le cytoplasme modulerait la structure
secondaire de I’ARNm du géne o pour activer sa traduction [Bianchi et coll., 1999].
L’induction des régulons c© et 6™ permettrait une réponse rapide et faciliterait la mise en
conformation des protéines synthétisées lors du choc hyper-osmotique. Ceci contribuerait a
une meilleure action de la réponse coordonnée par le facteur o° qui reste le facteur principal

pour adapter la physiologie bactérienne face a un choc hyper-osmotique.
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Partie | : Etude fonctionnelle des protéines MdoG et
MdoH.

Les protéines MdoG et MdoH sont toutes deux indispensables a la biosynthese du
squelette glucosidique des OPG chez E. coli. La protéine MdoH possede un domaine de
glycosyltransférase de la famille 2 [Saxena et coll., 1995] qui permet la synthése in vitro
d une chaine linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2 a partir de I’'UDP-glucose et en
présence d' ACP [Weisshorn et coll., 1984]. MdoH est une protéine membranaire de 97 kda
possédant 8 segments transmembranaires (figure 14). Trois larges domaines cytoplasmiques
ont été décrits: le premier domaine noté C1, situé en N-terminal, possede 138 acides amines,
le domaine C2 central possede 303 acides aminés et le domaine C5 possede 146 acides
aminés situés en C-terminal. La protéine MdoH possede peu d’ acides aminés orientés vers le
périplasme: Deux boucles périplasmiques significatives sont formées de 32 et 33 acides
aminés localisés respectivement entre les segments transmembranaires |l et 111 et entre les
segments transmembranaires [11 et IV.

La fonction de la protéine périplasmique MdoG n'est pas connue. Elle pourrait
intervenir en coopération avec la protéine MdoH dans I’ activité de branchement des OPG
(synthése de liaison glucosidique 3-1,6) et ou dans la trandocation de la chaine linéaire
naissante a travers la membrane cytoplasmique.

Chez de nombreuses espéces, des genes homologues a mdoG et mdoH ont été
identifiés. Le défaut d’ OPG chez plusieurs bactéries pathogenes entraine une absence de
virulence suggérant un role essentiel des OPG dans le développement des bactéries chez leur
hote.

C’est pourquoi nous avons initié une étude de la topologie fonctionnelle de ces deux
protéines MdoG et MdoH afin d’ appréhender les régions indispensables a leur fonction et
d élucider lafonction exacte de MdoG. Pour cela trois types de mutagenéses ont été réalisés :
une mutagenese par insertion aléatoire d’ épitope sur les deux protéines MdoG et MdoH, une
mutagenése par I’insertion localisée d’ un épitope dans la seconde boucle périplasmique de la
protéine MdoH et une mutagenése dirigée contre 3 acides aminés de la protéine MdoH

conservés des familles de glycosyltransférases.
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Figure 14 : Localisation des mutations dans la proténe MdoH. Les épitopes sont
schématisés par un triangle. Les triangles verts montrent une faible influence de l'insertion.
Les triangles jaunes une influence significative ; et les triangles rouges une influence
drastique. C, partie cytoplasmique; ST, Segment transmembranaire; P, partie périplasmique.
Lalettre A rouge encadrée localise |les acides aspartiques convertis en alanine.
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A) Etude de la topologie fonctionnelle des protéines MdoG et
MdoH.

1) Insertions d’un épitope dans les protéines MdoG et MdoH.

1) Insertions aléatoires d’un épitope EP31 BamHI.

Cette méthode a été mise au point par Manoil et coll. [Manoil et coll., 1997]. Cette
anayse a permis de délimiter des régions permissives et non-permissives a I’insertion
d’ épitopes de 31 acides aminés dans la protéine LacY . Nous avons donc utilisé cette méthode

pour appréhender |es régions requises pour |’ activité des protéines MdoG et MdoH.

a) Principe.

Cette mutagenese aléatoire par insertion d’ épitope a été réalisée par I'insertion d' un
transposon TnlacZ/in ou TnphoA/in (figure 15) portant tous deux le géne de résistance a la
kanamycine (neo) et le géne sacB dans la partie centrale du transposon. Ces transposons
contiennent dans I'1S50 gauche un géne de résistance au chloramphénicol et un gene
rapporteur (lacZ ou phoA) dépourvu de promoteur et dont la protéine est tronquée de quel ques
acides aminées en N-terminal, ce qui permet de créer une protéine hybride, entre la protéine
étudiée et le produit du géne rapporteur, repérée par la coloration bleue [Manoil et coll.,
1997].

Ces transposons sont utilisés pour muter des souches portant le plasmide contenant le
gene a étudier. L’insertion du transposon est sélectionnée sur un milieu contenant de
I’ampicilline et du chloramphénicol. Les colonies sont récupérées et leurs plasmides sont
extraits et utilisés pour transformer de nouvelles bactéries. Ces derniéres sont étalées sur un
milieu contenant du chloramphénicol, de I’ampicilline, du saccharose (5%) permettant de
sélectionner les plasmides ayant insérés uniquement I’1S gauche du transposon. Du X-gal ou
du X-phosphate est utilisé respectivement pour tester |’ activité de la B-galactosidase ou de la
phosphatase alcaline. Les bactéries contenant les plasmides portant e transposon entier ne
forment pas de colonies du fait de la présence du géne sacB, toxique en présence de
saccharose (5%). Les colonies bleues possedent donc uniquement une insertion del’ IS gauche
en fusion traductionnelle dans le géne éudié. L'IS gauche éant bordée par des sites de
restriction BamHI, les plasmides sont digérés par cette enzyme permettant I’ éimination de la

quasi-totalité de I’|S gauche. Les 93 paires de bases restantes forment un épitope de 31 acides
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aminés (figure 15) en phase dans la protéine étudiée. Le point d’insertion de ces 93 paires des
bases est localisé par séquencage en utilisant une amorce contenue dans ces 93 paires de
bases.

La souche CC118 portant la mutation recA, transformée par le plasmide pNF581
(mdoGH), a été utiliste pour étre la souche infectée par les phages ATnlacZ/in et
ATnphoA/in pour éviter la recombinaison entre le plasmide et le chromosome. La production
des phages ATnlacZ/in et ATnphoA/in a été réalisée dans la souche CC245 qui possede la
mutation dam. Cette mutation empéche la méthylation de I’ADN. La transposition étant
régulée en partie par la méthylation des IS du transposon, |’ absence de résidu méthyle sur
I’ADN des phages augmente la fréquence de transposition des transposons TnLacZ/in et

TnPhoA/in lors de I’ infection des bactéries par le phage ATnlacZ/in ou ATnphoA/in.

b) Insertions aléatoires de I’ | S50 gauche.

L’élimination de la quasi-totalité de I'lS gauche s effectue par la digestion du
plasmide avec |’ enzyme de restriction BamHI. Le plasmide pNF449 portant |’ opéron mdoGH
au site Smal du vecteur pUC19 digéré par |I’enzyme de restriction BamHI a donc été bouché
par le fragment de Klenow de |’ ADN polymérase | en présence des quatre dNTP et relié gréce
al’ ADN ligase du bactériophage T4 pour éliminer le site BamHI du multi-sites de clonage. Le
plasmide dépourvu de site BamHI résultant est nommé pNF58L1 (figure 15).

Une culture de la souche NFB1484 (pNF581) de la nuit est aliquotée en petites
cultures indépendantes de 0,2 ml qui sont ensuite infectées par I’'un des phages. Plusieurs
essais avec différentes multiplicités ont été effectués. Les meilleurs résultats (obtention de
clones bleus) ont été obtenus avec une multiplicité d'infection de 0,3 pour le phage
ATnlacZ/in et de 0,3 et 0,5 pour le phage ATnphoA/in. Les cultures ont été incubées 2 heures a
30°C pour le phage ATnlacZ/in et 7 a 8 heures pour le phage ATnphoA/in ; puis étalées sur des
boites contenant de |’ampicilline, pour sélectionner la présence du plasmide, et du
chloramphénicol pour sélectionner la présence du transposon. 1000 a 1500 colonies et 500 a
1000 colonies ont été respectivement obtenues a partir de chaque culture indépendante
infectée avec le phage ATnlacZ/in ou avec le phage ATnphoA/in. Les expériences ont révélé
qu’un titre trop faible du lysat lambda diminue fortement I’ obtention de clones résistants au
chloramphénicol. Un titre de 10 est nécessaire pour obtenir suffisamment de clones. 150

mutageneses ont été réalisées sur |’ opéron mdoGH avec chague phage.
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Figure 15 : Insertions aléatoires de I'épitope EP31 BamHI| par l'intermédiaire des
transposons TnlacZ/in et TnphoA/in. B, BamHI; E, EcoRI; H, Hindlll, K, Kpnl; M, Mlul; P,
Pstl; S, Sall, Sp, Sphl; SI, Sacl; S, Sacll, V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal.
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L’ ensemble des clones de chaque boite a été récupéré pour en extraire les plasmides.
Ces derniers ont été utilisés pour transformeés la souche CC118. Les bactéries transformées
ont été étalées sur un milieu contenant de I’ampicilline, du chloramphénicol, du saccharose
(5%) et du X-ga ou du X-P, selon le transposon utilisg, afin de sélectionner les plasmides
ayant insérés |’ IS gauche. Un clone bleu a été récupéré pour chaque culture indépendante. Sur
I’ ensemble de ces mutagenéses, 27 clones bleus ont été récupérés apres |la mutagenése par le
transposon TnlacZ/in ; et 14 avec le transposon TnphoA/in. Une vérification de | absence de
clones contenant le transposon entier a été effectuée en testant la sensibilité de ces clones ala

kanamycine.

¢) Localisation des insertions.

Chacun des clones a subit une digestion par |I'enzyme de restriction BamHI afin
d éiminer la quasi-totalité de I'lS gauche en ne laissant qu’ une séquence de 93 paires de
bases. La localisation des insertions de la séquence de 93 pb dans la phase codante de la
protéine MdoG ou MdoH a été réalisée par séquencage en utilisant I’amorce EP31 (Matériels
et Méthodes). Sur les 27 insertions obtenues avec le transposon TnLacZ/in, seul 8 se sont
révélées étre en phase dans la protéine MdoH ; et 5 parmi les 14 obtenues avec le transposon
TnphoA/in dont 4 dans la protéine MdoG et 1 dans la protéine MdoH. La fréquence
d'insertion en fusion parmi les clones bleus est donc de 30% avec le transposon TnLacZ/in et
de 35% avec le transposon TnPhoA/in.

La position des différentes insertions est reportée dans les figures 14 et 16. Les
insertions sont numérotées comme suit : K3, R138, Y 139, S286, G380, Y 414, G443, M519 et
G660 dans la protéine MdoH (figure 14); et M12, R195, T468 dans la protéine MdoG (figure
16). La premiere lettre correspondant a I’ acide aminé modifié par I’insertion de |’ épitope et le
nombre ala position de cet acide aminé.

Toutes les insertions dans la protéine MdoH sont localisées du cété cytoplasmique,
que se soient celles obtenues avec le transposon TnLacZ/in ou celle avec le transposon
TnPhoA/in. Une insertion est située dans la partie C1 cytoplasmique dans le troisiéme acide
aminé (K3) et deux au bord du premier segment transmembranaire (R138 et Y 139). Quatre
insertions (S286, G380, Y414 et G443) sont situées dans la large partie C2 cytoplasmiques et
répartie de maniére relativement homogeéne. Une insertion (M519) est située dans le troisieme
segment transmembranaire. La derniere insertion (G660) est située dans la partie C4

cytoplasmique au bord du segment transmembranaire V11.
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Figure 16 : Localisation des mutations dans la protéine MdoG. Les épitopes sont
schématises par des triangles. Les triangles verts montrent une faible influence de I'insertion
de I'épitope; Les triangles jaunes une influence significative; et les triangles rouges une
influence importante. Les acides aminés du peptide signal sont colorés en verts. Les acides
animés rouges représentent les acides aminés ajoutés dans les protéines MdoG416 et MdoG-
T468 tronquées.

Trois insertions différentes (M12, R195 et T468) ont été obtenues dans la protéine
MdoG. Pour I'insertion T468, le transposon S est inséré en sens inverse par rapport al’ opéron
mdoGH, ce qui a entrainé un changement dans la nature de I’ épitope avec la création d'un
codon stop aprés le 6°™ acide aminé inséré. La protéine MdoG-T468 mature posséde donc
455 acides aminés et un poids moléculaire calculé de 50776 kda

Deux insertions (M12) sont situées au niveau du peptide signal dans I’ acide aminé 12.
Il est possible que cette séquence soit un point chaud d’insertion du transposon TnPhoAYin.

De maniére générale, les deux transposons TnLacZ/in et TnPhoA/in sinserent de
préférence devant un nucléotide guanine que ce soit en phase ou pas, avec une fréguence de

50% environ.

2) Insertion dirigée d’un épitope dans la seconde boucle

périplasmique de la protéine MdoH.

Cette construction a été réalisée lors du DEA Elisabeth Kosciarz [Kosciarz, 1995]. Le
plasmide pNF446 a été coupé par |I'enzyme de restriction Bgll et les extrémités ont été
rendues franches. Un oligonucléotide Hindll1 (CCCAAGCTTGGG) double brin de 12 paires
de bases a été inséré dans ce site. 2 clones ont été retenus et séguencés. Le premier clone
possede |’oligonucléotide correctement inséré, mais il manque trois nucléotides de la
ségquence du gene mdoH correspondant a I’ acide aminé W562 (pNF483). Ce qui équivaut a

une insertion de quatre acides aminés (PKLG) en place des acides aminés Q561 et W562. Le
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second clone possede I'insertion attendue de I’ oligonucléotide ; soit une insertion de quatre
acides aminés (PSLG) en place de I’ acide aminé Q561 (pNF484). Les épitopes genérés sont
nommeés respectivement PSLG et PKLG et lesinsertions Q561 et QW562.

3) Génération de I’alléle mdoG215.

Cette construction a été réalisée par Laurent Debarbieux dans le cadre de sa thése
[Debarbieux, 1995]. Elle a eu pour but de rechercher un couplage traductionnel entre les
genes mdoG et mdoH. Pour cela, le plasmide pNF244 a été linéarise par |'enzyme de
restriction Mlul localisé dans la partie codant le C-terminal de la protéine MdoG. Ce site de
restriction a été bouché et le plasmide refermé par ligation (pNF424). La protéine MdoG
résultante est tronquée de 89 acides aminés initiaux et modifiée par 16 nouveaux acides
aminés donnant une proténe maturée de 416 acides aminés et nommeée MdoG416 (figure 16).
Les résultats ont révélé I’ absence de couplage traductionnel entre ces deux genes. Par contre,
la quantité d’ OPG synthétisés dans la souche portant I’alléle mdoG215 est inférieure a celle

de la souche sauvage.

II) Influences des mutations sur I’activité des protéines MdoG et

MdoH et sur la structure des OPG.

1) Analyses de I’activité de synthese des protéines MdoG et MdoH.

Les activités des protéines MdoG et MdoH ont été anal ysées par |a quantification des
OPG synthétisés in vivo. Pour cela, Les OPG ont été radio-marqués sur les résidus de
phosphoglycérol a I'aide du glycéral tritié en 2 (voir Matériels et Méthodes). Une premiére
tentative de mesure de la synthese des OPG a été effectuée a partir des souches NFB739
(BB2636 mdoG202::néo) portant chacune |'opéron mdoGH entier avec les différentes
insertions d'épitope. |l Sest avéré que la présence de I'opéron entier sur un plasmide
multicopies entrainait une lyse des bactéries lors de I’ensemencement du milieu LOS
engendrant une grande disparité dans les dosages des OPG. Par conséquent, nous avons
décidé de séparer les deux genes mdoG et mdoH dont nous savions qu'ils s exprimaient
séparément sur un plasmide multicopies sans perturber la physiologie de la bactérie et la
nature des OPG (figure 17). Pour éliminer le géne mdoH, une délétion par |I'enzyme de
restriction ECORV a été réalisée. Les plasmides ne contenant que le gene mdoG ont été
introduits dans la souche NFB739 (BB2636 mdoG202::neo). Pour éliminer le gene mdoG, un

sous clonage du géne mdoH a été nécessaire. Un fragment Mlul-Hindlll rendu bout franc a été
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sous-cloné dans le site ECORV du vecteur pY Z4 et orienté de maniére a étre sous le controle
du promoteur placUV5. Les plasmides ont été introduits dans la souche NFB1990 (BB2636
mdoH200::Tn10).

H ESIE P ST M PSpH
PNF1595 | e L 1Eb
ol L.
plac IEAInp r mde (7 E
E BH¥XES V K Vv Zz E E SIZE
| —\p | | | | | | —
pNF1021 | | |
—) j L’Uw )
an® piac mdo
E B V K V 7 E E BHXbKESpVSIZE
| | | | | | | | |
pNF309 | | |

-
—> plac UVS ——

Figure 17 : Vecteurs utilisés pour mesurer |'activité de synthése des OPG chez les
souches portant les différents alldles mutants des génes mdoG et mdoH. Le vecteur
pPNF1595 contient le géne mdoG sous le contréle du promoteur naturel. Les plasmides
pPNF1021 et pNF309 contiennent le gene mdoH sous le contréle du promoteur placUV5.B,
BamHI; E, EcoRlI; H, Hindlll, K, Kpnl; M, Mlul; P, Pstl; S, Sll, Sp, Spohl; SI, Sacl; S,
Sacll, V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal.

© 2002 Tous droits réservés.

Les OPG radio-marqués sur les résidus de phosphoglycérol ont été extraits a partir de
20 ml de culture. Les OPG ont ensuite été purifiés sur une colonne de filtration sur gel. Les
fractions contenant les OPG ont été regroupées. La quantité d’ OPG synthétisés a été analysée
a lafois par le dosage du glycérol tritié incorporé et par le dosage du glucose a I’ anthrone

présent dans les fractions récupérées. La quantité d OPG a é&té ramenée en nanomoles.

a) Activité de synthese des mutants de la protéine MdoG.

Les OPG produits par les différents mutants de la protéine MdoG sont élués de
maniére identique & ceux d'une souche sauvage sur une colonne de filtration sur gel (figure
18). On observe une diminution de 20 % de la synthése des OPG chez |la souche portant
I"insertion R195.

Par contre, des baisses importantes de 67%, 73% et 68% de la biosynthese des OPG
sont mesurées respectivement avec les protéines mutantes MdoG-M12, MdoG-T468 et
MdoG416 (figure 19A). L’ épitope de la mutation M 12 se situe dans la partie H hydrophobe

du peptide signal. Nous pouvons donc supposer que la protéine résultante soit mal sécrétée
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dans le périplasme.
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Figure: 18 : Séparation des OPG produits in vivo a |'aide des proténes MdoG
provenant des alléles mutants du géne mdoG. La séparation a été effectuée sur une colonne
de filtration Biogel P4. Les axes des ordonnées représentent |a radioactivité (cpm) due au (2-

®H) glycérol. Les fractions sont numérotées sur les axes des abscisses.
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Figure 19 : Dosage des résidus de glycérol (A) et de glucose (B) des OPG produits a
I’aide des protéines MdoG mutantes. Les chiffres correspondent aux pourcentages de
biosynthese des OPG issus des souches portant les alléles mutants par rapport ala celle de la
souche portant I'alléle sauvage du géne mdoG. Les axes des ordonnées sont exprimeés en
nanomoles. Les abscisses représentent |es types de mutations.
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Figure 20 : Prédictions du peptide signal des protéines MdoG et de MdoG-M 12. Laligne
jaune symbolise la maturation du peptide signal prédite par le programme Signal V1. Les axes
des abscisses représentent |es positions des acides aminés.
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Une prédiction du peptide signal a été réalisée sur les 50 premiers acides aminés de la
protéine MdoG et les 81 premiers acides aminés de la protéine MdoG-M12 (50 premiers
acides aminés de MdoG plus les 31 acides aminés apportés par |’ épitope EP31 BamH]I) par le
programme SignalP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal Ploutput.htm) (figure 20).

Une maturation aprés I’alanine 22 pour la protéine MdoG sauvage et une maturation
apres |I’aanine 60 de la protéine MdoG-M12 (correspondant a |I’aanine 29 de la protéine
MdoG sauvage) ont été prédite par ce programme. Le peptide signal prédit pour la protéine
sauvage se trouve scindé en deux parties par |’ épitope EP 31 BamHI, de caractere plutot
hydrophile, dans la protéine MdoG-M12. Les scores de prédiction de la coupure du peptide
signal de la protéine MdoG-M12 sont médiocres, ce qui suggére une maturation peu efficace
de la protéine. Ceci provoquerait un déficit des protéines MdoG dans le périplasme et
entrainerait une diminution des complexes MdoG-MdoH et par conséquent une diminution de
synthése des OPG.

La mutation R195 ne provoque qu’une faible diminution. Cette position ne semble
donc pas étre critique pour lafonction et la conformation de la protéine MdoG. Par contre, les
protéines MdoG416 et MdoG-T468 ont provoqué une diminution importante (73% et 68%) de
la synthese des OPG. Les 83 derniers acides aminés de la protéine MdoG semblent étre
important pour son activité.

Le dosage du glucose des fractions récupérées (figure 19B) suite ala chromatographie
de filtration sur gel révele les mémes résultats qu’ avec les OPG radio-marqués sur les résidus
de phosphoglycérol. De plus, les OPG synthétisés par les protéines MdoG mutantes et

sauvage possedent les mémes taux de substitution.

b) Activité de synthése des mutants de la protéine MdoH.

La séparation des OPG sur une colonne de filtration sur gel ne montre pas de
différence (figure 21) : les OPG produits par les protéines mutantes sont éués de maniere
identiqgue a ceux d'une souche sauvage. Par contre, la quantité d’ OPG varie suivant la
localisation de I'épitope (figure 22A). Pour les OPG marqués au glycérol tritié, trois
insertions n’engendrent pas ou peu dinfluence sur la production d OPG: il sagit des
insertions R138, Y139 et M519. Les deux insertions R138 et Y139 se situent au bord du
segment transmembranaire |, tandis que I'insertion M519 se situent dans le segment
transmembranaire 11l (figure 14). Ces insertions d’ épitope ne causent apparemment pas de

mauvaises insertions de la protéine MdoH dans la membrane cytoplasmique.
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Figure 21 : Séparation des OPG produits par des protéines MdoH mutantes. La
séparation a été effectuée sur une colonne de gel filtration. Les axes des ordonnées
représentent |a radioactivité (cpm) due au (2-*H) glycérol. Les fractions sont numérotées sur
les axes des abscisses.
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Figure 22 : Dosage desrésidus de glycérol (A) et de glucose (B) dans les OPG produits a
|'aide des protéines mutantes MdoH. Les chiffres représentent les pourcentages de
biosynthése des OPG dans une souche mutante par rapport a la souche sauvage. Les axes des
ordonnées sont exprimeés en nanomoles/mg de protéines.

Une analyse par le programme (http:://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/toppred.html)

TopPred2 de ces protéines prédit que la présence de |’ épitope ne perturbe pas la prédiction des

8 segments transmembranaires par rapport ala protéine sauvage (figure 23b).

Trois insertions provoquent une diminution drastique de la production d OPG : il
Sagit des insertions S286, Y414, Q561. Les insertions S286 et Y414 (figure 23a) ont

probablement interrompu un site actif localisé dans la parie C2 soupconnée de renfermer les

domaines catal ytiques et de fixations de UDP-glucose ou de L’ ACP (figure 14). L’insertion

Q561 éant située dans la boucle périplasmique, nous pouvons SUPPOSEr une mauvaise

interaction entre les protéines MdoH et MdoG engendrant une diminution de la synthese des

OPG.

Les cinq insertions K3, G380, G443, QW562 et G660 engendrent une baisse
significative de la quantité d' OPG (figure 21).

© 2002 Tous droits réservés.
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Figure: 23a: Localisation des mutations dans le domaine C2 de la protéine MdoH et
prédictions des structur es secondair es.
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Figure 23b : Prédictions des segments transmembranair es des protéines MdoH sauvage
et mutantes R138, Y139 et M519.
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L’influence de I’insertion K3, (figure 14) située dans le domaine C1 N-terminal, sur la
production d OPG montre un r6le de cette région cytoplasmique. Mais, |I'absence d’ autre
insertion dans cette région ne permet pas de déterminer le degré d’ importance de cette région
pour |’ activité de la protéine MdoH.

Etant donnée I’influence importante des insertions S286 et Y414 sur la production
d’ OPG, nous pouvons supposer gue I’insertion G380 soit située entre des domaines actifs
(figure 23a).

Par contre, I'insertion QW562, situé au méme endroit que I'insertion Q561, ne
provogue gu’ une faible influence par rapport a celle de Q561. L’interaction entre MdoG et
MdoH-QW562 apparait plus efficace qu’ avec la protéine MdoH-Q561.

Ces résultats peuvent étre le fait de la nature de I’ épitope inséré qui ne différe que par
un acide aminé. La protéine MdoH- QW562 posséde une lysine en place d une serine par
rapport ala protéine MdoH-Q561. L’ apport d’ une sérine au niveau de la boucle périplasmique
pourrait avoir un effet plus néfaste pour I’interaction entre les protéines MdoG et MdoH. Par
contre, I'absence du tryptophane dans la protéine MdoH-QW562 ne semble pas perturber
excessivement |a biosynthese des OPG.

L’insertion G660 est située dans une boucle cytoplasmique trés chargée avec 3 acides
aspartiques, 1 acide glutamique et 3 arginines. L’ épitope perturberait la structure de cette
boucle cytoplasmique en modifiant la position de ces charges dans I’ espace qui pourraient
étre nécessaires a |'activité de la protéine MdoH ou a sa mise en conformation dans la
membrane cytoplasmique.

L’ensemble des résultats obtenus avec les OPG radio-margqués sur les résidus de
phosphoglycérol est confirmé par le dosage du glucose (figure 22B) compris dans les
fractions récupérées. De plus, les taux de substitution des OPG synthétisés par les protéines
MdoH mutantes ou sauvage sont identiques.

Ces mutations permettent de révéler deux domaines actifs situés en N-terminal et
C-terminal de la large partie centrale C2 et relié par une vingtaine d’ acides aminés compris

entre les positions 380 4400 (figure 23a).

2) Analyses structurales des OPG.

