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identification des acides aminés prélevés en cours d’infection de macrophages
et mise en évidence du lien entre le systeme PTS et le métabolisme bactérien.

BARBIER Thibault

Résumé

Au cours du processus d’infection, le pathogéne intracelluBaires |a doit faire face a
d’'importantes variations environnementales. Cette bactérie semble néanmoins avoir acquis la
capacité d’adapter sa physiologie, son métabolisme vis-a-vis de la cellule héte nouvellement
colonisée. Un nombre croissant d’arguments démontrent que cette adaptation métabolique est
nécessaire pour la survie du pathogéne et l'instauration d’'une infection. Toutefois, il n’existe
a ce jour que peu d’'information sur le métabolisme in vivo de Brucella, ce a quoi nous nous
sommes intéresses

Au cours de ce travail, les objectifs étaient doubles. D’une part nous avons tenté
d’identifier les sources carbonées, et plus particulierement les acides aminés, préleves par
Brucella abortus 2308 durant I'infection de macrophages murins RAW. Pour ce faire, nous
avons eu recours a des expériences de marquage isotopique. D’autre part, nous avons initié la
caractérisation du lien entre le systéme BT8n phosphorelais dont la fonction serait
essentiellement régulatrice, et le métabolisme chez ce méme pathogéne.

Nous avons ainsi montré que Brucella semble prélever de I'aspartate, de la sérine, du
glutamate et de I'alanine a la cellule hote. Parallelement, nos résultats indiquent I'existence
d’une activité biosynthétique bactérienne d’alanine et de glutamate. L’identification des
sources carbonées servant a cette synthese fera I'objet d’un travail futur.

Au niveau du systéme PTS, nos résultats mettent également en évidence I'existence d'un
lien entre deux protéines de ce systéme, les protéine8"EHAEIIAY" et |a croissance de
Brucella sur érythritol qui lui-méme, constitue une source de carbone préférentielle. De plus,
les protéines EIIA" et NPr semblent étre liées au métabolisme du glutamate, un acide aminé
situé a un carrefour entre métabolisme de I'azote et du carbone. Ces observations supportent
I'hypothése que le PT soit un systéme régulateur capable de moduler le métabolisme de
Brucella.
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Janvier 2010
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Errata

Veuillez trouver ci-dessous la liste des erreurs relevées dans ce mémoire :

Au bas de la page 9, la note de bas de page est incompléte. Veuillez trouver ci-dessous la
note compléte :

«' Une réaction ou une voie est dite anaplérotique lorsqu’elle permet d’alimenter une voie
métabolique en métabolites. Ces voies anaplérotiques permettent par exemple le maintien de
concentrations constantes des métabolites du TCA malgré leur utilisation dans des voies
biosynthétiques en conditions normales (adapté de David L. Nelson, M. M. C. (2005). Lehninger:
Principles of biochemistrey Freeman.). »

A la figure 5, page 10, seuls les précurseurs de biomasse les plus « classiquement »
considérés ont été illustrés par soucis de clarté. Sachez toutefois que le succinyl-coA ainsi que le
sédoheptulose-7-phosphate, qui sont respectivement a la base de la synthése d’hémes et du LPS,
sont également des précurseurs de biomasse.

Au tableau 1, page 12, la peptidoglycan transglycolase est une protéine impliquée dans le
métabolisme de la membrane et non dans métabolisme des protéines membranaires.

A la page 56, dans le tableau décrivant la composition de la base minérale du milieu défini,
veuillez lire 0,025 g de Na,S,0; et non de N,S,0s.
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Liste des abréviations courantes

BGC
ACOA
AKG
Btpl
cAMP
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CFU
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B1,2 glucane cyclique

acétyl-CoA

alpha-cétoglutarate
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AMP cyclique
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Colony Forming Unit

dihydroxyacétone phosphate
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érythrose-4-phosphate
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Enzyme |
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voie d’Embden-Meyerhof-Parnas
fructose-6-phosphate
glucose-6-phosphate

glycéraldéhyde 3-phosphate
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
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chromatographie en phase gazeuse
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heat-stable, histidine-phosphorylatable protein
HPr kinase/phosphatase
Interféron -y

Indice d’origine d’un acide aminé
Lipopolysaccharide

Modality of Infection
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Outer Membrane Protein
Phosphatidylcholine
phosphoénol pyruvate

voie des pentoses phosphate
PTS Regulatory Domain
phosphoénolpyruvate : carbohydrate
phosphotransferase
ribose-5-phosphate

répression catabolique carbonée
Rotation par minute

Surface Protein (41 kDa)

cycle des acides tricarboxyliques
Toll-like Receptor

Tumor Necrosis Factor-a

Valeurs d’excédent de marquage
Wild Type



Avant propos

Les maladies infectieuses constituent une menace grandissante vis-a-vis de la sécurité
sanitaire mondiale. En effet, un nombre croissant d’organismes responsables d’infections
chez ’lhomme développe des mécanismes de résistance contre les thérapies existantes. C’est
le cas notamment du bien conStaphylococcus aureugsistant a la méthiciline (MRSA)
(Goering, Shawar et al. 2008) ainsi que des entérobactéries produis@rladesnases a
spectre étendu telles qudebsiella pneumoniaeu encoreEscherichia coli Ces derniéres
sont des lorgdevenues résistantes aux antibiotiques avec nfylaatame (Hawkey and
Jones 2009). L’émergence de ces mécanismes de résistance est en outre plus rapide que le
développement de nouvelles antibiothérapies (Levy and Marshall 2004). C’est pourquoi, afin
d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques, il devient nécessaire d’acquérir une
meilleure compréhension des pathogenéses bactériennes.

De nombreuses études s’y sont d'ores et déja attelées et ont largement contribué a
élargir nos connaissances, notamment sur les facteurs de virulence. En paralléle de cet aspect
de la pathogenese, trés peu d’intérét a été porté au métabolisme. Il s’agit pourtant de I'un des
fondements méme de [linstauration d’une infection. En effet, quel besoin est plus
fondamental pour une bactérie que celui de pouvoir disposer des nutriments nécessaires a sa
survie, a sa croissance ? Ainsi, le métabolisme d’un pathogene constitue une nouvelle cible
thérapeutique potentielle qui devra toutefois étre plus amplement caractérisée au préalable.
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|. Brucella: une bactérie qui valait 600 millions de dollars

Avec 500 000 nouveaux cas recensés chaque année, la brucellose est la zeonose (
maladie transmissible entre 'homme et des especes animales) la plus répandue de par le
monde (Fig. 1) (Corbel 1997; Pappas, Papadimitriou et al. 2006). Cette pathologie est causée
par des cocco-bacilles Gram négatifs appartenant a la classe des alpha-protéobactéries et au
genreBrucella. Actuellement, 9 espéces ont été recensées, chacune ayant une spécificité
d’héte bien précise (International Committee on Systematics of Prokaryotes) (Moreno,
Cloeckaert et al. 2002). Deux des especes les plus importante8rsoptla abortus
responsable de la brucellose bovineBetmelitensisyesponsable de la brucellose ovine et
caprine. Toutes deux sont également capables d’'infecter ’'homme qui est un héte accidentel
et constitue un cul de sac épidémiologique (Corbel 1997).

Figure 1. Taux d’incidence annuel des cas de
brucellose recensés dans le monde (nombre de
cas/10° individus). Les cas de brucellose humaine
se localisent essentiellement dans les pays en voies
de développement. Le nord de I'Afrique et le
Moyen-Orient sont en particulier touchés
(incidence moyenne de 50 a 500, en rose). Un taux
record de 600 cas/10° individus est détecté en
Mongolie. Quant a la faible incidence de pays tels
que les Etats Unis, I'Australie et de nombreux pays
d’Europe, elle sexplique par lefficacité des
politiques sanitaires onéreuses qui ont été mises
en place (Pappas, Papadimitriou et al. 2006).

Annual incidence of brucellosis
per 1000 000 population

- =500

[ 50-500 cases

- 10-50

1 2-10

-, <2

1 Possibily endemic, no data
[ Non-endemic/no data

La contamination se fait classiquement apres ingestion ou contact avec du matériel
contaminé comme le lait, que ce soit chez 'lhomme ou I'animal. Une fois I'h6te envahi, le
pathogene intracellulaire qu’eBtucella est capable d’infecter divers types cellulaires telles
que des cellules épithéliales. Toutefois, ce pathogéne semble présenter un tropisme
préférentiel pour les cellules phagocytaires (Moreno 2006; Gorvel 2008). Les manifestations
principales de la brucellose animale sont I'avortement des femelles et la stérilité des males ;
d’'ou un impact économique important de la maladie (Moreno 2006). Quant a la forme
humaine de la pathologie, les symptdmes sont variables avec fréquemment des fievres
ondulantes, malaises, gonflement des ganglions lymphatiques (lymphadénopathie) ainsi que
de I'hépatosplénomégalie. La maladie peut également s’aggraver et provoquer de l'arthrite,
des épididymites voire méme des endocardites, des spondylodiscites ou encore aboutir a des
formes neurologiques qui sont potentiellement Iétales (Moreno 2006; Mantur, Amarnath et
al. 2007; Gorvel 2008).

Afin de contrdler la pathologie humaine, des politiques de surveillance des animaux
qui constituent le réservoir naturel de la brucellose ont été mises en place. Ces mesures ont
permis de controler la maladie dans de nombreux pays développés et ce a grands frais. En
effet, il a été estimé que la politique sanitaire menée aux USA durant les années 1990 a
nécessité l'investissement de pres de 150 millions de dollars US par an. Ce colt reste
néanmoins inférieur aux pertes géenérées par la maladie, cantonnée a présent dans les pays en
voie de développement, avec prés de 600 millions de dollars US de pertes annuelles
uniquement pour 'Ameérique Latine (Boschiroli, Foulongne et al. 2001). Ainsi, de par sa
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distribution étendue, au vu de la morbidité importante qu’elle provoque et de son impact

économique, la brucellose est une pathologie dont I'étude est de premier intérét avec la
perspective qu’'un jour, grace a une meilleure compréhension de sa pathogeneése, il soit
possible de la contréler a moindre codt.

Il. La pathogenése deBrucella: identification d’'un nouvel acteur
déterminant dans la pathogenéese

1. Un pathogéne atypique avec peu de facteurs classiques de virulence

Brucellaest capable d’infecter et de se multiplier au sein de cellules immunitaires qui
sont pourtant spécialisées dans I'élimination des pathogenes. Pour y parvenir, cettegbactérie
acquis des mécanismes lui permettant de pénétrer et de persister dans la cellule héte en
évitant une réponse microbicide délétére trop importante. Ces mécanismes reposent sur des
facteurs de virulence qui, de par leur caractére essentiel dans la pathogenese, ont largement
été investigués.

Ces études ont révelé que, contrairement a la plupart des bactéries pathogenes,
Brucella dispose d’un nombre restreint de facteurs de virulence classiques. En effet, Brucella
ne semble pas posséder d’exotoxine, de cytolysine, de fimbrie, de lipopolysaccharide (LPS)
endotoxique, de capsule ou encore d’exoenzyme (Letesson, Lestrate et al. 2002; Moreno
2006). Quant aux quelques facteurs identifiés, ils ne sont autres que les acteurs moléculaires
impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire (Billard, Dornand et al. 2007), dans
le processus d’invasion de la cellule hote (Moreno 2006), dans la survie de la bactérie une
fois internalisée (Guzman-Verri, Chaves-Olarte et al. 2001) et les facteurs permettant a
Brucella de rejoindre sa niche de réplication (Pizarro-Cerda, Meresse et al. 1998). Les
différents facteurs majeurs qui ont été identifiés sont décrits brievement ci-dessous

A. Brucella est capable de moduler la réponse immunitaire

Qu’il soit intra ou extracellulaire, un pathogéene doit généralement pour établir une
infection, étre capable de faire face au systeme immunitaire de son héte. Dans le cas de
Brucella, il est intéressant de noter que, comme il I'a déja été signalé, la bactérie se cache du
systeme immunitaire au sein méme de ce systéme (Letesson, Lestrate et al. 2002).

Pour y parvenir,Brucella dispose, au niveau de sa membrane externe, d'un
lipopolysaccharide (LPS) atypique qui présente une structure et des propriétés inhabituelles
en comparaison avec le LPS d’entérobactéries (Fig. 2A). Au niveau de sa structure, le LPS
se compose de trois domaines : le lipide A, le core et la chaine O. Le [B?Gcd#aa pour
particularité de disposer, entre autres, d'une longue chaine O et d'un lipide A qui est
composé d'acides gras a longues chaines (Rasool, Freer et al. 1992; Cardoso, Macedo et al.
2006; Tumurkhuu, Koide et al. 2006).

Le LPS est un motif classiquement reconnu par le systéeme immunitaire de I'héte,
notamment par I'intermédiaire du TLR 4 (Toll Like Receptor), un récepteur de I'immunité
innée (Akira, Uematsu et al. 2006). Toutefois, de par sa structure atypique, le LPS de
Brucellaprésente des propriétés particulieres qui conférent a la bactérie plusieurs avantages.
Tout d’abord, la longue chaine O protege le pathogéne de la lyse par le systeme du
complément, un composant important de 'immunité innée de I'héte (Eisenschenk, Houle et
al. 1999). Il semble de plus que le LPS Blricella ne présente qu’un faible pouvoir
pyrogene et soit un faible inducteur de production d’interf@r¢t=N- y) et de TNFe
(Tumor Necrosis Factar}, deux médiateurs de I'immunité essentiels podinti@ation du
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pathogene (Cardoso, Macedo et al. 2006). La production duaTé#t-décrite par ailleurs
comme étant également réprimée par la protéine de la membrane externe 25 (OMP25, Outer
Membrane Protein 25) derucella (Corbel 1997; Cardoso, Macedo et al. 2006; Barquero-
Calvo, Chaves-Olarte et al. 2007; Gorvel 2008).

Enfin, il a été démontré que les cellules dendritiques, qui sont des cellules
immunitaires déterminantes dans le développement d'une réponse immunitaire, ne
parviennent pas a étre totalement activées en cas d’infectidBrpeglla. Ce phénomene
serait vraisemblablement lié aux faibles taux de BNHsi qu’a la protéine BtpB(ucella-
Tir-protein 1) récemment décrite comme étant capable d’interférer directement avec la
maturation des cellules dendritiques (Billard, Dornand et al. 2007; Salcedo, Marchesini et al.
2008). Il semble par conséquent gBeucella soit capable d'une part de limiter sa
reconnaissance par le systeme immunitaire et d’autre part d’inhiber l'activation d’'une
réponse immunitaire limitant de la sorte une réponse délétere.

A C Type IV secretior
0 - antigen O Figure 2. Les facteurs de virulence majeurs. lls sont en

nombre réduits chez Brucella avec notamment (A) le
* lipopolysaccharide (LPS) atypique avec une longue
" chaine O ainsi qu’un lipide A composé d'acides gras a
. longue chaines (Cardoso, Macedo et al. 2006), (B) le
" systéme a deux composants BvrR —BurS (R et S sur la
i figure) modulant la composition de la membrane
It externe et permettant entre autres l'internalisation de
la bactérie (Moreno 20086), (C) le systéme de sécrétion
de type IV VirB, nécessaire a la bactérie pour atteindre
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B. L'internalisation dans la cellule h6te

Le mécanisme d’internalisation de la bactérie reste a ce jour peu connu et semble
différer entre cellule phagocytaire professionnelle ou non. Toutefois, il a été démontré
gu’'une protéine de surface ducella, la protéine SP41 (Surface Protéine 41 kDa), est
requise pour l'adhérence et linfection des cellules épithéliales HelLa. Le mécanisme
d’adhérence semble impliquer une interaction entre SP41 et I'acide sialique a la surface des
cellules(Castaneda-Roldan, Ouahrani-Bettache et al. 2006).

D’autre part, il a été mis en évidence que le LPS atypiquBrdeella est impliqué
dans le mécanisme d’entrée de la bactérie au sein de la cellule héte. En effet, le LPS semble
capable d’interagir avec des microdomaines membranaires de la celldipidiesfts, et
cette interaction s’avere étre nécessaire a l'internalisation de la bactérie (Naroeni and Porte
2002).

En outre, indépendamment du type cellulaire, un systeme régulateur a deux
composants semble étre essentiel a l'internalisation dans la cellule héte : le systéme BvrR-
BvrS (pour respectivemerdrucella virulence related Regulatory et Sensory protein) (Fig.
2B) (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 1998). Ce type de systéme est classiquement composé
d’'un senseur membranaire (BvrS) qui suite a un stimulus va transmettre un signal a un
régulateur (BvrR) qui lui-méme, va moduler I'expression de certains génes (Karniol and
Vierstra 2004). Le rbdle précis du systéme BvrR-BvrS cliacella reste encore
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incompletement compris. Il a été suggéré qu’il puisse agir en modulant la composition de la
membrane externe de la bactérie qui constitue le site d'interaction entre héte et pathogéne
avant internalisation. Toutefois, les signaux reconnus et le régulon restent a déterminer
(Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 1998; Boschiroli, Foulongne et al. 2001). Par ailleurs, il est
intéressant de mentionner le fait qu’il a été récemment proposé que le systéeme BvrR-BvrS
puisse aussi étre impliqué dans la régulation du métabolisBeudella. Il permettrait une
adaptation de la physiologie bactérienne au cours du transit vers la niche de réplication
(Lamontagne, Butler et al. 2007).

C. Evasion vers le réticulum endoplasmique

Une fois internalis€, un pathogene intracellulaire doit étre capable soit d’atteindre le
cytoplasme, soit de moduler le trafic intracellulaire de I'h6te pour atteindre sa niche de
réplication en évitant les mécanismes de défense antimicrobiens. Ces mécanismes sont
d’autant plus importants chez les cellules phagocytaires au sein desquelles il y a notamment
formation du phagolysosome, un compartiment particulierement hostile car acide et riche en
hydrolases acides et peptides antimicrobiens. Ainsi, face & ces mécanismes bactéricides,
Brucella a acquis la capacité de rediriger le trafic intracellulaire. Elle parvient des lors a
établir une niche de réplication au sein de I'h6te qui est similaire au réticulum
endoplasmique rugueux dans laquelle elle peut se multiplier (Fig. 3) (Starr, Ng et al. 2008).

Figure 3. Modeéle du trafic intracellulaire de Brucella. Une
fois internalisée, le compartiment contenant Brucella

Facteurs de virulence
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ERES 3, .

réplication (D). La BCV peut également fusionner avec les f‘;&
lysosomes et former un phagolysosome bactéricide (E). +

Cette voie semble &tre majoritaire aprés infection de E 1

cellules phagocytaires professionnelles et ce méme pour la o VirB, ..
souche WT. La formation de ce compartiment est "x‘

néanmoins inhibée par la production de guanine et o

d’adénine monophosphate et peut étre par la composition \ & Phagolyscsome

atypique de la membrane externe de Brucella @ 12h
(phosphatidylcholine, LPS). La capacité de formation d’'une Replicative BCV @S%W-

niche réplicative de type réticulum endoplasmique semble D - @ i @

directement dépendre du systéme de sécrétion de type IV
(Starr, Ng et al. 2008). Certains des facteurs de virulence
requis a chaque étape du trafic pour instaurer une infection .
sont annotés en paralléle. ER

Un premier mécanisme identifié est la production de guanine et d'adénine
monophosphate. Ces deux nucléotides semblent en effet inhiber directement la fusion entre
phagosomes, endosomes et lysosomes a la base de la formation du phagolysosome (Canning,
Roth et al. 1986).

De plus, la composition atypique de la membrane externdrdeella qui est
particulierement riche en phosphatidylcholine (PC), pourrait conférer des propriétés
mécaniques telles que la fusion du phagosome avec les lysosomes soit réprimée (Conde-
Alvarez, Grillo et al. 2006).

Un troisieme mécanisme suggére que le LPS atypique pourrait également contribuer a
la déviation du trafic (Porte, Naroeni et al. 2003).
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En outre, un composant du périplasmeBaacella, lep1,2 glucane cycliquepfc),
semble permettre I'évasion du pathogéne hors de la voie classique d’endocytose. En effet,
cespgc semblent pouvoir interagir avec dgsd rafts qui eux-mémes seraient nécessaires a
la maturation du phagosome. De cette maniere, en sécrétapyad&ucella éviterait la
formation du phagolysosome hostile (Arellano-Reynoso, Lapaque et al. 2005).

La formation du phagolysosome étant ainsi évitée, les bactéries peuvent alors atteindre
leur niche de réplication ; ce qui requiert un systeme de sécrétion de type IV dé"oBmeé
chezBrucella (Fig. 2C). En effet, les souches mutées pour ce systéme sont certes capables
d’infecter des cellules h6tes mais ne parviennent pas a persister, ni a s’y répliquer (Comerci,
Martinez-Lorenzo et al. 2001). Il a dés lors été suggéré que la modulation du trafic
intracellulaire parBrucella puisseimpliquer la sécrétion d’effecteurs bactériens par le
systéme de sécrétion de type IV permetianfine a la bactérie d’atteindre sa niche de
réplication (Gorvel and Moreno 2002; Starr, Ng et al. 2008; Fronzes, Christie et al. 2009).

D’autres facteurs de virulence ont été également identifiés comme critiques dans la
pathogenese. Il s'agit entre autres de facteurs de réponse aux stress, de sidérophores, de
protéines impliquées dans une structure flagellaire (pour plus d’'informations, voir les revues
(Corbel 1997; Boschiroli, Foulongne et al. 2001; Batut, Andersson et al. 2004; Mantur,
Amarnath et al. 2007).

2. Le métabolisme, un nouveau déterminant majeur de virulence

Au vu de lI'ensemble de ces résultats, il semble que notre compréhension de la
pathogenese de Brucella reste encore a ce jour lacunaire. De nombreuses questions restent en
suspens et de nombreux acteurs moléculaires doivent encore étre identifiés. Cela justifie le
grand intérét porté par la communauté scientifique vis-a-vis des facteurs de virulence.

A l'inverse, trés peu d’attention a été portée sur le métabolisme et ce, quelque soit le
pathogene considéré. La question fondamentale de savoir pourquoi I'héte constitue un milieu
de croissance exceptionnel pour les bactéries pathogéenes reste donc sans réponse et ce, en
dépit des milliards de dollars dépensés chaque année dans la recherche et le traitement de ces
infections (Brown, Palmer et al. 2008). Il semble pourtant évident que pour pouvoir étre
pathogene, une bactérie doit disposer et exploiter les nutriments nécessaires a sa survie. Des
lors, la colonisation d’'une niche telle gu'une cellule requiert des adaptations métaboliques
spécifiques qui constituent le fondement méme de linstauration d’'une infection. Hormis
guelques rares exceptions, nos connaissances sur cette adaptation de la physiologie du
pathogene sont tout a fait insignifiantes.

Il est d'ailleurs intéressant de signaler que I'étymologie du mot parasite, qui qualifie
entre autres les microorganismes pathogenes, provient du grec « parasifggxdc). Ce
terme signifie « pique-assiette », « se dit d'un étre qui se nourrit et vit au dépens d’autrui ».
soulignant paradoxalement notre manque de connaissance sur la nutrition des pathogenes
(Munoz-Elias and McKinney 2006). De maniére tout aussi ironique, une des premieres
antibiothérapies, développée il y a plus d'un siécle, ciblait justement le métabolisme
bactérien. En effet, le Prontosil était capable, une fois métabolisé, d’interférer avec la voie
essentielle de synthese de l'acide folique, un précurseur de synthese des nucléotides et de
certains acides aminés (méthionine, histidine et sérine) (Brown 1962; Brown, Palmer et al.
2008).

Le manque d’intérét qui a été porté au méetabolismavo des bactéries infectieuses
s'explique par deux faits. D’'une part, il était communément accepté que le métabolisme
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observé dans des conditions in vitro différait peu de celui existant in vivo. D’autre part, au vu
de la conservation importante de la structure du réseau métabolique entre organismes, le
métabolisme central n’était pas considéré comme une cible thérapeutique intéressante car
trop similaire entre hétes et pathogénes. Il était effectivement supposé qu’un principe actif
ciblant une enzyme du métabolisme central d'une bactérie aurait un faible pouvoir
discriminant et affecterait I'hGte.

Depuis lors, il a été démontré relativement recemment que le métaboliEmeotd’
décrit en conditionsn vitro n’est en aucun cas représentatif du métabolismavo (i.e
lorsque la bactérie colonise lintestin des mammiféres) et que cette constatation doit
certainement étre applicable a d’autres especes (Chang, Smalley et al. 2004). Des différences
structurales entre facteurs métaboliques microbiens et eucaryotes ont également été mises en
evidence rendant une discrimination héte-pathogene possible (Walsh 2003; Chang, Smalley
et al. 2004; Munoz-Elias and McKinney 2006). Il apparait donc que le métabolisme des
bactéries pathogénes constitue une base oubliée de la virulence et une cible thérapeutique
sous-exploitée.

En outre, des études récentes tendent a démontrer que métabolisme et facteurs de
virulence classiques d’'un pathogéne ne sont pas indépendants I'un de l'autre mais bien
étroitement liés. Exemple en est le cadNéésseria meningitidis, une bactérie Gram négative
habituellement localisée au niveau de I'oropharynx chez I'homme qui peut provoquer
septicémies et méningites. Afin de limiter sa reconnaissance par le systtme immuihitaire,
meningitidisa acquis la capacité d’imiter les propriétés moléculaires des cellules de I'h6te en
produisant de 'acide sialiqgue qui se localise au niveau de sa surface externe. Ce mimétisme
joue un réle clé dans la pathogenese de la bactérie et est supposeé étre directement associé a
son métabolisme. En efféll. meningitidiscatabolise préférentiellement le lactatevivo et
ce méme si une autre source de carbone moins oxydée, et par conséquent plus rentable
comme le glucose, est disponible. Ce phénomene semble s’expliquer par le fait que le
métabolisme du lactate permette d’alimenter directement la voie de synthése de I'acide
sialique (Fig. 4). Le catabolisme

d’'une source préférentielle de carbor
apparait donc comme étar 1
directement couplé a un mécanisn
d'immunoévasion essentiel chex. I
meningitidis(Exley, Shaw et al. 2005;
Brown, Palmer et al. 2008). 1

Figure 4. Synthése de l'acide sialique par Neisseria

meningitidis (adaptée de Brown, Palmer et al. 2008).
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De maniére moins directe, il a été démontré drexellaque I'expression des géenes
codant pour le facteur de virulence majeur qu’est le systeme de sécrétion de type IV (VirB)
soit induite en présence de l'alarmone (p)ppGpp. Cette derniere fait partie du mécanisme de
réponse de stringence, lui-méme induit en cas de stress nutritionnel. Cette réponse permet
I'adaptation de la physiologie de la bactérie, et par conséquent de son métabolisme, dans un
environnement pauvre en substrat. Il semble donc exister un couplage entre perception de la
disponibilité en substrats dans I'environnement et I'expression d’'un facteur de virulence
majeur chezBrucella (Boschiroli, Ouahrani-Bettache et al. 2002; Dozot, Boigegrain et al.
2006).

1.  Le métabolisme deBrucella

1. Contributions des études biochimiques et des séquences génomiques

L’étude du métabolisme de Brucellaconnu plusieurs vagues successives d’'intérét. La
premiere date des années 1960 et visait entre autres a déterminer des propriétés spécifiques
de Brucella, la distinguant d’autres especes bactériennes. Au cours des années 1970, des
études biochimiques ont permis la caractérisation des voies métaboliques présentes chez
Brucella. De telles études sont basées sur des tests de croissgitiae ainsi que sur des
tests d’activité enzymatique. Les tests d’activité reposent sur I'ajout d'un substrat spécifique
de I'enzyme étudiée a des extraits cellulaires. Si 'enzyme présente une activité catalytique,
les produits générés peuvent étre détectés par spectrophotométrie notamment. Il est ainsi
évident que les conditions expérimentales dans lesquelles ont lieu ce type d’expériences se
distinguent nettement des conditiansvivo de par les conditions de culture et de par le fait
gue les enzymes ne se trouvent plus dans le compartiment cellulaire.

La troisieme vague d'intérét a eu lieu au cours des années 1980 et est liée au
développement de nouvelles techniques de génétique moléculaire. Tandis que le dernier
regain d’intérét pour le métabolisme Beucella fait suite a la disponibilité récente des
séquences génomiques de différentes espéc&utella. Ces séquences ont notamment
permis de prédire le potentiel métaboliqueBtacella (DelVecchio, Kapatral et al. 2002;
Essenberg, Seshadri et al. 2002; Paulsen, Seshadri et al. 2002; Halling, Peterson-Burch et al.
2005).

La plupart de ces études se sont essentiellement focalisées sur le métabolisme du
carbone car il fourni la bactérie en énergie sous forme d’ATP et d’équivalents réducteurs
ainsi qu’en précurseurs essentiels de biomasse. Les voies majeures du métabolisme du
carbone sont la voie classiquement appelée « glycolyse » également connue en tant que voie
d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la voie des pentoses phosphate (PP), la voie d’Entner-
Doudoroff (ED), le cycle de Krebs également connu en tant que cycle des acides
tricarboxyliques (TCA) et la néoglucogenése (Fig. 5). Certaines voies anaplérosiqoes
également comprises avec notamment le cycle du glyoxylate qui alimente le TCA. Ces
différentes voies chez Brucella et leurs roles respectifs sont décrits ci-dessous.

! Une réaction ou une voie est dite anaplérotique lorsqu’elle permet d’alimenter une voie métabolique en
métabolites. Ces voies anaplérotiques permettent par exemple le maintien de concentrations constantes des
métabolites du TCA malgré leur utilisation dans des voies biosynthétiques en conditions normales (adapté de
David L. Nelson, M. M. C. (2005). Lehninger: Principles of biochemid&regman.).
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Figure 5. Représentation du réseau constitué par les
voies majeures du métabolisme du carbone (adapté
de C. Nicolas). Cette figure représente 6 des 7 voies
du métabolisme carboné que nous avons considéré:
la voie glycolytique classique d’Embden-Meyerhof-

l Epdh I
QL. 6pgl ——  6pg
[ pal
pgd

al tht o
@ uap l 15p \@ Parnas (en rouge), la voie des pentoses phosphates
. ” sTp ,50-;-;' kdpg (en bleu), la voie d’Entner-Doudoroff (en vert), la
¥ g néoglucogeneése (dont les réactions différant de la
fop tit voie EMP sont en gris), le cycle de Krebs (en orange)
= et le cycle du glyoxylate (en mauve). La liste des
anad x5p < s r_l abréviations utilisées est disposée en paralléle etles
— gap - . K )
i pyr principaux précurseurs de synthése de biomasse sont

encadrésen bleu (C. Nicolas).
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A. Une phosphofructokinase abse

La glycolyse (EMP), la voie des pentoses phosphate (PP) et la voie d-
Doudoroff (ED) sont toutes trois impliquées dans le métabolisme des sucres. Chacur
voies est caractérisée par un rendement et la production de précurseurs biosynthét
lui est spécifique. La glycolyse classique permet ainsi de générer de 'ATP, du N/*
ainsi que certains précurseurs de biosynthG6P, F6P, DIAP, 3PG, PEP, PYR, cfr lis
des abréviationstandis que la voie des pentoses phosphate permet la produc
NADPH+H" ainsi que d’autres précurseuR5P, E4P. La voie d’Entne-Doudoroff permet
quant a elle de générer de 'ATP, du NADF" et du NADPH+H. L'utilisation de ces
voies va deés lors en partie dépendre des besoins physiologiques rencontrés piie.

Les études menées dnucellaont révelé une voie glycolytique incomplete car elle
dispose pas de la phosphofructokinase. La gluc-6-phosphate dehydratase de la \
d’EntnerDoudoroff n’a également pas pu étre mise en évidence par les biochimiques.
Toutefois, I'analyse des séquences des génomes disponibBrucella ont identifié un
gene codant vraisemblablement pour cette en, suggérant que la voie ED ser
compléte. En ce qui conce! la voie des pentoses phosphatlle sembleintacte avec le
NADP" et le NAD" pouvant servir de cofacteurs aux deux déshydrogei(Robertson and
McCullough 1968; Essenberg, Seshadri et al. .
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B. Les cycles de Krebs et du glyoxylate sont complets

L’oxydation de I'acétyl-CoA, dérivé entre autres du catabolisme d’un sucre, peut se
poursuivre via le cycle de Krebs. Ce cycle permet de générer de 'ATP, des équivalents
réducteurs sous forme de NADH*dt de FADH ainsi que des précurseurs de biomasse
(ACOA, AKG et OAA). Ce cycle est étroitement lié a de nombreuses autres voies, telle que
le métabolisme des acides gras et de I'azote, notamment par les intermédiaires respectifs de
I'acétyl-CoA et de I’ acétoglutarate.

Le cycle du glyoxylate, qui doit son nom a I'un des métabolites produits, est également
lié au TCA. La premiere réaction de ce cycle implique lisocitrate lyase qui clive de
I'isocitrate et génére du glyoxylate et du succinate (Fig. 5). Le glyoxylate peut ensuite, avec
de l'acétyl-coA, étre condensé en malate par la malate synthase. Ce cycle du glyoxylate est
nécessaire pour la synthese de carbohydrates sur base d'acétate. Cela s’explique par la
production de malate et succinate, deux métabolites du TCA, par le cycle du glyoxylate. Un
de ces métabolites peut étre converti en oxaloacétate nécessaire pour de futurs tours dans le
cycle de Krebs tandis que le second peut servir a la synthese de phosphoénolpyruvate. Ce
dernier peut alors étre converti en carbohydrates via la voie de la néoglucogenese (D. L.
Nelson 2005).

Les études biochimiques réalisées Buucella ainsi que l'analyse des séquences
génomiques disponibles indiquent que ces deux cycles sont présents et complets chez
Brucella (DelVecchio, Kapatral et al. 2002; Essenberg, Seshadri et al. 2002).

C. Une néoglucogenése également compléte

La néoglucogenése partage avec sa voie inverse I'EMP la plupart de ses enzymes
métaboliques. En effet, seules trois réactions sont irréversibles et impliquent des lors des
enzymes différentes qui sont pour la néoglucogenése : la phosphoénolpyruvate synthase, la
fructose biphosphatase et la glucose-6-phosphatase. Cette voie permet, au méme titre que la
glycolyse, de générer des précurseurs de biomasse mais nécessite un investissement
énergétique dans ce cas-ci sous forme d’ATP et d’équivalents réducteurs (Munoz-Elias and
McKinney 2006). L'ensemble des génes codant pour les enzymes de cette voie semblent
présents chez Brucella (DelVecchio, Kapatral et al. 2002; Essenberg, Seshadri et al. 2002).

D. Particularités métaboliques de Brucella

La structure particuliere du réseau métaboliqueBdgcella qui ne dispose pas de
phosphofructokinase implique que le catabolisme des hexoses se déroule principalement au
travers de la voie des pentoses phosphate (PP) ou d’Entner-Doudoroff si cette derniere est
active. Une telle utilisation de la voie des PP est inhabituelle mais est théoriquement aussi
rentable énergétiquement que la voie glycolytique classique grace a la production
d’équivalents réducteurs.

Une autre particularité d®rucella est l'utilisation préférentielle d'érythritol par
rapport au glucose. En effet, il a été démontré que l'incorporation du glucose dans les
composants carbonés de la bactérie est réduite de 30% en présence d’érythritol et que ce
phénomene est indépendant du transport du glucose. Sperry and Robertson ont caractérisé la
voie métabolique de ce sucre. Elle implique une kinase, deux déshydrogenases ehgénere
fine un métabolite de la glycose, a savoir le dihydroxyacétone phosphate (Fig. 6) (Sperry and
Robertson 1975). L’ensemble de ces résultats fournit une vue globale du meétabolisme
potentiel du carbone chdrucella. Cependant, il ne donne que peu d’indications sur les
voies métaboliques réellement actives en conditions in vitro et encore moins in vivo.
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Figure 6. Voie d’assimilation de Pérythritol. La

CHOH  ATP  ADP CHzO-P NAD* MADHg* (inO-P MAD* NADH:*  po=g
septi@me voie que nous avons considéré dans le

|
HIC-OH HFOH ?=0 HO=—CH
i . )
HE-OH 1 Hi::OH > Hi:-OH 3 it Ir’net.abﬁh:_me gu ;f?rbc;ni clieLBruci’Hs ﬁst celclie de
; i i assimilation de I'é ritol. Le catabolisme de ce
CH,OH (srid) CH,OH (eriB) CH:OH (eriC) S0P vt

sucre permet la production d’équivalents réducteurs
mesc-arythritol D-arythritol-1-P D-arythrulosa-1-P 3-kalo-L-arythrose-4-P (2 NADH+H* ainsi qu’une flavoprotéine réduite de
type FMN ou FAD) et d’un triose phosphate (DHAP)
intermédiaire de la voie glycolytique EMP. Cette voie
Fp FpHst HO"?-O €0z comprend 5 réactions catalysées successivement
‘-\ ! HO —CH ! CHON Hem=0 i ) par : (1) [Iérythritol kinase, (2) Ierythritol-1-
e HC=0 =f—» HCOH [y Frasiavcia hosphate déshydrogenase, (3) lerythrulose-1-

4 c=0 5 P 2 EMP phosp! deshydrog ) ryt
(e4iD) -|:H20-P CH:O-P CHLO-P phosphate déshydrogenase, (4) la 3-keto-erythrose-
4-phosphate déshydrogenase, et (5) la 3-keto-
Fheto-L-eryth 4P Iyl il ot idoyde-3-P erythronate-4-phosphate décarboxylase. loxydation
du dihydroxyacétone-phosphate généré peut alors
se poursuivre via la voie EMP avec (6) la triose-

phosphateisomérase (Moreno, 2006).

2. Premieres indications sur le métabolisme en cours d’infection

A. Les enzymes métaboliques essentielles a la virulence

Différentes études ont récemment apporté des indications préliminaires sur I'activité
de certaines voies cheé&rucella. en cours d’infection. Une premiére contribution a été
apportée par les travaux de recherche menés sur les facteurs de virulence classiques. lls ont
en effet permis d’identifier des protéines métaboliques nécessaires au cours d’une infection.
Parmi ces études figurent les travaux menés par Lestrate Honget al. et Wuet al. dont
I'objectif était initialement d’identifier de nouveaux facteurs de virulence Bhebortuset
B. melitensisL’identification de ces nouveaux facteurs reposait sur la recherche de mutants
transpositionnels atténués en modéle murin d’infection.

Au cours de leurs travaux, Lestragtal. ont mis en évidence un total de 45 mutants
atténués cheB. melitensisSur 'ensemble de ces souches, 10 sont mutées au niveau d’un
géne codant pour une protéine directement liée au métabolisme (ceux-ci sont repris dans le
tableau 1 ci-dessous) (Lestrate, Delrue et al. 2000; Lestrate, Dricot et al. 2003).

Tableau 1. Mutants atténués identifiés par Lestrat et al.