Les OPG produits (voir Matériels et Méthodes) par les souches portant les différents
alléles des protéines mutantes sur un plasmide multi-copies ont été anal yses en spectrométrie
de masse pour déterminer des changements éventuels dans la longueur du sguelette

glucosidique.
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Figure 24 : Spectres de masse des OPG produits a I'aide des protéines mutantes M doH.
Les axes des ordonnées sont exprimés en pourcentage d’intensité. Sur les axes des abscisses
sont représentées les tailles des OPG.
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Figure 25: Spectres de masse des OPG produits a I’aide des protéines mutantes MdoG
et MdoH. Les axes des ordonnées représentent les pourcentages d'intensité. La taille des
mol écules en nombre de glucose est notée sur les axes des abscisses.
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Les dérivés partiellement méthylés et acétylés des OPG ont été analysés en
chromatographie en phase gazeuse pour déterminer des changements éventuels de nature ou

du taux de branchement des OPG.

a) Analyse des OPG en spectrométrie de masse.

Les OPG produits issus de souches portant les génes mdoG ou mdoH sauvage sur un
plasmide sont de talle identique a ceux produits par souche sauvage (mdoGH
chromosomique). Nous observons une hétérogénéité de taille allant en moyenne de 6 a 13
résidus de glucoses. L'analyse des OPG produits par les différentes protéines mutantes ne
montre pas de différences majeures par rapport a ceux produits par proténe sauvage (figure
24).

b) Analyse du branchement des squel ettes glucosidiques.

Les OPG ont été partiellement méthylés, acétylés puis analyses par chromatographie
en phase en gazeuse suivie d' une analyse des produits séparés en spectrométrie de masse.

Les OPG issues d’ une souche sauvage posséde une structure moyenne de 9 résidus de
glucose par molécules. Ces molécules possedent en moyenne 0,33 résidu de glucose
réducteur ; 1,33 résidus de glucose non-réducteur liés uniqguement en position 1; 1 résidu
glucose interne lié en position 1 et 2; 0,33 résidus de glucose lié en position 1 et 6; et 1
résidu de glucose lié en position 1, 2, 6 représentant les points de branchement [Schneider et
coll., 1979]. Aucune différence significative n'a pu étre mise en évidence avec les OPG
produits par les protéines sauvages ou mutantes codées par les différents alléles des géenes
mdoG ou mdoH portés sur les plasmides multicopies.

La diminution de I'activité de la protéine MdoH ou de MdoG ne produit pas de

changement dans la qualité de synthése des OPG.

B) Influences de trois acides aspartiques conservés dans
I’activité de la protéine MdoH.

La comparaison des profils d' amas hydrophobes (HCA) de la protéine MdoH avec les
protéines des familles des glycosyltransférases, réalisés par B. Henrissat, a permis de mettre
en évidence une organisation commune aux glycosyltransférases de type 2 dans le domaine
C2 centra de la protéine MdoH (figure 14). Ce domaine posséderait deux domaines A et B
retrouveés dans les glycosyltransférases de lafamille 2. Le domaine A des glycosyltransférases

possede deux acides aspartiques conservés qui sont retrouvés dans la protéine MdoH et

-81-

© 2002 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine



correspondent aux acides aspartiques 285 et 346. Le domaine B, quant a lui, possede un seul
acide aspartique conservé qui est retrouvé dans la protéine MdoH et correspond a I’ acide

aspartique 449.

|) Génération des mutations ponctuelles.

Les mutations ponctuelles par conversion d' un acide aspartique par une alanine ont été
réalisées par hybridation d’ un oligonucléotide sur de I’ADN simple brin contenant des bases
uracile en place des bases thymine selon la méthode de Kunkel [Kunkel, 1985] (voir
Matériels et Méthodes).

La synthese du brin complémentaire s est effectuée in vitro en présence des quatre
didésoxynucléotides triphosphates (dATP, dCTP, dTTP et dGTP). Les plasmides résultants
sont utilisés pour transformer une souche ung®, hsdR (voir Matériels et Méthodes). La
mutagenese étant effectuée sur un fragment Sacll-Smal (pNF586) de 2,4 kb, un fragment Agel
de 0,5 kb a été sous cloné dans |e vecteur pUC18 pour vérifier par séquencage la présence des
mutations ponctuelles en position 285 et 346. La mutation en position 449 a été vérifiée
directement sur vecteur pNF586 ayant subis la mutagenése dirigée. Le plasmide a été
entierement ségquence.

Le fragment Agel du plasmide pNF586 muté ponctuellement en position 285 ou 346 a
ensuite été cloné dans e vecteur pNF309 en place du fragment Agel sauvage. Une vérification
de I'insertion correcte a été vérifiée par les enzymes de restriction ECORV et Agel. Le
fragment Mlul-BssHII du plasmide pNF586 muté en position 449 a été cloné dans le plasmide
pPNF581 en place du fragment sauvage.

Puis le fragment Mlul-Xbal du plasmide pNF581 muté en position 449 a été rendu
bout franc et cloné dans le site ECORV du vecteur pY Z4 et orienté dans le méme sens que le

promoteur placUV5.

II) Analyse de I’activité de synthese des trois protéines mutantes.

La souche NFB1990 a été transformée par chacun des plasmides portant une mutation
ponctuelle. Un marquage radioactif des OPG a I’aide du glycérol tritié a été effectué lors
d une culture de 20 ml (voir Matériels et Méthodes). Les OPG ont été extraits et purifiés sur
une colonne de filtration sur gel Sephadex G-25. La radioactivité mesurée est semblable &
celle d’une souche mdoH:: Tn10 portant le vecteur pY Z4. IL n'y a donc pas d’incorporation
de résidu de phosphoglycérol dans les OPG pour les protéines mutées sur un des acides
aspartiques 285, 346 ou 449 (figure 26).
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Figure 26 : Purification des OPG issus des souches portant les alléles mutants des
protéines MdoH mutées ponctuellement. La purification des OPG marqués sur les résidus
de glycérol (radioactivité est exprimée en cpm sur les axes des ordonnées) a été réalisée sur
colonne de filtration sur gel. Les fractions sont humérotées sur les axes des abscisses. Les
dosages des sucres (la quantité de glucose est exprimée en pg sur I’ axe des ordonnées) ont été
réalisés les fractions renfermant les OPG.
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Les fractions correspondantes aux OPG ont été récupérées, concentrées et un dosage
du glucose a été réalisé pour déterminer la présence éventuelle d OPG neutres. Les résultats
sont identiques a ceux révélés par le marquage radioactif. La quantité de sucre est semblable a
celle mesurée dans la souche ne produisant pas d’ OPG. Les protéines MdoH mutées dans |’ un
de ces trois acides aspartiques sont incapables de synthétiser des OPG.

Ces analyses révelent la nécessité absolue de ces acides aspartiques 285 346 et 449
pour I’ activité de la protéine MdoH. Nous pouvons remarquer que |’ acide aspartique 285 est
situé a proximité de I’insertion d' épitope EP31BamHI S286 qui engendre une diminution
drastique de I’ activité de synthése des OPG. Ceci confirme la présence d’'un domaine actif

dans cette région (figure 23a).
Par contre, I'insertion G443 n'a pas provoqué de diminution importante de la

biosynthese des OPG malgré la localisation trés proche de I’ acide aminé D449. L’ épitope n'a

apparemment pas modifié la conformation de ce site actif.
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Partie 2 : Etude du gene MboD, paralogue du géene

MDOG.

A) Caractéristigues génomiques du géne mpoD.

L’ obtention de mutations dans les genes responsables de |a biosynthese des OPG chez
E. coli nécessite un travail important du fait de I’ absence de sélections et de cribles ssimples
traduisant I’ absence d’ OPG. Le premier mutant spontané, nommeé mdoAl, a été identifié et est
affecté dans la biosynthése de la chaine glucosidique [Bohin et coll., 1984b]. Le locus mdoA a
été cloné et est constitué de deux genes organisés en opéron mdoGH [Lacroix et coll., 1991].
La mutation mdoAl a éé localisée dans le gene mdoH qui est responsable de I’ activité
glucosyltransférase catalysant la chaine linéaire de résidus de glucose liés en [3-1,2. Une
mutation dans le géne mdoG a été obtenue par insertion d’ une cassette de résistance a la
kanamycine provoquant une mutation nulle non polaire dans le géne mdoG. Cet allée
mdoG216::neo entraine |’ absence de biosynthese des OPG.

Plusieurs tentatives de mutagenese par transposon ou a I’ aide de produits chimiques
mutagenes ont été réalisées pour identifier de nouveaux génes impliqués dans la biosynthese
du squelette glucosidique des OPG. Aucun nouveau gene n'a pu étre mis en évidence par ces
méthodes. Les seuls mutants ont été localisés dans des locus déjaidentifiés : mdoGH et galU.

La publication de la séquence du génome d' E coli nous a permis d’ aborder une
approche génomique pour identifier un nouveau gene impligué dans la biosynthese des OPG.

Nous avons donc comparé les séquences protéiques des genes mdoG, mdoH, mdoB et
mdoC avec les ORF déduites du génome d'E. coli. La comparaison a révélé I’ existence de la
protéine putative YdcG, qui présente 35 % d’ acides aminés identiques et 50% de semblables
avec la protéine MdoG (Infobiogen 24/01/2002). Des génes paralogues sont définis comme
possedant au moins 30% d’ acides aminés identiques sur 60% de la longueur des protéines
[Blattner et coll., 1997]. Nous pouvons conclure que I’ ORF ydcG et le géne mdoG sont des
genes paralogues. Nous avons nommeé cette ORF mdoD. Le géne mdoD est situé a 32,2 min
sur le chromosome d’E. coali, soit aux coordonnées nucléotidiques 1494880-1496535 [Blattner
et call., 1997]. Deux codons d'initiation ATG possibles ont été localisés aux nucléotides +1 et
+31 (figure 27). Le codon d'initiation situé au nucléotide +1 semble le plus probable car il est
précédé d’ une séquence putative de fixation du ribosome AGGA située entre les nucléotides
-14 et —17.
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TTATGCATATTCTCT|CAGT TCAACAATITGGAT TIATTAATAAATATTGTGTAGAGT|GAGCGGT CATAAATA
17° de courbure -35 -10

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
AGCACTTTCTTGCCGCT GAAAACGACCAGCGCGGGACCAT TCACAACACCAGAAGGACTCACTTTCAGGT

1 11 21 31 41 51 61
ATGGATCGTAGACGATTTATTAAAGGT TCAATGGCTAT GECCGCCGT GT GCGGTACCAGCGECATTGCT T
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71 81 91 101 111 121 131
CTCTTTTTTCTCAGGCGGCATTCGCCECAGAT TCTGATAT TGCCGACGEGECAAACCCAGCGTTTTGACTT
L F S QAAFAADSUDI ADSGOQOTQORF D F

Figure 27 : Séquence nucléatidique de la région —210 a +140 couvrant le début du géne
mdoD et la région amont. Le +1 représente le début de la traduction du gene mdoD. Les
régions encadrées —208 a —180 et —140 a —126 représentent les zones de courbure potentielles
avec leur degré respectif de courbure dessous. La séquence encadrée de —92 a—86 représente
le consensus-10 putatif reconnu par 0°. La séquence grisée —93 & —86 représente le
consensus —10 putatif reconnu par o°. La séquence encadrée de —113 & —108 représente le
consensus —35 reconnu par ¢'°. Les acides aminés soulignés d’ un trait représentent le peptide
signal prédit. Les acides aminés soulignés par deux traits représentent le début la protéine
MdoD maturée.

A partir de cet ATG, le géne mdoD est formé de 1653 paires de bases et code un
polypeptide de 551 acides aminés. Un promoteur reconnu par le facteur 6™ est prédit
(Genbank) entre les nucléotides 1494766 et 1494794. La ségquence consensus -35 est
TTGGAT et la séquence consensus—10 est TAGAGT (figure 27).

L'andyse de la séquence protéique MdoD par le programme SignaP V1,1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal Ploutput.htm) prédit un peptide signal de 32 acides aminés avec

des scores C de 0,809 (site de clivage), S de 0,946 (score de la séquence signal) et Y de 0,775
(score combiné entre les scores C et S) qui sont meilleurs que ceux prédits pour la protéine
périplasmique MdoG (score C de 0,368, score S de 0,981, score Y de 0,517) (figure 28). De
plus, la protéine MdoD a été visualisée sur un gel d’ électrophorese bidimensionnelle réalisé a
partir d’ extraits périplasmiques (figure 29) [Link et coll., 1997a]. Les premiers acides aminés
séguenceés correspondent a la protéine MdoD dépourvue des 32 premiers acides aminés. La
prédiction d’'un peptide signal de 32 acides aminés est donc confirmée par les résultats de
Link et coll. Le poids moléculaire calculé de la protéine mature est alors de 59,443 kda.
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Figure 28 : Prédictions des peptides signaux des protéines MdoG et MdoD. La ligne
jaune indique la position de la maturation prédite. Les positions des acides aminés sont
représentées sur |es axes des abscisses.

La protéine MdoD a été visualisée sur un gel d'électrophorese bidimensionnelle a
partir d’ extraits périplasmiques provenant de cellules en phase stationnaire. Par conséquent,
nous avons recherché des séquences consensus reconnues par le facteur 6° [Espinosa-Urgel et
coll., 1996]. Une séguence —10 putative CTAGAGT a été localisée entre les nucléotides
1494788 et 1494794 (figure 26). Cette séquence -10 identifiée possede les quatre nucléotides
les plus conservés dans les promoteurs reconnus par le facteur 6>, et en particulier le
nucléotide C -13 qui apparait étre important pour la reconnaissance du promoteur par le
facteur 0°. Deux zones de courbure potentielles ont été identifiées par le programme

DNAprop (http://www.mgs.bionet.nsc.ru/mgs/programs/DNAprop/) ; Elles sont situées entre les

nucléotides —126 et —140 puis entre les nucléotides —186 et —208. Ces deux séguences
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possedent respectivement des degrés de courbure de 17,5° et 14,5°. Le gene mdoD semble

partagé des éléments avec des génes reconnus par le facteur o°.
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Figure 29 : Gel d’éectrophoreése bidimensionnelle des protéines périplasmiques extraites
a partir de cellules d'E. coli en phase stationnaire. La protéine codée par I'ORF ydcG
numérotée 109 est encadrée [Link et coll., 1997a]. Les masses moléculaires sont représentées
sur les axes des ordonnées. Le pH est représenté sur |’ axe des abscisses.

B) Influence de gene mMboD sur la structure des OPG.

1) Inactivation du gene mdoD.

1) Clonage du géne mdoD.

Le gene mdoD a été cloné a partir du phage lambda 1A 16 de la banque de Kohara
(1987) [Kohara et call., 1987]. L’ADN du phage lambda 1A6 et le plasmide pUC18 ont été
digérés par I’enzyme de restriction Sall, mélangés et raboutés par I'ADN-ligase du phage T4.
Les cellules NFB702 ont été transformées par ce mélange de ligation. Les transformants ont

été séectionnés sur un milieu LB gélosé contenant de I’ ampicilline, du Xgal et del'lPTG.
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-89-

© 2002 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine



Les clones blancs ont été récupérés et leurs plasmides ont été extraits et digérés par
I'enzyme de restriction Smal, dont un site se trouve dans le multi-sites de clonage et un second
dans I'insert. 3 clones sur 33 présentaient les bandes attendues 28,9 kb et a 0,7 kb (Figure 30).
Une seconde vérification, par une double digestion avec les enzymes de restriction EcoRI et

Xhol, a permis de confirmer la présence de I'insert désiré, ainsi que son orientation (pNF565).

2) Insertion de la cassette de résistance au chloramphénicol dans le

géne mdoD.

Tout d'abord, une délétion de 3,1 kb a été effectuée pour rendre le site Mlul unique
dans la phase codante du gene mdoD (Figure 30). Pour cela, le plasmide pNF565 a été digéré
par les enzymes de restriction Hpal et Smal, et rabouté par I'ADN-ligase de T4.

La vérification de la délétion du plasmide pNF565 a été réalisee par deux digestions
gréce aux enzymes Pstl et Xbal. Le plasmide pNF570 obtenu contient un insert de 3,8 kb
portant le gene mdoD.

Le plasmide pBR328 comportant le gene de la résistance au chloramphénicol bordé
par deux sites de restriction Sul et le plasmide pNF570 ont été digérés respectivement par les
enzymes de restriction Sful et Mlul. Leurs extrémités cohésives incompatibles ont été
bouchées séparément grace au fragment de Klenow de I'ADN-polymérase | en présence de
dCTP et de dGTP. Les produits ont été mélangeés, et raboutés grace a I'ADN-ligase de T4.
Puis une digestion du site de restriction reconnu par I'enzyme EcoRV, présent uniquement
dans le plasmide pBR328 et en dehors de la cassette de résistance au chloramphénicol, permet
d'éiminer les vecteurs pBR328 restants. Ce mélange de ligation a été utilisé pour transformer
la souche NFB702. Les clones ont été sdlectionnés sur un milieu LB supplémenté en
chloramphénicol. Les clones obtenus ont été testés pour leur résistance a l'ampicilline et leur
sensibilité alatétracycline, afin d'éiminer les clones portant les plasmides pBR328 résistants
aux trois antibiotiques. Les clones résistants au chloramphénicol, al'ampicilline, et sensibles a
la tétracycline ont été récupérés. Une coupure par les enzymes de restriction EcoRI/Hindll|
des plasmides extraits des clones ci-dessus a permis de vérifier la présence de |la cassette de
résistance au chloramphénicol (pNF571). L'aléle du gene mdoD portant la cassette de
résistance au chloramphénicol au site Mlul a été nommé mdoD217::cml.

3) Insertion de I’alléle mdoD217::cml sur le chromosome d’E. coli.

Le plasmide pNF571 linéarisé par I'enzyme ECoRI a été utilisé pour transformer la
souche JC7623 (recB, recC, shcBC) qui permet I’ échange d’ alléle entre un plasmide linéarisé
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et le chromosome.

Les clones ont été sdlectionnés sur des boites contenant du chloramphénicol. Les
clones recombinants, résistants au chloramphénicol, ont été identifiés en testant leur
sensibilité a I’ampicilline attestant de la perte du plasmide pNF571 et de la recombinaison
entre le chromosome et le plasmide. Ces clones ont été utilisés pour effectuer un lysat du
phage P1 transducteur. Ce lysat a été employé pour transduire la mutation mdoD217::cml
dans un contexte génétique désiré. Le fragment chromosomique Sall-Sall contenant |'allele
mdoD217::cml a été cloné pour vérifier I'insertion correcte de I’ alléle mdoD217::cml en place
du gene mdoD.

) La mutation mdoD217::cml augmente I’hétérogénéité des OPG.

1) Purification et dosage des OPG produits par la souche

mdoD217::cml.

Les OPG des souches DF214 (pgi, z2wf) et NFB1925 (pgi, zwf, mdoD217::cml) ont été
marqués spécifiquement sur le glucose par I'incorporation de (U-**C) glucose. Les OPG ont
été extraits et purifiés sur une colonne de filtration sur gel (voir Matériels et Méthodes). La
quantité d OPG mesurée dans les deux souches n’a pas révélé de différence significative. La
souche sauvage renferme 192,4 nmol de glucose dans les OPG/mg de protéine et la souche
mutante NFB1925 200 nmol de glucose dans les OPG/mg de protéine. Par contre, le profil
d éution des OPG sur la colonne de filtration sur gel montre une sortie prématurée des OPG
provenant de la souche mutante avec un décalage de 8 fractions par rapport a la souche
sauvage (figure 31).

Un marquage des OPG a I’aide du 2-*H glycérol montre aussi une sortie prématurée
des OPG provenant de la souche mutante avec un décalage de 7 fractions. Les pics d’ élution
des deux marquages se superposent pour les OPG provenant de la souche sauvage. Par contre
les pics correspondant aux OPG extraits de la souche NFB1925 marqués sur le glucose et sur
le glycérol semblent chevauchants.

La mutation mdoD217::cml semble provoquée une augmentation de la taille apparente
des OPG et une répartition différente du phosphoglycérol sur le squelette glucosidique.

Néanmoins, le rapport glycérol/glucose reste identique dans la souche sauvage et la
souche mdoD217::cml.
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Figure 32 Caractéristiques anioniques des OPG extraits de la souche

mdoD217::cml. Les OPG extraits de la souche DF214 (A) et de la souche NFB1925 (B)
ont été radio-marqués avec du (U-**C) glucose (symbole plein) ou du 2-H glycérol

numérotées sur les axes des abscisses. La radioactivité due au (U-**C) glucose est
représentée sur les axes des ordonnées de gauche et celle due au (2-°H) glycérol sur les

une colonne d'échange d'anions. Les fractions sont
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2) Mesure du caractére anionique des OPG produits par la souche

mdoD217::cml.

Le caractere anionique des OPG a été analysé sur une colonne d échange d’ anion
(DEAE Sephacel) a pH 7,4 éluée par des tampons Tris HCl pH 7,4 contenant des
concentrations croissantes de NaCl (voir Matériels et Méthodes). A ce pH, seul les résidus de
phosphoglycérol et de succinate conférent le caractere anionique des OPG. Les OPG marqués
par le (U-**C) glucose et produits par une souche sauvage sont divisés en 5 pics distincts. Le
pic | n’est pas retenu sur la colonne (figure 32A), il est élué par le tampon Tris HCI pH 7,4 ne
contenant pas de NaCl et représente les OPG neutres (1 & 2%). Les pics Il aV sont élués par
des concentrations croissantes de NaCl et correspondent aux OPG de caractére anionique. Les
pics Il a V correspondent a des OPG, dont le rapport charge sur masse est croissant,
représentent respectivement 15%, 40%, 35% et 10% des OPG totaux. La présence des
différents pics est due alafois au niveau de substitution différent et al’ hétérogénéité en taille
du squelette glucosidique. L'analyse des OPG marqués a I'aide du 2-°H glycérol révéle la
présence de glycérol danslespics|l aV avec une faible représentation dansle pic Il. Le pic |
est en décalage avec celui observé dans le marquage sur des résidus de glucose. Ces produits
doivent étre du ala contamination du (2-*H) glycérol.

Les mémes analyses ont été réalisées a partir des OPG produits par la souche
NFB1925 (mdoD217::cml) et marqués par le (U-**C) glucose.

Les proportions des pics | (2%) et V (10%) sont identiques a celles des pics | et V du
profil des OPG issus de la souche sauvage (figure 32B). La proportion du pic 1l (18%) du
profil des OPG provenant de la souche NFB1925 augmente par rapport a celle du pic 11 (15%)
du profil des OPG provenant de la souche sauvage. Les différences majeures se situent au
niveau des pics Il et IV qui ne sont plus distinctement séparés comme sur le profil des OPG
provenant de la souche sauvage et forment un pic d allure complexe. La proportion du pic
complexe (72%) est sensiblement inférieure a la somme des proportions des pics 111 (40%) et
IV (35%) du profil des OPG provenant de la sauvage. Les mémes résultats ont été obtenus
avec des OPG marqués a I’aide du 2-°H glycérol produits par la souche NFB1925. La
présence d’ un pic complexe dans une souche mutante mdoD217::cml suggere |’ apparition de
nouvelles espéces d OPG avec des rapports charge sur masse distincts de ceux des OPG
provenant d’ une souche sauvage.

Ces analyses montrent une augmentation de I’ hétérogénéité des OPG dans une souche
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mdoD217::cml. La sortie prématurée sur la colonne de filtration sur gel et I’augmentation de
I” hétérogénéité sur une colonne déchange danions des OPG provenant de la souche
NFB1925 suggere une modification de la structure du sguelette glucosidique engendrant
indirectement des rapports charge sur masse différents dans les populations de molécules

d’ OPG présentesdanslespicslil alV.

3) Mesure de la taille du squelette glucosidique des OPG produits
par la souche mdoD217::.cml.

Les OPG ont été désubstitués par deux traitements successifs: un traitement alcalin
pour éliminer les liaisons éthers (résidus de succinate) et un traitement avec un acide fort (HF)
pour éliminer les liaisons phosphodiesters (résidus de phosphoglycérol et de
phosphoéthanolamine). Le squelette glucosidique a ensuite été analyse en spectrométrie de
masse (MALDI-TOF) afin de déerminer lataille des chaines glucosidiques.

Les molécules des OPG produites par une souche sauvage sont représentées par 8
types de squelette glucosidique allant de 6 a 13 résidus de glucose par molécule (figure 33A).

Par contre, les molécules d' OPG produites par la souche mdoD217::cml referment 17
types de sguelette glucosidique allant de 7 a 23 résidus de glucose par molécule (figure 33B).
De plus, les especes majoritaires subissent un |éger décalage vers des molécules plus grandes.
Ainsi, les espéces majoritaires pour les OPG provenant de la souche sauvage sont constituées
de molécules de 8 a 9 résidus de glucose; tandis que les espéces mgoritaires sont
représentées par des molécules de 9 et 10 résidus de glucose pour les OPG provenant de la
souche mdoD217::cml.

Cette analyse confirme I'hypothése que I’inactivation du gene mdoD augmente

I” hétérogénéité des OPG en influencant directement lataille du squel ette glucosidigue.

4) Mesure du taux de branchement des OPG produit par la souche
mdoD217::cml.

La mesure des taux de branchement des OPG produits par la souche sauvage et la

souche mdoD217::cml a été réalisée par |I'analyse des dérivés partiellement méthylés et
acétylés des OPG désubstitués.
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Figure 33 : Structure du squelette glucosidique des OPG extraits d'une souche sauvage
et d'une souche mdoD217::cml. Spectre de masse des OPG de la souche sauvage (A) et de la
souche mdoD217::cml (B). Les axes des ordonnées sont gradués en pourcentage d’intensité.
Les DP représentent le nombre de glucose pour chague pic. Le tableau C représente la
proportion des liaisons glucosidiques des OPG d'une souche sauvage et d'une souche
mdoD217::cml. Modéle d'une molécule moyenne dOPG extraits d’ une souche sauvage et
d’ une souche mdoD217::cml (D).
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Une molécule moyenne d OPG (figure 33CD) de 9 résidus de glucose produits par la
souche sauvage est formée de 0,33 résidus de glucose réducteur ; 1,33 résidus de glucose non-
réducteur liés uniguement en position 1 ; 1 résidu glucose interne lié en position 1 et 2, ; 0,33
résidus de glucose lié en position 1 et 6; et 1 résidu de glucose lié en position 1, 2, 6
représentant les points de branchement [Schneider et coll., 1979]. L’analyse des dérivés
partiellement méthylés et actétylés des OPG désubstitués produits par la souche
mdoD217:cml révele une distribution différente: 0,2 résidus de glucose réducteur; 1,5
résidus de glucose non-réducteurs liés uniquement en position 1; 2 résidus de glucose
internes liés en position 1 et 2; 0,2 résidus de glucose lié en position 1 et 6 ; et 1 résidu de
glucose lié en position 1, 2, 6 représentant les points de branchement. Les points de
branchement ont été ramenés arbitrairement a 1 pour comparer les résultats. Les résidus de
glucose liés en position 1 et 2 sont deux fois plus représentés que les points de branchement
dans les OPG provenant de la souche mdoD217::cml alors que ces deux especes de résidus de
glucose sont en quantité équivalente dans les OPG provenant de la souche sauvage. Les
proportions des résidus de glucose non-réducteurs et des points de branchement diminuent
faiblement d’'un facteur de 0,04 et 0,2 respectivement dans les molécules d OPG produites
dans la souche mdoD217::cml.