Fonction présumée du géne disrupté Fonction présumée du géne disrupté
(Lestrate, Delrue et al. 2000) (Lestrate, Dricot et al. 2003)
Métabolisme des acides aminés Métabolisme
O-acétylsérine (thiol)-lyase ilvC : synthése de la valine, de la leucine et de I'isoleucine
Sulphite réductase cobB : synthése de la cobalamine
Homocystéine-N5-méthyltetrahydrofolate transméthylase mosA : inosamine méthylase
Métabolisme des acides nucléiques galcD : D-galactarate déhydratase
Adénine ADN méthyltransférase glcK : glycérol kinase

Métabolisme des protéines membranaires
Peptidoglycan transglycolase

La seconde étude a révélé que sur 14 mutants identifiésBchedzortus 4 souches
étaient mutées au niveau de fonctions associées au métabolisme. La transposition avait
disrupté les génes codant pour le transporteur de glucose et galgkiBseufe sous-unité
de la glutamate synthasgitD), la glycine déshydrogenase et un facteur vraisemblablement
impliqué dans la biosynthese des acides aminés aromatiques (Hong, Tsolis et al. 2000).
Quant a la troisieme étude, elle a permis de mettre en évidencB.cmetitensiH1l
génes dont 9 codent pour des protéines liées au métabolisme (ceux-ci sont repris dans le
tableau 2 ci-dessous). Les genes identifiés incluent legipBequi code pour la glycérol-3-
phophate déshydrogenase FAD-dépendante. Cette enzyme converti le dihydroxyacétone
phophate en glycérol-3-phosphate. Les auteurs ont également identifieé lesegdhes
eryC qui codent pour des enzymes du métabolisme de I'érythritol et qui avaient déja été mis
en évidence lors d’'une étude antérieure (Wu, Pei et al. 2006).
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I Tableau 2. Mutants atténués identifiés par Wu et al.
Fonction présumée du gene disrupté

Fonction présumée du gene disrupté

Métabolisme et transport des nucléotides
Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase
Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase ATPase subunit
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase (purS)

Production d’énergie et conversion
Glutathione réductase

Glycérol-phosphate déhydrogenase FAD-dépendante
Métabolisme et transport des carbohydrates

Phosphoribosylformylglycinamidine synthase (purQ)
Exopolyphosphatase

HPr du systéeme PTS
L-fuculose phosphate aldolase

Delrue et al. ont par ailleurs effectué un recensement de I'ensemble des mutants
atténués décrits ch& melitensigDelrue, Lestrate et al. 2004). Globalement il apparait que
pres de la moitié des mutations affectent des genes codant pour des protéines du
métabolisme (Fig. 7). A titre d’exemple, une mutation au niveau du géne codant pour la
glucose-6-phosphate isomerase (glycolyse/néoglucogenese) améne a un phénotype
d’'atténuation. Il en est de méme pour les génes codant pour la 6-phosphogluconate
déshydrogenase (voie des pentoses phosphate) ou encore pour différentes protéines
impliquées dans la voie de syntheses des purines (la liste des mutations liées au métabolisme
est disponible en annexe 1) (Delrue, Lestrate et al. 2004).

A B "Classical” virulence factors B
H Regulation

B Metal acquisition

B Amino acids metabolism

B Sugar metabolism

W DNA/RNA metabolism

| Vitamins/Cofactors

B Stress response

M Oxidoreduction
® Mutations associées directement au
métabolisme

M Nitrogen metabolism

@ Others B Mutations n'étant pas associées au

" métabolisme
B Unknown function

Figure 7. Classes fonctionnelles de mutations atténuantes identifiées chez B. melitensis 16M. Uensemble des mutations amenant a un
phénotype datténuation identifiées chez B. melitensis 16 M ont été recensées et réparties en groupes fonctionnels (A). Il apparait qu'un nombre
important de ces mutations sont liées a des facteurs de virulence classiques et au métabolisme des sucres des acides aminés ou encore des
acides, nucléiques. La réorganisation de ces mutations en deux classes se distinguant par I'existence d’un lien ou non avec le métabolisme a été
réalisée et est représentée en (B). Prés de 43% des souches atténuées sont ainsi mutées au niveau de fonctions métaboliques. Cette observation
supporte le concept que métabolisme et virulence sont étroitement intriqués et que la compréhension de I'un ne peut se faire sans celle de
l'autre (Delrue, Lestrate et al. 2004).

Ces résultats démontrent une fois de plus I'existence d'un lien étroit entre
métabolisme et virulence. De plus, ils fournissent des informations préliminaires sur
I'adaptation de Brucellau cours de l'infection et permettent d’avancer certaines hypotheses.
Ainsi, les génes codant pour les enzymes impliquées dans la voie de synthése de 9 acides
aminés (lysine, valine, leucine, glutamine, sérine, isoleucine, cystéine, thréonine,
tryptophane, histidine, méthionine) étant essentiels a la virulence, il est concevable que
Brucella rencontre au cours du trafic intracellulaire un environnement pauvre en acides
aminés qu’elle doit des lors synthétisge novo. De la méme maniére, le fait que le
catabolisme de I'érytrhitol ainsi que certaines protéines prédites comme étant impliquées
dans le transport de sucres soient essentiels suggére que ces sucres puissent constituer des
sources de carbone et d’énergie nécessaires a la bactérie au sein de la cellule héte.
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B. Le protéome ddBrucellaen cours d’infection réveéle une adaptatmétabolique
progressive et majet

Plus recemmentdes résultats d’études du protéomeBrucelle spp.au cours du
processus infectieux ordtoffé les lypothéses précédemment avancéesl'adaptation
physiologique dela bactérie Ce type d’analyse permdtdentification ces protéines
différentiellement produés au cours d’une infection et ce papparta une condition de
référence qui eslans ce ceci une culture en conditiona vitro. Les variations observé:
peuvent se traduire soit par une diminution soit par une augmentation de Ince d’'une
protéine considérée.eS modificationssont supposeées étre représentatives de la physic
ainsi qu’indirectement de I'environnement rencontré par le pathogéne au sein de le
infectée.

Un premier constat global ¢ études de protéomiguest que, indépendamment
'espece deBrucella considérée, la morité des protéines bactériennes différentiellen
produites durant une infection est impliquée dans le métabolisme p (les résultats
d’'une de ces études sont illustrés a la Fi). Ce dernier se définit comme étele
métabolismestrictement nécessaire a la survie de la bactérie. Cette obseidémontre
I'existence d’une adaptation physiologique majeure de la bacté-a-vis de son hote.

Les résultats de deux études de protéomique sont dé-dessou:

A

M| Central carbon metabolism B
M Respiration

@ Protein synthesis

B Nucleotid metabolism

B Amino acids synthesis

O Stress response

B Transporters

M Iron metabolism

@ LPS synthesis

@ Lipid metabolism

B Protéines associées directement au
M Cell division métabolisme

B Protéines n'étant pas associées au
métabolisme

@ Unknown function
Omp

Regulation

Figure 8. Classes fonctionnelles des protéines différentiellement produites au cours d’une infection. Lors de I'étude du protéome de B. abortus
2308 en conditions d’infection, Lamontagne et al. ont identifié 121 protéines différentiellement produites. Ces protéines ont été réparties en
classes fonctionnelles ce qui est représenteé par la figure A. Les classes les plus représentées sont ainsi les protéines impliquées dans la synthese
de protéines, le métabolisme central du carbone, les protéines dont la fonction est inconnue, les transporteurs et celles impliquées dans la
respiration. Comme pour la figure 4, ces différentes protéines ont été regroupées en deux classes distinguant celles étant associées ou non au
métabolisme (B). Ce second graphique montre que plus de la moitié des protéines différentiellement produites sont des enzymes métaboligues.
Cette constatation suggére I'existence d’une adaptation physiologique importante de la bactérie vis-a-vis de son héte ce qui de nouveau
supporte le concept que métabolisme et virulence sont liés (Lamontagne, Forest et al. 2009).

Le protéome de B. suis en cours d’infection

Les travaux menésur le protéome deBrucella suis 48h apres infection c
macrophages murins J774, a mis en évidel68 protéines différentiellement produ.
Parmi celes dont la production est réduite, ils identifié des enzynmsediL métabolisme de
I'énergie, des enzymes liees a la synthése d’'acides ar(majoritairement celle d
glutamate))a pyruvate kinase appartenant a la voie de la glycolyse, ainsi gienzymes
nécessaires a la synthése des ines et des acides nucléiquks.fait que la production ¢
ces protéines soit réduite au cours d’'une infection avance la possibilité d’'un ralentis
important du métabolisme bactér par rapport a la situation de contréin vitro). Ce
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ralentissement se caractérise par une biosynthese réduite de composés essentiels (acides
aminés et protéines, acides nucléiques) ainsi que par une activité restreinte de la voie
glycolytique. Assez paradoxalement, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogenase se
retrouve en quantité plus importante. Il en est de méme pour l'isocitrate déshydrogenase,
I'isocitrate lyase faisant partie du cycle de Krebs et de la voie anaplérotique du glyoxylate.
De plus, un nombre importants de transporteurs d’acides aminés et de sucres sont également
produits de maniére plus importante.

L’ensemble de ces résultats suggéere que I'environnement rencontBs pais est
particulierement pauvre. En réponse a cela, la bactérie semble adapter sa physiologie en
réduisant la production des enzymes impliquées dans la biosynthése de macromolécules et
en augmentant la production de transporteurs. Cette pauvreté nutritionnelle corréle les
hypothéses avancées précédemment et explique I'atténuation des souches mutées au niveau
de la biosynthese de nucléotides et acides aminés. D’autre part, en dépit d’'un métabolisme
ralenti, un niveau basal d’activité métabolique semble étre maintenu, impliquant notamment
le cycle de Krebs. La fonction de ce dernier serait la production d’équivalents réducteurs et
non de précurseurs vu la biosynthése réduite d’acides aminés. De plus, la détection plus
importante de glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogenase, a linverse de la pyruvate
kinase, suggere l'existence d’une activité néoglucogénique (Al Dahouk, Jubier-Maurin et al.
2008).

Le protéome de B. abortus en cours d’infection

Une seconde étude de protéomique a ajouté une dimension temporelle au modéle
d’adaptation physiologique de la bactérie durant le processus d’infection. Lamoetadne
ont en effet analysé le protéomeRleabortusa différentes étapes de I'infection a savoir : un
temps précoce apreés infection (3h), un temps moyen (20h) et un temps tardif (44h).

lIs ont constaté que, 3 h apres infection, de nombreuses enzymes du cycle de Krebs
(aconitate hydratasei-cétoglutarate déshydrogenase, succinyl-cOA syraghéth la malate
déshydrogenase), certaines enzymes de la voie des pentoses phosphate (transcétolases et
transaldolases) ainsi que des protéines de la biosynthése des purines et pyrimidines étaient
produites de maniére réduite. Il en est de méme pour les protéines impliquées dans la
synthese de protéines et d’ARN. Lamontaghal. ont également observé un remaniement
de la composition de la chaine de transport d’électrons suggérant une conversion vers une
phosphorylation oxydative typique d’une faible tension en oxygene.

Quant aux protéines dont la production est accrue, certaines enzymes intervenant dans
le catabolisme des acides aminés ont été identifiées telles que I'hydantoinase. Cette enzyme
catalyse en effet la dégradation de la proline et permet de générer du glutamate. Le glutamate
peut quant a lui étre converti ercétoglutarate et étre incorporé dans le cycle ddb&r

Ces observations ch& abortusa un temps précoce apres infection sont en partielle
corrélation avec les résultats obtenus dBezuis.ll semble en effet que les acides aminés et
plus particulierement le glutamate, sont catabolisés et générent des métabolites du cycle de
Krebs qui est vraisemblablement lui-méme ralenti. Le ralentissement de ce cycle contraste
avec les observations précédentes dheguis.Le TCA permettrait néanmoins de générer
des équivalents réducteurs qui peuvent étre convertis en ATP par une chaine de transport
d’électrons typique d’'une faible tension en oxygéene. Ce métabolisme basal permettrait a
Brucella de survivre au cours du trafic intracellulaire jusqu’a atteindre sa niche de
réplication ou elle commencerait seulement & se multiplier (Gorvel and Moreno 2002).
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24 et 48h apres infection, le protéomeBtecellatend a redevenir similaire a celui
observé dans des conditiomsvitro (I'ensemble des protéines différentiellement produites,
identifiées lors de cette étude sont disponibles en annfxa®pntagne, Forest et al. 2009

3. Modele proposé d’adaptation physiologique en cours d’infection

En résumé, sur base de leurs résultats, Lamontagra. ont avancé un modele
d’adaptation physiologique dB. abortusvis-a-vis de son héte en cours d’infection. Ce
modeéle semble également applicabl®.asuisainsi que peut étre a d’autres espéeces de
Brucella. Ainsi, t6t apres avoir été phagocytBe,cella se localise dans un compartiment
transitoire qui s’avérerait étre pauvre en substrats et en oxygéne. Des lors, le métabolisme de
la bactérie subirait un ralentissement important et global caractérisé par une biosynthése
réduite d’acides aminés, de protéines et d’acides nucléiques. Une activité métabolique basale
serait néanmoins maintenue avec notamment un TCA ralentit. Ce dernier serait alimenté par
le glutamate, lui-méme généré a partir d'autres acides aniinésellaactiverait également
d’autres voies cataboliques et utiliserait ses propres macromolécules (ribosomes et autres
protéines de stress) pour générer des métabolites essentiels.

L’adaptation a ce nouvel environnement serait complete au bout de 20h apres
infection. A ce stadeB. abortusexploiterait essentiellement les acides aminés en tant que
source de carbone. La production accrue de transporteurs d’acides aminés et de peptides
suggere gque les acides aminés exploités par la bactérie soient d'origine cellulaire. A
l'inverse, la production de transporteurs de sucres semble réduite suggérant une faible
abondance de ce type de substrat dans I'environnement rencontré par la bactérie. La
biosynthese des protéines et acides nucléiques de la bactérie serait par ailleurs restaurée.

Aprés une croissance importante au sein de la cellule 44h aprés infBctabgrtus
semble présenter une physiologie similaire a celle des bactéries en phase stationnaire en
conditions in vitro. Certaines voies comme les pentoses phosphate sont effectivement
progressivement restaurées aprés un ralentissement important en début d’infection
(Lamontagne, Forest et al. 2009).

Ce modele permet d’expliquer latténuation de certaines souches mutantes
précédemment décrites. Par exemple, il apparait que les acides aminés semblent constituer
une source importante de carbone et potentiellement d’énergie au cours de l'infection. Cela
explique des lors que les souches mutées au niveau de genes tfiB ¢uee sous-unité de
la glutamate synthase) qui sont liés au métabolisme des acides aminés soient atténueées.
Selon le modéle proposé, ces mutants ne semblent effectivement pas capables de s’adapter et
donc de survivre a I'environnement intracellulaire dans les temps précoces d’infection
(Hong, Tsolis et al. 2000).

L’identification des mutations atténuantes ainsi que les études récentes de protéomique
ont de cette maniére largement contribué a une meilleure compréhension de la physiologie
de Brucelladurant I'infection de macrophages. Sur base des résultats obtenus, un modele a
pu étre établi qui devra étre confirmé a I'avenir. Toutefois, ces études ne fournissent que peu
d’'informations précises concernant les substrats fournis par la cellule héte qui sont
nécessaires a la prolifération bactérienne. L’identification des sources carbonées prélevées
par Brucella au sein de la cellule contribuerait a une meilleure compréhension de
I'adaptation métabolique en cours d’infection. Cette adaptation est en outre directement liée
a la pathogenése d&rucella. En effet, Lamontagnet al. ont avancé que la virulence de
Brucella spp.ne semble pas dépendre essentiellement des rares facteurs de virulences
identifiés mais soit plutot liée a I'association de ces quelques facteurs et de la physiologie de
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la bactérie (Lamontagne, Forest et al. 2009). Une telle identification de sources carbonées
prélevées par un pathogéne et des voies métaboligues empruntées par celles-ci au cours
d’une infection a déja éteé réalisée sur une autre bactérie: Listeria monocytogenes

IV. Le marquage isotopique et la spectrométrie de masse, des outils pour
investiguer le métabolisme de pathogends vivo

Lors d’une étude récente, Eylet al. sont parvenus pour la premiére fois a identifier
les sources carbonées prélevées et métabolisées par un pathogéne Gram positif a réplication
cytoplasmiquelListeria monocytogenesu sein de macrophages murins. Pour ce faire, ils
ont mis au point une méthodologie basée sur la détermination du marquage isotopique des
acides aminés déterminé par spectrométrie de masse couplée a de la chromatographie en
phase gazeuse (GC/MS).

1. Le principe du marquage

Un isotope stable d'un élément chimique se défini comme étant un atome non-
radioactif dont le nombre de neutrons est différent. C’est le cas notammé6t @lu encore
du N qui ont chacun acquis un neutron supplémentaire. Certains de ces isotopes se
retrouvent naturellement dans I'environnement, YC constituant par exemple
approximativement 1,1% du carbone terrestre (Eisenreich, Slaghuis et al. 2006). Cette
abondance naturelle peut étre perturivéeivo par I'apport d’'un substrat marqué tel que le
glucose uniformément marqué &¢ ([U-1°C6)) qui a été utilisé dans ce cas-ci. Ce glucose,
lorsqu’il est ajouté au milieu de culture, peut étre métabolisé par les différentes voies actives
et générer des métabolites et macromolécules ayant elles-mémes intégré un ou pidsieurs
L’incorporation d’un isotope provoque, suite a la présence d’'un neutron supplémentaire, une
augmentation d’'une unité de la masse de la molécule considérée. Cette modification de
masse peut alors étre détectée par analyse GC/MS. Lors de cette étude, les auteurs se sont
focalisés exclusivement sur le marquage des acides aminés protéinogéniques. Ce choix
s’explique par le fait que ces acides aminés sont stables au cours du temps et fournissent des
indications directes sur le métabolisme du carbone. De cette maniére gEgleont étudié
séparément le marquage des acides aminés bactériens et celui des acides aminés cellulaires
en cours d’infection.

2. ldentification des acides aminés préleves ou synthétisée novopar
Listeria en cours d’infection

Comme contréle, les auteurs ont identifié les acides aminés syntli&tinésapar les
macrophages non-infectés. Pour ce faire, les cellules ont été cultivées dans du milieu de
culture défini complémenté avec du glucose'f06] pour une durée de 6 heures.

Par la suite, deux autres procédures de marquage distinctes ont été menées et sont
décrites ci-dessous.

A. Infection de macrophages prémarqués

La premiere implique un prémarquage des composants cellulaires durant 10 jours en
présence de glucose 6] avant infection pat.isteria monocytogened.e milieu de
culture marqué a ensuite été remplacé par du milieu classique durant I'infection. De cette
maniére, les acides aminés bactériens marqués ne peuvent provenir que de l'incorporation
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d’acides aminés cellulaires et/ou de la métabolisation de composés marqués issus des
cellules infectées.

Il est possible de déterminer si un acide aminé bactérien a été prélevé au sein de la
cellule ou s'il a été synthétisé en comparant les profils de marquages isotopiques des
fractions cellulaires et bactériennes. Ce profil se traduit par I'abondance relative des
différentes formes de marquages existantes. A titre d'illustration, une molécule a trois
carbones peut se présenter sous forme non-marquée, marquée avec'i, seec deux
3C ou totalement marquée avec trbi8. Il a été postulé que si un acide aminé présente le
méme profil de marquage isotopique au niveau des cellules et au niveau des bactéries, il est
plausible que cet acide aminé ait été prélevé en tant que tel par le pathogene. A l'inverse,
deux profils dissemblables indiquent que les acides aminés bactériens marqués ont une
origine biosynthétique spécifique. lls ont par conséquent été biosynthétisés par la bactérie
sur base de sources carbonées marquées prélevées a la cellule héte.

B. Marquage isotopiqgue en cours d’infection

Quant a la seconde procédure, elle consiste en un marquage au cours du processus
infectieux. L’analyse des acides aminés bactériens et cellulaires dans ces conditions permet
de nouveau d’identifier les acides aminés synthétie@sovopar la cellule. Il est également
possible d’identifier les acides aminés cellulaires prélevés ou synthééseevopar la
bactérie sur base de sources carbonées d’origine cellulaire.

3. Identification des sources de carbones disponibles en cours
d’infection

Pour identifier les sources carbonées autres que les acides aminés qui sont prélevées,
de nouvelles infections ont été réalisées avec différentes soucHhes ndenocytogenes
mutées pour des étapes clés du meétabolisme. Si une mutation affecte le transport ou la voie
de métabolisation de la source carbonée fournie par la cellule héte, le marquage des acides
aminés de la souche mutée est plus faible. De cette maniere,dEglednt mis en évidence
gue L. monocytogenes préléverait vraisemblablement a la cellule hdte des métabolites a trois
carbones comme le glycérol et/ou le dihydroxyacétone phosphate ainsi que du glucose-6-
phosphate. Le métabolisme décrit de la sorteivo s’est avéré différent de celui qu'ils
avaient précédemment décrit en conditions de cultungtro (Eisenreich, Slaghuis et al.

2006; Eylert, Schar et al. 2008).

Ainsi, I'étude du profil isotopique des acides aminés apres analyse par GC/MS permet
une investigation en détail du métabolisme en cours d'infection d'une bactérie
intracellulaire. C’est pourquoi, nous avons opté pour cette stratégie afin de caractériser le
métabolisme deBrucella abortus 2308n cours d’infection et d’identifier les sources
carbonées prélevées par la bactérie au sein de la cellule infectée.
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V. Le systeme PTS, un régulateur métaboliqu

Le systemeghosphoénpyruvate : carbohydrate phosphostaraseou systéeme PTS
est un régulateur global imgtant. Il permetune adaptation de la physiologie bactérienn
fonction de la disponibilité en sourcde carbone.

1. Les composants et fonctions de ce systé

Lors de sa découvertthezE. coli, le systeme PTS a été décrit comun systeme
couplant le transporet la phosphorylation de nombreux sucres et dér(Deutscher,
Francke et al. 2006)Ce systemefonctionne comme un phospietais qui transfére un
groupement phosphoryle d’'un donneur initial, le phoénolpyruvat, au travers des
différents acteurs dwsystem, jusqu'a la phosphorylation finale d’'une source carb
internalisée.

Chez les bactéries Gram négativerois entités catalytiques sont requises pou
transfert a savoir: &nzyme | (El), HPr (pour he-stabe, histidin-phosphorylatable
protein) et 'enzyme Il (Ell)Alors que les protéinesl et HPr sont des composants génél
du systéme PTS, les enzymes Il sont spécifiques d’une ou de quelques sources ¢
Sur base des séquences, les enzymes sgroupées en différentes famil telles que la
famille du glucose (Glc), du frrose (Fru) ou encordu mannose (Ma. Les enzymes Il
d’'une méme familldorment généralement un complexe classiguement composé de
protéines EIIA, EIIB et la protéin transmembranaire EllQ.e groupement phosphoryle
ainsi étre transférgéquentiellement du phosphoépyruvate a El, HPr, EIIA, EIIB avant
phosphorylation terminale du sucre transporté par lintermédiaire d’EFig. 9). Ces
phosphorylations successives ont lau niveau de résidus histidines a I'exception di
plupart des enzymes EIlIgui sont phosphorys au niveau de résidus cystéi (Dozot M.;
Barabote and Sai@005; Deutscher, Francke et al. 2006; Poncet ..

Secondary carbon

e e Figure 9. Représentation schématique du systéme PTS

(du glucose) et du mécanisme de répression
catabolique carbonée décrits chez E. coli. Le systéme
PTS est un phosphorelais permettant le transfert d’'un
groupement phosphoryle du phosphoénolpyruvate (PEP)
| & un sucre nouvellement transporté (le glucose dans ce
cas-ci). Le transfert se fait par les intermédiaires
successifs EI (1), HPr (2), EIIA (3), EIIB (4) et le sucre
transporté par EIIC (5). Ce systtme permet de plus
I'utilisation sélective des sources carbonées les plus
préférentielles, phénoméne connu en tant que
répression catabolique carbonée (RCC). La RCC implique
chez E. coli I'exclusion d’inducteurs et la modulation
directe de l'expression des génes impliqués dans le

secondary carbon  métabolisme de sources secondaires. Cette régulation

catabolism genes transcriptionnelle repose sur l'adénylate cyclase
— W productrice de cAMP pouvant sassocier avec Crp pour

g ——— former le complexe activateur transcriptionnel

Adenylate CAMPSey cAMP/Crp (6). De plus, les protéines du PTS peuvent
- — ) ) B

T ® directement interagir avec d’autres facteurs tels que des

régulateurstranscriptionnelsou des enzymes.
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Glucose 6P
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Chez les bactéries Gram positives comme les Firmicutes, HPr peut étre en outre
phosphorylé au niveau d'un résidu sérine (différent donc de celui phosphorylé par El). Cette
phosphorylation est catalysée par une enzyme supplémentaire dénommee HprK/P (pour HPr
kinase/phosphatase). L'activité kinase d’HprK requiert de I'ATP ou du pyrophosphate et est
activée par le fructose 1-6 biphosphate, métabolite de la glycolyse. A linverse, cette
phosphorylation est inhibée par du phosphate inorganique. Une fois HPr phosphorylé au
niveau du résidu sérine, il devient réfractaire a une phosphorylation sur résidu histidine
médiée par El. Le phosphorelais se trouve des lors ralenti (Dozot M.; Barabote and Saier
2005; Deutscher, Francke et al. 2006; Poncet 2009). Il apparait par conséquent que le

fonctionnement du PTS differe entre bactéries Gram positives et Gram négatives.

La fonction de ce systeme ne se résume pas uniquement au transport couplé a la
phosphorylation de sources carbonées. Le PTS constitue en effet un élément clé de la
régulation de nombreux aspects de la physiologie bactérienne. Il est entre autres impliqué
dans (i) la virulence en association avec des facteurs classiques, (ii) il sert de cofacteur
enzymatique en fournissant notamment un groupement phosphate a la dihydroxyacétone
kinase cheZ. coliet (iii), il est essentiel au phénomene de répression catabolique carbonée
(RCC ou Carbon Catabolite Repression) (Gutknecht, Beutler et al. 2001; Mertins, Joseph et
al. 2007; Stulke 2007). Cette RCC est un mécanisme de régulation par lequel I'expression de
genes nécessaires au meétabolisme de sources de carbones secondaires est inhibée en
présence d'une source carbonée préférentielle. Il existe donc une hiérarchisation dans
I'utilisation des sources de carbone et la RCC permet l'utilisation sélective de la source
préférentielle (Dozot M.; Stulke and Hillen 1999; Barabote and Saier 2005; Poncet 2009). La
meécanistique moléculaire sous-jacente dépend du type de bactérie considéré et differe de
nouveau entre bactéries Gram positives et bactéries Gram négatives.

2. Larépression catabolique carbonée (RCC) chez Escherichia coli

Un des mécanismes de régulation de Il'utilisation du carbone le mieux caractérisé est
celui décrit cheZ. coli. Ainsi, en I'absence de glucose, les intermédiaires du PTS de la
famille du glucose (ou PT8) ne peuvent transférer leur phosphate et restent donc
phosphorylés. Sous forme phosphorylée, Efifactive I'adénylate cyclase qui génére de
'AMP cyclique (CAMP). Ce dernier peut alors se lier a Crp (CAMP Receptor Protein)
(Fig.9) et le complexe cAMP-Crp constitue un activateur transcriptionnel de génes
nécessaires au catabolisme de sources de carbone secondaires comme le lactose. L’absence
d’'une source de carbone primaire active donc l'expression de genes impliqués dans le
catabolisme de sources secondaires.

En présence de glucose, EflAse présente sous forme non phosphorylée et est
capable d’inhiber entre autres le transport du lactose. Il y a de cette maniere prévention de la
formation d’allolactose, I'inducteur de la transcription de I'opéron lactose. Ce mécanisme est
connu en tant qu’exclusion d’inducteur.

La RCC chezZ. coli est ainsi médiée par deux mécanismes, I'un cAMP-dépendant et
l'autre par exclusion d’'inducteurs. Ce systeme de RCC a longtemps été considéré comme
représentatif pour la plupart des bactéries Gram négatives, toutefois un nombre croissant
d’arguments démontrent I'existence de différences chez les bactéries non-entériques telles
que Pseudomonas spp. (Collier, Hager et al. 1996; Stulke and Hillen 1999; Pinedo,
Bringhurst et al. 2008).
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3. La RCC chez les bactéries Gram positives (avec un faible contenu en
GC)

Alors que EIIA joue un role central dans le phénomene de RCC chez de nombreuses
bactéries Gram négatives, c’est HPr qui constitue la protéine clé chez la plupart des Gram
positives. Comme signalé précédemment HPr peut étre phosphorylé sur deux sites, au niveau
d’'une histidine par EI (Hpr-His-P) ou au niveau d’'une sérine par HprK/P (HPr-Ser-P).
L’abondance de I'une ou l'autre forme dépend directement des substrats disponibles pour la
bactérie. En effet, en présence d’'une source carbonée métabolisée efficacement comme le
glucose cheBacillus subtilis, I'activité kinase d’HprK va étre activée par la production
d’ATP ainsi que par le fructose 1-6 biphosphate. HPr phosphorylé au niveau d’un résidu
sérine peut alors interagir avec le régulateur transcriptionnel CcpA (Catabolite control
protein A) et I'association HPr-Ser-P/CcpA module la transcription de nombreux genes
présentant en amont un site Cre (catabolite response element) (Fig.10). L'expression des
genes nécessaires au catabolisme de sources carbonées secondaires se trouve de cette
maniere réprimée (Reizer, Hoischen et al. 1998). De plus, il semblerait que chez certaines
especes, HPr-Ser-P puisse aussi exclure des inducteurs en interagissant avec des systemes de
transport de sucres (Saier, Chauvaux et al. 1996; Stulke and Hillen 1999; Viana, Monedero
et al. 2000; Pinedo, Bringhurst et al. 2008).

A Tlinverse, sous forme phosphorylée au niveau d'un résidu histidine, HPr peut
moduler l'activité de nombreux facteurs tels que des activateurs transcriptionnels disposant
d'un site PRD (PTS regulation domain) phosphorylable. La phosphorylation de ces sites
PRD par HPr-His-P induit I'expression de certains génes encodant en général des protéines
du PTS. Ainsi, I'expression de ces géenes est réprimée en présence d’'un substrat tel que le
glucose. En effet, HPr-His-P se trouvant en quantité moindre, la phosphorylation activatrice
des sites PRD est réduite (Kruger, Gertz et al. 1996; Deutscher, Francke et al. 2006; Poncet
2009).

Le mécanisme de RCC est d’autant plus complexe que EIIB sous forme phosphorylée
peut également activer les sites PRD. Ainsi, en I'absence de source carbonée préférentielle,
EIIB peut activer I'expression de certains génes liés au PTS (Poncet 2009).

o,

o O
Glucose Secondary carbon
) il Fi 10. Représentation schématique du systéme
OO C OO0 ~ Figure 10.
Vrﬁ-&{@-ﬁmﬁjrﬁy ﬁlj’f il )\Tﬂ? ;-?ir ri? 3}) i (li;ﬂ ’j(xa i B i’af;-} P'I%S (du glucgse) et du mér.anism: de rép:'ession
( ) \H “ )i) Yt )i .‘?; ( Y X Kﬁ)@ x‘ catabolique carbonée décrits chez les bactéries
\Q&wﬁ 5, {31 A,z‘x 4 {}_Q { ,&( &2 Gram positives. Le PTS des bactéries Gram

positives inclut une kinase HprK supplémentaire
pouvant phosphoryler HPr au niveau d'un résidu
serine. Cette phosphorylation a lieu en présence
d’un substrat préférentiel tel que le glucose. HPr —
Ser-P interagit alors avec CcpA et le complexe formé
réprime |'expression de nombreux génes incluant
notamment des génes impliqués dans le

Wﬁﬁ/g

Secondary carbon catabolisme de sources de carbone secondaires.
catabolismgenes . . Lo .
Pyruvate HPr-Ser-P peut aussi interagir et inhiber certains
Cre .
@ A mmm-mmmm—  transporteurs excluant de la sorte des inducteurs.

s umm-wmmm— HPr phosphorylé au niveau d’une histidine par El a
également de nombreux effets comme |Ia
phosphorylation de sites PRD régulant I'expression
de génes du PTS.

Globalement, il apparait que de maniére relativement similaire a de nombreuses
bactéries Gram négatives, la RCC chez les bactéries Gram positives soit médiée par deux
types de meécanismes différents: I'un CcpA/Cre dépendant et l'autre par exclusion
d’inducteurs.
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4. Le systeme PTS cheBrucella

A. Un systéme hybride...

Comme mentionné précédemment et au vu de ces observations, il ressort
gu’indépendamment du type de bactérie considérée, le systtme PTS semble constituer un
élément majeur de la régulation du métabolisme carboné bactérien. Dés lors, il est
intéressant que l'investigation de cette composante du métabolisBraeiala se fasse en
parallele de I'étude de ce systeme régulateur.

L’'analyse des séquences génétiques disponibles pour différentes especes d’alpha-
protéobactéries a révelé que la plupart ne disposent soit d’aucun gene codant pour des
protéines du PTS, soit qu’elles disposent conineellade différents intermédiaires mais
pas de perméase de type EIIC (Barabote and Saier 2005). En effet, des génes homologues a
ceux dE. coli codant pour des protéines d’'un systeme PTS particulier ont été identifiés. Ce
systéme PTS dénommé P¥Spour PTS nitrogen) a été décrit chezcoli comme étant
encodé par des paralogues du PTS de la famille du fructose. Les différentes protéines dont il
est composé sont désignés en tant que « nitrogen enzyme"'); (Gtitrogen HPr » (NPr)
et « nitrogen enzyme IIA» (EIfX). La chaine de phosphorylation constituée par ce systéme
semble peu liée au PTS classique. Le WESt supposé avoir essentiellement une fonction
régulatrice, notamment au niveau du couplage du métabolisme de l'azote et du carbone
(Powell, Court et al. 1995; Reizer, Reizer et al. 1996; Rabus, Reizer et al. 1999). Les génes
homologues ayant été identifiés chez Brucella sont quant & eux dénommptsgisNet
codent respectivement pour™E| NPr et EIIA". Un autre géne a également été identifié
dans le génome dgrucella a savoiptsM.Ce dernier est un homologue du gene codant pour
I'enzyme EIlIA de la famille du mannose (EN&) chezE. coli Enfin, un cinquiéme géne
associé au systéeme PTS dénonivpik a été identifié. Il s’avére étre un homologue du géne
codant pour la kinase/phosphatase d’'HPr spécifique des bactéries Gram positives. Le gene
hprk chezBrucellasemble toutefois étre tronqué car il ne dispose pas d’'un domaine qui a été
associé a l'activité phosphatase (Dozot M.).

Il a été récemment démontré que ce systeme hybride entre bactéries Gram positives et
négatives constitue bien un phosphorelais impliquant séquentiellement la phosphorylation
d’'un résidu histidine de B, NPr puis soit EIIA?", soit EIA" (Fig. 11). En outre, il s’est
avéré que de maniére similaire au mécanisme rencontré chez les bactéries Gram positives,
NPr peut également étre phosphorylé au niveau d’'un résidu sérine par la protéine HprK.
Cette derniére semble effectivement disposer d’une activité kinase nécessitant soit de 'ATP
soit un pyrophosphate. Ces deux types de phosphorylation sont inhibées par du phosphate
inorganique. L’activité kinase ATP-dépendante de HprK est activée en présence de fructose
1-6 bisphosphate. Ce dernier, de par I'absence de phosphofructokinas@rabelta
constitue un meétabolite de la néoglucogenése ce qui contraste avec la situation décrite
précédemment chez les Firmicutes. Quant a I'activité phosphatase de I'enzyme, elle n'a pas
pu étre mise en évidence chgrcellace qui peut s’expliquer de par 'absence du domaine
associé a cette activité catalytique (Dozot M.).
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Figure 11. Représentation schématique du systéme PTS de Brucella.
Le PTS décrit chez Brucella est un systéme hybride mélant des

intermédiaires de différentes familles de PTS (Nitrogen et Mannose)
et comprend une kinase HprK typique des bactéries Gram positives.
> Ce systéme constitue bien un phosphorelais, le groupement

':ef“: U‘;"u: phosphoryle, initialement fourni par phosphoénolpyruvate, transite
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B. ...aux fonctions méconnu

PTS et virulence

Les fonctions de ce systéme cIBrucella restent méconnuesgpendanun nombre
croissant de liens entre PTS et virulence ont récemment été révidenc: chezBrucella
ainsi que chez d’autres pathogé(Mertins, Joseph et al. 2007; Stulke 2(. D’'une part, il
s’avere que les gengasO, ptsMet hprk sont localisés dans un locus génétique cons
parmi les alphaprotéobactél. Ce locus comprend en plus des génes du sahHcodant
pour une Sadenosylhomocystéine hydrolase impliquée dar métabolisme de |
méthionine,ainsi que les genebvrR et bvrS codant pour le systeme a deux compos
BvrR-BvrS essentiel a la virulence Brucella (cfr point I11.1.B) Fig. 12. Le géne,pckA
codant pour lgphosphoénolpyruvate carboxykin intervenant dans la néoglucogenést
situe également a proximitu locusmais dans une orientation oppesaix autrs genes. |l
a récemment été démontré que I'ensemble de ces, exception faite depckA, sont liés
transcriptionnellement. Leouplage transcriptionnel entre genes du PTS et genes du s
a deux composants BvrBvrS suggeéerd’existence d’'un lierpotentiel entre systéme PTS
virulence. Cette observatiaenforce aussi I'hypothése récempee le systeme BviBvrS
soit impliqué dans le métabolis (Dozot M.; Lamontagne, Butler et al. 20..

Brucella abortus 2308

[ R a—= | T | RDEDE KT
T ——r— LA S S S B I S e S e S T L
2,028,000 2,026,000 2,000,000 2,032,000
Brucella melitensis 16M [p——
= 1 | D (v
T T T — P L T —
2,100,000 2,098,000 2,096,000 2,094,000

Sinorhizobium meliloti 1021

—eca 1 EETED ESSETONNNRLTS e ENSCCE

T T N |
54,000 52,000 50,000 48,000

Agrobacterium tumefaciens C58
038

. beiA | T | D D T

38,000 36,000 34,000 32,000

Figure 12. Structure et conservation du locus génétique comprenant les génes pts O, ptsM et hprk. Le locus génétique représenté sur cette
figure comprend les génes codant pour le systéme & deux composants BvrR-BvrS (bvrR et bvrS), les protéines du PTS que sont HprK (hprk),
EllAMa" (ptsM) et NPr (ptsO), la S-adénosyl-L-cystéine hydrolase impliquée dans le métabolisme de la méthionine (sahH) et la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (pckA). Ce locus est conservé parmi les différentes espéces d’alpha-protéobactéries comme Brucella,
Agrobacterium tumefaciens et Sinorhizobium meliloti. |l présente de plus des propriétés similaires & un opéron, les différents génes étant
transcriptionellementliésa I'exception de pckA qui se trouve en orientation opposée (d’aprés MetaCyc: http://www.metacyc.org).
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D’autre part, afin d’investiguer I'existence de ce lien et de comprendre de maniere
globale les fonctions du PTS chBrucella melitensis 16Mdes mutants ont été élaborés
dans notre laboratoire (Dozot M.). Il a été constaté que les mutants ne produisant'plus El
NPr, EIIAN" ainsi que dans une moindre mesure HprK, présentent un phénotype de petites
colonies sur milieu riche solide (2YT). Ce phénotype qui a déja été observé au préalable, a
été associé a une persistance de bactéries virulentes dans I'héte (Jacob, Hort et al. 2006). En
outre, les mutants délétés qesO (NPr) ou deptsP (EI"") produisent de maniére
drastiquement réduite les sous-unités VirB5 et VirB10 du systeme de sécrétion de type IV
lui-méme essentiel a la virulence. Il a dés lors été proposé que le systeme PTS puisse
constituer un senseur de I'état métabolique de la bactérie activant, en collaboration avec la
réponse de stringence, I'expression de I'op&idd et la production du systeme de sécrétion
de type IV durant 'infection (Dozot M.).