L’ augmentation du nombre de résidus de glucose liés en position 1 et 2 par rapport
aux points de branchement engendre une molécule d OPG moins branchée dans la souche
mdoD217::cml.

Cette structure plus longue et moins branchée engendre la formation de nouvelles
espéces de molécules d OPG et explique la différence de profil sur la colonne d’échange
d anions entre les OPG provenant de la souche sauvage et ceux de la souche mdoD217::cml.
Le géne mdoD modifierait la structure du squelette glucosidique des OPG et permettrait une
homogénéisation des molécules lors de la biosynthése du squelette glucosidique par le

complexe MdoGH.

) Complémentation de la mutation mdoD.

L’ augmentation de | hétérogénéité des OPG observée sur colonne d’' échange d’ anion a
été mise a profit afin de déterminer la complémentation de la mutation du géne mdoD. Les
OPG ont été radio-marqués a I’aide du (U-**C) glucose, extraits et purifiés sur colonne de

filtration sur gel (biogel P4) puis analysés sur une colonne d échange d anions (DEAE

Séphacel).
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Figure 34 : Analyse des OPG des souches NFB1473 et NFB 1483. Les OPG des souches
DF214 (cercle plein), NFB1483 (losange vide) et NFB1473 (carré vide) ont été séparés sur
une colonne de filtration sur gel (A) et sur une colonne d'échange d'anions pour la souche
NFB1483 (B) et NFB1473 (C). Laradioactivité (cpm) du (U-14C) glucose est représentée sur
les axes des ordonnées. Les fractions sont représentées sur les axes des abscisses.
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1) Complémentation de la mutation mdoD217::cml.

a) Complémentation par les plasmides pNF573 et pNF565.

La souche NFB1925 a été transformeée par le plasmide pNF573 portant le fragment
EcoRI-Hindlll du plasmide pNF570 dans la méme orientation que le promoteur placUV5 du
vecteur pY Z4 et donnant la souche NFB1473, ou par e plasmide pNF565 portant le fragment
Sall-Sall cloné directement du phage lambda 1A6 de la banque de Kohara [Kohara et call.,
1987] donnant la souche NFB1483 (figure 30). Les OPG extraits des souches NFB1473 et
NFB1483 sont élués 7 fractions avant ceux extraits d’une souche sauvage sur colonne de
filtration sur gel (figure 34A). Le profil d’éution sur la colonne d échange d’anions révéle
une hétérogenéité semblable a celle observée avec les OPG provenant de la souche
mdoD217::cml (NFB1925). Pour les deux souches arborant le plasmide pNF565 ou pNF573,
les proportions des pics I, |1 et V sont semblables a celles des OPG provenant de la souche
sauvage (figure 34BC). Par contre les pics Il et IV ne sont pas distinctement séparés et
forment un pic dallure complexe comme sur le profil des OPG extraits de la souche
NFB1925.

Le fragment couvrant le géne mdoD bordé de 1000 pb en amont et de 4000 pb en aval
(fragment Sall-Sall) N’ est pas capable de complémenter la mutation mdoD217::cml.

L’ absence de complémentation par un fragment couvrant largement le géne mdoD de
part et d’ autre est trés surprenante. Plusieurs hypotheses ont été émises : I’ allele contenu sur le
fragment du phage 1A6 de la banque de Kohara est inactif [Kohara et coll., 1987],
I’ expression initiée a partir du promoteur du gene mdoD est inefficace sur le plasmide, |’ alele

mdoD217::cml engendre une influence sur |a biosynthese des OPG.

L'ORF bl1423 située en amont a 225 paires de bases serait impliquée dans la

biosynthese des OPG ou organisée en opéron avec le géne mdoD.

b) Influence des alléles mdoD™ et mdoD217::cml.

La souche DF214 (mdoD") a éé transformée par le plasmide pNF565
(mdoD"* ,NFB1487) pour déterminer si la surexpression de la protéine MdoD engendrait un
phénotype similaire au phénotype mutant ou par le plasmide pNF571 (mdoD217::cml,
NFB1486) afin de déterminer si I’ alléle mdoD217::cml éait dominant sur |’ aléle sauvage.
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Figure 35 : Influences des alldles mdoD® et mdoD217::cml en multicopies sur la
biosynthése de OPG dans une souche sauvage. Séparation des OPG sur une colonne de
filtration sur gel (A) de la souche sauvage (cercle plein) de la souche NFB1486 (triangle vide)
et de la souche NFB1487 (carré vide). Séparation des OPG sur colonne de d'échange d'anions
de la souche NFB1486 (B) et de |a souche NFB1487 (C).
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Figure 36 : Inactivation de I'ORF b1423 et clonage de I’ alléle mdoD chromosomique. Le
plasmide pNF592 porte uniquement I'ORF b1423. Le plasmide pNF593 porte la cassette de
résistance a la kanamycine insérée dans le site Sall de I'ORF b1423. Le plasmide pNF597
porte le gene mdoD d'origine chromosomique. Le plasmide pNF599 porte L'ORF b1423 et le
gene mdoD. B, BamHI; E, EcoRlI; H, Hindlll, K, Kpnl; M, Mlul; P, Pstl; S, Sall, Sp, Sphl; S,
Sacl; S, Sacll; V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal; Pvl, Pwul; Hp, Hpal; N, Ncol; BI, Bpml.
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Les profils d’ élution des OPG sur la colonne de filtration et d’ échange d’ anions sont
semblables au profil obtenu avec les OPG provenant de la souche sauvage DF214 (figure 35).
La mutation mdoD217::cml n’ apparait pas dominante et la surexpression de la protéine MdoD

sauvage ne semble pas engendrer une augmentation de I’ hétérogénéité des OPG.

c) Complémentation de la mutation mdoD217::cml par un adléle

mdoD™ d’ origine chromosomique.

% Clonagedel’alléle mdoD" chromosomique sauvage.

La stratégie a consisté ainsérer une cassette de résistance ala kanamycine dans I’ ORF
b1423 située a 225 pb en amont puis a cloner un fragment contenant |a cassette de résistance a
la kanamycine et le gene mdoD chromosomique. Pour cela, L’ADN du phage 1A6 a été
digéré par les enzymes de restriction Xbal et Sphl et les extrémités ont été rendues franches.
Le fragment a été cloné dans le site de restriction Hincll du vecteur pUC18 donnant le vecteur
PNF592. Un fragment Sall-Sall du plasmide pNF79 contenant la cassette de résistance a la
kanamycine a été inséré dans le site Sall du plasmide pNF592 donnant I’alléle b1423::neo
porté par le plasmide pNF593 (figure 36). Ce plasmide a été linéarisé et utilisé pour
transformer la souche JC7623. 7 clones résistants a la kanamycine et sensibles a I’ ampicilline
ont été récupérés, mis en culture et utilisés pour générer un lysat de phage P1. Ce lysat a
permis de transduire la mutation b1423::neo dans une souche DF214 donnant la souche
NFB1987. Le fragment Smal-Smal de I’ADN chromosomique de la souche NFB1987 a été
cloné dans le site Smal du vecteur pUC18 donnant le plasmide pNF596. Ce plasmide a été
délété par I’enzyme de restriction Sall pour éliminer la cassette de résistance a la kanamycine
donnant le plasmide pNF597 portant le gene mdoD sauvage provenant du chromosome de la
souche DF214 et bordé de 1000 pb en amont et 3400 pb en aval. La souche NFB1925 a été
transformée par le plasmide pNF597 donnant |a souche NFB1564.

% Complémentation de la mutation mdoD217::cml par I'allédle mdoD”
d origine chromosomique.

Les OPG provenant de la souche NFB1564 ont été extraits et anal ysés sur une colonne
de filtration sur gel et d’ échange d anions. Les OPG provenant de la souche NFB1564 sont
élués 4 a5 fractions avant ceux de la souche DF214 sur la colonne de filtration sur gel (figure
37A). Sur la colonne d’ échange d anions, les proportions des pics | (3%) et 11 (15%) du profil
des OPG provenant de la souche NFB1564 sont sensiblement identiques aux pics | et |1 du

profil des OPG provenant de la souche sauvage (figure 37C).
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Figure 37 : Analyses des OPG de la souche NFB1564. Séparation des OPG sur une colonne
de filtration sur gel (A) de la souche sauvage (cercle plein), de la souche NFB1564 a basse
osmolarité (carré vide) et a haute osmolarité (triangle vide). Séparation sur une colonne
d'échange d'anions de la souche NFB1564 a basse osmolarité (B) et a haute osmolarité (C).
Les axes des ordonnées représentent la radioactivité due au (U-14C) glucose. Les fractions
sont représentées sur les axes des abscisses.
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Lespicsllil et 1V identifiés sur le profil des OPG extraits de la souche sauvage ne sont
pas distinctement séparés et forment un pic d’'alure complexe de proportion et d’allure
semblable au pic complexe observé sur le profil des OPG provenant de la souche
mdoD217::cml.

Ces résultats montrent une augmentation de I hétérogénéité des OPG provenant de la
souche NFB1564 par rapport a la souche sauvage. Par conséquent, le fragment Sall-Smal
portant le gene mdoD provenant du chromosome de la souche sauvage DF214 bordé de 1000

pb en amont et 3400 pb en aval est insuffisant pour complémenter la mutation mdoD217::cml.

v Effet del’ osmolarité sur la complémentation.

Les OPG provenant de la souche NFB1564 ont été extraits a partir de cellules
cultivées dans un milieu de haute osmolarité (milieu LOS a 670 mosM) ; puisque que les
fusons mdoD-lacZ (voir paragraphe C) ont révélé une augmentation précoce et plus
importante & haute osmol arité.

Les OPG ont éé purifiés sur une colonne de filtration sur gel et séparés sur une
colonne d’ échange d'anions. Les résultats ont révélé une diminution du taux de biosynthese
des OPG de 2,4 fois due a la répression de la biosynthése des OPG par |’ augmentation de
I’osmolarité (figure 37A). Lataille relative et |e caractére anionique des OPG issus de cellules
NFB1564 cultivées a haute osmolarité sont semblables & ceux d'une souche mdoD217::cml
(figure 37C). La culture des bactéries a haute osmolarité ne permet pas la complémentation de
lamutation mdoD217::cml par le plasmide pNF597.

2) Influence de I’ORF b1423 sur la biosynthese des OPG.

a) Influence de I’ alléle b1423::neo sur la biosynthése des OPG.

Sur une colonne de filtration sur gel, les OPG produits par la souche NFB1987 ont été
élués 8 a9 fractions avant ceux d’ une souche sauvage (DF214) (figure 38A). Sur une colonne
d échange d’anions, la proportion du pic | (2,5%) reste semblable et celle du pic 1l (12%)
diminue sensiblement par rapport a la souche sauvage (15%) (figure 38B). La proportion du
pic V augmente d'un facteur 1,8 par rapport au profil des OPG provenant de la souche
sauvage. Les pics Il et IV identifiés sur le profil des OPG extraits de la souche sauvage ne
sont pas distinctement séparés et forment un pic d alure complexe comme sur le profil des
OPG provenant de la souche mdoD217::cml.
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Figure 38 : Influence de la mutation b1423::neo sur la synthese des OPG. Séparation des
OPG sur une colonne de filtration sur gel (A) de la souche sauvage DF214 (cercle plein) et de
la souche b1423::neo (carré vide). Séparation des OPG sur une colonne d'échange d'anions de
la souche b1423::neo (B). Les axes des ordonnées représentent la radioactivité en cpm du (U-
“C)glucose. Les fractions sont numérotées sur les axes des abscisses.
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La proportion de ce pic complexe (67,5%) est sensiblement plus faible que la somme
des pics Il (40%) et IV (35%) du profil des OPG issus de la souche sauvage. Les OPG
provenant de la souche NFB1987 montrent donc une augmentation de I hétérogénéité lors de
leur séparation sur colonne d’ échange d’ anions par rapport ala souche sauvage.

L’inactivation de I'ORF b1423 dont le codon stop est situé 225 paires de bases en
amont du géne mdoD engendre une augmentation de I’ hétérogénéité des OPG identique a
celle trouvée sur le profil des OPG provenant de la souche mdoD217::cml. Trois hypothéses
peuvent expliquer ce phénotype. Le produit de I’ ORF b1423 est impliqué directement dans la
biosynthese des OPG, I'ORF b1423 et le gene mdoD sont organisés en opéron ou une
séquence régulatrice du gene mdoD est située tres en amont dans I’ ORF b1423.

b) Complémentation de la mutation b1423:: neo.

Le plasmide pNF592 contenant I’ ORF b1423 sur |e fragment Sphl-Xbal et le plasmide
PNF599 contenant I’ ORF b1423 et le gene mdoD sur le fragment Sphi-Smal ont été utilisés
pour vérifier s la protéine codée par I'ORF b1423 éait impliquée directement dans la
biosynthese des OPG ou s la transcription du gene mdoD était dépendante d’éléments de
régulation situés en amont. La souche NFB1987 a donc été transformée par les deux
plasmides pNF592 et pNF599(figure 36), donnant respectivement les souches NFB1521 et
NFB1524.

Sur une colonne de filtration sur gel, les OPG provenant de la souche NFB1521 sont
élués 6 a 7 fractions avant ceux de la souche DF214 (figure 39A). Les OPG de la souche
NFB1521 ont ensuite été analysés sur une colonne d’ échange d’ anions (figure 39B). Le pic |,
le pic Il et le pic V du profil des OPG issus de la souche NFB1521 restent semblables par
rapport au pic | et 1l et V du profil des OPG issus de la souche sauvage. Par contre, les pics 11
et IV identifiés sur le profil des OPG provenant de la souche sauvage ne sont pas
distinctement séparés et forment un pic d alure complexe sur le profil des OPG provenant de
la souche NFB1521. La proportion de ce pic complexe (70%) est sensiblement inférieure ala
somme des proportions des pics 111 et IV du profil des OPG issus de la souche sauvage.

Cette augmentation de I'hétérogénéité des OPG au niveau des pics Il et 1V est
caractéristique des OPG provenant de la souche mdoD217::cml. Le plasmide portant
uniquement I’ ORF b1423 ne permet pas de rétablir un phénotype sauvage. Par conséguent, la
protéine B1423 n’intervient pas directement dans la biosynthese des OPG.

Les OPG provenant de la souche NFB1524 (NFB1987 contenant |e plasmide pNF599)

ont été ensuite anal ysés comme ci-dessus.
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Figure 39 : Complémentation de la mutation b1423::neo. Séparation des OPG sur colonne
de filtration sur gel (A) de la souche sauvage DF214 (cercle plein), de la souche NF1521
(carré vide) et de la souche NF1524 (carré plein). Séparation des OPG sur une colonne
d'échange d'anions de la souche NF1521 (B) et de la souche NF1524 (C). Les axes des
ordonnées représentent la radioactivité en cpm du (U-**C)glucose. Les fractions sont
numeérotées sur les axes des abscisses.
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Ses OPG ont été élués 2 a 3 fractions avant ceux de la souche DF214 sur la colonne de
filtration sur gel (figure 39A). Sur le profil de la colonne d’ échange d’ anions, la proportion du
pic | (1%) des OPG provenant de la souche NFB1524 reste identique a celle du pic | du profil
des OPG provenant de la souche sauvage (figure 39C). Les proportions des pics 11 (22%) et V
(16%) du profil des OPG provenant de la souche NFB1524 montrent une augmentation par
rapport aux pics 1 (15%) et V (10%) du profil des OPG extraits de la souche sauvage.

Les pics 11l et IV du profil des OPG extraits de la souche NFB1524 se superposent
exactement aux pics 11 et IV du profil des OPG extraits de la souche sauvage. Néanmoins les
proportions des pics Il (36%) et IV (25%) du profil des OPG extraits de la souche NFB1521
diminuent |égerement par rapport aux pics 1 (40%) et 1V (35%) du profil des OPG extrais de
la souche sauvage.

Le fragment Sphl-Smal, portant I’ ORF b1423 et le gene mdoD, permet de rétablir une
hétérogénéité des OPG semblable a celle retrouvée dans les OPG provenant d’'une souche
sauvage. Ce fragment est donc capable de complémenter |la mutation b1423::neo située en
amont du gene mdoD. Ces résultats montrent un effet en cis de la mutation b1423::neo sur
I’ expression du gene mdoD.

3) Complémentation de la mutation mdoD217::cml par le plasmide
PNF599.

La souche NFB1925 a été transformée par le plasmide pNF599 (figure 36) donnant la
souche NFB1523. Les OPG ont été radio-marqués, purifiés sur colonne de filtration sur gel et
séparés sur colonne d’ échange d’ anions.

Les OPG sont élués 3 a 4 fractions avant ceux de la souche sauvage sur la colonne de
filtration sur gel (figure 40A). Sur une colonne d échange d'anions, la proportion du pic |
(3%) Sest révélée semblable a celle du pic | sur le profil des OPG extraits de la souche
sauvage. La proportion du pic Il (10%) diminue d’un facteur 1,5 par rapport a celle du pic Il
(15%) du profil des OPG extraits de la souche sauvage (figure 40B). Les pics Il et IV
identifiés sur le profil des OPG provenant de la souche sauvage ne sont pas distinctement
séparés et forment un pic d alure complexe comme avec les OPG provenant de la souche
NFB1925. Le pic V (16%) obtenu avec les OPG provenant de la souche NFB1523 voit sa
proportion augmentée d’un facteur 1,6 par rapport a la souche sauvage. Le profil des OPG
provenant de la souche NFB1523 sur la colonne d échange danions révéle donc une
augmentation de | hétérogenéité par rapport au profil des OPG provenant de la souche

sauvage.
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Figure 40 : Complémentation de l'alléle mdoD217::cml par le plasmide pNF599.
Séparation des OPG sur une colonne de filtration sur gel (A) de la souche sauvage DF214
(cercle plein) et de la souche NFB1523 (carré vide). Séparation des OPG sur une colonne
d'échange d'anions de la souche NFB1523 (B). Les axes des ordonnées représentent la
radioactivité en cpm du (U-**C)glucose. Les fractions sont numérotées sur les axes des
abscisses.
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L'influence en cis de la mutation b1423::neo et I'absence de complémentation de la
mutation mdoD217::cml par le gene mdoD sauvage d'origine chromosomique suggere que les
plasmides ne contenant pas 2000 pb en amont du géne mdoD soient incapables d'exprimer le
gene mdoD. Cette absence de complémentation observée avec les plasmides pNF573 et
PNF565 est donc due a |'absence d'expression du gene mdoD et non pas une mutation dans
I’alele mdoD de la banque de Kohara. L'absence de complémentation de la mutation
mdoD217::cml par le plasmide pNF599 qui permet I'expression de mdoD (complémente la
mutation b1423::neo d’ effet cis) suggére une dominance de I’ alléle mdoD217::cml sur I'aléle
mdoD sauvage. L’absence d'influence de I'dléle mdoD217::cml plasmidique a partir du
plasmide NF565 (voir 111,1,b) sur la biosynthése des OPG dans une souche sauvage peut donc
sexpliquer par I’ absence d’ expression de cet allele mdoD217::cml dans le plasmide utilisé qui

ne contenait pas 2000 pb en amont de gene mdoD.
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Figure 41 : Génération de I'alléle mdoD218::cml. B, BamHI; E, EcoRI; H, Hindlll, K,
Kpnl; M, Mlul; P, Pstl; S, Sall, Sp, Sphl; SI, Sacl; S, Sacll; V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal;
Pvi, Pwul; Hp, Hpal; N, Ncol.
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4) Complémentation de I’alléle mdoD218::cml.

Un nouvel aléle mdoD inactif a donc été généré par I'insertion de la cassette de

résistance au chloramphénicol alaplace des premierstiers du gene mdoD.
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Figure 42 : Influences de la mutation mdoD218::cml sur la biosynthese des OPG.
Séparation des OPG extraits de la souche sauvage (cercle plein) et de la souche
mdoD218::cml (carré vide) sur une colonne de filtration sur gel (A). Séparation des OPG
extraits de la souche mdoD218::cml sur une colonne d'échange d'anions (B). Spectre de masse
des sguelettes glucosidiques des OPG extraits de la souche mdoD218::cml (C). Les axes des
ordonnées représentent la radioactivité en cpm du (U-**C)glucose. Les fractions sont
numeérotées sur les axes des abscisses.
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La cassette de résistance au chloramphénicol, portée par un fragment Fui aux
extrémités bouchées, a été insérée dans le plasmide pNF572 (mdoD™) digéré par les enzymes
de restriction Xbal et Mlul dont les extrémités ont été bouchées al’ aide de I’ ADN-polymérase
| (fragment de Klenow). Cet alléle a é&é nommeé mdoD218::cml (figure 41).

Le plasmide résultant (pNF585) a été linéarisé par |I'enzyme EcoRI et utiliseé pour
transformer la souche JC7623 qui permet un échange d' aléle aisé entre le chromosome et le
plasmide. Les clones recombinants ont été sdlectionnés sur un milieu contenant du
chloramphénicol. 10 clones résistants au chloramphénicol et sensibles a I’ampicilline ont é&é
récupérés, mis en culture et utilisés pour générer un lysat de phage P1. Ce lysat de phage P1 a
permis de transduire la mutation mdoD218::cml dans une souche DF214 donnant la souche
NFB1967.

a) Influence de I’ allele mdoD218::cml sur la biosynthéese des OPG.

L’ influence de la mutation mdoD218::cml sur la biosynthése des OPG a été analysee
sur une colonne de filtration sur gel, d’ échange d’anions, en spectrométrie de masse et par
I"analyse des produits d' OPG partiellement méthylés et acétylés par une chromatographie en
phase gazeuse.

Un décalage de 6 a 7 fractions des OPG produits par la souche NFB1967 a été révélé
sur une colonne de filtration sur gel, semblable a celui observé pour les OPG produit par une
souche mdoD217::cml (NFB1925) (figure 42A). Sur colonne d’échange d'anions, le profil
des OPG produits par la souche mdoD218::cml a révélé une augmentation de I’ hétérogénéité
des OPG par rapport a la souche sauvage. Les proportions des pics | (2%) et Il (12%) sont
restées sensiblement identiques. Par contre, les pics 111 et 1V identifiés sur le profil des OPG
extraits de la souche sauvage ne sont pas distinctement séparés et forme un pic d'alure
complexe (figure 42B).

La proportion de ce pic complexe (66%) est |égérement inférieure a celles des pics 111
et IV du profil des OPG provenant de la souche sauvage. Ce profil traduit une augmentation
de I’ hétérogénéité des OPG dans une souche mdoD218::cml comparable a celle observée sur
le profil des OPG extraits d’ une souche mdoD217::cml.

Cette augmentation de I’ hétérogénéité des OPG issus de la souche NFB1967 a été
confirmée par la détermination de lataille du squel ette glucosidique désubstitué. Le spectre de
masse a révélé 13 types de molécules formeées de 6 a 18 résidus de glucoses (figure 42C). La
mutation mdoD218::cml engendre une augmentation de la taille des OPG similaire a celle

observe avec la mutation mdoD217::cml.
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Figure 43 : Complémentation de la mutation mdoD218::cml. Séparation des OPG extraits
des souches sauvage DF214 (cercle plein), NF1565 (triangle vide), NF1566 (carré vide) et
NFB1567 (triangle plein) sur une colonne de filtration sur gel (A). Séparation sur une colonne
d'échange d'anions des OPG extraits des souches NFB1565 (B), de la souche NF1566 (C) et
de la souche NF1567 (D). Les axes des ordonnées représentent |a radioactivité en cpm du (U-
14C)glucose. Les fractions sont numérotées sur |es axes des abscisses.

-112 -

© 2002 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lillel.fr/grisemine



Les espéces maeures d OPG contiennent 9 a 10 résidus de glucose par molécules.
L’analyse des dérivés partiellement méthylés et acétylés des OPG en chromatographie en
phase gaz a révélé une représentation 2 fois plus importante du nombre de résidus de glucose
liés en 3-1,2 par rapport au nombre de points de branchement (résidus de glucose liés en 3-
1,2,6) aors que les proportions de ces deux especes sont équivalentes dans les OPG extraits
d’ une souche sauvage.

La mutation mdoD218::cml cause une augmentation de I'hétérogénéité des OPG

semblable a celle engendrée par |la mutation mdoD217::cml.

b) Complémentation del’ allele mdoD218::cml.

La souche NFB1967 a été transformée par les plasmides pNF587 (contenant le gene
mdoD sous contréle de plac), pNF597 (contenant e gene mdoD d’ origine chromosomique) ou
PNF599 donnant respectivement les souches NFB1565, NFB1566 et NFB1567.

Sur la colonne de filtration sur gel, le pic des OPG provenant de la souche NFB1567
apparait étalé vers les molécules de petite taille et éué avec un décalage de 2 a 3 fractions par
rapport aux OPG provenant de la souche DF214 (figure 43A).

Sur la colonne d'échange d'anions, la proportion du pic Il sur le profil des OPG
provenant de la souche NFB1567 augmente de 1,8 fois par rapport au pic Il du profil des OPG
issus de la souche sauvage (figure 43D). La proportion du pic IV diminue de 1,6 fois par
rapport au pic IV du profil des OPG issus de |la souche sauvage. Par contre, Les cing pics du
profil des OPG provenant de la souche NFB1567 sont distinctement élués et se superposent
exactement a ceux du profil des OPG provenant de la souche sauvage.

Des tests de complémentation avec les souches NFB1565 et NFB1566 (figure 43BC)
contenant des plasmides plus petits (figure 36) ont été réalisés. Le plasmide pNF597 ne
permet pas de diminuer I’ hétérogénéité des OPG sur colonne d échange d’ anions. Par contre,
I” hétérogénéité du profil des OPG extraits de la souche NFB1565 semble étre intermédiaire
entre celle des OPG provenant d’ une souche sauvage et mutante (mdoD).