Cependant, les différentes souches mutées pour les composants du systeme PTS ne
présentent pas d’atténuation en modele cellulaire et murin d’infection. Le lien entre PTS et
virulence reste ainsi incomplétement compris a ce jour (Dozot M.).

PTS et métabolisme du carbone et de I'azote

Par ailleurs, le fait gu’aucun homologue de perméase n’ait pu étre identifié chez
Brucella suggére que ce systeme PTS particulier puisse avoir essentiellement une fonction
régulatrice globale qui reste actuellement inconnue (Dozot M.; DelVecchio, Kapatral et al.
2002; Paulsen, Seshadri et al. 2002; Halling, Peterson-Burch et al. 2005).

Un premier modele a néanmoins été proposé par Deizal Ce modéle avance
I'hypothése que le systeme PTS &eucella soit impligué dans la coordination du
métabolisme du carbone et de I'azote (Fig.13). Cette coordination serait basée sur la capacité
de EI'" de fixer I'alpha-cétoglutarate qui est un métabolite clé entre métabolisme de I'azote
et du carbone. De la sorte,EIpourrait constituer un senseur de I'azote et du carbone
cellulaire permettant au systeme PTS de réguler des enzymes métaboliques en conséquence.
Cette régulation en aval de la fonction sensorielle 88 Eipliquerait EIIA"" qui semble
capable d’interagir avec une sous-unité de l'alpha-cétoglutarate déshydrogenase. Cette
interaction aurait vraisemblablement un effet inhibiteur sur la déshydrogenase
lorsqu’EIIAM?" se trouverait sous forme déphosphorylée. HprK intervient également dans ce
modele en phosphorylant NPr. Cette phosphorylation amenant a un ralentissement du
phosphorelais, elle favoriserait l'inhibition de [I'alpha-cétoglutarate déshydrogenase.

P * Hprk/pP PTS

4
I . PS-NPr Figure 13. Modéle de régulation du métabolisme

PEP — - EI / NPr ‘\ - ElAM= ; carboné et azoté par le PTS (adapté de M.
X ‘\}\ /( i Dozot). Le modéle proposé implique que le PTS
w"‘l"ate P~H-EI"= /s p~H-NPr P-H-EllAM= régule le métabolisme du carbone et de l'azote.
Acétyl CoA E EI™C pourrait en effet constituer un senseur de
Oxaloacétate ! I'état métabolique de la bactérie en se fixant a I'a-
: cétoglutarate. EIMC pourrait transmettre ensuite
un signal a EIAM®™ qui en conséquence
modulerait  l'activité de  I'o-cétoglutarate
' déshydrogénase. Sous forme non phosphorylée,
Métabolisme de Fazote | EIIAMsn  aurait vraisemblablement une action
Sources d'azote inhibitrice sur I'a-cétoglutarate déshydrogénase.
\Assimilation : La protéine HprK interviendrait également dans
NH4* : ce modéle suite au ralentissement du
a-cétoglutarate Glutamate «— Glutamine i phosphorelais qu’elle provogue en phosphorylant
a-cétoglutarate | ; NPr au niveau d’un résidu sérine. Suite a ce
déshydrogénase Synthése de composés azotés : ra‘IentissemenF, VENLL&M §e trc_>uverait ‘sous forme
- | ' déphosphorviée et inhiberait I’ a-cétoglutarate

; déshydrogénase (Dozot M.).

TCA

SuccinylCoA
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En parallele, le systeme BvrR-BvrS pourrait également constituer un lien entre
métabolisme de l'azote et du carbone. Ce systeme a deux composants pourrait en effet
potentiellement réguler I'alpha-cétoglutarate déshydrogenase et le senseur protéique PIl qui
contréle le métabolisme de I'azote (Dozot M.; Lamontagne, Butler et al. 2007).

Néanmoins, ce modéle doit encore étre confirmé. D’autre part il ne fournit que des
informations préliminaires quant aux fonctions régulatrices du systéme PTS8rtleta.
C’est pourquoi nous avons poursuivi 'étude menée dans notre laboratoire avec une attention
particuliere sur les implications métaboliques du PTS hybride de Brucella.
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Comme les résultats d’études présentés dans lintroduction bibliographique le
suggerent, le métabolisme d’un organisme pathogene semble constituer un fondement de la
pathogenese. Cela semble d’autant plus vrai chez le pathBgéoella dont la virulence
apparait comme étant directement le résultat d'une coordination entre adaptation
métabolique de la bactérie vis-a-vis de son héte et un nombre restreint de facteurs de
virulence.

Jusqu’a présent, comme pour la plupart des pathogenes, le métaboliBneala a
été essentiellement caractérisé par des tests d’activité enzymatique sur extraits cellulaire ou
par des méthodas silico sur base des génomes séquencés. Les résultats de ces études ne
seraient en rien représentatifs de la physiologie existant en cours d’'infection. A ce titre, nous
souhaitons initier la caractérisation du métabolisme du carboBeudella dans la cellule
infectée. Notre premier objectif est ainsi d’identifier les sources carbonées prélevBes par
abortus 2308n cours d’infection. Dans cette optique, il a été préalablement nécessaire de
mettre au point un protocole permettant d’'isolerBescellaintracellulaires avant d’obtenir
des résultats préliminaires.

D’autre part, un second objectif était de caractériser le lien entre le systeme PTS et le
métabolisme cheBrucella abortus 2308. Pour ce faire, il a d’abord été nécessaire de
construire des souches délétées des génes codant pour les différents composants du PTS
avant d’entamer leur caractérisation impliquant notamment I'étude de leur croissance sur
différents milieux.
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Chapitre 1: Identification des sources de carbone
prélevées par B. abortus 2308 en cours d’infection

La procédure mise au point par (Eylert, Schar et al. 2008) permet la caractérisation du
métabolisme d’'un pathogene en cours d’infection. Cette méthode a pour buts :

* lidentification des acides aminés synthétisks novopar les cellules non-
infectées,

» I'identification des acides aminés prélevés par la bactérie au sein de la cellule,

» l'identification des acides aminés synthétigdésnovopar la bactérie sur base
d’'une ou de sources carbonées fournies par la cellule,

* et enfin ldentification de ces sources carbonées par l'intermédiaire de
souches mutantes.

Ces identifications reposent sur I'analyse de marquage isotopique des acides aminés
protéinogeniques cellulaires et bactériens par spectrométrie de masse. Pour ce faire, il est
nécessaire de séparer fractions cellulaires et bactériennes ainsi que de collecter une quantité
de matiere seche d’'un minimum d’l mg pour chaque fraction. Il a donc préalablement été
nécessaire de développer un protocole permettant de collecter une telle quantité de masse
séche d@rucella intracellulaires.

|. Mise au point du protocole

1. Récolte d’'une masse seche 100 fois trop faible

En dépit de nombreuses modifications apportées au protocole dedeyledret al.
(cfr section matériel et méthodel) masse seche bactérienne finalement collectée est faible
(Fig. 14). En effet, la quantité de matiere seche maximale ayant pu étre collectée post-
infection est d’approximativement 10 pg. Ainsi, pour atteindre le seuil des 1 mg fixé, il est
nécessaire de réaliser I'infection d’'un minimum de 100 flacons de culture cellulaire (175
cm?/flacon).

1000,0

Figure 14. Récapitulatif des rendements en matiére séche des

N cing premiéres procédures d’infection (adaptées d’Eylert et al).
120 R Le seuil fixé pour I'analyse GC/MS est illustré par un trait (1 mg).
10,0 4
=
2 60 1
o
s
T 40
a
0,0
Infection | I n v v

Trois hypothéses ont été avancées pour expliquer I'inefficacité des protocoles testés :
(i) l'efficacité d’infection est faible, (ii) une fraction importante des bactéries est perdue lors
des étapes intermédiaires de la phase de séparation, de fractionnement et (iii) la plupart des
bactéries collectées sont mortes. Cette derniere hypothese s’explique par le fait que la
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matiére séche collectée est estimée uniquement sur base de comptage.dseQles les
bactéries vivantes sont donc considérées, or, dans le cadre d’'une analyse GC/MS, il n'est pas
nécessaire que les bactéries collectées soient viables étant donné la stabilité des acides
aminés que l'on souhaite analyser. Par conséquent, si une proportion importante des
bactéries collectées est morte, il existerait un biais dans nos estimations de masse seche utile
qui serait des lors sous-estimée. Chacune des trois hypothéses a donc été testée.

Afin d’évaluer l'efficacité d’infection (c'est-a-dire a la fois la frequence de cellules
infectées et la charge bactérienne au sein de ces cellules infectées) de nouvelles infections
ont été realisées avec une souch®&dmelitensis 16Mexprimant le fluorochrome mCherry
(Fig. 15A).

La fréquence de cellules Hela infectées n'a pu étre estimée tant elle était faible.
Tandis que la charge bactérienne au sein des rares cellules infectées est relativement
importante apres 48h. Ces résultats supportent de la sorte I'hypothese d’une faible efficacité
d’infection.

sur sur sur Figure 15. Identification des causes des faibles
(51) (s2) (53] rendements en matiere séche bactérienne
récoltée post-infection. Les trois hypothéses

avancées ont été testées. (A) Lefficacité d’infection

Lysat (50) G \—G /——G de cellules Hela a été déterminée au cours d’une

infection de ces cellules par une souche de B.
melitensis 16M exprimant le fluorochrome
Culot(c1) |(‘u|ot[(‘2] I Fraction mCherry. (B et C) La proportion de bactéries
finale perdues en cours de fractionnement a été estimée
sur base de comptages de CFU. Les différentes
étapes et fractions du protocole sont représentée a
la figure (B), les fleches en spiral représentant une
étape de centrifugation (pour plus de détail cfr
section Matériel et méthodes). Les résultats de
comptages sont illustrés en (C). (D) Enfin, la
| proportion de bactéries mortes finalement
collectées post-infection a été déterminée par test
Live-dead.

[ Bactéries perduesdans la
fraction 52

W Bactéries perduesdans la
fraction CL

W Bactériescollectées

Nombre de bactéries . 107

L= T T R . ]

Infectionlil  InfectionV  InfectionV

En vue de tester la seconde hypothése nous avons réalisé des étalements et comptages
de CFU pour chaque étape intermédiaire du processus de fractionnement (le protocole de
fractionnement est schématisé a la Fig. 15B tandis que les résultats de comptages sont
illustrés a la Fig. 15C). Ces comptages ont mis en évidence que pres de 75% des bactéries
sont perdues, et ce, principalement dans le culot aprés la premiere centrifugation. Une perte
mineure est également observée dans la fraction S2. Ces résultats supportent ainsi la seconde
hypothese. Une telle perte peut s’expliquer soit par des vitesses de centrifugation inadaptées,
soit, plus vraisemblablement par une lyse incomplete des cellules infectées ne permettant pas
la libération des bactéries intracellulaires.

Enfin, un test live-dead a été effectué sur la fraction finale de sorte a tester notre
troisieme hypothese suggérant que la majorité des bactéries collectées sont mortes. Ce test
permet effectivement de distinguer les bactéries vivantes marquées en vert des mortes
apparaissant en rouge en microscopie a fluorescence (Fig. 15D). Les observations réalisées

! Une CFU est une colonie bactérienne issue théoriquement de la multiplication d’une unique bactérie.
Le comptage de ces colonies macroscopiques permet donc une estimation aisée du nombre initial de bactéries
viables.
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ont déemontré que pres de 80% des bactéries sont mortes. Cette évaluation se base toutefois
sur un nombre restreint de bactéries mais semble indiquer une mortalité importante. Cela
impligue que la matiere seche utile collectée soit sous-estimée sur la seule base de
comptages de CFU.

Par conséquent, les faibles rendements de matiére seche bactérienne collectée post-
infection sont dus a la convergence d'une faible efficacité d’infection, d'une perte
importante de bactéries au cours du processus de fractionnement et a une sous-estimation de
la matiére séche liée a un taux de mortalité importante. L'identification de ces causes permet

de déterminer de nouvelles solutions en vue d’optimiser le rendement en matiére séche.

2. HelLa, RAW ou J774 ? Que le plus faible gagne !

Une perspective aisée a mettre en place est l'utilisation d’une autre lignée cellulaire
permettant une efficacité d’'infection plus élevée que les HeLa. Nous avons ainsi testé les
lignées de macrophages murins RAW et J774. Trois flacons T25 de chaque type cellulaire
ont été infectés afin d’évaluer I'efficacité d'infection sur chaque lignée. Ces flacons ont par
la suite subi une lyse et un fractionnement similaires aux procédures présentées
précédemment (cfr matériel et méthodes). Des étalements et comptages de CFU ont été
réalisés avant (SO) et aprés fractionnement (fraction finale) (Fig. 16). Les résultats mettent en
évidence un meilleur taux d’infection chez les cellules RAW. Ces dernieres permettent en
effet de collecter deux fois plus de bactéries avant le processus de fractionnement et 100 fois
plus aprés. C’est pourquoi, nous avons depuis lors opté pour le type cellulaire RAW.

Figure 16. Efficacité d’infection des cellules J774, Hela et RAW par B. abortus 2308. ): 1774, H: Hela, R: Raw.
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En dépit de I'existence d’autres optimisations possibles du protocole initial d’Eylert
al., ce dernier a été abandonné depuis la publication d'un protocole ayant déja éte utilisé
avec B. abortus 2308.

3. Un protocole directement adapté a B. abortus 2308

Au cours de leur étude du protéome Ble abortus 2308, Lamontagret al. ont
également procédé a l'isolement Beucella intracellulaires (Lamontagne, Forest et al.
2009). La modification majeure apportée par cette étude réside au niveau du protocole de
fractionnement qui implique Il'utilisation d’un gradient discontinu de sucrose pour isoler les
bactéries. Cette méthode a dés lors été testée apres de légeres modifications (Fig. 17) et s’est
révélée efficace en permettant de récolter prés de 300 pg de matiére séche bactérienne par
T25 infecté.
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= 300

s Figure 17. Comparatif des rendements maximaux
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Le protocole final implique donc l'infection synchronisée de 10 T25 de cellules
semi-confluentes (2.2Ccellules/ml & une MOI de 300 durant 48hes cellules infectée
sont ensuite lysées par un premier traitement au PBS triton 1% suivi d’un second
Les flacors sont de plus lavés avec du PBS. Les lysats ainsi constitués subiss
premiere centrifugation a faibletesse sur un coussin de sucrose 0,8M dans leqt
fraction cellulaire va étre isolée. Le culot est collecté et conserve, tandis que le sur
subit une seconde centrifugation a haute vitesse sur un gradient discontinu de suci
Brucella se localisent alodansle culot et sont également collectées.

Il. Données preéliminaire! sur le métabolisme des cellules RAW et dB.
abortus 2308

Trois expériences de marquage isotopique ont été n: (i) marquage de cellule
non-infectées, (i) marquage desides aminés durant le processus d’infection et (iil
prémarquage de cellules RAW avant infection. Le déroulement de chacune
expériences est illustré sous forme de lignes du temps a la figure suivante (

Expérience 1

t0 t24h t30h
Ensemencement Incubation avec Collecte des cellules et
des flacons T25 substrat marqué traitement pour GC/MS

Expérience 2

-1 t0 t2h t48h
Ensemencement Infecti Incubation avec Lyse, fractionnement et
des flacons T25 MeCHon < ibstrat margué traitement pour GC/MS

Expérience 3

1-10 avant infection 11 t0 t48h

Incubation et culture des cellules dans Ensemencement Infecti Lyse, fractionnement et
™ . nfection N
du milieu contenant le substrat marqué des flacons T25 traitement pour GC/MS

Figure 18. Lignes du temps reprenant les étapes majeures des trois procédures de marquages par isotope *C des acides aminés
protéinogéniques. La période d’incubation avec le glucose [U-13C6] est illustrée en rouge avec le sigle « 3C ». Le début de I'infection est
représenté par une fleche et constitue le temps t0.
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1. Les macrophages murins RAW synthétisent de l'alanine, de la
sé&ine, de la glycine, de I'aspartate et du glutamatede novc

Au cours de la premiére expérience de marquage isotopique, les cellules
cultivées 6 hdans du milieu DMEM complété et contenant 10,7 mM de glu
uniformément marqué atiC ([U-**C6]). L'excédent de marquage a été analysé au ni
des acides amindsfr section Matériel et méthode Cela a permiglidentifier les acide:
aminés synthétiséte novo soit les acides aminés nouvellement synthétisés pellule sur
base de sources carbondésivée du glucose [USC6] dans ce cask(Fig. 19 expérience )L

Experience 1 2 3

~ Ala . i!m Raw B.ao -4m Eg
3 Asp 32% %L

e . — 22%
g-{ Glu | _ m % 8
Gly i %
Ser 4,3% 5

2,8%
R | i oy E
{~EC B mE R
vl | LB B
w Bl HE mEE "

Figure 19. Valeurs d'excédent de marquage multiples par lsotope *C des acides aminés dérhvés des protéines cellulaires et bactériennes,
L'échefle colorde indique les valews d'excédent qui ont été calculées selon Péquation [2%(Ms2] + 3%(Me3] & .. n"[Mén]]fn avec B
représentant la masse du freagment de l'acide amind considénd et n étant le nombre de carbone de ce méme fragment. Les expériences
considérdes sont 1 marquage de cellules mon infectées durant & heures, 3: marquage durant I'infection, 3: infection aprés prémarquage des
composants cellulaires duramt 10 jours.

B, ab (8. pbortus 2308), Ala {alaning ), Asp (aspartate], Glu (glutamate]), Gly (ghycine], Ser (sérme), Phe [Phémdalanane), Thr [thedonine), Tyr
(tyrasine], Val [valine).

L'analyse du marquage des acides aminés des macrophagesrévele que les
acides aminés essentiels présentes valeurs d’excédermte marqua¢ (VEM, cfr section
Matériel et Méthodes)roches de . Les faibles valeurs obtenues soattainement liées ¢
fait que l'on se trouve a la limite de la résolution de la technique. Ces résultats
attendusa priori, étant donné que la cellule ne shétise pas ces acides aminés mais
préléve dans le milieu. Cetanfirme quea méthode développést fiable.

Au niveau @s acides aminés r-essentiels, I'alanine, la sérirla, glycine I'aspartate
et le glutamat@résentent <s VEM comprises entre 6% a 1,3%es acides aminéont par
conséquent synthétiséle novapar les cellules RAW en conditions classiques de cuin
vitro.

2. L’'alanine est I'acide aminé majoritairement marqué dans les deu
fractions apres un marquage en cours d’infectio

Au cours d’'une seconde expérie de marquage, lesanrophageont été exposés au
substrat marqué au cours de l'infec (Fig. 19 expérience 2).

Dans & fraction cellulairel’alanine présente la valeur d’excédent de marq la plus
importante avec 46%. Cwaux, supérieur a celui obserérs de I'expérience précéde,
s’explique par le temps d’incubation de 48h nettement plus que précédemmerCette
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observation est d'ailleurs valable pour 'ensemble des acides aminés. La sérine, I'aspartate,
le glutamate et la glycine présentent des valeurs d’excédent de marquage comprises entre 12
et 8%. Ces résultats confirment les observations précédemment décrites qui indiquent
I'existence d’'une biosynthése novo de ces acides aminés par la cellule. Au niveau des
acides aminés essentiels, les valeurs sont relativement faibles, de I'ordre de 1% ou inférieur
ce qui confirme de nouveau la fiabilité de la technique.

L’alanine est également I'acide aminé ayant la VEM la plus importante dans la fraction
bactérienne avec 46%. La sérine, la tyrosine, l'aspartate, le glutamate, la valine et la
phénylalanine présentent des taux compris entre 18 et 10% tandis que la glycine et la
thréonine sont caractérisées par des valeurs |égerement plus faibles de 8 et 7%
respectivement.

Ces observations mettent en évidence que tous les acides aminés bactériens sont
marqués. Le fait que la phénylalanine, la thréonine, la tyrosine et la valine aient incorporé
des isotopes indique que ces acides aminés, étant essentiels pour les cellules hotes, ont été
synthétisés de novo par Brucella.

Pour ce qui est des acides aminés non-essentiels, ils peuvent avoir deux origines non-
exclusives. Soit ils sont fournis directement par la cellule héte et sont utilisés sans
remaniement du squelette carboné, soit ils sont synthétisés par la bactérie sur base d'une
source carbonée marquée et prélevée a la cellule héte. Néanmoins, le fait que les acides
aminés bactériens présentent des valeurs d'excédent de marquage supérieures a celles
observées dans la fraction cellulaire suggerent qu’au moins une fraction de ces acides aminés
bactériens est synthétisée de novo en cours d'infection.

3. ldentification des acides aminés fournis par la cellule hbte apres
prémarguage isotopique

Lors de cette troisieme expérience de marquage, les cellules ont été exposées durant 10
jours au glucose [U%C6] avant linfection. De cette maniére, seuls les composants
cellulaires ont initialement incorporé des isotopes et sont donc marqués. La prés&fce de
au niveau des acides aminés bactériens ne peut deés lors provenir que des acides aminés ou
d’une source carbonée marquée originaire du compartiment cellulaire (Fig. 19 expérience 3).

Indépendamment de la fraction considérée, les valeurs obtenues pour cette expérience
avec prémarquage sont particulierement faibles. En effet, la VEM de I'alanine n’excede pas
respectivement 5% et 0,9% dans les fractions cellulaires et bactériennes. De si faibles taux
ne permettent pas une analyse détaillée du marquage isotopique. Une telle réduction de
valeurs d’excédent eliC s'explique certainement par la longue période d'infection de 48h
en présence de milieu classique non marqué qui semble bien plus importante que le « turn-
over » des protéines. Eylest al. n'ont quant a eux pas eu ce probleme étant donné que la
durée des infections menées étaient de 6 heures seulement.

4. La synthese de novo chez Brucella

L’'origine d’'un acide aminé peut étre déterminée par comparaison des profils
isotopiques obtenus entre les fractions cellulaire et bactérienne. Un profil isotopique d’un
acide aminé est constitué des abondances relatives de chaque forme marquée pouvant exister
pour cet acide aminé (le profil de l'alanine est illustré a la Fig. 20). Ces formes sont
dénommeées « fractions isotopiques » et leurs abondances relatives pour les différents acides
aminés de chaque expérience sont disponibles en annexe (annexe 3).
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Fraction
isotopique

Figure 20. Profil et fractions isotopiques
H M de l'alanine. La composition en carbone
N | ’/O de chaque fraction isotopique de l'alanine
/N_(lz_C\ M+1 . Profil (M, IVI+1,.M+2 e:c M+3) est illustrée, Les
CH OH M+2 “ isotopique cercle§ gris représentent un 2C et ceux
3 en noirs représentent un 13C, Lensemble
M+3 m des fractions constituent le profil

isotopique de cet acide aminé.

Les différentedractionsisotopiques renseignesur le marquage de leur précurs
biosynthétique (les précurseurs biosynthétiques des acides aminés sont refigure 21)
(Shaikh, Tang et al. 2008).

PP pathway Figure 21. Les précurseurs biosynthétiques des acides aminés
Glucose GGP Csp Histidine: (adapté de Shaikh, Tang et al. 2008).

I(H G6P: glucose-6-phosphate,

_ FeP E4P 'Thrins\iﬁa?ne't han F6P: fructose-6-phosphate,
Glycolysis | S7P yrosine, Tryplop T3P: trioses-3-phosphate,
T3P PGA: 3 phosphoglycérate,

PGA > Serine, Glycine PEP: phosphoénolpyruvate,

l Cysieine C5P: ribose-5-phosphate,
pip E4P: érythrose-4-phosphate,

S$7P: séedoheptulose 7 phosphate.

Pyruvate > Alanine, Valine, Leucine

Acety-CoA————— Leucine, Lysine

Oxaloacetate Isoleucine, Threonine,
Aspartic acid, Asparagine,
Methionine, Lysine

TCA cycle

2-keto-glutarate ——— > Glutamic acid, Glutamine,
Proline, Arginine

Dans certains cas, une forme marquée d'un précurseur permet de détermi
origine métabolique & partir du glucose-"3C6] suite aux réarrangements du squel
carbonéayant lieu dans cette vi. A titre d'illustration,le précurseur de l'alanine est
pyruvateet les squelettes carbonés des cmoléculessont strictement identiqu. D’apres
le marquage observé, il est possible de déterminer I'origine métaboliqueruvate (Fig.
22). Si une majorit@’alanine a incorporé tro™C (M+3, M étant la masse du fragment r
marqué de l'alanine)le pyruvateayant servi a sa synthése esrtainementissu du
catabolisme classique par la voie EMP du glucos-*3C6]. En effet, deux molécules ¢
pyruvate peuvent étre générées par glucose assimilé via cet L’alanine ayant incorpor
deux *C témoigne,de la méme mani¢, d'un historique de synthése du pyruvate |
complexempliquant la voie des pentoses phosp.

Q
Figure 22. Origine métabolique des fractions isotopiques M+3 et ﬁ
M+2 de l'alanine a partir de glucose [U-*3C6] (adapté de la thése Ej) Btc ®0
de C. Nicolas). Les isotopes 3C sont représentés par des cercles j':oz
noirstandisque les 12C sontillustrés en blanc. ﬂgw F GIc6P
Glc: glucose, Glc6P: glucose-6-phosphate, FrubP: fructose-6- o g l
phosphate, GA3P: glycéraldéhyde-3-phosphate, R5P: ribose-5- g‘ ' Fruspié - E4Puj—‘GA3P- ——~RI5P !g
phosphate, S7P: sédoheptulose 7 phosphate, E4P: érythrose-4- o l ! 8 — s‘fpj 3
phosphate, PP: voie des pentoses phosphates. !8 Gmpéiﬁ!. ii’ﬁ .Ej\
-R5P PP
Pyruvate o
y - e
8 o%
Oycoyse PP
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Ainsi, I'analyse de seulement certairfractions d’'un profil isotopiquefournit des
indications sur les voies métaboliques actives amenant a la syntis acides aminés. Les
fractions considéréesu cours de ce traveet l'origine métabolique de urs précurseurs a
partir du glucose [U3C6] sont illustrées & figure 23. Grace auindication: fournies par
ces fractions spécifiqued est possible de déterminer si les acides ambactériens et
cellulaires ont une originkeiosynthétiqu commune ou non. En effedi on reprend le cas (
I'alanine, le rapport entre la proportion d’alanine ayant incorporé *C (M+3) et la
proportion d'alanine ayant incorporé de*C (M+2) est comparé entre fractions cellulaire
bactérienne. Ce rapgoest dénommé indice d'origine des acides aminés ou IOAA
section Matériel et Mthodes) Si cet indiceest similaire entre les bactéries et les cellt
l'alanine a été biosynthétisée d’'une maniere similaire entre les deux fr. Cette
similarité suggere qu l'alanine i été prélevée telle quelle p&rucelle dans cellule. A
l'inverse, deux IOAA différents témoignent de deux historiques de synthése diffé
suggérant que l'alanine n’a pas été prélevée directement mais qu’elle a Ipartiellement
synthétisée par la bacté@departi d’'une autre source carbonée. U&RMNA de chaque acide
aminé ont donc été compa entre bactéries et cellules afin d’identifier les acides an
synthétisés de novo pRrucelle.

UTY TS Figure 23. Fractions isotopiques considérées de la sérine,
Gle I'alanine, I'aspartate et du glutamate et origines métaboliques
EMP F l pp I de leurs précurseurs biosynthétiques. Certaines fractions
. isotopiques spécifiques d’un acide aminé renseignent sur |'origine
premm——
l métabolique de son précurseur de synthése. Ces fractions qui ont
Sérine PGA , (e été considérées au cours de ce travail sont : la sérine M+3 et M+2,
M3 1 ’ M:2 l'alanine M+3 et M+2, l'aspartate M+3 et M+2 et le glutamate
i M+4 et M+2. Les voies de synthése générant ces différentes
l fractions & partir du glucose [U-13C6] sont illustrées a cette figure,
A::':e e ! Pyruvate ‘ »  Alanine exception faite des historiques complexes (aspartate et glutamate
. M+2).
(- s Les fléches en pointillés représentent plusieurs étapes d’une voie
P métabolique. Les cercles noirs représentent un 13C tandis que les

cercles gris représentent un 2C. Glc: glucose, PGA: 3-
phosphoglycérate, acoa: acétyl-coA, akg: a-cétglutarate, oaa:
oxaloacétate, EMP: voie d’Embden-Meyerhof-Parnas, PP: voie
Aspartate o oaa des pentoses phosphate, TCA: cycle des acides tricarboxyliques.

M+3
akg !

A. L’'asparate et la sérirsont fournis par la cellule hote

Le profil de I'aspartat

Les formes dispartat considérées sont ldgactions isotopiqueM+2 et M+3, soit
cellesayant incorporé deux et trois isotof La présence de trofsC indique que I'asparta
a été synthétiséus base d’un oxaloacéti lui-mémeissu d’une carboxylation d’un pyruvi
uniformément marquéL'incorporation de dew'C indiqueun historique plus comple’
impliquant le TCA.Le rapport calculépour I'lOAA est donc le suiva: pourcentage
d’aspartate M+3/ pourcentage d’aspartate NFig. 24).
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Figure 24. Comparaison des profils isotopiques de

'aspartate (m/z 418) entre fractions bactérienne et 9% 054

cellulaire. Ce graphique illustre les indices d’origine 8% ? H H o
des acides aminés (IOAA) de chaque fraction. En effet, 7% Expérience \N—é—C//
les I0AA constituent le coefficient angulaire des 6% 2 cell H/ I \OH
droites. De plus, la valeur du ratio (M+3/M+2 dans ce 5% / 0,47 (i‘/H2
cas-ci) est annotée. Il est ainsi possible de comparer + 4% c

les IOAA d'un acide aminé entre bactéries et cellules. 2 3% / HO/ \\O

Si les deux fractions présentent des I0AA similaires, 2% |—0 /

les droites de deux fractions présentent un méme 1%  |— /

coefficientangulaire et seront proches. 0% / Expérience

La structure de l'acide aminé est représentée en 2 Brucella

paralléledu graphique. 0% 10% 20%

M+2

Les IOAA obtenus pour les deux fractions en cours d’infection sont similaires avec des
rapports de 0,47 et 0,54 pour les cellules et bactéries respectivement. Le fait que ces valeurs
soient semblables entre les deux fractions atteste d’une origine biosynthétique similaire de
I'aspartate. Cet acide aminé serait donc vraisemblablement prélevé par la bactérie dans le
compartiment cellulaire.

Etant donné que la proportion d’aspartate ayant incorporé ‘déuest prés de deux
fois plus importante que la proportion en ayant incorporé trois, il semblerait que la
biosynthese de cet acide aminé requiert essentiellement un cycle de Krebs actif.

Le profil de la sérine

Les fractions isotopiques considérées pour la sé&iameé, comme pour l'alanine, les
fractions M+3 et M+2. L'incorporation de troféC témoigne d’une synthése basée sur un
triose phosphate précurseur, le 3-phosphoglycérate, qui est uniformément marqué (voie
EMP). Tandis que la sérine comprenant dét® a un historique biosynthétique plus
complexe qui implique la voie des pentoses phosphate (PP) (Fig. 25).

Figure 25. Comparaison des profils isotopiques de la

sérine (m/z 390) entre fractions bactérienne et 20%

cellulaire. Ce graphique illustre les indices d’origine

des acides aminés (IOAA) de chaque fraction. En 15% —2,86 H

effet, les IOAA constituent le coefficient angulaire des H N | //O
droites. De plus, la valeur du ratio (M+3/M+2 dans ce o 10% . /N_ﬁ:_c
cas-ci) est annotée. Il est ainsi possible de comparer * === Expérience H cH ©OH
les IOAA d’un acide aminé entre bactéries et cellules. 2 5% 2 cell |2

Si les deux fractions présentent des IOAA similaires, ° OH

les droites de deux fractions présentent un méme 0% / Expérience

coefficientangulaire et seront proches. ° 2 Brucella

La structure de l'acide aminé est représentée en 0% 2% M+2 4% 6%

paralléle du graphique.

Au niveau de la fraction cellulaire, la sérine semble essentiellement avoir incorporé
trois °C, le pourcentage de sérine M+3 étant de deux & trois fois supérieur & celui de la
sérine M+2. Cela indique que le 3-phosphoglycérate précurseur utilisé lors de la synthese
était uniformément marqué et proviendrait du catabolisme du glucoS€@)via la voie
EMP.

Le profil observé dans la fraction bactérienne est également caractérisé par une
majorité de sérine M+3 qui est de deux a trois fois plus importante que la fraction M+2. Les
indices d'origine des deux fractions sont donc trés similaires. Ces résultats suggérent
Brucella préleve de la sérine telle quelle au sein de la cellule.

Il est a noter qu'il est également possible que la sérine soit synthétisée par la bactérie
de maniére identique a la cellule sur base d’'une source carbonée prélevée tel qu'un triose-
phosphate. Dans ce cas, les IOAA seraient similaires entre fractions cellulaire et bactérienne.
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Il est intéressant dsignaler ge la fraction isotopique de sérine M+1 prés des
valeurs similaires a ldraction de sérine M+3. Cette fractiomon négligeabl, qui est
observableau niveau des cellules et des bact, impliquequ’une partie d cet acide aminé
soit également produgiar des voies alternatives comme I'hydroxymeéthylation de la gl
ayant incorporé elleaéme ur'3C (Fig. 26).

Figure 26. Synthése de sérine par hydroxyméthylation de glycine.

H
0 T H Sérine/Glycine 0\\ | H
\\C —C—N # Hydroxyméthyltransferase ,LC—C—N_
! CH
HO H H 2H,
OH
Glycing H,0 Sérine

N3, N%-Méthylene

tetrahydrofolate Tetrahydrofolate

B. Le glutamate, de premiers indices sur une syn de novaarBrucella

Dans le cas du glutamate, ce sont les fractions M+4 et M+.ont été prises en
compte. Lincorporation de quat **C indique I'association d’un oxaloacét:comprenant
trois *C et un acétyboA avec dew'*C dans un cycle de Krebs actif. Tandis que la fc
avec deux>C indique un historique plus complecomprenant plusurs cycles dans le TC
(Fig. 27).

Figure 27. Comparaison des profils isotopiques du 5%
glutamate (m/z 432) entre fractions bactérienne et 0,34
cellulaire. Ce graphique illustre les indices d’origine 4% H W' 0
des acides aminés (IOAA) de chaque fraction. En N—C—C_
effet, les IOAA constituent le coefficient angulaire des 3% . H é)H OH
droites. De plus, la valeur du ratio (M+4/M+2 dans ce 0,25 ==#==Expérience 2

- p - ; < 2 cell CH
cas-ci) est annotée. Il est ainsi possible de comparer 29 72
les IOAA d’un acide aminé entre bactéries et cellules. 2 / ,Co
Si les deux fractions présentent des IOAA similaires, 1% HO o
les droites de deux fractions présentent un méme
coefficientangulaire et seront proches. 0% / Expérience
La structure de l'acide aminé est représentée en ° 2 Brucella
paralléle du graphique. 0% 5% M+2 10% 15%

Les profils obtenuglémontrent que3 a 5 fois plus de glutami a incorporé deux
isotopes™C. Cette observation est valable pour les deux fractions qui présentent dc
profils similaires. Dutefois, une proportion légérement plus import (d’'un facteur 1,Z de
glutamate a incorporguatre isotopes dans la fractidvactérienne par rapport aux cell.
Cette légére différencendique qu’il existeune activité biosynthétigue complément:
mineure deéBrucella abortus 23C.
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C. Brucella abortus 2308 synthétise une partie de son alanine

Comme il I'a déja été mentionné, les fractions isotopiques considérées sont I'alanine
M+3 et M+2 (Fig. 28).

Figure 28. Comparaison des profils isotopiques de 50%

l'alanine (m/z 360) entre fractions bactérienne et ’ 22,58 9,37

cellulaire. Ce graphique illustre les indices d’origine 40%

des acides aminés (IOAA) de chaque fraction. En /

effet, les IOAA constituent le coefficient angulaire des 30% H |I| o
droites. De plus, la valeur du ratio (M+3/M+2 dansce / et Expérience \N—C—C//
cas-ci) est annotée. Il est ainsi possible de comparer é 20% 2 cell H | “OH
les IOAA d’un acide aminé entre bactéries et cellules. CH,

Si les deux fractions présentent des I0AA similaires, 10%

les droites de deux fractions présentent un méme Expérience
coefficientangulaire et seront proches. 0% 2 Brucella

La structure de l'acide aminé est représentée en

s . 09 29 49 69
paralléeledu graphique. % % M % %

+2

En ce qui concerne la fraction cellulaire, la fraction isotopique M+3 est majoritaire
indiquant que le pyruvate précurseur est directement issu de la glycolyse du glucose marqué.

C'est également cette forme M+3 qui prédomine dans la fraction bactérienne. Au
méme titre que la sérine, I'alanine marquée de la sorte pourrait provenir du compartiment
cellulaire étant donné qurucellane dispose pas d’'une voie EMP compléte. Elle pourrait
cependant également étre synthétiseeBpacellasur base d’'un métabolite de la voie EMP,
situé au niveau ou en aval du fructose 1-6 biphosphate, qui a été prélevé a la cellule hote.
Toutefois, les pourcentages de M+3 étant similaires entre fraction bactérienne et cellulaire, il
est vraisemblable qugrucella ait prélevé cet acide aminé en tant que tel.

Bien que la forme M+3 soit majoritaire dans les deux fractions, les IOAA se
distinguent nettement entre bactéries et cellules avec des valeurs respectives de 9 et 22,6. |l
semble par conséquent y avoir une abondance significativement accrue de la proportion
d’alanine ayant incorporé deux isotopes dans la fraction bactérienne. Il existe donc une
synthesede novode l'alanine par la bactérie dont le précurseur est dérivé de la voie des
pentoses phosphate.
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Chapitre 2: Caractérisation du lien PTS-métabolisme

La fonction du systeme PT<Shybride décrit chezBrucella abortus 2308 reste
méconnueToutefois, 'absence de perméase Esuggere que ce PTit essentiellemel
un systeme régulateddn modele récemment proposé par M. ot et al. propose qu’une
premiere fonction soit la régulation du métabolisme carboné et azoté, certaines prot
PTS pouvant potentiginent interagir avec o-cétoglutarate et o-cétoglutarate
déshydrogénase. Ce lien entre métabolisme et peut éte investigu au travers de la
caractérisation ul métabolisme ¢ souches délétégmur les différents génes du F (ptsP
codant pour EY', ptsO codant pour NF, ptsN codant pour EIIAY, ptsM codant pour
ENAM" et hprkcodant pour Hprk.