Le plasmide contenant un fragment couvrant I'ORF b1423 et le gene mdoD semble
donc capable de diminuer |" hétérogénéité des OPG synthétisés par la souche mdoD218::cml
mais pas celle des OPG provenant de la souche mdoD217::cml. La mutation mdoD217::cml
semble avoir un effet dominant. L’ expression du gene mdoD dépendrait de séquences en cis
trés en amont situées a plus de 1093 pb du géne mdoD. Cette dépendance pourrait étre le fait
de la présence de ségquences régulatrices situées trés en amont, d’ une conformation spécifique

de I’ ADN absente dans des plasmides de petite taille ou de I’ organisation en opéron de I’ ORF
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Figure 44 : Déétion du promoteur de I'ORF b1423. Le plasmide pNF1013 contient le
fragment Sphl-EcoRV provenant du vecteur pNF592. La délétion du plasmide pNF1013 par
I'enzyme de restriction Bpml a donné le plasmide pNF1014. Le remplacement du fragment
Sohl-EcoRV du plasmide pNF599 par le Sphl-EcoRV du plasmide pNF1014 a donné le
plasmide pBF1015. B, BamHI; E, EcoRlI; H, Hindlll, K, Kpnl; M, Mlul; P, Pstl; S, Sall, Sp,
Sohl; Sl, Sacl; SI, Sacll; V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal; Pvl, Pvul; Hp, Hpal; N, Ncol; BI,
Bpml

© 2002 Tous droits réservés.

5) L’expression du géne mdoD dépend t-elle du promoteur de I’ORF
b1423 ?

a) Délétion du promoteur putatif de L’ ORF b1423.
L’ORF b1423 comprise entre les coordonnées 1493312 et 1494655 code

potentiellement une protéine de 447 acides aminés. Le fragment Sphl-EcorV provenant du
plasmide pNF592 cloné dans le vecteur pY Z4 (pNF1013) a été délété d’un fragment Bpml de
387 pb contenant le promoteur putatif de I'ORF b1423 (pNF1014) et dont les sites de
restriction sont situés aux coordonnees suivantes : 1492931-1493318.
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Figure 45: Complémentation de la mutation mdoD218::cml par le plasmide pNF1015.
(A) Purification des OPG extraits des souches NFB1554 et DF214. (B)Séparation des OPG
extraits de la souche NFB1554. Les axes des ordonnées représentent la radioactivité en cpm
du (U-*C)glucose. Les fractions sont numérotées sur les axes des abscisses. (C) Spectre de
masse des OPG extraits de la souche NFB1554. Lataille des molécules est représentée sur les
axes des abscisses. L’ axe des ordonnées est gradué en pourcentage d’ intensité.
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Ce fragment Sphi-EcoRV délété du fragment Bpml (pNF1014) a été cloné en place du
fragment Sphi-EcoRV du plasmide pNF599 donnant le plasmide pNF1015 (figure 44). La
souche NFB1967 a été transformée par le plasmide pNF1015 (NFB1554) et les OPG
radiomarqués par le (U-**C) glucose ont été extraits.

b) Complémentation de la mutation mdoD218::cml.

Les OPG séparés sur une colonne de filtration sur gel sont élués 2 a 3 fractions devant
les OPG provenant de la souche sauvage mais 4 a 5 fractions aprés ceux de la souche
NFB1967 (figure 45A). Les OPG ont ensuite é&é analysés sur une colonne d échange
d anions. La proportion du pic | (1,4%) reste inchangée. Les pics 111 et 1V sont distinctement
separés et se superposent a ceux du profil des OPG provenant de la souche sauvage. Ceci
implique une diminution de I’ hétérogénéité du caractére anionique de ces OPG par rapport a
une souche mdoD218::cml. De faibles variations de I’ ordre de 3 a 4% dans les proportions
des pics II, 11l et V sont observées par rapport au profil des OPG provenant de la souche
sauvage (figure 45B). Par contre, la proportion du pic 1V (21,3%) des OPG provenant de la
souche NFB1554 diminue de 1,6 fois par rapport a celle (35%) des OPG provenant de la

souche sauvage.

L'analyse par spectrométrie de masse de la taille des squelettes glucosidiques
désubstitués des OPG provenant de la souche NFB1554 révéle 8 types de molécules
contenant de 6 a 13 résidus de glucose par molécules comme ceux issus de la souche sauvage.
L’ espéce majoritaire est représentée par une molécule de 8 résidus de glucose.

Le taux de branchement du squelette glucosidique des OPG extraits de la souche
NFB1554 est identique a celui des OPG extraits de la souche sauvage.

Le plasmide pNF1015 permet de complémenter la mutation mdoD218::cml.
L’ expression gene mdoD ne dépend donc pas du promoteur de I' ORF b1423. Une séquence
régulatrice située en amont du site Sall (1093 pb en amont du géne mdoD) ou la conformation

de I’ ADN semble étre indispensable al’ expression correcte du gene mdoD.

C) Etude de la régulation du gene mMpoD.

) Génération de fusions traductionnelles mdoD-lacZ.
Les tests de complémentation de la mutation mdoD218::cml indiquent I’importance

d’ une région amont située au-dela du site de restriction Sall pour I’ expression du géne mdoD.
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D’autre part, la protéine mdoD a été visualisée en phase stationnaire sur des gels
d éectrophorése bidimensionnelle (figure 29) [Link et coll., 1997a]. Deux fusions
traductionnelles ont donc été générées pour étudier la régulation du gene mdoD. La premiere
fusion mdoD-lacZ possede 519 pb en amont du codon initiateur du géne mdoD. Cette fusion
mdoD-lacZ sera par |a suite appel ée |a petite fusion mdoD-lacZ.

La seconde fusion mdoD-lacZ possede un fragment de 1626 pb en amont du codon
initiateur du gene mdoD jouant un rdle crucial dans la complémentation de la mutation
mdoD218:: cml. Cette fusion mdoD-lacZ sera par la suite appelée la grande fusion mdoD-

lacZ.

1) Clonage de la petite fusion mdoD-lacZ traductionnelle.

Les extrémités de la bande Kpnl-Kpnl de 0,575 kb (coordonnées génomiques:
1494358-1494932) provenant de la digestion du plasmide pNF570 ont été rendues franches
par I'action de I’enzyme de I’ADN polymérase | du fragment de Klenow. Ce fragment
contenant le promoteur putatif du gene mdoD a été inséré dans le plasmide pNM482 au
niveau du site Smal et rabouté (figure 46) donnant le plasmide pNF574. La souche XL1-blue
a été transformée par ce mélange de ligation et les clones bleus ont été récupérés.

La vérification de I'insertion de la bande désirée a été réalisée par une digestion avec
I”enzyme de restriction Sspl dont un site se trouve dans la bande de 0,5 kb et deux dans le
vecteur de clonage pNM482.

Cette petite fusion mdoD-lacZ contient donc les 519 nucléotides précédents le codon
initiateur potentiel et les 52 premiers nucléotides du géne mdoD. Le plasmide pNF574 a été
utilisé pour effectuer les mesures d’ activité [3-galactosidase de la petite fusion mdoD-lacZ en

multi-copies dans différentes conditions.

2) Clonage de la grande fusion mdoD-lacZ traductionnelle.

Le fragment Sphl-Xbal du plasmide pNF1015 a été rendu bout franc sur son extrémité
Sohl gréce I’ activité exonucléase de I’ ADN polymérase | du fragment de Klenow.

Le plasmide pNF574 portant la petite fusion mdoD-lacZ a été digéré par I’ enzyme de
restriction EcoRI dont I’extrémité a été rendue franche gréce a I'activité polymérase de
I”’ADN polymérase | du fragment de Klenow. Ce plasmide linéarisé a été digéré par |’ enzyme
de restriction Xbal.
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Figure 46 : Clonage des fusions mdoD-lacZ. Le plasmide pNF574 contient la petite fusion
mdoD-lacZ. Le plasmide pNF1016 contient la grande fusion mdoD-lacZ. B, BamHlI; D, Dral;
E, EcoRI; H, Hindlll, K, Kpnl; M, Mlul;N, Ncol; P, Pstl; S, Sall, Sp, Sphl; SI, Sacl; SlI,
Sacll, W, Sspl; V, EcoRV; Xb, Xbal; Z, Smal.
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Le fragment Sphi-Xbal traité ci-dessus et provenant du plasmide pNF1015 a été inséré
en place du fragment EcoRI-Xbal du plasmide pNF574 traité comme ci-dessus pour donner le
plasmide pNF1016 qui porte la grande fusion mdoD-lacZ (figure 46).

Cette fusion mdoD-lacZ possede 1626 pb en amont du codon initiateur du gene mdoD
et les 52 premiers nucléotides du gene mdoD. Le promoteur de I’ ORF b1423 est absent de ce
fragment.

3) Insertions des fusions mdoD-lacZ sur le chromosome d’E. coli.

Les extrémités du fragment EcoRI-Dral du plasmide pNF574 ont été rendues franches
et le fragment a é&é cloné dans le site Smal du vecteur pUC18Notl donnant le plasmide
pPNF591 qui porte la petite fusion mdoD-lacZ. Par ailleurs, le fragment Xbal-Dral du
plasmide pNF574 et |e fragment Sphi-Xbal du plasmide pNF1015 ont été clonés dans les sites
Sohl et Smal du vecteur pUC18Notl pour donner le plasmide pNF1019 portant la grande
fusion mdoD-lacZ. Les fusions se trouvent donc flanquées de deux sites Notl. Les fragments
Notl des plasmides pNF591 et pNF1019 ont ensuite éé clonés dans le site Notl du vecteur
pUTminiTn5-kan [De lorenzo et coll., 1994] pour donner respectivement les plasmides
pPNF1012 et pNF1020. La souche CC118Apir a été transformée pour isoler les plasmides
pPNF1012 (NFB1513) et pNF1020 (NFB1563). Les fusions mdoD-lacZ se trouvent entre deux
séguences |S50 provenant du transposon Tn5. Elles sont susceptibles étre emportées lors d’un
évenement de transposition.

Les plasmides pNF1012 et pNF1020 ont ensuite été introduits dans la souche
SM10Apir qui contient les fonctions nécessaires a la mobilisation des plasmides contenant
I’ origine oriT-RP4. Trois conjugaisons indépendantes entre la souche SM10Apir contenant le
plasmide pNF1012 ou le plasmide pNF1020 avec la souche NFB362 non permissive ont été
réalisées. Les événements de transposition de I’élément transposable contenant I'une des
fusions ont été sélectionnés sur des boites LB contenant de la kanamycine et du X-gal.

Les clones bleus ont été récupérés et testés pour leur sensibilité a I'ampicilline
attestant de la perte du plasmide.

Trois clones résistants a la kanamycine et sensibles a I’ampicilline, provenant pour
chacun d'eux d'une des trois conjugaisons indépendantes, ont été utilisés pour mesurer
I activité spécifique B-galactosidase des fusions mdoD-lacZ, en mono-copie, dans différentes

conditions.
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II) Expression du géne mdoD au cours de la courbe de croissance.

La protéine MdoD a été visualisée a partir d’ extraits périplasmiques issus d une
culture en phase stationnaire [Link et coll., 1997a] (figure 29). De plus, le géene possede des
structures promotrices putatives spécifiques de génes dépendants du facteur ¢° (figure 27).
Nous avons donc décidé d étudier I'activité de la [3-galactosidase des fusions mdoD-lacZ
(exprimées dans les unités Miller [Miller, 1992]) et I'activité de biosynthése des OPG au
cours du cycle cellulaire. L'activité de la 3—galactosidase des fusions a été mesurée a partir de
cellules cultivées en milieu complexe et perméabilisées suivant la méthode de Miller [Miller,
1992]

1) Activité spécifique de la grande fusion mdoD-lacZ.

L'activité de la B-galactosidase a éé mesurée toutes les 1H30 a partir des clones
contenant les fusions chromosomiques. Les valeurs représentent la moyenne des activités
spécifiques de la B—gaactosidase relevées pour les trois clones (figure 47A). Une activité
spécifique basale de 2,4 U est détectée en début de phase exponentielle (DOgzonm 0,3).
L’augmentation de |’activité de la B-galactosidase (7 U a DOgxonm 2) débute lors de la
transition vers la phase stationnaire avec une augmentation d'un facteur 3. Un pic d’ activité
(14 U) est observé aors que les bactéries sont totalement entrées en phase stationnaire. Cette
amplification équivaut a un facteur 6. Puis I’ activité diminue pour atteindre 12 U soit une
augmentation de 5 fois.

Les mémes expériences ont été effectuées a partir de cellules contenant la grande
fuson mdoD-lacZ sur un plasmide multi-copies (NFB1556). L’allure de la courbe de
I’ activité spécifique B-galactosidase est identique (figure 47B). Le décalage de 1H30 du pic
d activité de la B-galactosidase en phase stationnaire (facteur d’ augmentation de 10) pourrait
Sexpliquer par une entrée plus rapide des bactéries en phase stationnaire. Ces relevés de
I'activité spécifique de la 3-galactosidase au cours de la phase de croissance montrent une
augmentation de I’ expression du géne mdoD préférentiellement lors de la transition vers la
phase stationnaire qui se prolonge lors de la phase stationnaire avec la présence d' un pic

d activité fort en phase stationnaire précoce.

2) Activité spécifique de la petite fusion mdoD-lacZ.

L'analyse a tout dabord été réalisée avec les trois fusions chromosomiques

indépendantes.
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Figure 47 : Dosage de I'activité B-galactosidase de la grande fusion mdoD-lacZ au cours
de la phase de croissance. La fusion est portée par le chromosome (triangle plein) de la
souche sauvage (A). Les souches sauvage (carré plein) et rpoS NFB1802 (triangle plein)
portent la grande fusion sur un plasmide (B). La croissance est suivie a DOgzonm (Croix) (axe
des ordonnées de droite). Les unités Miller sont notées sur |es axes des ordonnées de gauche.
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Figure 48: Dosage de |'activité B-galactosidase de la petite fusion mdoD-lacZ au cours de
la phase de croissance. La fusion est portée sur le chromosome de la souche sauvage (A).
Les souches sauvage (carré plein) et rpoS (triangle plein) portent la petite fusion mdoD-lacZ
sur un plasmide (B). Les unités Miller sont notées sur |’axe des ordonnées de gauche. La
croissance est suivie a D0620nm (croix) (I’ axe des ordonnées de droite).
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Les mesures ont été effectuées toutes les 1H30 (figure 48A) et les vaeurs
correspondent a la moyenne des activités specifiques de la 3-galactosidase relevées dans les
trois clones. Une activité spécifique résiduelle de 0,6 U est détectée durant la phase
exponentielle.

Par contre, I’ activité spécifique de la 3-galactosidase est induite lors de la transition
vers la phase stationnaire (DO 0,7) et se stabilise @ 6 U en moyenne lors de la phase
stationnaire (DOgszonm 1,7), SOiIt une augmentation d'un facteur dix par rapport a la phase
exponentielle. Les mémes résultats sont observés avec la souche NFB1470 qui porte la petite
fusion mdoD-lacZ sur un plasmide multi-copies (figure 48B). Un facteur d’ augmentation de
huit a été mesuré entre la phase exponentielle et |a phase stationnaire.

La petite fusion mdoD-lacZ semble donc étre activée des la transition vers la phase
stationnaire, puis |’ activité spécifique se maintient tout au long de la phase stationnaire.

Les deux fusions paraissent se comporter de la méme maniéere au cours de la courbe de
croissance, mais I’ activité spécifique B-galactosidase est globalement plus importante avec la
grande fusion mdoD-lacZ. Le niveau basal de I’ activité spécifique B-galactosidase est 4,5 fois
plus important en phase exponentielle et 2 fois plus important en phase stationnaire avec la
grande fusion mdoD-lacZ par rapport a la petite fusion mdoD-lacZ. De plus, un pic d’ activité
est observé avec la grande fusion mdoD-lacZ alors que I'augmentation de la petite fusion
mdoD-lacZ apparait plus réguliere au cours de la courbe de croissance.

Ces résultats suggerent la présence d'une région régulatrice comprise entre les
nucléotides 1093 et 1626 pb située en amont du codon initiateur du géne mdoD et nécessaire a

son | expression.

3) Activité spécifique des fusions dans un contexte rpos.

Le facteur 0°, codé par le géne rpoS est spécifiquement induit pour initier la
transcription d’ un nombre important de génes exprimés en phase stationnaire ou lors de stress.
Laprotéine MdoD a été visualisée a partir d' extraits périplasmiques issus de cellules en phase
stationnaire [Link et coll., 19973a)].

L’ activité specifique de la B-galactosidase des deux fusions mdoD-lacZ a donc été
mesurée dans une souche rpoS contenant le plasmide pNF1016 (NFB1557) ou le plasmide
pPNF574 (souche NFB1471). Les mesures d’ activité de la B-galactosidase de la petite fusion

mdoD-lacZ montrent une activité spécifique nulle tout au long de la courbe de croissance
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(figure 48B).

Par contre avec la grande fusion mdoD-lacZ, |’ activité specifique de la 3-gal actosidase
est induite au méme moment que dans un contexte sauvage mais de maniere atténuée (figure
47 B).

Une diminution de 50% lors de la transition vers a la phase stationnaire et de 20% au
niveau du pic d’ activité enregistrée en phase stationnaire précoce sont mesurées par rapport a
| activité spécifique mesurée dans un contexte rpoS’. L’'implication du facteur o° dans
I’expression du géne mdoD apparait plus importante lors de la transition vers la phase
stationnaire qu’ en phase stationnaire établie pour la grande fusion. Ces résultats suggerent que
la transcription du géne mdoD dépende de I’ ARN-polymérase associée au facteur o° (Ec®) et
au facteur o™ (Ea™). Lors de la phase exponentielle, I'activité basale serait uniquement
dépendante du facteur ™. La transcription du géne mdoD dépendrait de Ec™ et de Ec® de
maniére équivalente lors de la transition vers la phase stationnaire et en majorité du facteur
Ec’ lors de la phase stationnaire. Une séquence régulatrice, située entre 1093 et 1626 pb en

amont du géne mdoD, pourrait réguler I’ accés de Ec"® au promoteur du géne mdoD.

4) Influence des génes hns et himA sur I’expression du gene mdoD.

Les protéines IHF et H-NS sont impliquées dans la mise en conformation de I’ ADN et
permettent sa condensation. Ces protéines abondantes se fixent sur des séquences spécifiques,
qui restent malgré tout fortement dégénérées, et affectent les processus cellulaires nécessitant
la dénaturation localisée de I’ ADN double brins tels que la réplication, la recombinaison et la
transcription. Ces protéines classées dans les facteurs régulateurs globaux affectent
I’expression d’une grande variété de génes dont certains ne paraissent pas avoir de relation
entre eux. La protéine IHF reconnait une séquence consensus ((A/T) ATCAANNNNTTR)
dégénérée et permet la courbure de I’ADN pour rapprocher des séquences régulant
I’ expression d’ un géne donné [Arfin et coll., 2000]. Une séquence IHF putative a été localisée
dans I’ ORF b1423 en amont du géne mdoD aux coordonnées suivantes : -906 a -893.

Les protéines H-NS agissent en oligomeéres et se fixent préférentiellement sur des
zones de courbure permettant la condensation de I’ ADN. Dans 80% des cas, la présence des
protéines H-NS inhibe I’expression du géne. Les genes influencés par les protéines H-NS
semblent préférentiellement étre impliqués dans la biosynthese de protéines de I’ envel oppe et

dans |” adaptation des bactéries aux conditions environnementales [Hommais et coll., 2001].
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Figure 49 : Influences des facteurs IHF et H-NS sur |'expression des fusions. L’ activité
spécifique des fusions plasmidiques ont été mesurées dans des souches himA (cercle), hns
(triangle) ou sauvage (carré) contenant la grande fusion mdoD-lacZ (A) ou la petite fusion
mdoD-lacZ (B) sur un plasmide. La croissance est suivie a DOgzonm Sur |’ axe des ordonnées de
droite. Les unités Miller sont notées sur I'axe des ordonnées de gauche.
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L’ activité spécifique de la B-galactosidase des fusions a été mesurée le long de la
courbe de croissance a partir de souches dérivées de MC4100 inactivées dans le géne hns
(NFB1950) ou himA (NFB1949) et portant le plasmide pNF1016 donnant respectivement les
souches NFB1561 et NFB1560 ou le plasmide pNF574 donnant respectivement |les souches
NFB1482 et NFB1481.

L’ analyse de I’ activité specifique de la 3-galactosidase de la grande fusion mdoD-lacZ
(pPNF1016) ne montre pas de différence au niveau du facteur d’amplification (6 a7 fois) entre
la phase exponentielle et |a phase stationnaire (figure 49). L’ augmentation de la grande fusion
mdoD-lacZ semble étre |égerement plus précoce dans la souche NFB1561(hns) (figure 49A).
L’ absence d'influence de la mutation himA sur I’activité de la grande fusion mdoD-lacZ
implique que la sequence IHF putative n’intervient pas dans la régulation du gene mdoD.

L’ analyse de I" activité spécifique de la -galactosidase de la petite fusion mdoD-lacZ
(PNF574) ne montre que de légeres différences (figure 49B) d augmentation lors de la phase
stationnaire qui sont respectivement de 6 U, 7,5 U et 9 U pour les souches sauvage, NFB14381
et NFB1482.

Les influences enregistrées sur I’ activité des deux fusions ne sont pas comparables a
celles mesurées avec des géenes identifiés comme dépendant de H-NS ou de IHF [Hommais et
coll., 2001], [Rowe et coall., 2000], [Galan et coll., 2001]. L’expression du géne mdoD

N’ apparait pas étre sous le contrdle des protéines H-NS ou IHF.

5) Etude structurale des OPG produits en phase exponentielle.

Les OPG provenant de la souche mdoD217::cml, mdoD" et rpoS ont été extraits &
partir de bactéries en phase exponentielle (DOe20 nm 0,5) (voir Matériels et Méthodes) et
analysés sur colonne d’ échange d anions (DEAE Sephacel) et en spectrométrie de masse.

L’analyse sur une colonne d échange d anions des OPG provenant de bactéries
sauvages en phase exponentielle ne montre pas d’ hétérogénéité de profil caractéristique des
OPG issus d'une souche mutante (figure 50A). Le profil posséde 5 pics distincts élués aux
méme forces ioniques que ceux identifiés lors de I'analyse des OPG produits en phase
stationnaire par une souche sauvage.

Par contre, nous avons observé une répartition différente des OPG dans les cing pics
avec un glissement des OPG vers les pics Il et Il refermant les OPG les moins chargés

négativement.
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Figure 50 : Mesuredu caractere anionique des OPG au coursde la courbe de croissance.
Les OPG ont été extraits en phase exponentielle a partir de la souche sauvage DF214 (A), de
la souche mdoD217::cml NFB1925 (B). Les OPG ont été extraits en début de phase
stationnaire a partir de la souche sauvage DF214 (C) et de la souche rpoS NFB1802 (D). Les
axes des ordonnées représentent la radioactivité (cpm) due au (U-**C) glucose. Les fractions
sont notées sur les axes des abscisses.
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En phase exponentielle, la biosynthese du squelette glucosidique est en cours, tout
comme la substitution qui doit étre, en partie, postérieure a la biosynthése du squelette, en
particulier pour la substitution par les résidus de phosphoglycérol (voir résultats partie 3).
Ceci pourrait expliquer le phénomene de glissement des OPG extraits de bactéries en phase
exponentielle vers les pics les moins chargés en raison d’ une substitution inachevée.

Pour vérifier cette absence d' hétérogénéité dans le squelette glucosidique ; ce dernier a
été analysé en spectromeétrie de masse (figure 51A). Le spectre des OPG désubstitués extraits
en phase exponentielle ne montre pas de différence avec les OPG extraits de bactéries en

phase stationnaire dans le cas d’ une souche sauvage.

ML :
78 9101112 13 78 9101112 13

Figure 51 : Spectres de Masse de OPG extraits d’une souche sauvage au cours de la
croissance. Les OPG produits par DF214 ont été extraits en phase exponentielle (A) et lors de
latransition vers la phase stationnaire (B). Le nombre de glucoses par molécule est représenté
sur les axes des abscisses. Les axes des ordonnées sont gradués en pourcentage d’ intensité.

Les mémes analyses sur colonne d échange d’ anions (figure 50D) et en spectrométrie
de masse (figure 51B) ont été effectuées sur des OPG extraits d’ une souche rpoS (NFB1802)
lors de la transition vers la phase stationnaire (DO nm 0,1). Les profils sur la colonne
d’ échange d’' anions et de spectrométrie de masse ne montrent pas de différences significatives
avec ceux des OPG extraits en phase stationnaire.

Une analyse sur une colonne d' échange d’anions (figure 50B) des OPG extraits de la
souche mdoD217::cml (NFB1925) en phase exponentielle montre un profil hétérogene
caractéristique d’ OPG extraits de la souche mdoD217::cml en phase stationnaire avec un
glissement des OPG vers les pics les moins chargés probablement di a une substitution
inachevée.

L’ hétérogénéité des OPG en phase exponentielle et en phase stationnaire semble
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identique pour une méme souche, sauvage ou mutée dans le gene mdoD.

6) Activité spécifique de biosynthese in vivo des OPG dans une

souche mdoD.

Une analyse de I’activité de biosynthese in vivo des OPG au cours de la phase de
croissance a été réalisée pour appréhender I’influence du géne mdoD sur I’incorporation du
glucose dans les OPG. Pour cela, nous avons mesuré I’ incorporation de glucose radio-marqué
pendant 10 min a différents moments de la courbe de croissance (DOgonm 0,5; 1,3; 1,8 et
2,3) dans les souches DF214, NFB1925 et NFB1967.

Dans le cas d’ une souche sauvage, I’ incorporation du glucose dans les OPG augmente
de maniére paralléle a la courbe croissance durant la phase exponentielle indiquant une
activité specifique de biosynthese constante dans les bactéries en phase exponentielle (figure
52). L’activité de biosynthese des OPG est maintenue lors de la transition vers la phase
stationnaire et au début de la phase stationnaire puis chute brutalement pour atteindre un

niveau négligeable bien que le glucose soit toujours incorporé dans les cellules [Lacroix,

1989b].
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Figure 52 : Mesure d'incor poration du glucose dans les OPG. L'incorporation de glucose
radio-marqué est réalisée durant 10 min. L'incorporation du glucose dans les OPG produits
par la souche mdoD217::cml (NFB1925) est représentée par les barres grises, par les barres
hachurées pour ceux produits par la souche sauvage DF214 et par les barres avec tirets
verticaux pour ceux produits par la souche mdoD218::cml (NFB1967). L’ axe des ordonnées
de gauche représente la radioactivité (cpm)/DO. La DO est suivie a 620nm (axe des
ordonnées de droite).