A I'exception du délétaniAEIIAM®" ces mutants avaient déja été conss chezB.
melitensis 16Mpar M. Dozao. Toutefois, I'étudedu métabolisme d’'une souche néces
généralementa possibilité de cultiver cettderniee dans un milieu défir Des tests de
croissane sur différents milieux défis deB. melitensis 16Mt B. abortus 230¢ont révelé
gue cette derniére est capable de croitre sur une gamme plus variée de substrats
C’est pourquoi, dans la perspective de caractérisations métaboliques, noLopté pour la
construction de lignées délétantes cB. abortus 2308.

Pourune meilleure compréhens, les délétants seront dénommes selon le nom
protéine qui n’est plus produite et non par le géne qui est dAEIN", ANPr, AEIAM2",
AENANT et AHprK).

1. Leseffets transcriptionnels desdélétions deptsM, pt<O et hprk

Les géneptsM, ptsOet hprk codant respectivement pour EY&, NPr et HprK sont
localisés dans un locus gdique qui présente des propriétés typiques d’un opéron. En
ces genes sont liés transcriptionnellement avec le sahH (codant pour une -
adéosylhomocystéine hydrolase impliquée dans le métabolisme déthionine) et les
géenesbvrR etbvrS(codant pour un systéme régulateur a deux compo (Fig. 29).

pPckA bvrR bvrS hprk ptsiM ptsO sahH

Figure 29. Structure du locus génétique comprenant les génes ptsO, ptsM et hprk. Il a été démontré que les génes situés a ce locus, a
I'exception de pckA, sont transcriptionnellement liés deux & deux. Les liens mis en évidence sont illustrés par un trait.ll semble donc que ce locus
présente des propriétés similaires 3 un opéron (M. Dozot).

Etant donné ce lien transcriptionnda délétion de’'un des trois genes du P°
localisés a ce locysourrait avoir ds effets sur I'expression des gémsésié: en aval. C'est
pourquoiles délétions ont été réalisées par remplacement allélique avassette non-
polaire apha4Dozot, Boigegrain et al. 20C. Les effetstranscriptionneldes délétions de
ptsM, ptsCet hprk ont néanmoins été caractéripar RT PCR (Fig. 30).
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2,5 2,5
2 2
1,5 1,5
B AptsO
M Ahprk
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I 1 EWT
W Aptsi
0,5 1 0,5 1
a a
pokA bvrR bvrs hprk pEsi pisO sohH pokA bvrR burs hprie pEsid pisO sahH
< > > = = = = < > > > > = =

Figure 30. Caractérisation des effets de la délétion de ptsO, ptsM et hprk sur 'expression des génes situés a proximité par RT PCR. Les RT PCR
ont été réalisées sur des cultures en phase stationnaire de croissance de B. abortus 2308 sauvage (WT), de B. abortus 2308 ANPr (A ptsO),
AEIIAM2" (A ptsM) et A HprK (A hprk). Les résultats obtenus pour les souches délétées sont normalisés par rapport a la souche sauvage. Lordre
des génes est conservé et leur orientation est illustrée par les symboles < ou >. Ces génes sont: pckA (codant pour une phosphoénolpyruvate
carboxykinase), bvrR et bvrS (codant pour un systéme régulateur & deux composants), hprk (HprK), ptsM (EIIAM2") ptsO (NPr) et sahH (codant
pour une S-adénosylhomocystéine hydrolase).

Ces résultats de RT PCR permettent de confirmer que la délétion des différent
du PTSa bien eu lieu. En effeaucun transcrit des genes délétés n'a été détecté de
souches mutantes.

D’autre part, il apparaique la délétion detsO (NPr) soit associée iune expression
réduite de moitié des genbvrR, bvrS, hprK, ptsMet pckA A linverse, I'expression u
gene codant pour la S-adsylhomocystéine hydrolase «doublée.La délétion deptsM a
un effet de réduction de I'expression des g¢pckA, bvrR, bvrS, hpriatsMet pckA plus
marqué que la délétion dptsO avec notamment une réductiatiun facteur dix de
I'expression debvrS. L'expression d sahH chez ce second déidit estrelativement
similaire a cellede la souche sauve (WT). En ce qui concerne le délétahprk,
I'expression de I'ensemble des genes présents a ce locus se retrouve fortemen

La délétion de genes du PTS gérdoncune modification imporint de I'expression
de génessitués a proximité, qu’ils soientranscriptionnellement liés ou norCette
modification pourrait ainsconstituer urnouveau phénotypd.outefois, il est possible qt
dans une certaine mesure, les effets transcriptionnels observés au niveau des géne:
aval de la délétion puissent également étre partiellement liés a des effets de la
délétion.

2. Les profils de croissancedes délétants PTS mise en évidence d’ur
lien entre PTS et métabolisme de I'érythritol et du glutamat

Afin d’initier la caractérisation dlien métabolisme-PT3a croissancees différentes
souches délétantesété déterminée a l'aide d’'un Bioscresur dumilieu riche 2YT et de
milieux définis dont lebase minéra a été complétée pdifférentes sources carbonélLes
sources de carbone testéson :

* lefumarate a une concentration de 201

* |e mahte a une concentration de 10r

* |'a-cétoglutarate une concentration de 20mM,

* le glutamate a une concentration dg/l (16,4 mM),
» [’érythritol @ une concentration de 2 (13,6 mM).
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Sur milieu riche 2YT (Fig. 31), les délétants présentent une croissance similaire a la
souche sauvage. Sur les milieux définis avec fumarate, malateétbglutarate en tant
gu’unique source de carbone, Bi abortus 2308NT ni aucun des délétants ne poussent
(résultats non montrés).

Figure 31. Profils de croissance de B. —
abortus 2308 WT, AEINY, ANPr, AEIIAMan, . 0,8 — ——  @2308WT
AEIIANt et AHprk sur milieu 2YT. Chaque g 06 ® AEI
expérience a été réalisée en triplicat. Les S
A . n @ AEIIAMan
valeurs représentées sont les moyennes oS 04
des DO des triplicats. o AEIANtr
02 @ AHprK
0! ANPF
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

Temps (h)

Lorsque de I'érythritol est fourni en tant que source de carbone (Fig. 32), les six
souches présentent une croissance soutenue. Cependant, alBrsagoetus 2308\EIN",
ANPr etAHprK ont des profils similaires B. abortus 2308 WT, les deux délétants pour une
enzyme EIIA présentent une phase de latence plus importante. En effet, ces deux derniers
délétants atteignent une DO de 0,2 aprés 30 a 35 heures alors gu’a ce méme temps, les autres
souches sont en phase stationnaire. Ce retard de croissance suggere I'existence d’un lien
entre ces deux protéines du PTS et I'assimilation de I'érythritol.
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Le glutamate est situé au carrefour du métabolisme de I'azote et du carbone or, le PTS
est suspecté de jouer un réle dans la régulation de ce métabolisme, c’est pourquoi nous avons
testé cet acide aminé en tant qu’'unique source de carbone (Fig. 33). Les résultats obtenus
indiquent queB. abortus 2308AEIN", AEIIAM®" et AHprK sont caractérisés par une
croissance similaire & la souche sauvage tandis que les délétants feeE NPr présentent
des taux de croissance réduits. Ces résultats suggerent que ces deux protéines soient liées a
I'assimilation du glutamate.

0,3
Figure 33. Profils de croissance de B. 025
Nt ™ 4
abortus 2308 WT, AEINt, ANPr, AEIAV=", ©2308 WT
AENANYT et AHprk sur milieu minimum 02
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des DO des triplicats. 8 01 AENANtr
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3. Le milieu influence la morphologie dé8. abortus 230¢AEIN"

Dans un travail antérieur, les observations réalisées sur les souches délé
différents génes du PTS chB. melitensis 16Mwvaient révélé que la soucAEIN" formait
des structures en chainettDozot M., these de doctorat 2Q0Rlous avons par nséquent
entrepris d’observer par microscopie la morphologie des différentes sdélétantes chez
B. abortus 2308¢n phase exponentielle de croissi).

Au cours de n® observation les délétantsANPr, AEIIAM2" et AHprK n’ont pas
révélé de morphologiparticuliére tandis quB. abortus 230QEIIAN" présente de trés rar
altérations morphologiqueEn ce qui concerne le délét AEIN", la morphologie observé
différait selonle milieu de culture utilist Nous avons donémis I'hypothése que le milie
de culture puisse influencer la morphologiela souche EIN".

Afin de tester notre hypothé, B. abortus 2308NT et AEIN" ont été cultivés dans
différents milieux a savoir les milieux riches 2YT et TSB ainsi que le eu défini
contenant 2g/l d’érythritovant obselation au microscope (Fig. 34 €4)3

Sur milieu 2YT, lasouche délétée ne présente pas de phénotype particulier a I'i
de ce qui avait pu étre observé sur le méme délétanB. melitensisl6M. Le milieu 2YT
ne semble par conséquent pas influencer la morphologie du dAEIN".

Sur le milieu riche TSBla souche délétée présente pres de sept fois g bactéries
avec une morphologie inhabitue que la souche sauvage. Les morphologies iques
observées sont de typetripolaire » (Fig. 34A et des cellules a I'aspec gonflé » (Fig.
34B). Le TSB semble donc avoir un effet sur la morphologie bactérienne. Cet ef
toutefois spécifique awlélétant, la souche sauvage ne présentant e phénotype
particulier.

A

Figure 34. Observation microscopique de B. abortus 2308 AptsP aprés une croissance sur TSB. Différentes morphologies atypiques peuvent
étre observées : les morphologies de types « tripolaire » ol la bactérie acquiére une forme triangulaire (A), les bactéries peuvent également
présenter un aspect « gonflé » avec parfois de plus petites bactéries a leur pdle (B).

Ce lien composition environnement-morphologie de B. abortus 23(AEIN" est
également mis en évidenlmsque cette souche est cultivée milieu défini avec érythritol.
Dans ces conditionsrgs de 16¢ (135/813) des BrucellaRA"" présentent des morpholog
atypiques (Fig. 35)Cette fréquencest 4fois moins importante chez la souche sau. De
plus, 10% des mutant®rment de courtes chaines composé&tsn minimum de troi
bactéries alors que ce taex nul chez la souche sauvage.

Page 42



Résultats

Figure 35. Obsetion microscopique de B. abortus 2308 AptsP aprés une croissance sur milieu minimum avec érythritol (2g/l). De
nombreuses aberrations morphologiques peuvent étre observées aprés croissance sur ce milieu avec notamment des aspects en forme de « Y »

(A), des « tripolaires » et cellules a l'aspect « gonflé » (B, C, D). De plus, le délétant constitue relativement fréquemment des structures en
« chafnette » (E).

Il est intéressant de noter d’autre part qu’une proportion non négligeaBrucella
WT présente une forme allongée inhabituelle lorsqu’ellesssent sur érythritc (Fig.36).

B

Figure 36. Observation microscopique de B. abortus 2308 WT aprés une croissance sur 2YT et sur milieu minimum avec érythritol (2g/l). La

souche sauvage présente une morphologie normale aprés avoir été cultivée dans du 2YT (A) tandis que des formes « allongées » peuvent étre
observées lors d’une croissance sur érythritol (B).

Ces résultats suggéreque, suite & la délétion datsN (EI""), la composition de
I'environnementinfluence dans une certaine me: la morphologie bactéinne. Cet effet
peut étre observé a deux nive : au niveau d’'une bactérigolée mais aussi au niveau d’
groupe de bactéries qupeuvent générer de« hyperstructures »de type chainette
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Discussion et perspectives

Le développement d’une infection par une bactérie pathogéne nécessite une adaptation
de la physiologie du pathogéne vis-a-vis de son hote. Cette adaptation implique une
modification du métabolisme de la bactérie qui semble essentielle a la virulence. Suite a
cette adaptation, il semblerait que le métabolisme en conditions d’infection soit différent de
ce qui a pu étre décrit jusqu'a présent par des étirdestro. En conséquence, nos
connaissances sur ce fondement de la pathogenése bactérienne étaient minimes jusqu’a
récemment. Avec le développement de nouvelles technologies comme le marquage par
isotopes stables, nous disposons depuis peu des outils nécessaires pour investiguer la
physiologie de pathogenés vivo, ce qui a d'ailleurs fait I'objet d’études récentes. Ces
travaux ont permis une meilleure compréhension de la physiologie de certains pathogenes tel
gue L. monocytogenesen cours d’infection, ce a quoi nous avons également souhaité
contribuer. Nous nous sommes en effet fixé comme objectifs d’identifier les sources
carbonées prélevées par le pathogéne intracelllBaisbortus 2308 en cours d’infection,
ainsi que de caractériser le lien entre métabolisme et le systeme PTS chez cette méme
bactérie.

|. Le protocole mis au point est fonctionnel

Le protocole mis au point et utilisé au cours de ce travail afin d’analyser le marquage
isotopique des acides aminés s’est révélé fonctionnel et fiable. En effet, il a d’'une part
permis d’obtenir de premiéres indications sur le métabolisme de I'héte et de la bactérie.
D’autre part, ce protocole semble fiable étant donné les faibles valeurs d’excédent de
marquage observées au niveau des acides aminés essentiels cellulaires et ce, toute expérience
confondue. Ce résultat attendypriori démontre que la séparation des fractions cellulaire et
bactériennes est efficace. D’ailleurs, la comparaison des VEM entre bactéries et cellules
révéle que la contamination de la fraction cellulaire par les acides aminés bactériens
n'excede pas 10%. Ce taux relativement faible est similaire a celui observé paetglert
(Eylert, Schar et al. 2008).

Il. Premiéeres indications sur le métabolisme de la cellule hbte et Be
abortus 2308

1. Le métabolisme des cellules RAW

A. Une voie glycolytique classigue et un TCA actifs en conditions non infectantes

Lorsque les cellules RAW sont cultivées durant 6 heures dans du milieu DMEM
contenant du glucose uniformément marqué-iCB], elles synthétisent de I'alanine, de la
sérine, de la glycine, de l'aspartate et du glutanhateovo.

L'analyse des indices d'origine de ces acides aminés a révélé que l'alanine et la sérine
sont majoritairement présentes sous forme triplement marquée (M+3). Les précurseurs de
ces deux acides aminés, le pyruvate et le 3-phosphoglycérate, devaient dés lors étre
uniformément marqués. Par conséquent, les 2 précurseurs ont été générés suite au
catabolisme du glucose [J€6] via la voie EMP qui s'avére ainsi étre actives chez les
cellules RAW en conditions de culture in vitro.
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Au niveau de l'aspartate et du glutamate, tout deux se présentent essentiellement sous
forme M+2. L'acquisition de deux isotop&iC au niveau de ces acides aminés témoigne
d’un historique biosynthétigue complexe qui implique un TCA actif.

Il semble donc que la voie majeure du métabolisme du glucose dans les cellules RAW
non infectées soit la combinaison classique de la glycolyse (EMP) et du TCA. Par ailleurs, le
fait que les résultats obtenus pour les différents acides aminés soient cohérents entre eux
démontre la fiabilité du procédé utilisé.

Ces observations définissent le métabolisme en conditions classiques de culture des
cellules RAW et constitue notre situation « contréle ». Ce contr6le devait permettre de
réaliser des comparaisons avec le métabolisme des cellules en conditions infectantes.
Toutefois, les traitements réalisés entre les deux conditions sont différents. En effet, les
temps d'incubation avec le glucose f&G6] sont différents (6h et 48h) ainsi que les
traitements et lavages. Par conséquent, il sera nécessaire d'établir un nouveau contréle plus
adapté, subissant les mémes traitements qu’en conditions d’infection, avant de pouvoir
réaliser toute comparaison.

B. EMP et TCA également en cours d’infection

Les valeurs d'excédent obtenues lors de I'expérience de marquage en cours d’infection
(expérience 2) ont révélé que la cellule synthétisait essentiellement de I'alanine, mais aussi
de la sérine, la glycine et I'aspartate dans une moindre mesure.

L'analyse des indices d’origine de ces acides aminés démontre que l'alanine et la sérine
sont de nouveau tres majoritairement issues d'un pyruvate et d'un 3-phosphoglycérate
uniformément marqués. Ces observations démontrent que le glucb¥e6]Lest catabolisé
via la voie EMP par la cellule infectée. Au niveau de I'aspartate et du glutamate, ces deux
acides aminés ont principalement incorporé deux isotopes ce qui indique un cycle de Krebs
actif. Il semble donc que le catabolisme du glucose implique de nouveau majoritairement les
voies classiques de 'EMP et du TCA chez la cellule infectée.

A l'avenir, il sera intéressant de comparer le métabolisme des cellules en conditions
d’infection avec la situation contrdle. Cette comparaison permettra de déterminer si le
pathogene affecte le métabolisme de I'héte et si oui, de quelle maniére. Pour ce faire, une
situation contrdle adéquate sera requise. Il sera également nécessaire d'isoler les rares
cellules infectées. En effet, la majorité des cellules ne sont pas infectées et présentent donc
un métabolisme « normal ». Ainsi, si I'on souhaite mettre en évidence une modification
métabolique suite a l'infection, il sera nécessaire de ne considérer strictement que le
métabolisme des cellules infectées qui devront des lors étre préalablement isolées.

Pour ce faire, il est possible de recourir a une souclBe dbortus 230&xprimant un
fluorochrome tel que mCherry et a la cytométrie de flux. De cette maniére, la présence de
bactéries fluorescentes au sein cellules peut étre détectée et permettre la discrimination entre
cellules infectées ou non. Les cellules peuvent alors étre séparées sur base de ce critere a
I'aide d’'un FACS (Fluorescent Activated Cell Sorter).

En paralléle de cette voie EMP activé au niveau de la cellule, il a été recemment
proposé queBrucella puisse exploiter la glycolyse (EMP) de I'h6te a son avantage. Il a
effectivement été démontré qu’une glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)
eucaryote se localise au niveau du BCV, le compartiment dans lequel se trouve la bactérie en
cours d’infection. L’inhibition de cette enzyme par de petits ARN interférants inhibe
fortement la réplication dBrucellaen cours d’infection. De la méme maniére, les auteurs
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ont mis en évidence que linhibition de I'énolase altere également la réplication du
pathogene au sein de la cellule. Ces résultats suggéeremirgeella puisse exploiter la
glycolyse de I'h6te afin d’obtenir par exemple de I'énergie. Cette hypothése reste néanmoins
a vérifier.

Toutefois, la fonction de la GAPDH ne se résume pas au métabolisme. En effet, elle
est également impliquée dans le transport de vésicules de sécrétion. La réplication réduite
observée suite a l'inhibition de la GAPDH pourrait donc soit étre liée métabolisme, soit a
cette fonction dans le trafic intracellulaire ou encore aux deux.

C. Le métabolisme de la bactérie

Dans la fraction bactérienne, I'alanine a été marquée de maniére importante avec une
valeur d’excédent de marquage de l'ordre de 43%. La sérine, la tyrosine, I'aspartate, le
glutamate, la valine et la phénylalanine présentent quant a eux, des valeurs comprises entre
18 et 10% tandis que la glycine et la thréonine sont caractérisées par des taux légerement
plus faibles de 8 et 7% respectivement.

L’analyse des indices d'origine de l'aspartate et de la sérine a révélé qu’ils sont
similaires entre fractions cellulaire et bactérienne (Fig. 24 et 25). Ces résultats attestent
d’'une origine biosynthétique commune. Il est donc vraisemblable que ces deux acides
aminés aient été prélevés en tant que tels par Brucella au sein de la cellule.