Les mémes analyses ont été effectuées avec la souche mdoD217::cml (NFB1925) et
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mdoD218::cml (NFB1967) a différents moments du cycle cellulaire. Les incorporations du
glucose dans les OPG des souche NFB1925 et NFB1967 suivent la courbe de croissance lors
de la phase exponentielle de croissance jusqu’ en début de phase stationnaire comme avec la
souche sauvage, puis une chute brutale des incorporations dans les deux souches sont
observées en méme temps que dans la souche sauvage.

Par contre, des augmentations du taux d’incorporation de glucose de 15% et de 10% a
DOs2onm1,3; € de 27% et de 15% a DOesxonm 1,8 respectivement dans les souches
mdoD217::cml et mdoD218::cml sont observées. La quantité totale d OPG synthétisés étant
identique dans les trois souches, I’ augmentation d’incorporation de glucose dans les OPG en
10 min signifie que le complexe MdoG-MdoH synthétise plus rapidement le squelette
glucosidique lors de la transition vers la phase stationnaire lorsque la protéine MdoD est
inactive. La protéine MdoD pourrait interagir avec le complexe MdoGH et le ralentir dans son
activité de biosynthése des OPG pour réguler I’ hétérogénéité des squelettes glucosidiques en
cours de biosynthese. La protéine MdoD n’a apparemment aucune influence sur I’ arrét de la
biosynthése des OPG.

) Régulation osmotique du gene mdoD.

L’ activité spécifique de la 3-gal actosidase des deux fusions mdoD-lacZ a été mesurée
a partir de cellules incubées dans des milieux LOS d osmolarités différentes (70mosM,
370mosM et 670mosM). L’ osmolarité des milieux a été gjustée a I’aide de NaCl. L’ activité
spécifique de la B-galactosidase a été mesurée durant la croissance toutes les 1h30. Les
résultats sont la moyenne des activités mesurées a partir trois clones indépendants possédant

la petite ou la grande fusion mdoD-lacZ sur e chromosome.

1) Activité spécifique de la grande fusion mdoD-lacZ.

En prenant comme référence I’ activité spécifique de la B-galactosidase mesurée a
partir des cellules cultivées a basse osmolarité (70mosM), une augmentation de 1,5 fois est
observée dans les cellules cultivées a 670mosM a DOgzonm 0,17 (figure 53). Cette tendance se
confirme puisque que des facteurs d’ augmentation de 1,8 et 2 sont mesurés dans les cellules

en phase exponentielle (DOgzonm 0,35) respectivement cultivées a 370mosM et 670mosM.
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Figure 53 : InfluencesdeI'osmolarité sur I'actvité B-galactosidase de la grande fusion
mdoD-lacZ . Lafusion est portée sur le chromosome de la souche sauvage. Les cultures sont
effectuées dans des milieux de 70 mosM (carré plein), de 370 msoM (losange plein) et de 670
msoM (cercle plein). La croissance est suivie a DOszonm (croix)(axes des ordonnées de droite).
Les unités Miller (axes des ordonnées de gauche) sont exprimées en umol dONPG clivés /min/mg

de protéine.
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Figure 54 : Influencesde I'osmolarité sur |'activité B-galactosdase dela petite fusion
mdoD-LacZ . Lafusion est portée par le chromosome de la souche sauvage. Les cultures sont
effectuées dans des milieux de 70 mosM (carré plein) 370 mosM (losange plein) et 670 mosM
(cercle plein). La croissance est suivie a DOs2onm (croix) (axe des ordonnées de droite). Les unités
Miller (axe des ordonnées de gauche) sont exprimées en umol d'ONPG clivés/min/mg de
protéine.
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Lors de la transition vers la phase stationnaire (DOezonm 1,05) des pics d activité de la
[-galactosidase avec des facteurs d’augmentation de 4,6, de 3,8 et de 2,6 par rapport a la
phase exponentielle sont observés dans les cellules cultivées respectivement a 70 msoM, 370
mosM et 670 mosM. L’ activité spécifique mesurée au moment du pic d activité est identique
pour les cellules cultivées a 70 et 670 mosM. L’ activité de la [3-gal actosidase mesurée a partir
des cellules cultivées a 370 mosM est 1,2 fois inférieure a celle mesurée a partir des cellules
incubées dans les deux milieux précédents.

L’ activité spécifique de la 3-gal actosidase diminue ensuite pour atteindre 7 U en phase
stationnaire dans les trois conditions. L’ activité spécifique reste alors stable tout au long de la
phase stationnaire.

L’ augmentation de |’ osmolarité du milieu semble induire la grande fusion mdoD-lacZ

des la phase exponentielle.

2) Activité spécifique de la petite fusion mdoD-lacZ.

L’ activité spécifique de la B-galactosidase mesurée dans des cellules cultivées a 370
mosM et 670 mosM est 2 fois plus importante que celle mesurée a partir des cellules incubées
a70 mosM durant la phase exponentielle (DOgzonm 0,3).

Ce facteur d augmentation de 2 se maintient lors de la transition vers la phase
stationnaire entre |’ activité spécifique mesurée a partir de cellules cultivées a 670 mosM et a
370mosM avec celle mesurée a 70 mosM (figure 54). En phase stationnaire, I’ activité
spécifique de la B-galactosidase diminue |égerement dans les cellules cultivées a osmolarité
370mosM et 670mosM, contrairement a I’ activité de la B-gaactosidase dans les cellules
cultivées a 70mosM.

Ces résultats montrent une augmentation plus précoce lors de la phase exponentielle et
plus forte lors de la transition vers la phase stationnaire dans des milieux de haute osmolarité.
L’ activité semble proportionnée al’ osmolarité.

L’influence modérée de I’osmolarité sur I'activité spécifiqgue de la grande fusion
pourrait s expliquer par le niveau de transcription du & Ec™ absent avec la petite fusion et qui

masquerait partiellement I’ augmentation due & la transcription par Ec°.

IV) Expression du gene mdoD face aux conditions de stress.

Les mesures de I’ activité de la 3-gal actosidase de |a petite fusion mdoD-lacZ obtenues

dans une souche sauvage et une souche rpoS ont révélé une dépendance stricte du gene mdoD
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visavis du facteur de transcription 6°.

Pour cette raison, nous avons analyse |’ activité de la [3-gal actosidase de |a petite fusion
mdoD-lacZ dans des cellules soumises au stress de privation de source de carbone, hyper
osmotique, dont il a éé démontré que le facteur > éait impliqué dans la réponse des
bactéries face a ces deux conditions de stress, et au stress hyperoxidatif.

Pour chaque condition de stress, les bactéries sont cultivées dans un milieu minimum
utilisé pour éviter |’ apport d’ osmoprotecteurs présents dans un milieu complexe.

Les conditions de stress ont été appliquées sur des cultures en phase exponentielle
(DOes20 nm 0,3) et en début de phase stationnaire pour le stress hyperosmotique. Le stress
hyperoxydatif a été initié par I’ gout de H,O, a 15 nM et le stress hyperosmotique par |’ gjout
deNaCl 40,3 M.

Pour appliquer le stress de privation de source de carbone, les bactéries cultivées en
présence de glycérol ont été filtrées et lavées trois fois par du milieu M63 sans glycérol puis
incubées sous agitation dans un milieu M63 sans glycérol. Le glycérol a été chois comme
source de carbone pour éviter I’influence de la régulation du métabolisme du glucose sur
I’ expression de la petite fusion mdoD-lacZ. L’ activité de la 3-gal actosidase a été mesurée aux
temps 0, 8, 15, 60 et 120 min sur des cultures stressées et non stressées. Les résultats sont la
moyenne des mesures obtenues avec les trois clones indépendants contenant la petite fusion

mdoD-lacZ chromosomique.

1) Mesure de I'activité de la B-galactosidase lors d’un stress

hyperoxydatif.

L’ activité de la B-galactosidase de la petite fusion mdoD-lacZ est diminuée d'un
facteur quatre aprés 15min de stress hyperoxydatif par rapport a une culture non stressée
(figure 55A). Cette activité reste stable jusqu’ alafin de I’ expérience.

La diminution de I'activité de la B-galactosidase pourrait s expliquer par le fait que
I”’ARN régulateur d’ OxyS, impliqué dans la réponse face au stress hyperoxydatif, réprime la
traduction du facteur o> [Zhang et coll., 1998]. Ces résultats sont donc en accord avec le fait

que le géne mdoD est sous le contrdle du facteur 6°.
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Figure 55 : Mesure de I'activité B-galactosidase de la petite fusion mdoD-lacZ au cours
de stress oxidatif (A) et de privation de source de carbone (B) appliqués en phase
exponentielle et d'un stress hyper osmotique appliqué lors la phase exponentielle (C) et de la
phase stationnaire (D). L'activité a été mesurée sur les cultures stressées (triangle plein) et sur
les cultures non stressées (carré vide). La petite fusion mdoD-lacZ est portée par le
chromosome. La croissance est suivie a DOgonm (I’ axe des ordonnées de droite). Les unités
Miller sont notées sur I’ axe des ordonnées de gauche. La fleche symbolise le nomment ou les
stress ont été appliqués.
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2) Mesure de I'activité de la B-galactosidase lors d’un stress hyper

osmotique

Lors du stress hyperosmotique appliqué en phase stationnaire, I'activité de la
B-galactosidase est identique dans les cultures stressées et non-stressees (figure 55CD). Par
contre, une faible augmentation de 1,3 durant les 120 premieres minutes de stress par rapport
a la culture non stressee est observée lors de I’ application du stress en phase exponentielle.
L'expression du géne mdoD semble étre faiblement augmentée lors d'un stress
hyperosmotique en phase exponentielle. Ces résultats sont en accord avec les résultats

obtenus avec les cultures stabilisées a haute osmol arité.

3) Mesure de I'activité de la B-galactosidase lors de la privation de

source de carbone.

Une augmentation de I’ activité de la B-galactosidase de 1,5 fois est mesurée des les 8
premieres minutes de la privation de source de carbone (figure 55B). Cette augmentation se
maintient durant les 15 premieres minutes, puis diminue pour retrouver un niveau équivalent a
celle mesurée a partir de cultures non stressées. L’ expression du gene mdoD semble étre
faiblement augmentée de maniére transitoire lors de la privation de source de carbone.

Ainsi parmi ces trois stress testés, seul le stress hyperoxydatif semble avoir une

influence significative sur |’ expression du gene mdoD.
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Partie 3 : Identification du gene impliqué dans

I’activité phosphoglycérol-transférase Il périplasmique.

Deux activités phosphoglycérol-transférases ont été identifiées chez E. coli. Une
phosphoglycérol-transférase | membranaire catalyse le transfert de résidus de
phosphoglycérol d’ origine membranaire vers les OPG. Un substrat artificiel, |’ arbutine, peut
servir d accepteur. Le transfert d’un résidu de phosphoglycérol d un phosphatidylglycérol
vers les OPG entraine la formation de diacylglycérol, toxique pour la cellule, qui est
immédiatement phosphorylé par la diacylglycérol-kinase (codée par le géne dgk) pour donner
de I’acide phosphatidique [Jackson et coll., 1984]. Dans un mutant dgk et en présence
d arbutine, le diacylglycérol est accumulé, entrainant I’ arrét de la croissance. Cette sélection a
permis d’ obtenir un mutant de I’ activité de la phosphoglycérol-transférase | par insertion
aléatoire d’'un transposon. Dans un tel mutant, |’accumulation de diacylglycérol ne se réalise
plus permettant la formation de petites colonies. Le transposon a été localisé dans un gene
nommé mdoB [Jackson et coll., 1984]. L’activité de la phosphoglycérol-transférase Il
périplasmique a été identifiée antérieurement [Goldberg et coll., 1981]. L’activité
physiologique de la phosphoglycérol-transférase |1 serait de transférer des résidus de
phosphoglycérol provenant d’ OPG solubles déja substitués sur d’ autres molécules d' OPG. Le
phosphatidylglycérol ne peut pas étre le substrat de cette phosphoglycérol-transférase Il. Le
géne de cette activité n’a pas éé caractérise. Les mesures de I'activité phosphoglycérol-
transférase Il a partir d’extraits totaux cellulaires soniqués provenant d' une souche mdoB
n’ont pas révélé de différence avec la souche sauvage [Jackson et coll., 1984], suggérant que
les deux activités de phosphoglycérol-transférase soient codées par deux genes distincts. La
substitution par des résidus de phosphoglycérol fait donc intervenir deux proténes dont une
membranaire assurant la substitution primaire et une périplasmique assurant la substitution
secondaire [Goldberg et coll., 1981]. Des résidus de phosphoglycérol ont aussi été identifiés
chez S. meliloti. Ces substituants proviennent des phospholipides de la membrane. Une
phosphoglycérol-transférase (CgmB) a été mise en évidence [Wang et coll., 1999]. Le géne
cgmB ne montre que 17% d’identité avec le géne mdoB et |a protéine n’ est apparemment pas
ancrée dans la membrane. Wang et coll. suggéerent que ce géne puisse étre homologue a la

phosphoglycérol-transférase 11 de E. cali.
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Figure 56 : Représentation de la protéine MdoB. Les acides aminés sur fond mauve
représentent le fragment polypeptidique de 56 kda. Les acides aminés cerclés représentent les
points de fusion MdoB-BlaM. Les cercles rouges représentent les fusions solubles dans le
périplasme, Le cercle bleu de la fusion orientée du coté de la face périplasmique de la
membrane cytoplasmique, et e cercle vert la fusion orientée du cété de la face cytoplasmique
de la membrane cytoplasmique.
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A) Topologie et localisation de la protéine MdoB

) Topologie de la protéine MdoB dans la membrane
cytoplasmique.

Des fusions aléatoires entre les genes mdoB et blaM ont été générées par digestion du
gene mdoB avec I'exonucléase |11 pour appréhender la topologie de la protéine MdoB a
travers la membrane cytoplasmique. Ce travail a été réalisé par Eric Lanfroy lors de sa thése
[Lanfroy, 1997].

Dix fusions en phase recouvrant la quasi-totalité de la protéine MdoB ont été générées
aux positions suivantes : 152, 214, 293, 351, 433, 516, 561, 639, 734 et 750.

Deux fusions localisees supplémentaires ont été genérées aux positions 28 et 84. Le
numero correspond au premier acide aminé modifié par insertion du géne ‘blaM (figure 56).
Seule la souche portant la fusion en position 84 se révéle sensible a I’ampicilline. Cette
souche posséde donc I’ activité de la B-lactamase sur la face cytoplasmique de la membrane
cytoplasmique. Par contre, I’ ensemble des autres fusions en position 28, 152, 214, 293, 351,
433, 516, 561, 639, 734 et 750 conférent une résistance a I’ampicilline, pour des colonies
isolées, identique au témoin positif. Les activités de la B-lactamase de ces fusions sont donc
situées sur la face périplasmique de la membrane cytoplasmique.

Une analyse prédictive de la topologie de la protéine MdoB a été réalisée a I’ aide du
programme TopPred (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal /interfaces/toppred.html). Cette analyse révéle la
présence de 4 segments transmembranaires situés entre les acides aminés 5 et 200 et une large
partie C-termina hydrophile. L’analyse de I’ activité de la -lactamase confirme 3 segments
transmembranaires: un premier compris entre les acides aminés 12 a 33, le second est
compris entre les acides aminés 65 et 74 et le troisiéme entre les acides aminés 80 et 99. La
partie C-terminal se trouve du coté périplasmique et |a partie N-terminale (11 acides aminés)

du cété cytoplasmique de la membrane cytoplasmique.

) Localisation de protéine MdoB.

Pour confirmer lalocalisation de la protéine MdoB, Les cellules portant les différentes
fusions ont été fractionnées et I’ activité de la B-lactamase a été mesurée pour les fractions
solubles correspondant au périplasmique [Lanfroy, 1997]. Les activités périplasmiques pour
les fusions aux positions 28 et 84 ne représentent que 17% de I’ activité totale confirmant

I"association de ces protéines hybrides MdoB-BlaM a la membrane cytoplasmique. Par
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contre, les activités de la 3-lactamase produites par les fusions aux positions 152, 214 et 293
sont localisées au niveau de la fraction soluble périplasmique. Ceci implique une localisation
périplasmique de ces protéines hybrides MdoB-BlaM.

Ces résultats supposent un rapide clivage situé apparemment entre les acides aminés
99 et 152 des protéines hydrides MdoB-BlaM. Pour vérifier si la protéine MdoB subit ce
méme clivage, une visualisation sur gel dénaturant de la protéine MdoB marquée au P* a été
réalisée [Lanfroy, 1997]. L’ auto-radiogramme a révélé la présence d’' une bande intense d’un
poids moléculaire apparent de 48 kda et d'une bande de faible intensité de 86 kda
correspondant a la protéine MdoB entiere. La bande 48 kda correspondrait a la partie
C-terminale de la protéine MdoB.

B) Mesure de I’activité phosphoglycérol-transférase Il

1) Purification de la phosphoglycérol-transférase |l.

L’ activité de la phosphoglycérol-transférase |1 périplasmique a été identifiée a partir
d’ enzymes partiellement purifiées provenant de 600g de cellules d’E. coli [Goldberg et coll.,
1981]. Le poids moléculaire apparent de la phosphoglycérol-transférase 1l a été estimé a 56
000 par chromatographie de filtration sur gel. La méhode de purification décrite par
Goldberg et coll. [Goldberg et coll., 1981] ne permet pas de comparer facilement plusieurs
souches ou conditions. Nous avons donc décidé d'adapter un nouveau protocole de
purification partielle des protéines périplasmiques au test de phosphoglycérol-transférase 11
(voir Matériels et & Méthodes) afin de I’ appliquer facilement a différentes souches.

Les cellules de la souche 678 et leurs dérivés, provenant de 100 ml de culture, sont
soumis a un traitement a I'EDTA permettant la libération spécifique des protéines
périplasmiques (voir Matériels et Méthodes). Les extraits périplasmiques ont été partiellement
purifiés sur une colonne de filtration sur gel G-50 possédant une masse d’ exclusion de 50 000.
Les protéines exclues de poids moléculaire supérieur a 50 000 ont été concentrées et utilisées
par effectuer le test I’ activité de la phosphoglycérol-transférase 11.

II) Mesure de I’activité de la phosphoglycérol-transférase Il in vitro.
La phosphoglycérol-transférase |1 est aussi capable de libérer le phosphoglycérol sous
forme cyclique, in vitro, lorsgu’elle est incubée avec une faible concentration de molécules
d OPG substituées par le phosphoglycérol [Goldberg et coll., 1981]. C'est cette activité de

libération du phosphoglycérol, caractéristique de I’ activité phosphoglycérol-transférase [1, qui
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a été utilisée pour identifier le gene codant cette protéine.

L’activité de libération du phosphoglycérol a éé mesurée a partir d extraits
périplasmiques provenant de la souche 678 et NFB1814 (mdoB::Tnl0). Une activité
d hydrolyse de 0,25 +0,01 U/mg de protéine/h pour les extraits issus de la souche sauvage 678
est mesurée alors que |’ activité d hydrolyse provenant des extraits de la souche mdoB::Tn10
est residuelle (0,02 £0,01 U/ mg de protéine/ h) (figure 57).

/N AN
| | |
0 1 2 3

Temps d'incubation (heures)

[3-H]glycérol libéré (dpm/ml de surnageant périplasmique)

Figure 57 : Mesure de |'activité de la phosphoglycérol-transférase 11 périplasmique.
L'activité phosphoglycérol-transférase 1l (sur I’axe des ordonnées) a été révélée par la
libération du phosphoglycérol des OPG substitués. Les extraits périplasmiques testés
proviennent de la souche 678 (cercle plein), de la souche mdoB::Tn10 NFB1814 (Triangle
vide), de la souche NFB2134 (carré vide).

Lorsque le méme test a été effectué a partir d’ extraits totaux de cellules préparées
comme dans la méthode décrite par Jackson et al [Jackson et coll., 1984], des activités

d hydrolyse de 0,70 U/mg de protéine/h pour les extraits issus de la souche sauvage et de 0,30
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U/mg de protéine/h pour les extraits issus de la souche mdoB sont mesurées. Une diminution
de I’ activité dans une souche mdoB:: Tn10 est tout de méme observée, mais de maniére moins
conséquente qu’ avec les extraits périplasmiques partiellement purifiés. L’ activité importante
dans les extraits soniqués provenant de la souche mdoB::Tn10 révele une activité d’ hydrolyse
non spécifique.

Le plasmide pNF604 (mdoB™) a été introduit dans la souche 678 donnant la souche
NFB2132 (figure 57). L’activité d hydrolyse mesurée a partir d extraits périplasmiques
partiellement purifiés montre une amplification de 25 fois (5,37 U/mg de protéine/ h) par
rapport al’ activité issue d’ une souche 678.

La libération de phosphoglycérol a partir d OPG substitués révélant |a présence de la
phosphoglycérol-transférase 1I, le géne mdoB est donc responsable de | activité
phosphoglycérol-transférase |1 périplasmique. Le gene mdoB code une protéine MdoB qui est
ancrée dans la membrane cytoplasmique exposant la large partie C-terminale du coté
périplasmique [Jackson et coll., 1983], puis une partie des protéines MdoB sont clivées pour
libérer un fragment C-terminal soluble dans I’ espace périplasmique. Cette protéine tronquée
responsable de I’ activité phosphoglycérol-transférase |1 périplasmique a é&té nommé MdoB’.

Il Substitution des OPG par le phosphoglycérol in vivo.

La substitution en deux étapes suggere une action différée de la protéine MdoB’. Pour
vérifier cette hypothese, nous avons analysé le caractere anionique des OPG nouvellement
synthétisés conféré par les résidus de phosphoglycérol et de succinate. Pour cela, un
échantillon (5ml) de la souche DF214 en phase exponentielle cultivée dans un milieu LOS
dépourvu de glucose a été incubé durant 10 min sous agitation avec du (U-**C) glucose
incorporé spécifiquement dans les OPG. Ces OPG synthétisés durant 10 min ont été analysés
sur une colonne d’ échange d'anions (DEAE Sephacel a pH7,4 ; voir Matériels et Méthodes)
et comparés aux OPG synthétisés apres 24 heures de culture.

Les OPG synthétisés par une souche sauvage durant un cycle de croissance complet sont
séparés en 5 pics distincts sur une colonne DEAE Sephacel. Le pic | ne posséde pas de
substituant anionique et les pics |1 aV correspondent & des molécules possédant des rapports
charge sur masse différents pour chague pic. Les proportions des cing pics sont
respectivement les suivantes : 1-2%, 15%, 40%, 35% et 10% (figure 58A). Le profil des OPG
synthétisés durant 10 min ne présente que 4 pics, le pic V n’étant pas présent. Les proportions

des 4 pics sont respectivement les suivantes : 13%, 40%, 42% et 5% (figure 58B).
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Figure58 : Caracteres anioniques des OPG synthétisés aprés 10min. Les OPG de la
souche sauvage sont extraits en phase stationnaire (A) et apres 10 min (B) d’incubation avec
le glucose radiomarqué. Les fractions éluées sont représentées sur |’ axe des abscisses. L’ axe
des ordonnées représente | e pourcentage des OPG.

Cette distribution révele un glissement des OPG vers les pics correspondant aux OPG
dont les rapports charge sur masse sont les plus faibles. Le pic IV des OPG synthétisés en 10
min ne représente que 5% au lieu de 35%, Le pic Il 40% au lieu de 15% et le pic I, refermant
les OPG neutres, 13% au lieu de 1-2% par rapport aux OPG synthétisés durant 24 heures. Ce
méme glissement a été observé précédemment avec la séparation des OPG extraits a partir de
cellules en phase exponentielle (figure 49) sur une colonne d’ échange d’ anions qui montre un
profil intermédiaire entre celui des OPG synthétisés en 10 min et en 24heures d’ incubation.

Les proportions des cing pics sont respectivement 2%, 27%, 48%, 21% et 2%.
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Lesfractionsdes pics Il et 111 des OPG synthétisés durant 10 min ont été récupérées et
les résidus de succinate ont été éiminés par un traitement alcalin. Les OPG issus des pics || et
1l ont été ensuite analysés séparément sur une colonne d échange danions, afin de
déterminer la part de la charge due aux résidus de phosphoglycérol et celle due aux résidus de
succinate.

Pour les OPG du pic I, 60% des OPG désuccinylés ont été élués dans le pic | (OPG
neutres) et 40% dans le pic Il. Les OPG désuccinylés présents dans le pic | ne possédaient
initialement que des résidus de succinate. Par contre, Les 40% d'OPG désuccinylés restés
dans pic |l possédaient uniquement des résidus de phosphoglycérol. Le pic Il renfermant les
OPG synthétisés aprés 10 min possede donc 60% d OPG substitués uniquement par des
résidus de succinate et 40% d OPG substitués uniquement par des résidus de
phosphoglycérol.

Pour les OPG du pic Il1, 60% des OPG désuccinylés ont été élués dans le pic | (OPG
neutres) et 40% dans le pic Il. L’absence d OPG désuccinylés dans le pic Il implique
qu’ aucune molécule substituée uniquement par des résidus de phosphoglycérol n'a pu étre
mise en évidence. Le pic 111 renferme donc 60% d’ OPG substitués uniquement par des résidus
de succinate et 40% d'OPG substitués a la fois par des résidus de phosphoglycérol et de
succinate.

65% des OPG synthétisés durant 10 min possedent des résidus de succinate, or 80%
des OPG synthétisés durant un cycle de croissance complet sont substitués par des résidus de
succinate. Ces résultats suggerent que la substitution par les résidus de succinate s effectue
juste apres ou pendant la synthese du squelette glucosidique. La protéine MdoC doit étre
probablement trés proche ou en interaction avec le complexe MdoGH.

Les trois profils d’ @ution des OPG extraits a différents moments de la courbe de
croissance suggerent que la substitution par le phosphoglycérol soit séquentielle: la
phosphoglycérol-transférase | substitue les OPG en cours de synthése ou ceux proche de la
membrane cytoplasmique en utilisant les phosphatidylglycérols comme substrat et la
phosphoglycérol-transférase Il substitue les OPG solubles lors de la biosynthése et
probablement ultérieurement a cette synthése en utilisant les OPG substitués précédemment

comme substrat.
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Discussion

A) Biosynthése du squelette glucosidique.

I) Mécanisme d’action de la protéine MdoH.

1) Biosynthése de la chaine linéaire.

La protéine MdoH est une protéine contenant un domaine glycosyltransférase
membranaire. Elle utilise I'UDP-glucose comme substrat pour catalyser in vitro la chaine
linéaire de résidus de glucose liés en (-1,2. L’'anayse des amas hydrophobes HCA
(Hydrophoby Clusters Analyzes) des séquences des glycosyltransférases a permis de les
classer en plusieurs familles [Saxena et coll., 1995] (http.//afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY lindex.html).
Le profil HCA de la protéine MdoH, effectué par B. Henrissat, permet de la classer parmi les
glycosyltransférases de la famille 2. Ces glycosyltransférases utilisent un NDP-glucoside
d anomérie a et synthétisent des liaisons glucosidiques d’anomérie 3. Ces enzymes sont dites
inversantes. Saxena et coll. [Saxena et coll., 1995] ont mis en évidence des résidus d’ acides
aspartiques trés conservés dans les glycosyltransférases. Deux acides aspartiques sont
regroupés dans un domaine A et le troisieme est situé dans un domaine B. Le profil HCA de
la protéine MdoH a permis d'identifier ces trois acides aspartiques situés aux acides aminés
285, 346 et 449 dans la partie C2 (figure 14).

Nous avons entrepris une mutagenése par insertion aléatoire d' un épitope EP31BamHl
sur la protéine MdoH afin de délimiter les domaines nécessaires a I’ activité de biosynthese
des OPG in vivo. De plus, les trois acides aspartiques susceptibles étre impliqués dans les
domaines actifs de la protéine MdoH ont été échangés en alanine par mutagenéese dirigée.

L’ analyse de I’ activité des différents alléles portant un épitope a révélé des différences
dans la biosynthese des OPG qui ont permis de définir une organisation grossiére de la partie
C2 cytoplasmique de la protéine MdoH (figure 14). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure
gue certaines différences d activité de biosynthése soient dues a une instabilité de certaines
protéines.

La partie C2 est donc constituée de deux domaines séparés par une région située entre
les acides aminés 380 et 400. Le premier domaine serait compris entre le deuxiéme segment
transmembranaire et I’ acide aminé 380. Il correspondrait au domaine A défini par Saxena et
coll. [Saxena et coll., 1995] et renfermerait les deux acides aspartiques D285 et D346. Le
second domaine serait compris entre I'acide aminé 400 et le troiséme segment
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transmembranaire. Il correspondrait au domaine B et renfermerait |’ acide aspartique D449.

La nécessité de ces acides aspartiques dans |’ activité de la protéine MdoH a été
évaluée par |’ échange des ces trois acides aspartique en trois alanines. Le remplacement d’ un
seul de ces trois acides aspartiques par une alanine abolit totalement |’ activité de biosynthése
des OPG in vivo. Ces trois acides aspartiques correspondent bien aux acides aspartiques
conservés dans tous les domaines glycosyltransférases. Ces acides aspartiques seraient le
siége de I’ activité de biosynthese de la chaine linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2.

La base de données pfam (http://www.sanger.ac.uk/Pfam/) a permis de définir un large
domaine GT2 trouvé dans les domaines de glycosyltransférases de type 2 correspondant au
domaine A défini par Saxena et coll. [Saxena et coll., 1995]. Des domaines A tres proches du
domaine GT2 retrouvés dans les autres glycosyltransférases des familles 7, 13 et 43 ont é&é
nommés respectivement GT7, GT13 et GT43 [Charnock et coll., 2001] (figure 59). Le
domaine GT2 de la protéine MdoH a été prédit entre les acides aminés 245 et 430 de la
protéine MdoH. Cette localisation du domaine GT2 est sensiblement identique a celle déduite
par |’ analyse de I’ influence des insertions d’ épitope dans la proténe MdoH.

Des analyses cristallographiques, les profils HCA des glycosyltransférases et la
mutagenése dirigée envers les acides aminés conservés ont permis de déterminer le role de
quatre a cing acides aspartiques conservés dans ces familles de glycosyltransférases
inversantes [ Tarbouriech et coll., 2001] [Garinot-Schneider et coll., 2000].

ol B ol
Famille ' 2 - -

Famin B o138
Famille GT 2 -_ _-

ranecrr BT ST O
Famille GT 7

e GT 1 S
Famite 6T 13 DA 'EDD]

B -GleA transférase

Famie GT47 D ool @ ¢
Figure59 : Représentation des acides aspartiques conservés dans les familles de

glycosyltransférases 2, 7, 13 et 43. Le domaine vert correspond au domaine GT2. Le domaine
bleu correspond au domaine B. [ Tarbouriech et coll., 2001].

Le Domaine GT2 (ou domaine A) forme une cavité permettant de capter le NDP-

- 146 -

© 2002 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lillel.fr/grisemine



glucoside. Ces études ont permis de localiser deux acides aminés cruciaux pour I’ activité de
glycosyltransférase regroupés dans deux sites (D...DXD) séparés d’'une centaine d'acides
aminés. Un premier acide aspartique situé dans une boucle a I’ extrémité C-terminale du

feuillet 32 permet lareconnaissance de I’ uracile ou de la thymine du NDP-glucoside.

::':.I-!
I
j"m" -1 Asp39 SpsA
| 1 Asp 44 ExoM
.ﬁhﬁ A 'ﬁ'.::-- fl' o Asp 285 MdoH
N .
| -
AT
,,..s“‘ati M qg-l.ﬁ
- ::J""\-\. . i_‘“ I.'EI
b '-'Z-Ié
Asp99 SpsA —
Asp 96 ExoM Q‘Sp gg 223’?/'
Asp346 MdoH =P ©
Asp 348 MdoH

Figure 60 : Acides aminés impliqués dans la fixation du substrat NDP-glucoside chez les
glycosyltransférases de la famille 2. Les acides aminés encadrés correspondent aux acides
aspartiques conservés du domaine GT2 dans les protéines SpsA, ExoM et MdoH. [Charnock
et coll., 1999], [Garinot-Schneider et coll., 2000]

© 2002 Tous droits réservés.

L’acide aminé D39 de la protéine SpsA interagit avec |'uracile de I’UDP-glucose
(figure 60). La mutagenese dirigée de I’ acide aspartique D44 de |a protéine ExoM ont permis
de suggérer une I’interaction entre I’ acide aspartique 44 et |'uracile de I’'UDP-glucose. Le
motif DXD situé dans la boucle al’ extrémité C-terminale du feuillet 34 permet de reconnaitre
le groupement pyrophosphate par I’intermédiaire d’ions Mn** ou Mg**et le ribose. Le motif
est sous forme o7 TDDgg dans la protéine SpsA, sous forme gsDDDgg dans la protéine ExoM.
Ce motif renferme généralement au moins deux acides aspartiques qui ne présentent pas la
méme importance vis a vis de la reconnaissance du NDP-glucoside. L’étude
cristallographique a montré que le troisieme acide aminé D99 de |la protéine SpsA permet de
reconnaitre le groupement pyrophosphate du NDP-glucoside par I'intermédiaire de I’ion
Mn?". L’ acide aminé D98 interagirait avec |e ribose [Charnock et coll., 1999]. Le profil HCA
et la prédiction de la structure secondaire de la protéine ExoM ont permis de prédire que
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I’acide aspartique D96 correspondrait a I’acide aspartique D99 de la protéine SpsA. Les
mutagenéses dirigées des trois acides aminés du motif DXD de la protéine ExoM en aanine
ont montré la nécessité absolue du premier acide aminé D96 dans |la reconnaissance de la
liaison pyrophosphate de I’'UDP-glucose, tandis que les acides aminés D97 et D98
contribuerait a une stabilisation de la fixation du substrat en se fixant au ribose [Garinot-
Schneider et coll., 2000]. Le motif DXD semble étre inversé dans ces deux protéines SpsA et
ExoM. Ces acides aspartiques forment le domaine GT2 de reconnaissance du substrat
[Tarbouriech et coll., 2001].

Par comparaison avec ces deux études, le profil HCA de la protéine MdoH fourni par
B. Henrissat et la stricte nécessité des acides aspartiques D285 et D346 de |a protéine MdoH
pour la biosynthése des OPG, nous pouvons suggérer que |I'acide aspartique 285 de la
protéine MdoH permettrait la reconnaissance de I|'uracile de I’UDP-glucose. L’acide
aspartique D346 du motif 3,sDADas4g de la protéine MdoH interagirait avec le groupement
pyrophosphate de I’UDP-glucose par I'intermédiaire de I'ion Mg®* (figure 60). Pour
I"interaction avec le ribose, ¢’ est I’ acide aspartique D97 adjacent qui semble interagir avec le
ribose dans la protéine SpsA. Dans la protéine ExoM, Les mutagenéses dirigées des deux
acides aspartiques D97 et D98 suggérent I'implication de ces deux acides amines dans la
stabilisation du substrat, par contre, il est difficile de déterminer lequel des deux acides
aspartiques correspond exactement a |’ acide aspartique D97 de la protéine SpsA. Dans le cas
du motif DXD de la protéine MdoH, une alanine est adjacente a I’ acide aspartique D346.
L’ absence de charge de cet acide amine suggere un role plus important de I’ acide aspartique
D348 dans I’ interaction avec le ribose.

Les glycosyltransférases de lafamille 2 catalysent la formation des liaisons de type 3 a
partir de NDP-glycoside liés en a. Le mécanisme de réaction est considéré comme une
substitution nucléophile engendrant une forme ionique intermédiaire de |’ accepteur. Un acide
aminé de charge négative est donc nécessaire pour |’ activer par déprotonation (figure 61).
L’ accepteur activé effectue ensuite une attaque nucléophile sur le carbone C1 impliqué dans
laliaison O-glucosidique du NDP-glucoside. L’ éude de la protéine SpsA par cristallographie
et I’analyse du profil HCA ont prédit I'implication de I’ acide aspartique 191 dans la réaction
de transfert d'un résidu glycosidique du NDP-glycoside vers |’accepteur. L’analyse des
profils HCA d autres glycosyltransférases a permis de définir une fonction carboxylique
portée par un acide aspartique dans la majorité des cas ou par un acide glutamique dans la
famille 43 [Tarbouriech et coll., 2001]. L’ acide aspartique D449 prédit par le profil HCA de

la protéine MdoH correspondrait bien a cet acide aspartique consensus puisgue son
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remplacement par un résidu d aanine abolit I’ activité in vivo de la protéine MdoH (figure 61).

Ces acides amineés cruciaux impliqués dans la fixation de I’UDP-glucose et I’ activité
de synthése d'oligosaccharides liés en 31,2 ont été clairement identifiés dans la protéine
MdoH. La protéine MdoH est donc une protéine contenant un domaine glycosyltransférase
inversante qui permet I’ élongation de la chaine linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2 a

partir de I’ extrémité non réductrice.

Asp191 SpsA
Asp 187 ExoM
Asp 449 MdoH
oo
L
i
@Faﬁgﬁmo@g
[}
o E}Mg, NDP ‘OkNDP
Asp99 SpsA ‘<\'°
Asp 96 ExoM
Asp 346 MdoH

Figure6l : Mécanisme de réaction des glycosyltransférases. [Charnock et coll., 1999].
Schématisation de I’ éongation de la chaine oligosaccharidique. Les acides aspartiques 191,
187 et 449 représente la base de Bronsted pour les protéines SpsA, ExoM et MdoH. Les
acides aspartiques 99, 96 et 346 appartiennent au domaine GT2 pour les protéines SpsA,
ExoM et MdoH. Asp (acide aspartique).

L'UDP-glucose est fixé dans le domaine GT2 au niveau de |'uracile par I'acide
aspartique D285, au niveau du groupe pyrophosphate par |’acide aspartique D346 en
coopération avec un ion Mg et probablement au niveau du ribose par I’ acide aminé D348.
L’amorce située dans le domaine B subirait |’ attague nucléophile de I’ acide aspartique D449
engendrant |a déprotonation du carbone C2. Ce carbone 2 activé provoguerait a son tour une
attaque nucléophile sur le carbone C1 de I’ UDP-glucose et engendrerait le transfert du résidu
de glucose sur la chaine linéaire.

Le clonage de larégion centrale C2 sous un promoteur inductible permettrait d’ obtenir
larégion centrale purifiée pour effectuer dans un premier temps des tests de fixation de I’ ACP
ou de I"'UDP-glucose pour appréhender les zones d'interactions de ces éléments avec les
protéines MdoH mutées dans I'un des trois acides aspartiques conservés. Puis la co-
cristallisation de cette région C2 avec I’UDP-glucose, ou/et I’ ACP permettrait d’une part de

déterminer précisément les acides aminés impliqués dans la fixation du substrat et dans la
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réaction de glycosyltransférase et d’ autre part de localiser les acides aminés impliquer dans
I"interaction avec I’ ACP.

Si le dite de fixation du NDP-glucoside et le site catalytique sont identifiés, le
meécanisme de synthese ne S'en trouve pas totalement élucidé. Les éudes structurales et
biochimiques de plusieurs protéines ne permettent pas de déterminer si une protéine est
processive (cellulase) ou non processive (HasA detypel).

Récemment, deux hypotheses ont été émises pour expliquer la processivité, en
particulier lors de la synthese de la cellulose. Carpita et coll. [Carpita et coll., 1998] suggerent
gue deux glycosyltransférases orientés en téte béche coopérent pour gjouter un résidu de
cellobiose sur la chaine de cellulose. Par ailleurs, Tarbouriech et coll. [Tarbouriech et call.,
2001] suggerent que le domaine GT2 impliqué dans la fixation de I’ UDP-glucoside soit aussi
capable d’ étre le siege d’ une activité catal ytique de transférase afin d' gjouter deux résidus ala
fois. D’autres ééments orientent probablement la biosynthése des polymeéres vers un
mécanisme processif ou non processif. A ce jour, il est donc difficile de déterminer s la
biosynthése de la chaine linéaire de résidus de glucose des OPG s effectue de maniere
processive ou non processive a partir de la comparaison des profils HCA. Un éément
intrinséque de la glycosyltransférase ou supplémentaire pourrait tirer sur la chaine
oligosaccharidique et permettre le glissement du résidu nouvellement gjouté du site GT2 au
site B. Ce mouvement donnerait une dynamique a la biosynthése des polysaccharides
favorable & un mécanisme processif.

2) Implication de la protéine MdoH dans la translocation des OPG.

La recherche de motif dans les différentes protéines de E. coli a révélé la présence
d acides aminés conservés entre des protéines des systemes PTS (PtsG, NagE, MaX, GlvC)
et la protéine MdoH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Complete_Genomes/mot2html ?EC0021)
(figure 62).

La protéine PtsG contient un domaine IIC transmembranaire impliqué dans la
translocation du substrat a travers la membrane cytoplasmique et un domaine 1IB
cytoplasmique impliqué dans le coupable phosphorylation-transport du substrat. Le domaine
PTS I1C possede huit segments transmembranaires et est relié au domaine PTS |IB par une
zone charniére chez E. coli [Buhr et coll., 1992]. La similitude de séquence entre ces 5

protéines se situe au niveau de I’ extrémité carboxylique du domaine PTS |IC.
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280 VGGE M SAALTSFLTA TEPHEFSFVMFVAPELYEEHAE Pt sG
260 VGGMLLSVAVTAFLTGVIEPLEFLFMFEAPELYEEHAE NagE
321 | KG.LI SGLFACWGGITEPLEFLFLFVAPVLYMIHALE Mal X
394 VAGLLI PATETAMLVA TEPLEFTFLFESPELFAVHAY G vC
506 MHPVHRAVFLETGVMSYLSAPLWFMFLAESTALQWHAL MdoH

Figure 62 : Alignement de la proténe MdoH avec les proténes du systeme PTS chez E.
coli. Les génes ptsG, nagkE, malX, et glvC codent respectivement les protéines
transmembranaires Ell pour I’ entrée du glucose, de la N-acétylglucosamine, du maltose et de
I"arbutine. Les acides aminés verts sont identiques dans les 5 séquences. Les acides aminés
bleus sont conservés dans les 5 séquences.

Les acides aminés conservés sont situés entre les acides aminés 280 et 317 pour le
domaine I1C de la protéine PtsG et entre les acides aminés 506 et 543 pour la protéine MdoH.
Les acides aminés 280 a 300 et les acides aminés 310 a 317 sont retrouveés respectivement
dans les segments transmembranaires VI et V11 du domaine PTS IIC ; tandis que les acides
aminés 301 a 309 sont situés du coté périplasmique. Les acides aminés 506 a 513 sont situés
du cdté cytoplasmique dans la protéine MdoH et les acides aminés 514 a 543 sont situés dans
le segment 111 de la protéine MdoH. Plusieurs mutations ponctuelles ont été localisées dans
cette région de la protéine PtsG. Des échanges d acides aminés dans le glycocolle 281,
I"isoleucine 283, I’ alanine 288, la leucine 289, le motif GITE et e glycocolle G320 diminuent
la spécificité et I’ affinité du domaine 11C pour le glucose [Begley et coll., 1996], [Ruijter et
coll., 1992], [Buhr et coll., 1992], [Notley-McRobb et coll., 2000]. Seul les acides amines 283
et 289 de la protéine PtsG impliqués dans le transport gardent le méme caractére hydrophobe
dans les cing protéines (PtsG, NagE, MalX, GlvC et MdoH). De plus, un motif PLXFXF est
conservé dans ces cing protéines. Aucune mutation n'a été identifiée dans ce motif lors des
études des protéines PTS. De maniére géné&ale, I'effet des mutations obtenues dans les
protéines PTS est expliqgué par un éargissement ou une augmentation de la fréguence
d ouverture du canal formé par le domaine I1C permettant a une plus large gamme de substrat
d utiliser ce cana pour I'entrée dans le cytoplasme [Notley-McRobb et coll., 2000]. Les
segments transmembranaires renfermeraient des propriétés de transport et de spécificité de
substrat pour les protéines PTS. Il est suggéré que cette poche hydrophobe crée par les
segments transmembranaires faciliterait le glissement des sucres lors de la translocation du
substrat a travers la membrane cytoplasmique [Oh et coll., 1999]. Par anaogie, les huit
segments transmembranaires de la protéine MdoH pourraient former un canal qui permettait
latranslocation de la chaine linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2. Les acides aminés du

segment transmembranaire 111 de la protéine MdoH, notamment le motif PLXFXF, pourrait
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jouer un réle important dans le mécanisme de translocation. Des mutations dirigées dans ce
site ains gqu'une mutagenese localisée par PCR dans cette région du segment
transmembranaire 1ll permettraient d appréhender I'importance de ce segment et en

particulier de ce motif dans |a biosynthese des OPG.

3) Influences des boucles périplasmiques.

La protéine MdoH montre tres peu de surface en contact avec le périplasme (figure
14). Deux boucles majeures d’ une trentaine d acides aminés orientés vers le périplasme ont
été localisées entre les segments transmembranaires | et |1 puis Il et 1V. La nécessité de la
protéine MdoG dans la biosynthése des OPG permet d envisager une interaction des protéines
MdoG et MdoH au niveau de ces boucles périplasmiques. Une mutagenese dirigée par
insertion d'un épitope a été réalisée dans la deuxieme boucle périplasmique pour appréhender
I’importance de cette derniere.

L’'insertion d'un oligopeptide de quatre acides aminés dans la deuxieme boucle
périplasmique a permis de générer deux alléles qui différent par I’ orientation de I’ épitope. La
protéine MdoH-QW562 possede un épitope formé de quatre acides aminés PKLG en place
des deux acides aminés Q561 et W562. La protéine MdoH-Q561 posséde un épitope de
quatre acides aminés PSLG en place de I’ acide aminé Q561. Les deux protéines different par
la présence du tryptophane et le caractére ionique du deuxiéme acide aminé de |’ épitope : une
charge négative dans la protéine MdoH-QW562, une sérine dans la protéine MdoH-Q561.

L’insertion de deux oligopeptides de quatre acides aminés dans la seconde boucle
périplasmique de la protéine MdoH qui ne différent que d’ un seul acide aminé amontré que la
présence d’'une sérine dans la protéine MdoH-Q561 perturbe plus la biosynthése des OPG
(activité inférieure a 10%) que la présence d'une lysine (charge négative) et I’ absence d’'un
tryptophane réunies (activité de 70%) dans la protéine MdoH-QW562.

La présence d'un groupement OH de la sérine pourrait perturber fortement les
interactions entre les protéines MdoH et MdoG ou obstruer le cana permettant la
tranglocation des OPG.

Une mutagenése localisée par PCR dans les deux boucles périplasmiques permettrait
de déterminer les acides aminés impligués dans I’'interaction de la protéine MdoH avec la

protéine MdoG ou d’ autres proténes du complexe Mdo.

II) rble de la protéine MdoG : Hypotheses.

Une mutagenese par insertion aléatoire d’ épitope a été entreprise sur la protéine MdoG
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comme dans le cas de la protéine MdoH. Ma heureusement, I’ obtention d’insertions d’ épitope
en phase a été plus difficile. Ceci semble étre di aux propriétés intrinseques du phage
ATnphoA/in dans lequel I’ efficacité de transposition du transposon TnphoA/in et la production
d’ un lysat A semblent diminuées. Quatre insertions de |’ épitope EP31 BamHI dans la protéine
MdoG et la modification des 89 acides aminés en C-Terminal ont été réalisées. L’ insertion au
niveau de I’arginine 195 ne provoque qu’une faible diminution. Par contre, |’ éimination
d environ 80 acides aminés en C-terminal (protéines MdoG215 et MdoG-T4658) provoquent
une diminution drastique de la biosynthése des OPG in vivo. Ceci suggere une importance de
larégion C-terminale dans lafonction ou dans la conformation de la protéine MdoG, méme si
nous ne pouvons pas exclure que I’insertion de I” épitope EP31 BamHI diminue la stabilité de
protéine MdoG dans le périplasme.

L’ analyse des liaisons glucosidiques des OPG synthétisés par les souches portants les
alléles mutants de la protéine MdoG n'’a pas révélé de différences structurales. Ce maintient
de la structure des OPG dans les souches portant les différents alléles mutants dans la protéine
MdoG et I’ absence de synthése d’ OPG dans un mutant mdoG nul renforce I” hypothése que les
protéines MdoG et MdoH coopérent de maniere intime lors de la biosynthése du squelette
glucosidique. La protéine MdoG pourrait reconnaitre la protéine MdoH au niveau des boucles
périplasmiques et assister la protéine MdoH lors de la translocation de la chaine linéaire vers
la face périplasmique de la membrane cytoplasmique. L’'implication de la protéine MdoG
dans la synthese des liaisons de type (B-1,6 est auss renforcée par la découverte de
I"implication de la protéine MdoD, paralogue de la protéine MdoG, dans le maintient du taux
de branchement. Cette activité de branchement pourrait étre une condition nécessaire a la
trandocation des OPG vers le périplasme. La protéine MdoG formerait des liaisons de type
3-1,6 en tirant sur la chaine linéaire de résidus de glucose liés en (3-1,2 émergente de la
protéine MdoH.

Des mutagenéses localisées dans le gene mdoG ainsi que la co-cristalisation de la
protéine MdoG avec des OPG sont en cours de réalisation. Ces expériences permettront
d’identifier les acides aminés impliqués dans la fonction de la protéine MdoG. Dans le cas de
I”identification de mutations ponctuelles dans |les boucles périplasmiques de la protéine MdoH
inhibant la biosynthese des OPG, la recherche de mutations ponctuelles suppressives sur le
gene mdoG permettait d’identifier les acides aminés impliqués dans les interactions entre ces
deux protéines. L’ utilisation de produits chimiques engendrant des pontages chimiques entre

les protéines dans une souche DF214 en présence ou en absence de glucose exogene pourrait
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mettre en évidence les interactions de la protéine MdoG avec la protéine MdoH ou la chaine

oligosaccharidique émergente.
) Quel réle pour la protéine MdoD ?

1) Influence de I’'inactivation du gene mdoD sur la biosynthése des
OPG.

Le gene mdoD n’est pas indispensable a la biosynthese des OPG puisgu’ une souche
portant |’allele mdoD218::cml est tout a fait capable de synthétiser des OPG en quantité
identique a celle d'une souche sauvage. Par contre, les OPG issus dune souche
mdoD218::cml possédent des OPG plus hétérogénes dans la taille et |e taux de branchement
qui contiennent 13 types de squelettes glucosidiques alant de 6 a 18 résidus glucose par
molécule contre seulement 8 types de squelettes glucosidiques allant 6 4 13 résidus de glucose
par molécule dans la souche sauvage. La détermination des types de liaisons entre les résidus
de glucose a révélé un doublement du nombre de résidus de glucose liés en 3-1,2 par rapport
aux points de branchement (résidus de glucose liés en 3-1,2,6) pour les OPG provenant de la
souche mdoD218::cml.

Ces influences de I'inactivation du géne mdoD sur la structure du sguelette
glucosidique sont renforcées par l'influence de I'aléle mdoD217::cml. L’alée
mdoD217::cml permettrait apparemment la formation d’ une protéine MdoD217 de 400 acides
aminés (45,91kdal) influencant la biosynthese des OPG, puisque la souche mdoD217::cml
synthétise apparemment des OPG plus longs que la ceux de la souche mdoD218::cml. 17
types de squelettes glucosidiques allant de 7 a 23 résidus de glucose par molécule sont
présents dans les OPG de la souche mdoD217::cml. De plus, la présence du plasmide pNF599
qui permet de complémenter la mutation mdoD218::cml ne permet pas de complémenter la
mutation mdoD217::cml. Néanmoins, le profil de la colonne d’ échange d’ anions des OPG de
la souche NFB1523 semble intermédiaire entre celui des OPG de la souche sauvage et de la
souche mdoD217::cml. Cette dominance pourrait S expliquer par une compétition entre les
protéines MdoD et MdoD217 pour le complexe MdoG-MdoH qui entrainerait la formation
d’ une structure des OPG intermédiaire entre celle des OPG de |a souche sauvage et celle de la
souche mdoD217::cml. La protéine MdoD pourrait agir en oligoméres. Dans une souche
mdoD217::cml, des oligomeéres inactifs de protéines sauvages et mutantes pourrait se former
et expliquer la dominance de la mutation.

La protéine MdoD semble homogénéiser la taille des squelettes glucosidiques dans le
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but de maintenir une certaine qualité structurale des OPG lors de leur biosynthese.
L’intervention de la protéine MdoD pourrait s effectuer en coopération avec le complexe
MdoGH ou sur des OPG libres dans le périplasme. La protéine pourrait avoir soit un role de
contréleur de qualité permettant la libération d’OPG de taille relativement homogéne et
agirait donc en coopération avec le complexe MdoGH lors de la synthese des OPG, ou soit
réarranger les liaisons ou la longueur des squelettes glucosidiques afin d’ homogénéiser la
taille des OPG. Cette action de réarrangement pourrait s effectuer de maniére concomitante
ou postérieure ala biosynthése des OPG par |le complexe MdoGH.

La co-cristallisation de la protéine MdoD avec différents OPG permettrait

d’ appréhender lalocalisation des domaines actifs de cette protéine.

2) Eléments de régulation du gene mdoD.

Les tests de complémentation effectués a partir des plasmides pNF570 et pNF1015 ont
montré la nécessité d’ une région située entre les nucléotides 1093 et 1626 pb en amont du
codon initiateur du géne mdoD pour I’ expression de ce gene. Les analyses des expressions des
deux fusions traductionnelles mdoD-lacZ correspondant respectivement aux plasmides
pPNF574 et pNF599 ont révélé deux comportements distincts dans un contexte rpoS
L’expression de la petite fusion mdoD-lacZ est totalement dépendante du facteur ¢°. Par
contre, I’expression de la grande fusion mdoD-lacZ n’est que partiellement affectée par
I'inactivation du géne rpoS avec une dépendance équivaente vis-&vis des facteurs 6™ et ¢°
durant la transition vers la phase stationnaire et une dépendance majoritaire en faveur du
facteur o’° (70-80%) lors de la phase stationnaire. De plus, I’ expression de la grande fusion
mdoD-lacZ est significativement supérieure a celle de la petite fusion mdoD-lacZ au cours de
la croissance. Des rapports de 4,5 durant |a phase exponentielle et de 2,4 en phase stationnaire
et un pic d'induction plus aigu en phase stationnaire précoce sont observés avec la grande
fusion mdoD-lacZ.

Le fragment Kpnl contiendrait apparemment tous les ééments nécessaires pour une
transcription dépendante du facteur o°. Le fragment Bpml-Kpnl contiendrait des ééments
supplémentaires qui provoquerait une dépendance de la transcription du gene mdoD vis-a-vis
des facteurs 6" et 0°. L’ expression du géne mdoD apparait étre régulée par une composante
minoritaire dépendante du facteur o° et par une composante majoritaire dépendante du facteur
o' associée probablement & un facteur de régulation non identifié.

Ces études de régulation et de complémentation suggerent que |’intervention du
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produit du gene mdoD dans la biosynthese des OPG s effectue lors de la phase exponentielle
et lors de la transition vers la phase stationnaire, au méme moment ou les protéines MdoG et
MdoH sont actives. La transcription du géne mdoD initié par le facteur o”° apparait étre en
majorité responsable de I’action de la protéine MdoD lors de la biosynthese des OPG. La
régulation de la transcription par le facteur o> et I’ accumulation de la protéine MdoD en phase
stationnaire [Link et coll., 1997a] ne semble intervenir que trés minoritairement dans la
biosynthése des OPG dans les conditions expérimentales testées. D’autres conditions
environnementales (relations hotes-bactéries) pourraient engendrer une plus grande
dépendance de I’ expression du géne mdoD vis-&vis du facteur o°.

La nécessité d’ une région amont de 1626 pb pour la complémentation de |la mutation
mdoD218::cml a suggéré I'importance de la conformation de I’ADN dans I’ expression du
gene mdoD. Les activités des fusions mesurées dans un contexte himA ou hns n’ ont pas révélé
de différences significatives par rapport a un contexte sauvage. L’ expression du géne mdoD
ne semble pas étre régulée par des variations de la conformation de ADN générées par les
facteurs IHF et H-NS. Le surenroulement pourrait avoir une influence sur |’expression du
gene mdoD. Des mesures de I’ activité des fusions dans des souches possédant des mutations
dans les genes régulant le surenroulement de I’ADN (girA, topA) couplées a I’ utilisation de
composés chimiques modifiant ce surenroulement de I’ ADN permettrait d' appréhender le role
de la conformation de |’ ADN dans I’ expression du gene mdoD.

Une ségquence proche intrinsequement dans |’ espace pourrait étre reconnue par un
facteur régulateur et permettre |’initiation de la transcription du géne mdoD par le facteur 0.
Si I'importance de la situation spatiale de cette séquence régulatrice est considérée, les
séguences en amont des sites Bpml peuvent étre exclues et la séquence régulatrice serait
localisée entre les nucléotides 1562 et 1093 en amont du codon initiateur du gene mdoD.

La génération de délétions permettra une détermination précise de la ségquence de
régulation située en amont du promoteur. L’ extension d’amorce en phase exponentielle et en
phase stationnaire permettrait de déterminer s'il existe deux sites distincts de I'initiation de la
transcription. La mutagenese par transposon sur des cultures de souches portant la grande
fusion mdoD-lacZ pourrait permettre d’identifier une protéine régulatrice du géne mdoD par
la recherche de clones rouges sur un milieu contenant du tétrazolium. Le produit du géne

régulant le gene mdoD pourrait é&re commun al’ expression des autres genes mdo.
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V) Apport de la phylogénie dans la compréhension de la
biosynthese des OPG.

Trois organisations des genes de type mdoGH sont retrouvées dans les différents
géenomes sequencés ou en cours de séquencage (voir introduction). Le point commun entre
ces trois organisations est la présence du gene mdoH qui forme la base permettant la
biosynthese des OPG. La protéine MdoH semble permettre la biosynthése d’ une chaine
linéaire de résidus de glucose liés en 3-1,2 qui sera modifiée par la ou les protéines MdoG et
MdoD selon les espéces.

La présence unique soit de la protéine OpgG chez P. aeruginosa soit de la protéine
OpgD chez X. fastidiosa et la biosynthése d OPG semblables chez ces deux especes suggere
une fonction trés proche entre ces deux protéines au niveau de la ramification de la chaine
linéaire synthétisee par la protéine OpgH. L’implication de la protéine MdoD dans le
maintient de la longueur et du taux de branchement du squelette glucosidique renforce
I hypothése de I'implication de la protéine OpgG dans la formation des branches pour les
OPG linéaires. De méme, chez X. citri, les genes opgH et opgD permettent la biosynthese
d OPG cycliques. Selon I’ espéce, les genes opgD ou opgG pourraient étre impliqués dans la
cyclisation des OPG.

Si la conservation des ségquences entre les protéines OpgG et OpgD suggere une
fonction proche, il n'en reste pas moins que ces deux protéines semblent intervenir de
maniére distincte dans la biosynthése des OPG. Lorsque le géne opgG est présent chez une
espece, il est indispensable a biosynthése des OPG. Par contre, lorsgue le gene opgD, dont le
gene homologue chez E.coli n’est pas indispensable a la biosynthése des OPG, est présent et
gue le gene de type opgG est absent, la biosynthese des OPG semblerait étre strictement
dépendante du gene opgH lorsque le (X. fastidiosa) puisque le géne opgH de X. fastidiosa
semble étre capable de synthétiser des OPG sans la protéine MdoD ou MdoG lors de d'une
complémentation hétérologue chez E. coli. Ces différences suggerent une coopération forte
entre les protéines OpgG et OpgH qui ne semble pas avoir lieu avec la protéine OpgD sans
pour autant exclure des interactions entre ces deux protéines.

La grande similitude de séquence entre les protéines OpgG et OpgD retrouvée a
travers les espéces suggere I’ existence d’ un géne ancestral. Actuellement, il n’est pas possible
de déterminer s'il sagit de la duplication du géne opgG qui a donné le géne opgD ou

inversement.
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Dans le cas de laduplication du géene opgD, laformation d’ un opéron opgGH aurait pu
apporter une meilleure coordination de I’ expression des genes de biosynthése et donner un
avantage pour le développement des bactéries. L’ absence du gene opgD serait le fait d’une
réorganisation ultérieure du genome chez une espéce donnée (P. aeruginosa, Vibrio
cholerae). Dans les cas des entérobactéries, le géne opgD serait latrace du gene ancestral.

En présence d'un alde opgG, I'importance du géne opgD dans la biosynthése des
OPG et pour leur fonction sur le génome reste indéterminée.

Des complémentations hétérologues chez E. coli avec des génes opgG et opgD
pourraient apporter des éléments de réponses quant a leur fonction respective dans la

génération des branches ou dans la cyclisation.
B) Biosynthese des OPG chez E. coli.

I) Mécanismes de biosynthese des OPG.

La nécessité des protéines MdoG et MdoH pour la synthése du squel ette glucosidique
et une substitution rapide des OPG suggeére la formation d’ un complexe protéique autour de la
protéine MdoH. Tout d abord, I’'UDP-glucose se fixerait sur le domaine GT2 en coopération
avec I'ion Mg”" et une amorce de nature inconnue se fixerait sur le domaine B de la partie C2
cytoplasmique de la protéine MdoH (figure 63). Une réaction de transfert permettrait la
création d’une liaison de type 3-1,2 entre I’amorce et le carbone 1 du résidu de glucose en
libérant I'UDP. L’alongement de la chaine linéaire de résidus de glucose liés en (-1,2
s effectuerait par I’ extrémité non réductrice. Ce résidu de glucose nouvellement fixé serait
déplacer dans le domaine B et servirait d accepteur pour I’gout d'un nouveau résidu de
glucose a partir de I’'UDP-glucose. Les segments transmembranaires de la protéine
permettraient de diriger la chaine naissante vers la face périplasmique.

La protéine MdoG pourrait interagir avec cette chaine naissante, la tirer pour assister
la protéine MdoH dans la translocation des OPG vers le périplasme et former des liaisons
-1,6. Cette assistance dans la translocation engendrerait une dynamique dans la biosynthése
des OPG et pourrait axer celle-ci vers un mécanisme processif. A I'action de ces deux
protéines indispensables s gjoute I’ activité de la protéine MdoD qui pourrait réarranger le
sguel ette glucosidique sur des molécules solubles et/ou sur le squelette glucosidique en cours
de synthese ou effectuer un réle de contréle de qualité pour libérer des OPG relativement
homogenes ou encore contribuer ala processivité de la biosynthese des OPG.

Une partie de la substitution des OPG doit probablement s effectuer simultanément &
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la sécrétion des OPG puisgu’ en 10 min 65% des résidus de succinate sont associés aux OPG.
Ains, la protéine MdoC doit étre probablement trés proche du complexe MdoGH et
permettrait la substitution des OPG lors de leur translocation dans le périplasme araison d’un
résidu de succinate par molécule en moyenne. La substitution des OPG par les résidus de
phosphoglycéral s effectue probablement en deux temps du fait de la présence d’' une activité
phosphoglycérol-transférase | membranaire et d’'une activité phosphoglycérol-transférase |1
périplasmique. L’ activité phosphoglycérol-transférase | permettrait une substitution primaire
des OPG a partir des résidus de phosphoglycérol des phosphatidylglycérols. Cette activité
localisée au niveau de la membrane pourrait s effectuer au cours de la tranglocation des OPG
ou sur des OPG proches de la membrane. L’ activité phosphoglycérol-transférase 11 utilise les
résidus de phosphoglycérol provenant de molécules d OPG dga substituées. Cette activité
périplasmique soluble pourrait s effectuer ultérieurement a la biosynthese du sguelette
glucosidique sur des molécules solubles. Les résidus de phosphoglycérol pourraient provenir

de molécules d’ OPG solubles ou de molécules d’ OPG en cours de transl ocation.

Les différences de propriétés d'une protéine due a sa localisation ont dga été
observées avec d’ autres protéines comme dans le cas de la NAD" glycosyltransférase de la
rate de veau. La comparaison des propriétés physico-chimiques de la forme membranaire et
soluble de cette protéine ont permis de révéler des changements dans les paramétres
cinétiques tels que la stabilité et les propriétés de fixation du substrat. Ces variations, appel ées
changements allotopiques [Racker, 1967], sont expliquées en partie par les interactions des
phospholipides avec |a forme membranaire de la proténe. La forme soluble n’est pas inhibée
par I' AMPc alors que laforme membranaire y est sensible [Travo et coll., 1979]. L’influence
des phospholipides sur I’ activité des protéines a aussi été mise en évidence sur la protéine
DegP (HtrA). L’association des phosphoglycérols avec la protéine DegP a entrainé une
augmentation de I'activité protéolytique de cette protéine entre 37°C et 45°C et une
diminution entre les températures 50°C et 55°C [Skorko-Glonek et coll., 1997]. L’ association
des phospholipides avec la protéine MdoB membranaire pourrait expliquer ses propriétés

distinctes avec la protéine MdoB’ périplasmique.

I) Eléments de régulation des genes mdo chez E. coli.

L’osmorégulation de la biosynthese des glucanes périplasmiques trouvée chez
plusieurs Protéobactéries a permis de les réunir sous la dénomination d’ OPG (Osmoregul ated

Periplasmic Glucans). Des études ont montré I'existence d’ une régulation osmotique de
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I”’opéron mdoGH au niveau transcriptionnelle [Lacroix et coll., 1991] avec une augmentation
du taux ARNm & basse osmolarité. La nature des facteurs permettant cette osmorégulation
reste inconnue. A cette régulation génétique s goute une régulation au niveau enzymatique.
Cette derniere s effectue par I'intermédiaire de la force ionique cytoplasmique qui inhibe
I"activité la protéine MdoH [Rumley et coll., 1992] lors de I’augmentation de I’ osmolarité.
L’ion K™ parait étre un candidat pour exercer cette inhibition au niveau enzymatique (figure
64).

L’analyse du génome d'E. coli et les études sur les facteurs o aternatifs ont permis
d obtenir de nouveaux ééments impliqués dans I’ expression des genes mdo. Ainsi, en plus du
promoteur reconnu par le facteur 6’ situé devant I’ opéron mdoGH, un promoteur dépendant
du facteur alternatif 6= a été mis en évidence et permet |a transcription de I’ opéron mdoGH
[Dartigalongue et coll., 20014d]. La prédiction des promoteurs sur le génome d'E. coli révele
une séquence promotrice du géne mdoB reconnue par le facteur ™ en plus de celle reconnue
par le facteur 6™ (http://www.cifn.uman.mx/Computational_Genomics'regulonDB). Les facteurs o' et
0" sont tous deux respectivement impliqués dans la réponse cellulaire lors de la présence de
protéines mal conformées au niveau de I’enveloppe et du cytoplasme. Les OPG pourraient
intervenir lors de dommages au niveau de I’enveloppe pour minimiser |’effet du stress en
interagissant avec les protéines ou les phospholipides de I’ envel oppe.

La présence du facteur o™ dans le régulon ¢ permettrait de coordonner |’ expression
des genes mdoGH impliqués dans la biosynthése du squel ette glucosidique avec celle du gene
mdoB impliqgué dans la substitution des OPG par des résidus de phosphoglycérol.
L’implication du facteur 6° dans la régulation du géne mdoD ajoute un degré de complexité
dans la régulation de la biosynthése des OPG.

L’ expression du géne mdoD dépend a la fois des facteurs o° et 6™ auquel s gjoute
probablement un facteur régulateur. Cela permettrait la coordination de |’ expression du géne
mdoD avec I’ expression de I’ opéron mdoGH. La composante minoritaire de la transcription
du géne mdoD par le facteur 6° par rapport & celle du facteur 6™°, dans les conditions
expérimentées lors de ce travail, et le rdle ambigu de la protéine MdoD dans le maintient de la
structure du squelette glucosidique rend difficile I’ interprétation du réle du facteur o° dans la

régulation de la synthése des OPG.
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Frotéines mal conformeées

B

choc thermique

Protéines mal conformées’ =

Osmolarité
\ /[k+]

Capteur/régulateur

O

Siress (phase stationnaire, choc hyperosmotiqye,
privation de source de carbone...)

Figure 64: Schéma de régulation de la biosynthése des OPG. Les fleches—» symbolisent
une activation, les fleches — une répression et les fleches —» une activation ou une
répression.
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L’implication de différents facteurs sigma (o5, o' et 6°) alternatifs dans I’ expression
des génes impliqués dans la biosynthése des OPG et I'interconnexion de leurs régulons
suggere que les OPG soient intégrés dans un systéme global de régulation et contribueraient a
maintenir les fonctionnalités de |’ enveloppe soit en interagissant avec les protéines ou avec

les phospholipides de I’enveloppe et de ce fait permettrait la croissance des bactéries dans
diverses conditions.
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Matériels et méthodes

A) Souches et milieux de culture.

I) Génotypes des souches et plasmides utilisés.

Les souches utilisées sont toutes issues de la souche E. coli K-12, et sont répertoriées

dans latable 1 pour les souches sans plasmides et dans la table 2 pour celles avec plasmides.

Les plasmides utilisés sont répertoriés dans latable 3.

Table 1 : Liste des souchesd' E. coli K-12.

Souches Génotype Sources

LE392 F, metB1, trpR55, lacYl, galk2, galT22, hsdR514,  [Lightfoot et coll., 1991]
SUPF58, SUpE44, fhuA, A .

JM83 A(lac-pro), ara, rpsL, thi, (#80 AlacZ-M15). [Vieiraet coll., 1982]

JC7623 argE3, hisG4, leuB6, A(gpt-proA)62, thr-1, thi-1,  [Horii et coll., 1973]
aral4, galK2 lacYl, mtl-1, xyl-1, kdgK51, tsx33,
recB21, recC22, sbcB15, supE44, rpsL3l, rac.

BB2636 HfrC, glpD3, glpK4, glpR2, plsB26, phoA, fhuA22,  [Bell, 1974]
rel-1.

DF214 His, pgi::Mu, A(zwf-edd)1, eda-1, rpsL. [Vinopal et coll., 1975]

XL1blue F, thi-1, lac, recAl, hsdR17, gyrA96, relAl, endAl, [CGSC]
SsupE44, @180lacZ 4-M15.

MCA4100  F thiA, A(lac)U169, aral39, Jbet, rpsL150, relA1, [Casadaban et coll., 1979]
flnD5301, deoC1, ptsF25, rbsk.

SM10Apir  thi-1, thr, leu, lacY, recA::RP4-2-Tet::Mu-Kanr, [Delorenzo et coll., 1994]
tonA, supE, rpoB, Apir.

CcC118 AraD139, Aara-leu)76974lacX74, AphoA20, galE [Manoail et coll., 1997]
,galK, recAl, rpskE, argEam, rpoB, thi.

CC118Apir  AraD139, Aara-leu)76974lacX74, AphoA20, galE [Delorenzo et coll., 1994]
,0alK, recAl, rpsk, argEam, rpoB, thi Apir.

CC245 supF, supE, hsdR, galK, trpR, metB, lacY, tonA [Manoail et call., 1997]
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RH90 MC4100, rpoS359::Tn10. [Lange et call., 1994]
678 F, proC, trp, tsx, xyl, mtl, phoAB, rpsL. [Portalier R.]
AB1133 SUpE44, Thrl, leuB6, A(gpt-proA)62, hisG4, arge3, [CGSC]
thil,aral4, lacY, galK2, xyl-5, mtl1,rpsL31.

PT227 AB1133, mdoB::Tn10 [Jackson et call., 1984]
NFB216 JM83; mdoH200::Tn10, pyrC46. [Lacroix et coll., 1989
NFB362 MC4100; argE3, rpoB. [Aufrére et coll., 1986]
NFB702 JM83; mdoG202::neo, pyrC46. [Loubens et coall., 1993]
NFB732 JM83; mdoB214::Tn10. [Lanfroy, 1997]
NFB734 DF214; mdoB214::Tn10. [Lacroix, 1989b]
NFB739 BB2636, mdoG202::néo. [Lacroix, 1989b]
NFB1802 DF214, rpoS359::Tn10 Collection du laboratoire
NFB1814 678, mdoB:: Tn10. [Lanfroy, 1997]
NFB1920 JM83; mdoD217::cml. Cette étude
NFB1925 DF214; mdoD217::cml. Cette étude
NFB1926 NFB764; mdoD217::cml. Cette étude
NFB1927 BB2636; mdoD217::cml. Cette étude
NFB1928 RH90, recA:: cat-aad. Cette étude
NFB1949 MC4100, recA::cat-aad, 4himA82::Tnl10 Collection du laboratoire
NFB1950 MC4100, recA::cat-aad, hns205::Tn10 Collection du laboratoire
NFB1967 DF214, mdoD218::cml Cette étude
NFB1987 DF214, b1423::kan Cette étude
NFB1990 BB2636, mdoH200::Tn10, recA::cat-aadA Cette étude

Table 2 : liste des souches E. coli contenant un plasmide.
Souche Génotype Sources
NFB1470 NFB362, pNF574 Cette étude
NFB1471 NFB1928, pNFB574 Cette étude
NFB1473 NFB1925, pNF573 Cette étude
NFB1481 NFB1949, pNF574 Cette étude
NFB1482 NFB1950, pNF574 Cette étude
NFB1484 NFB216, pNF581 Cette étude
NFB1483 NFB1925, pNF565 Cette étude
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NFB1486 DF214, pNF571
NFB1487 DF214, pNF565
NFB1513  CC118\pir, pNFB1012
NFB1521 NFB1987, pNF592
NFB1523 NFB1925, pNF599
NFB1524 NFB1987, pNF599
NFB1554 NFB1967, pNF1015
NFB1556 NFB362, pNF1016
NFB1557 NFB1928, pNF1016
NFB1560 NFB1949, pNF1016
NFB1561 NFB1950, pNF1016
NFB1563 CC118\pir, pNF1020
NFB1564 NFB1925, pNF597
NFB1565 NFB1967, pNF587
NFB1566 NFB1967, pNF597
NFB1567 NFB1967, pNF599
NFB2132 678, pNF604

Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette éude
Cette étude
[Lanfroy, 1997]

Table 3 : Liste des plasmides.

Plasmides Caractéristiques Sources

puUC18 Amp' ['Y annisch-Perron et coll.,
1985]

puUC19 Amp' ['Y annisch-Perron et coll.,
1985

pYZ4 Kan' [Broome-Smith et coll.,
1990]

PBluescript SK™  Amp', contient une origine F1. [Stratagene]

PMN482 Amp', ‘lacZ [Minton, 1984]

pBR328 Amp’, Cml", Tet". [Soberon et coll., 1980]

pNF244 Amp’, mdoGH dans pUC8 [Lacroix, 1989b]

pNF309 Kan', mdoH dans pY Z4 [Debarbieux, 1995]

PNF424 Amp', mdoG215 dans pUC8 [Debarbieux, 1995]

pPNF446 Kan', mdoH dans pY Z4 [Kosciarz, 1995]
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pNF449 Amp', mdoGH dans pUC19 Collection du laboratoire

PNF483 Kan', mdoHQ561W562 dans pY Z4 [Kosciarz, 1995]
pNF484 Kan', mdoHQ561 dans pZY 4 [Kosciarz, 1995]
PNF565 Amp', mdoD dans pUC18 Cette étude
pPNF570 Amp’, mdoD dans pUC18 Cette étude
pNF571 Amp’, mdoD217::cml dans pUC18 Cette étude
PNF572 Amp', mdoD dans pUC19 Cette étude
PNF573 Kan', mdoD dans pY Z4 Cette étude
pPNF574 Amp', petite fusion mdoD-lacZ dans pPNM482  Cette étude
pNF581 Amp", mdoGH dans pUC19 dépourvue de site  Cette étude
BamH|
PNF483 Kan', Epitope Hindlll en place de Q561 et [Kosciarz, 1995]
W562.
pNF484 Kan', Epitope Hindl Il en place de Q561. [Kosciarz, 1995]
PNF585 Amp', mdoD218 ::cml Cette étude
PNF586 Amp', fragment Sacll-Smal de mdoGH dans  Cette étude
pbluescript M13- (SK-)
PNF587 Kan', mdoD sous contréle de placUV5 Cette étude
PNF591 Amp', petite fusion mdoD-lacZ dans Cette étude
pUC18Notl.
pNF592 Amp’, ORF b1423 dans pUC18 Cette étude
pNF593 Amp’, ORF b1423::néo dans pUC18 Cette étude
PNF596 Amp', neo ‘b1423 ::néo mdoD danspUC18  Cette étude
pPNF597 Amp', ‘b1423 mdoD dans pUC18 Cette étude
PNF599 Amp'’, b1423 mdoD dans pUC18 Cette étude
pNF604 Kanr, mdoB* dans pY Z4 [Lanfroy, 1997]
pNF1012 Amp', petite fusion mdoD-lacZ dans pUTmini- [De lorenzo et coll., 1994]
Tn5kan
pNF1013 Kan', fragment Sphi-Xbal dans pY Z4 Cette étude
pNF1014 Amp’, ORF b1423 délété de son promoteur Cette étude
(ABpmi)
pNF1015 Amp', b14234Bpml, mdoD. Cette étude
pNF1016 Amp', grande fusion mdoD-lacZ dans Cette étude
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pNM482

pNF1019 Amp', grande fusion mdoD-lacZ dans Cette étude
pUC18Notl
pNF1020 Amp', grande fusion dans pUTminTn5Kan Cette étude

II) Milieux de culture et conditions de croissance des bactéries.

Les souches sont cultivées a 37°C ou 30°C sous agitation (150 rpm).

La croissance des bactéries est suivie par mesure de la turbidité a 620nm.

La composition des différents milieux est décrite ci-dessous :

Le Milieu LB ou Luria—Bertani [Miller, 1992]. L’omission du NaCl permet d obtenir
un milieu d'osmolarité réduite a 150 mosM.

Le Milieu 2YT, utilisé pour la production de phages filamenteux de type M13, se
compose d’ extrait de levure a 10 g/l, de bactotryptone a 16 g/l et de NaCl a 10 g/l.

Le Milieu minimum 63 [Miller, 1992] est complémenté par |es métabolites nécessaires
ala croissance des différentes souches : acides aminés et bases azotées a 40 mg/ml, thiamine a
2 mg/ml et sources de carbone a 0,2 %. L’ osmolarité du milieu est d environ 70 mosM et peut
étre augmentée par |’ gjout de NaCl.

Le milieu LOS, de basse osmolarité (70 mosM) se compose de K2HPOs4 a1 mM
(NH4)2S0O4 21,5 mM ; MgCl2a 0,08 mM ; FeSO4 a 0,5 g/l ; d’hydrolysét de caséine a4 g/l et
de thiamine a 2mg/ml. Ce milieu est gjusté a pH 7,2 avec du Tris (1IM) et complémenté s
nécessaire. L’ osmolarité de ce milieu est de 70 mosM et peut étre augmentée par |’ gjout de
NaCl.

Ces milieux peuvent étre solidifiés par I'gjout dAgar a 15 g/l. Les antibiotiques sont
utilisés aux concentrations suivantes : ampicilline, 50 pg/ml ; kanamycine, 50 pg/ml ;
chloramphénicol, 15 pg/ml. I'PTG (Isopropyl-B-D thio-gaactopyranoside), le X-ga
(5bromo, 4chloro, 3indolyl, B-D galactopyranoside) et le X-phosphate (5bromo, 4chloro,

3indolyl, 3-D galactopyranoside) sont utilisés a la concentration de 1 mM.

B) Techniques Génétiques.

) Transduction.

Latransduction utilisant le phage P1vir est réalisée d’ apres Miller [Miller, 1992].

- 169 -

© 2002 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine



II) Conjugaison.

Les plasmides dérivés de pUTmini Tn5-kan" contient une origine de réplication oriRK6
et ne peuvent donc étre maintenus que dans une souche permissive qui synthétise la protéine
pir apportée par un phage Apir lysogene. Le vecteur pUT-miniTn5-kan possede aussi une
origine de transfert oriT-RP4 permettant |la mobilisation de ce vecteur lorsque celui-ci est
contenu dans une souche possedant les genes de mobilisation de type RP4 [De lorenzo et
coll., 1994]. Les conjugaisons sont realisées entre la souche donatrice SM10Apir portant les

différents plasmides dérivés de pUT mini Mu Tn5kan' et |a souche réceptrice NF362.

lIl) Transformation.

Les souches d'E. coli sont rendues compétentes par la méthode au chlorure de
rubidium [Hanahan, 1983].

V) Recombinaison sur chromosome.

Le plasmide portant la construction a insérer sur le chromosome est linéarisé puis
introduit par transformation dans la souche JC 7623 (recB, recC shcBC). La sélection s est
effectuée grace a la résistance insérée dans le géne. La perte de la résistance du plasmide est

ensuite vérifiée.

V) Mutageneése par insertion aléatoire de transposon.

Le transposon TnLacZ/in ou TnphoA/in est porté par un phage A (A Aatt Pam cl857)
permettant une introduction du transposon efficace et smple dans les cellules bactériennes.
Ces phages sont incapables d’entrer dans un cycle lysogene et ne peuvent se répliquer dans
une souche non permissive. Par consequent, les bactéries portant le transposon sont
facilement sdlectionnées sur un milieu riche contenant du chloramphénicol (résistance
apportée par le transposon) et de I’ampicilline (résistance apportée par le plasmide pNF581).
Les clones obtenus sont ensuite criblés pour leur résistance a la kanamycine. Dans les clones
sensibles a la kanamycine, I'1S50 gauche seule est insérée sur le plasmide ou sur le

chromosome ; tandis que | es clones résistants possedent la totalité du transposon.

1) Production des phages ATnlacz/in et A\TnphoA/in.

Les phages ATnlacZ/in et ATnphoA/in sont multipliés dans une souche dam™ (CC245).
5 ml de culture (12h) sont concentrés deux fois dans une solution de MgSO4 10°M. 0,1 ml de

cellules et 0,1 ml de phages sont mélangés et incubés 20 min a 37°C sans agitation pour
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permettre |’ adsorption des phages sur les bactéries. 1 ml de LB et 2,5 ml de Rtop sont gjoutés
aux cellules infectées et étalés sur des boites fraiches de Rmed et incubées a 42°C durant la
nuit pour permettre la production de phages. Le lendemain, les phages sont récupérés en
grattant la surcouche alaguelle 2 ml LB ont été gjoutés. Quel ques gouttes de chloroforme sont
ajoutées et la surcouche qui est récupérée, vortexée et centrifugée a 4°C a 1000g durant 20

min. Le surnageant contenant les particules phagiques est récupéré.

2) Insertions aléatoires de I’IS50 gauche.

Les phages sont utilisés pour infecter une souche recA” portant le plasmide pNF581
(NFB1484). Le protocole utilisé est celui explicité par Manoil et coll. [Manail et coll., 1997].
Une multiplicité d'infection de 0,3 est utilisée pour les deux phages. Une culture de souche
NFB1484 est dispatchée en petites cultures de 0,2 ml qui sont infectées par I’ un des phages A.
Ceci permet d obtenir des cultures indépendantes. Les bactéries sont incubées 10 min sans
agitation a 30°C pour permettre |’ adsorption des phages, puis 0,8 ml de LB est gjouté et les
bactéries sont incubées a 30°C durant 2 h sous agitation (150 rpm) pour I'infection avec le
phage ATnlacZ/in et 8 h pour I’infection le phage ATnphoA/in.

Les bactéries de chaque culture indépendante sont ensuite étalées sur un LB contenant
de I'ampicilline et du chloramphénicol (100 pl/ml). L’ ensemble des clones de chague boite
sont récupérés, en gjoutant 1 ml de LB, pour en extraire les plasmides qui sont utilisés pour
transformer des bactéries CC118 (recA). Ces bactéries sont ensuite étalées sur un milieu LB
sans NaCl contenant du Saccharose (5%) et du X-gal ou du X-P selon le phage utilisé. Un
clone bleu par petite culture indépendante de 0,2 ml est récupéré et testé pour sa sensibilité a
la kanamycine. Les transformants kanamycine sensibles sont récupérés: Ils contiennent un

plasmide possédant une insertion aléatoire de I’ 1S50 gauche du transposon.

3) Production d’ADN simple brin.

Le plasmide pNF586 contenant le fragment Sacll-Smal dans le vecteur pbluescript
SK™ est introduit dans la souche CJ236. Cette souche porte les mutations dut et ung. La
mutation dut a pour conséquence une déficience de la dUTPase, ce qui provoque une
concentration élevée de dUTP qui entre en compétition avec le dTTP. La mutation ung
provoque une déficience en uracil-N-glycosylase qui est chargée d’ éliminer les bases uraciles
incorporées dans I’ADN. Cette double mutation contraint donc |’incorporation de bases
uraciles en place des bases thymine dans |’ ADN.

Le phage auxiliaire R408 permet la production d ADN simple brin a partir du vecteur
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pbluescript SK™. 20 ml de culture a DOg2onm 0,2 de la souche NFB1520 (CJ236 pNF586) sont
infectés par le phage auxiliaire a une multiplicité de 10 et incubés durant la nuit & 37°C. Les
cellules sont alors centrifugées 5 min a 8000g et le surnageant est récolté puis centrifugé a
nouveau pour éiminer toutes les bactéries. Le surnageant est alors aliquoté en volume de 1,3
ml auxquels on agjoute 200 pl de PEG 6000 NaCl 2,5 M. Aprés 15 min a température
ambiante, les tubes sont centrifugés 5 min au maximum pour éliminer le surnageant. Une
seconde centrifugation est effectuée pour éiminer la totalité du surnageant. Le culot est
resuspendu dans 100 pl de tampon TE (TrisHCl 10 mM, EDTA 1 mM). L’ADN simple brin
est traité par un demi-volume de phénol puis par un demi-volume de Chloroforme/alcool
isoamylique pour éliminer les protéines des particules phagiques. L’ ADN est précipité, et les

culots sont regroupés dans 10 pl d eau.

C) Techniques de biologie moléculaire.

|) Extraction et purification d’ADN.

La préparation d’ ADN a été effectuée a |I’aide de kit de purification Concert Rapid
plasmid midi-prep (Gibco BRL), ou Spin midi ou minipreps kit (Quiagen) pour les plasmides
destinés au séquencage.

Les préparations rapides de plasmides ont été effectuées par lyse alcaline [ Sambrook
et coll., 1989].

La préparation d’ ADN du phage lambda 1A16 [Kohara et coll., 1987] a été réalisée
selon la méthode de Sambrook et coll. [Sambrook et coll., 1989].

I1) Enzymes de restriction et de modification

- les endonucléases de restriction sont utilisées dans les conditions recommandées par
le fournisseur.

- Laligation est réalisée gréace al'ADN-ligase du bactériophage T4 (Gibco BRL), dans
le tampon fourni et incubée a4°C durant 12 h.

- Le fragment Klenow de I'ADN-polymérase | est utilisé dans le tampon fourni, pour
digérer ou boucher en présence des didésoxynucl éotides triphosphates (2 mM) les extrémités
cohésives (dans les proportions de 1 unité pour 1 ug dADN) a 20°C durant 20 min. La
réaction est arrétée par de chauffage a 65°C durant 15 min.
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Il Electrophoreése

L'analyse des fragments de restriction est réalisée aprés éectrophorese en gel
d agarose (0, 8 a 1%) en présence de bromure d éhidium (1 pg/ml) et de Rnase (4 pg/ml ;
Sigma) dans un tampon TBE (Tris 89 mM ; Acide Borique 89 mM ; EDTA 2mM). Le kit

geneclean |11 a été utilisé pour extraire les bandes d ADN séparées sur gel d' agarose.
V) Mutagenese dirigée.

1) Phosphorylation des Oligonucléotides.

2 Ug d' oligonucl éotides sont phosphorylés par 10 unités de polynucléotides kinase du
bactériophage T4 (biolabs) dans le tampon kinase fourni et de I’ ATP (10 mM, pH 7) (volume
final de laréaction 15 pl) durant 45 min a 37°C. La réaction est arrétée par chauffage a 65°C

durant 10 min.

2) Hybridation et synthése du brin complémentaire.

L’ hybridation est réalisée entre 1 picomoles d’ ADN simple brin (contenant des bases
uraciles) et 20 picomoles d’oligonucléotides phosphorylés dans un volume final de 23 pl
contenant du tampon (2,3 ul) d’hybridation du kit de séquencage Cy5 Autoread sequencing
Kit. Ce mélange est chauffé 1 min a 70°C puis refroidi lentement jusgu’a 30°C et mis dans la
glace.

A ce mélange est gjouté les quatre dNTP (0,75 mM final), de I’ATP ( 0,75 mM final),
2,5 unités d' ADN polymérase du bactériophage T4 ( Biolabs) et 2 unités ADN ligase du
bactériophage T4 (Gibco BRL). La réaction de polymérisation est réalisée a 37°C durant
2h30.

Les oligonucl éotides utilisés pour la mutagenese dirigée sont les suivants :

Oligonucléotide D285A : 5'-CATTCTTAGTGEBCAGTTATAACTTGG-3

Oligonucléotide D346A : 5 -GTGGTGCTGGBTGCTGACTCG-3'

Oligonucléotide D449A : 5-CTGTCACATGBCTTCGTGGAAGCG-3'

3) Obtention des clones mutants

Le mélange précédent contenant des plasmides avec un brin non muté contenant des
bases uracile et un brin potentiellement muté contenant des bases thymine est utilisé pour

transformer la souche XL 1 blue (Ung", Dut"). Le brin contenant les bases uracile est diminé;
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et le brin potentiellement muté sert donc de matrice pour recomposer le second brin. La

présence de mutation ponctuelle est vérifiée par sequencage.

V) Séquencage nucléotidique.

Le sequencage est réaliseé suivant la méthode de Sanger et coll. [Sanger et coll., 1977],
soit en utilisant le kit de séquencage Cy5 Autoread Sequencing Kit, soit en utilisant le Kit
PCR Thermo Sequence Cy 5 dye terminator kit (tous deux de Pharmacia Biotech). Le
marquage des fragments d’ ADN simple brin est réalisé par I'introduction d’ un nucléotide
modifié par I’gout du cytochrome Cy5. L’ appareil de sequencage utilisé était le Alfexpress
DNA Sequencer. La séparation des produits est effectuée par électrophorese (40 mA, durant
700 min) sur gel de polyacrylamide 6% (acrylamide/bisacrylamide 19/1) al’ aide d’un tampon
urée (TBE ; urée). La Détection de la fluorescence des fragments marqués par le cytochrome
S effectuée a 700 nm. L’ analyse des résultats s effectue grace au logiciel Alfwin version 1.10.

Le séquencage a été réalise pour déterminer les points dinsertion de I’ épitope
EP31BamHI. Pour cela I'amorce 5'-CCT TTC CCG TTT TCC ATC C-3'OH, située dans
I’ épitope, a été utilisée. Les amorces universelle et reverse fournies par les kits ont été
utilisées pour vérifier la présence des mutations ponctuelles dans la séquence du géne mdoH.
Le séquencage s est effectué dans les deux sens sur les fragments contenant les mutations

ponctuelles.
D) Techniques Biochimiques.

1) Marquage radioactif des OPG.

L'utilisation d'une souche pgi zwf (figure 7) permet un marquage spécifique des OPG
sur la chaine glucosidique lorsque la souche est incubée dans un milieu LOS contenant de
glucose (U-“C) glucose (0,24 mM, 125 MBg/mmol). Le marquage des OPG sur le glycérol,
dans cette méme souche, est réalisé en milieu LOS contenant du 2-°H glycérol (0,45 mM, 296
MBag/mmol) et du glucose froid (0,24 mM).

Un marquage quantitatif des OPG sur le glycérol est effectué a I'aide d'une souche
glpD3, glpK4, glpR2 en milieu LOS contenant soit du 2-°H glycérol (0,45 mM, 296
MBg/mmol) pour un dosage classique des OPG, soit du 2-°H glycérol (0,45 mM ;
1850 Mbg/mmol) pour obtenir le substrat (OPG substitués par |e phosphoglycérol) nécessaire
a la réaction de I'activité de la phosphoglycérol-transférase 1. Les cultures sont incubées

durant la nuit.
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II) Extraction des OPG.

1) Extraction des OPG radio-marqués.

La méthode d'extraction [Kennedy, 1982] utilisée fait intervenir de I'acide
trichloroacétique (TCA) dans lequel les OPG restent solubles tandis que les macromol écules
sont précipitées. 0,2 volumes de TCA 30% (acide trichloroacétique) et 0,2 volumes de sérum-
albumine bovine 5% (entraineur) sont gjoutés a 1 volume de culture. Ce mélange est agité a
400 rpm pendant 10 min et centrifugé a 3500 g a 4°C 10 min. 0,4 volume de suspension de
charbon (50mg/ml) est gjouté au surnageant récupéré précédemment, et agité a 400 rpm
durant 10 min, permettant I’ adsorption des OPG sur le charbon actif, puis centrifuge a 3500 g
durant 5 min. Apres deux rincages a I’eau distillée, destinés a diminer la radioactivité non
spécifique, les molécules adsorbées sur le charbon actif sont extraites deux fois par 0,2
volumes de pyridine agueuse 15%. Le comptage de la radioactivité des échantillons est réalisé
en phase liquide a I'aide d'un compteur a scintillation Beckmann ; le liquide scintillant utilise
est I'Aquasafe 300 plus (Zinsser Analytic).

Les OPG extraits dans la pyridine sont purifiés en fonction de leur taille sur une
colonne de filtration sur gel Biogel P4 (O = 1,5 cm; L = 65 cm) et élués par I'acide acétique
0,5 % en fractions de 1,5 ml a 15ml/h.

2) Extraction des OPG en grande quantité.

Une culture de 200 ml est centrifugée a 4°C, 15 min 25000 g. Le culot de cellules est
repris dans 1/40°™ de volume d eau puis traité par le TCA (5% final) pendant 30 min sous
une forte agitation. Aprés une centrifugation de 10 min a 15000 g, le surnageant est neutralisé
par addition de NH4OH 10% et concentré jusqu’a un volume minimal a I'aide d'un
évaporatoire rotatif. Si la quantité de cellules est importante, le concentré est traité par un
mélange chloroforme/méthanol 2/1 (vol/vol).

Le matériel glucidique est repris dans un volume minimum de tampon d’ éution
(Acétate d ammonium 0,15 M, propanol 7%) et déposé sur une colonne de filtration sur gel
Sephadex G-25 (0= 2 cm; L =45 cm). Des fractions de 1,5 ml sont éluées a la vitesse de 15
mi/h.

Un aliquote de 10 pl de chaque fraction est déposé sur une couche mince de gel de
silice (gel de silice 60 d'une épaisseur de 0,2 mm sur feuille d aluminium ; Merck). Les OPG
sont révélés par pulvérisation d’ orcinol sulfurique (orcinol 2g/l dans I’ acide sulfurique 20%)
et chauffage de la plaque a 110°C pendant quelques minutes. Les fractions repérées sont
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ensuite rassemblées et concentrées. Une quantification du sucre est réalisée par méthode

colorimétrique utilisant le réactif al’ anthrone [ Spiro, 1966].
) Analyses structurales des OPG.

1) Analyse du caractere anionique des OPG.

La séparation selon la charge est réalisée sur une colonne de DEAE Sephacel pH 7,4
(O0=1,5cm; L =40 cm) (Pharmacia Biotech). A ce pH de 7,4, seul les substituants tels que
les résidus de phosphoglycérol et de succinate apportent la charge négative [Lacroix et coall.,
1999]. La colonne est équilibrée par un tampon Tris HCl 10 mM pH 7,4 et les OPG, purifiés
sur colonne de filtration sur gel, sont déposés. La colonne est ensuite éluée par le tampon
d'équilibrage Tris HCI 10 mM (60 ml) et les OPG anioniques sont élués par 5 tampons
successifs (60 ml chacun) contenant du Tris HCl 10 mM pH 7,4 et des concentrations
successives de NaCl 0,05 M, 0,1 M, 0,15M, 02M et 1 M.

2) Analyse structurale du squelette glucosidique.

-Désubstitution du squel ette glucosidique.

Les liaisons éher (Résidus succinyles) des OPG purifiés sur colonne de filtration sur
gel sont éliminées par traitement alcalin : les OPG sont traités par un volume de KOH 100mM
a25°C durant 2h. Les OPG ainsi dépourvus de résidus de succinate sont purifiés sur colonne
PD10 ( O=1,5cm; L =5,5 cm) (Pharmacia biotech), concentrés et lyophilisés dans un tube
de polypropyléne. Le lyophilisat est repris dans 500 pl d'acide fluorhydrique 4N (HF) et
incubé 64 h a 4°C. L’acide fluorhydrique excédentaire est éiminé par I'ajout un exces
d hydroxyde de lithium (LiOH) saturé (5 volumes minimums). La solution est ensuite
neutralisée par I’ gjout de Dowex 50X8 sous forme H™. Les Liaisons phosphodiester (résidus
de phosphoéthanolamine et de phosphoglycérol) sont éliminées par ce traitement. Les OPG
sont ensuite dessalés sur colonne de filtration sur gel Biogel P2 (0= 1,5 cm, L = 52 cm) élués
par de I’ eau en fraction de 1ml a 15mi/h. Les fractions sont regroupées et lyophilisées.

-Analyse du squel ette glucosidique en spectrométrie de masse.

L'analyse est effectuée en MALDI-TOF. La matrice utilisée est I'acide 2,5-
dihydrobenzoic [Stahl et coll., 1991] [Stahl et call., 1994].

-Analyse du squel ette glucosidique en chromatographie en phase gazeuse.

200 pg d' OPG désubstitués sont nécessaire pour laréaction. L’ extrémité réductrice de
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la chaine glucosidique est réduite par I’action du Borodeuterate de sodium (250 ul a 20
mg/ml) durant 4h a 25°C. L’anayse des liaisons glucosidiques est effectuée suivant la
méthode de Paz Parente et coll. [Paz Parente et coll., 1984]. Les dérivés d’ éher de méthyles
obtenus sont alors hydrolysés acide Trifluoroacétique (4N a 100°C durant 4h), réduits une
nouvelle fois avec le Borodeuterate de sodium et peracétylés. Les dérivés partiellement

méthylés et acétylés sont anal ysés sur une chromatographie en phase gazeuse GC-MS.

IVV) Extraction des protéines périplasmiques.

Cette méthode est une adaptation de celle décrite par Neu et Heppel [Neu et coll.,
1965]. Une culture est incubée jusqu'a une densité cellulaire de 6.10° cellulessml sous
agitation dans un milieu LB dépourvu de NaCl puis centrifugée a 7000 g a 4°C pendant 10
min. Le culot est lavé 2 fois a 4°C par une quantité de tampon (Tris HCI 0,01 M pH 8,1 ;
PMSF 1 mM (Phénylméthylsulfonylfluorure)) 40 fois supérieure au poids des cellules.
Ensuite, le culot est resuspendu a 24°C dans un tampon (Tris HCI 0,03 M pH 8, saccharose 20
%, PMSF 1 mM) de fagon a obtenir 10" cellules/ml. Pendant 15 min, de I'EDTA est gjouté
goutte a goutte jusgu'a une concentration de 1 mM sous une agitation douce. La culture est
ensuite laissée 15 min dans la glace puis centrifugée a 7000 g a 4°C durant 5 min. L'activité
de la 3-gal actosidase cytoplasmique des culots est 216 fois supérieure a celle mesurée dans le

surnageant, montrant que ce dernier contient essentiellement les protéines périplasmiques.

V) Dosage des protéines.

Le dosage des protéines est effectué par |la méthode utilisant le réactif de Folin [Lowry

et coll., 1951] ; une solution de sérum-albumine bovine est utilisée pour la gamme étalon.
VI) Dosage des activités enzymatiques.

1) Dosage de I’activité phosphoglycérol-transférase |I.

De la sérum-albumine bovine (5 mg) est gjoutée aux protéines périplasmiques afin de
repérer plus facilement les fractions exclues. Ce mélange est chromatographié sur une colonne
de filtration sur gel Sephadex G-50 (0= 1 cm, L = 18 cm). L'absorbance a 260 nm de chaque
fraction de 1 ml est mesurée afin de déterminer celles qui possedent les protéines
périplasmiques exclues immédiatement (MM > 30 kDa). Ces fractions sont regroupées et les
protéines sont concentrées a l'aide de tubes Microsep 30K (Pall Filtron) durant 4 a5 h jusqu'a
un volume de 350 pl 2400 pl.
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20 pl de tampon (Tris HCI 500 mM pH 7,8, sérum-albumine bovine 25 mg/ml, MnCl2
25mM) et 35 pl dOPG (20 M) marqués a l'aide du 2-°H glycérol (200 000 dpm) sont
gjoutés a 145 pl de protéines périplasmiques concentrées et incubés a 37°C durant 1 h, 2 h ou
3 h. Puis 1 ml de suspension de charbon (20 mg/ml) est gjouté pour arréter la réaction. Les
tubes sont agités vigoureusement 4 fois a 400 rpm durant 10 min. Ensuite, une centrifugation
de ces tubes a 8000 g durant 10 min permet de récupérer, dans le surnageant, le 2-°H glycérol

libéré non retenu par le charbon [Goldberg et coll., 1981].

2) Dosage de I’activité B-galactosidase.

La mesure de l|'activité [3-galactosidase est effectuée selon la méthode décrite par
Miller [Miller, 1992] a partir de cellues perméabilistes par un mélange
chloroforme/SDS/Tampon Z. Les résultats sont exprimés en unités Miller qui correspondent

a: umol ONPG hydrolysé/minute/mg de protéines.
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Titre: Biosynthese des glucanes périplasmiques osmoreégulés chez Escherichia coli:
analyse fonctionnelle des protéines MdoG et MdoH et caractérisation de deux nouvelles
activités.

Les glucanes périplasmiques osmorégulés (OPG) sont présents chez toutes les
Protéobactéries testées, ou ils peuvent représenter jusqu'a 5% du poids sec de la bactérie. Leur
biosynthese est d'autant plus importante que I'osmolarité du milieu est faible.

Les OPG d'E. coli sont formeés d une chaine linéaire de résidus de glucose liés en [3-
1,2 et ramifiés par des résidus de glucose liés en 3-1,6. Ces OPG peuvent étre substitués par
des résidus de phosphoglycérol, de succinate et de phosphoéthanolamine.

Un opéron de deux génes (mdoGH) soumis a une régulation osmotique est nécessaire
a la biosynthése du squelette glucosidique. Trois types de mutagenese (dirigée, ou par
greffage d’ épitope a éatoire ou localisée) ont été effectués sur cet opéron dans le but d’ établir
une topologie fonctionnelle de ces deux protéines. Ces mutageneses ont révélé la présence
dans MdoH de deux domaines cytoplasmiques actifs, I'importance dune boucle
périplasmique et la stricte nécessité de 3 résidus d acide aspartique, conservés dans les
glycosyltransférase de la famille 2, Cette approche a aussi révéle I'importance des 80 derniers
acides aminés de la protéine MdoG dans sa fonction.

Un gene mdoD, paralogue du gene mdoG, est impliqué dans la biosynthése du
squelette glucosidique mais n'est pas indispensable. L’expression du gene mdoD, étudiée
gréce a des fusions traductionnelles, est maintenue a un niveau de base en phase exponentielle
et augmentée lors de I’ entrée en phase stationnaire et de I’ adaptatlon a une haute osmolarité.
L’ expression du géne mdoD dépend des facteurs de transcription 6”° et 6> et d’un régulateur
inconnu.

Le produit du géne mdoB responsable de I'activité phosphoglycérol-transférase |
membranaire est aussi responsable de I’ activité phosphoglycérol-transférase |1 périplasmique.
Nos études indiquent que le transfert du succinate s effectue simultanément a la biosynthése
du sguelette glucosidique et de maniére plus tardive et séquentielle pour les résidus de
phosphoglycérol.

Mots clefs: bactéries a Gram négatif, enveloppe bactérienne, glucanes périplasmiques
osmorégul és, glycosyltransférase, phosphoglycérol transférase.

Title: Biosynthesis of osmoregulated glucans periplasmic: functional analysis of MdoG
and MdoH proteins and characterization of two new activities.

Osmoregulated periplasmic glucans (OPGs) have been detected in all proteobacteria
tested. OPG biosynthesis is enhanced when medium osmolarity decreases. Then OPGs can
represent 5% of the bacterial dry weight.

OPGs of E. coli have alinear backbone of glucose residues linked by (3-1,2 bonds and
branched by glucose residues linked by 3-1,6 bonds. The polyglucose backbone is substituted
by phosphoglycerol, succinate and phosphoethanolamine residues.

In E. coli, the mdoGH osmoregulated operon encodes two proteins necessary for the
assembly of the polyglucose backbone. Three types of mutagenesis (directed, or random and
located insertion of épitopes) have been carried out on the operon to establish a functional
topology of both proteins. Mutagenesis of MdoH revealed the presence of two cytoplasmic
domains, the crucial role of a periplasmic loop and the strict necessity of 3 aspartic acid
residues conserved in glycosyltransferase family 2. Similarly, the C-termina end of MdoG
protein appeared important for its activity.

mdoD, a mdoG paralog gene, is involved in polyglucose backbone biosynthesis, but is
not necessary. The mdoD expression was analyzed by trandational fusion. This analysis
revealed a basal expression during the exponential phase and an increase when cells entered
the stationary phase or responded to high osmolarity. The mdoD expression is controlled by
0’°, 6° and an unknown regul atory factor.

The mdoB gene encodes both the phosphoglycérol-transferase | and the
phosphoglycérol-transferase Il activities. Succinate substitution occurred concomitantly wth
the glucosidic backbone biosynthesis while the phosphoglycerol substitution occurred later
and sequentially.

Keywords: Gram-negative bacteria, bacterial envelope, osmoregulated periplasmic glucans,
glycosyltransferase, phosphoglycerol-transferase.
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