Cependant, une seconde possibilité serait que ces deux acides aminés soient
synthétisés par la bactérie sur base des mémes sources carbonées et par les mémes voies que
celles utilisées par la cellule. Cette possibilité semble d’avantage applicable a la sérine. En
effet, dans le cas de cette dernierdrsicellautilise un triose phosphate prélevé a la cellule
héte afin de synthétiser le précurseur de cet acide aminé, les IOAA seront similaires entre
bactéries et cellules. Il est également envisageable qu’une partie de la sérine et de I'aspartate
bactérien soit prélevée a la cellule héte et qu’en paraBéleellasynthétise également ces
deux acides aminés de maniere similaire a la cellule.

L’hypothése d’'une synthése bactérienne d’aspartate, et de la sérine est supportée par le
fait que ces deux acides aminés présentent des valeurs d'excedent de marquage plus élevées
au niveau de la fraction bactérienne (Fig. 19). Cette différence entre bactéries et cellules
suggere qu'en paralléle d'un préléevement potentiel, une partie de ces acides aminés soient
synthétisés par Brucella sur base de sources de carbone marquées qui ont été prélevées.

Par ailleurs, une activité biosynthétique spécifiguement bactérienne a été mise en
évidence. La valine, la phénylalanine, la tyrosine et la thréonine qui, étant marquées et
essentiels, ne peuvent effectivement avoir été synthétisés de novo que par Brucella.

Au niveau des acides aminés non-essentiels, le glutamate présente, de maniére
similaire & l'aspartate et a la sérine, une VEM plus élevée au niveau de la fraction
bactérienne par rapport a la fraction cellulaire. Cette différence suggeére de nouveau
I'existence d’'une activité biosynthétique bactérienne. L'lOAA du glutamate dans la fraction
bactérienne est relativement proche de celui observé au niveau des cellules. Toutefois, une
proportion plus importante de cet acide aminé a incorporé qtiétrehezBrucella. Cette
dernierepréleve donc une partie de son glutamate mais en synthétise également de maniere
minoritaire.

Le précurseur ayant servi a la synthése du glutamate M+4 proviendrait d'un TCA
actif. Un oxaloacétate M+3 en association avec un acétyl Coa uniformément marqué
générerait effectivement uncétoglutarate & #°C (Fig. 37). L'origine de cet oxaloacétate
M+3 et de lacétyl coA M+2 est commune: le pyruvate uniformément marqué. Cette
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synthese spécifiguement bactérienne du glutamate impliqudmgeella préléverait a la

cellule une source carbonée dérivée du catabolisme du glucose par la voie EMP. De plus, de
par I'absence de phosphofructokinase cBedcella, cette source carbonée doit étre au
niveau ou en aval du fructose-1,6-biphosphate dans la voie EMP.

L’analyse des fractions isotopiques de l'alanine révele qu’'une proportion majeure
d'alanine est, de maniere similaire aux cellules, triplement marquée. Cette alanine M+3 peut,
comme la sérine, soit avoir été prélevée, soit avoir été synthétisée par la bactérie de maniere
similaire a la cellule. Toutefois, une fraction relativement importante de I'alanine bactérienne
a spécifiquement incorporé deux isotopes. Cette fraction est donc synthétiBéeceta a
partir d'une source de carbone ayant été métabolisée par la voie des pentoses phosphate.
Brucella préleverait ainsi une partie de son alanine mais en synthétise également en
parallele.

CO,
®

! Glc
Acn eoove

i Pyruvate __PC oaa

; L) . .. . . . N
g Figure 37. Origine métabolique des précurseurs de synthése
: icit du glutamate M+4. Les isotopes 3C sont représentés par des

. TCA )\’tg: cercles noirstandis que les 12C sont illustrés en gris.

e akg cesee Glc: glucose, EMP: Embden-Meyerhof-Parnas, PDH: pyruvate
\ L, déshydrogénase, PC: pyruvate carboxylase, acoa: acétyl-coA,
Glutamate cit: citrate, icit: isocitrate, akg: a-cétoglutarate, succoa: succinyl-

fum succoa ®88®  .0A, suc: succinate, mal: malate, oaa: oxaloacétate.

suc

Si on émet I'hypothese que la synthése de l'alanine et du glutamate spécifique de
Brucellarepose sur une unigue source de carbone prélevée a la cellule héte, le précurseur
doit étre commun entre la voie des pentoses phosphate et a la voie EMP, soit le glucose-6-
phosphate. Toutefoigrucella ne dispose pas de la phosphofructokinase et ne peut donc pas
générer d’alanine M+3 sur base de glucose-6-phosphate. Il semble dori@rupedia
préléve dans la cellule un minimum de deux sources carbonées distinctes.

Ces sources carbonées prélevées en cours d’infection restent encore a déterminer. Pour
ce faire, des souches mutées au niveau de transporteurs ou d'enzymes clés du métabolisme
de la bactérie seront prochainement construites. Si une mutation affecte la voie
d’assimilation de la source carbonée fournie par la cellule hote, le marquage des acides
aminés de la souche mutée sera en conséquence plus faible (Eylert, Schar et al. 2008).1l sera
ainsi possible de déterminer quelles sources sont prélevées et utilisées afin de synthétiser des
acides aminés.

Les génes ciblés n'ont pas encore été déterminés. Cependant, il sera particulierement
intéressant de considérer les trioses phosphates étant dorBkiceléa présente un taux de
croissance important sur érythritol dont le catabolisme génére du dihydroxyacétone
phosphate. Nous tiendrons également compte de la composition potentielle de la niche de
réplication de la bactérie. Le réticulum endoplasmique comprend notamment certains sucres
comme le mannose, le fucose et le galactose qui sont nécessaires pour la N-glycosylation des
protéines qui y a lieu (D. L. Nelson 2005).

Le catabolisme du fucose est particulierement intéressant car il génére des trioses
phosphate, au méme titre que I'érythritol. De plus, une soucke delitensis 16Mnutée
au niveau du géne codant pour la L-fuculose-phosphate aldolase, une enzyme impliquée
dans le catabolisme du fucose, présente un phénotype d’atténuation (Wu, Pei et al. 2006). Il
est donc concevable que le fucose puisse constituer une source de carbone prélevée par
Brucella en cours d’infection.
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Au méme titre que lidentification des sources carbonées, une perspective prioritaire
sera de répéter chaque expérience de marquage isotopique et d’analyse GC/MS de sorte a
obtenir des triplicats biologiques et de confirmer les résultats obtenus. De plus, il sera
nécessaire de mettre au point une nouvelle procédure de prémarquage permettant d’obtenir
des valeurs d’excédent suffisantes pour étre interprétées.

lll. Caractérisation du lien entre PTS hybride et métabolisme du
carbone et de I'azote cheBrucella

Le systtme PTS (phosphoénolpyruvate : carbohydrate phosphotransferase) est un
régulateur global du métabolisme et du transport des sources carbonées chez les bactéries. La
structure de ce systeme ch&ucella est hybride car il est constitué de protéines
homologues de différentes familles :MEINPr, ENIAY, EIIAM®" et HprK. L'absence de
perméase EIIC dans ce systéme a suggéré que ce PTS puisse avoir des fonctions
essentiellement régulatrices. De maniere similaire a ce qui a été réalisgiradntzzobium
meliloti, des souches délétantes ont été construites pour chaque gene dptBF A PtsO
NPr, AptsN,AptsM et Ahprk) afin de déterminer I'implication du PTS dans le métabolisme
carboné et azoté ch&ucella (Pinedo, Bringhurst et al. 2008; Pinedo and Gage 2009). De
nouveau, pour une meilleure compréhension, les délétants seront dénommeés selon la
protéine qui n’est plus produite et non pas par le géne délété.

1. Les effets transcriptionnels de la délétion de ptsO, ptsM ethgbrk

Avant de caractériser les différents mutants, I'impact des délétions despie@es
ptsM et hprk sur I'expression des genes situés au méme locus génétique a été caractérisée.
Les RT PCR réalisées démontrent que les délétions ont un effet important sur I'expression
des génes gu'ils soient transcriptionnellement liés ou @es. modifications d’expression
semblent constituer un nouveau phénotype.

L’existence d’une régulation transcriptionnelle de ces genes par le PTS est supportée
par le fait que ce systeme, chez les bactéries Gram positives, a été décrit comme régulant
I'expression de ses propres genes via les domaines PRD (PTS regulation domain) (Kruger,
Gertz et al. 1996; Deutscher, Francke et al. 2006; Poncet 2009). Toutefois, aucun homologue
de domaine PRD n’a pu étre identifié chgcella par analyse d’homologie de séquence
BLAST. Ces résultats suggerent l'existence d'un autre mécanisme de régulation
transcriptionnel qui reste a déterminer.

Ces résultats de RT PCR devront étre confirmeés, les RT PCR n'ayant été réalisées qu'a
une seule reprise. Il sera de plus nécessaire de déterminer que les effets transcriptionnels
observés constituent bien un phénotype en complémentant les souches délétées. Enfin, en
dépit de l'utilisation de la cassette non-polaire apha4, il sera nécessaire de vérifier que les
effets observés sur I'expression des génes situés en aval de la délétion ne sont pas liés a des
effets polaires.

2. Le PTS et le métabolisme du carbone

A. Les protéines EIlIA et I'assimilation de I'érythritol

Au cours d'un test de croissance avec de l'érythritol en tant que source unique de
carbone, les souches délétées pour ®ilgt EIIAY™ ont présenté un retard de croissance
important. Ce retard suggére que les deux protéines EIIA soient liées au transport ou au
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catabolisme de cette source de carbone préférentielle. Cette observation suggere que, comme
pour la plupart des bactéries Gram négatives, les protéines EIIA pourraient jouer un role
central dans les mécanismes de régulation par le systeme PTS (Stulke and Hillen 1999;
Deutscher, Francke et al. 2006).

D'autre part, il existe une corrélation phénotypique de la délétion de la protéine
EIIAM®" chezBrucella et chezSinorhizobium melilotiLes délétants de ces deux espéces
d’alpha-protéobactéries présentent effectivement une croissance altérée sur un substrat
préférentiel que constituent respectivement I'érythritol et le succinate (Pinedo, Bringhurst et
al. 2008). La caractérisation du mutant décrit cBemelilotia révélé des altérations dans
d'autres processus, notamment au niveau de la synthése d’exopolysaccharide (EPS). Il
pourrait étre intéressant de déterminer si la souche mutée Brheella présente des
phénotypes similaires.

Le lien entre le systtme PTS et le métabolisme de [I'érythritol doit encore étre
déterminé. Toutefois, au vu de nos résultats, nous avons eémis I'hypothese que le systeme
PTS puisse moduler I'expression des génes du catabolisme ou du transport de I'érythritol.
Une perspective pourrait ainsi étre de déterminer si I'expression de ces genes est modifiée
dans les souches délétées pour les protéines EIIA.

B. NPr et EIIA™ sont liées a la croissance sur glutamate

Lorsque le glutamate constitue la seule source de carbone disponible, les souches
AEIIAN" et ANPr présentent une faible croissance tandis queaudée®s délétants ont un
profil similiaire & la souche sauvage.

L’effet de la délétion detsO (NPr) peut étre interprété par le modele avancé par M.
Dozot (Dozot M.). Ce modéle suggére qué“Edoit un senseur du métabolisme azoté et
carboné en fixant l'alpha-cétoglutarate. Cela permettrait au systeme PTS de réguler des
enzymes meétaboliques en conséquence. Une de ces enzymes sa@@ibglutarate
déshydrogenase dont I'activité serait inhibée par Bisous forme déphosphorylée. Cette
enzyme du TCA est par ailleurs liée au catabolisme du glutamate. En effet, le glutamate peut
étre converti par désamination eftétoglutarate qui peut alors étre assimilé dad<Cla et
poursuivre le cycle avecd-cétoglutarate déshydrogenase. De cette maniet@bsence de
NPr, le phosphorelais se trouve coupé et EifAne peut étre que sous forme
déphosphorylée. L' gétoglutarate déshydrogenase est par conséquebg&énid’ou une
assimilation réduite da-cétoglutarate dérivé du glutamate dans le TCA. dtalolisme du
glutamate ainsi inhibé ne permettrait pas au final une croissance soutenue sur ce substrat
d’ou un phénotype de retard de croissance du déléhipt. A

Toutefois, si ce mécanisme explique la faible croissance du dél&ddiat, un
phénotype similaire devrait étre observé pour la délétionEi&". En effet, 'absence de
EIN" couperait le phosphorelais comme précédemment et devrait provoquer une inhibition de
I' a-cétoglutarate déshydrogénase or, nos résultatsrdgno que ce n’est pas le cas. Une
premiére explication & ce phénoméme pourrait étre la perte du senSEwuiigd a la
délétion. En effet, il est envisageable que I'activité inhibitrice de #\Aécessite la
présence du senseurElassocié a de la-cétoglutarate pour étre fonctionnelle. Il est
également possible qu’il puisse exister un mécanisme plus complexe qui reste encore a
définir.

L’existence d’un mécanisme plus complexe est supportée par le retard de croissance
du délétanAEIIAN" sur glutamate qui ne peut étre expliqué par le modéle de M. Dozot. La
nature exacte du lien entre glutamate et Eflfeste donc inconnue.
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Un lien entre métabolisme de I'azote et une protéine EIIA du PTS a déja été mis en
évidence. En effet, il a été démontré ckezoli que le complexe cAMP-CRP intervienne
dans la régulation du métabolisme de I'azote or, la formation de ce complexe est initiée par
I'activation de I'adénylate cyclase par la protéine EIIA (Mao, Huo et al. 2007). Toutefois,
'analyse des séquences Beucella révele qu’elle ne semble pas disposer d’homologues
d’adénylate cyclase ou de protéine CRP. Dés lors, le mécanisme impliqué est différent et
reste a identifier.

Ainsi, certains liens entre des protéines du systeme PTS et le métabolisme de certaines
sources carbonées restent inconnus et seront investigués en conséquence. Cependant, il sera
auparavant nécessaire de confirmer les profils obtenus en répétant les expériences. Des
souches mutées au niveau des résidus histidine et sérine qui sont phosphorylés au niveau des
différentes protéines du PTS seront également construites et nous déterminerons si les
phénotypes observés sont conservés. D’autre part, il sera également nécessaire de
complémenter les différents phénotypes mis en évidence afin de déterminer s'’ils sont bien la
conséquence de la délétion d'un gene du systeme PTS.

V. L'influence de la composition environnementale sur la
morphologie deB. abortus 230\EI""

Les observations du délétanEIN", ont révélé que le milieu de culture utilisé
influence de maniere relativement importante la morphologie de la bactérie. Cette influence
peut étre observée au niveau d’'une bactérie isolée, avec la présence de formes aberrantes,
ainsi qu’au niveau d’un groupe de bactéries, avec la formation de structures en chainettes.

Au vu de la formation de morphologies atypiques suite & la délétiptsNgAEN™),
nous avons émis I'hypothése qu’'il puisse exister un lien entre le systeme PTS et le cycle
cellulaire.

Ce lien peut soit d’'une part impligué la synthése de la paroi bactérienne. Il est
effectivement concevable qu’'un PTS qui n’est plus fonctionnel suite a une délétion, puisse
aboutir a une dérégulation au niveau de la synthese de composés de la paroi bactérienne tel
le que peptidoglycan. De telles dérégulations pourraient amenfie a la formation
d'aberrations morphologiques.

Il peut d’autre part exister un lien entre PTS et le processus de réplication du
chromosome. Ce processus est en effet étroitement lié a la composition du milieu
environnant de sorte a permettre une croissance importante sur milieu riche et un
ralentissement sur milieu pauvre. Il a d’ailleurs été recemment postulé que la disponibilité en
nutriments et le statut métabolique affecte chaque étape de la réplication du chromosome
bactérien (Wang and Levin 2009). Il a notamment été décrit Chaiobacter crescentus
une alpha-protéobactérie, qu'en l'absence de source de carbone, la réplication est inhibée. Le
mécanisme sous-jacent implique la protéolyse de la protéine DnaA qui est essentielle a
I'initiation de la réplication du chromosome. Cette protéolyse est initiée par la protéine SpoT
qui est impliguée dans la production de I'alarmone ppGpp(p) en cas d’absence de sources
carbonées (Lesley and Shapiro 2008). Il existe donc un lien entre métabolisme et cycle
cellulaire et il est donc concevable que ce lien puisse impliquer le systeme PTS. Le réle
exact de ce PTS reste toutefois a définir.

En paralléle de la modification de la morphologie au niveau de la bactérie, il semble
gue le milieu module également la formation de « macrostructures » comprenant plusieurs
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bactéries telles que des chainettes. Une hypothese permettant d’expliquer la formation de
telles structures pourrait étre que les courtes chainettes soient la succession de bactéries qui
se sont partiellement divisées et sont restées accolées suite a un probleme de division. Il est
également envisageable que ce mutant puisse présenter un probleme au niveau de la
production d'exopolysaccharide tel qu'il I'a été observé GemelilotiAEIAM" (Pinedo,
Bringhurst et al. 2008; Pinedo and Gage 2009). Il est alors possible de spéculer que la
formation de chainettes puisse étre due a une production excessive d'EPS provoquant
I'adhérence des bactéries se divisant générant au final des chainettes. Ce ne sont cependant
gue des spéculations qui devront étre vérifiées.

Quoiqu'il en soit, de nouveau ces phénotypes potentiels de morphologie atypique
dépendante de la composition environnementale devront étre complémentés afin de

confirmer qu'ils soient bien liés aux délétions.

V. Conclusions

Au cours de ce mémoire, nous avons initié l'identification des sources carbonées
prélevées paB. abortus 230&n cours d’infection. Le protocole utilisé a été adapté d’'une
étude ayant déja été réalisée lsumonocytogenest a nécessité diverses mises au point. Le
protocole ainsi établi a permis pour la premiére fois de collecter de premieres informations
sur le métabolisme dBrucella mais également sur le métabolisme de la cellule héte en
cours d’infection.

Nos résultats démontrent que les cellules RAW métabolisent le glucose utilisé comme
substrat marqué par les voies de la glycolyse classique (EMP) ainsi que par la voie du cycle
de Krebs (TCA). Cette observation est valable que les cellules soient en conditions
d’infection ou non. Cependant, il n'a pas été possible de comparer le métabolisme des
cellules en conditions d’infection avec les cellules en conditions de cultures standards. Afin
de déterminer si le processus infectieux provoque des modifications métaboliques chez
I’hdte, une situation contrdle et de nouvelles expériences adaptées seront établies.

Au niveau du métabolisme dBrucella, nos résultats démontrent que la bactérie
préleve potentiellement certains acides aminés comme l'aspartate, la sérine, le glutamate et
l'alanine a la cellule héte. Cependant, il semblerait qu'en paralléle de ce prélevement,
Brucellasynthétise au moins du glutamate et de I'aladim@ovo. Le précurseur ayant servi
a la synthese du glutamate aurait été métabolisé par la voie glycolytique classique (EMP)
tandis que le précurseur de la synthése de l'alanine aurait été métabolisé par la voie des
pentoses phosphate. Ces résultats suggerenBaieella préléve différentes sources de
carbone en cours d’infection, sources qui restent a identifier. Pour y parvenir, des lignées
mutées au niveau de genes codant pour des fonctions métaboliques stratégiques seront
prochainement construites. Le marquage isotopique des acides aminés protéinogéniques en
cours d'infection sera également étudié pour ces souches.

En paralléle de I'étude du métabolisme en cours d’infection, la caractérisation des
souches délétées pour chacun des genes du PTS hybBdeca#a a confirmé I'existence
d’'un lien entre PTS et métabolisme. Deux protéines EIIA sont effectivement associées a la
croissance dd3. abortus 2308sur du milieu défini contenant de I'érythritol tandis que
EIIAN" et NPr sont liées au métabolisme du glutamate. Autant la conséquence de la délétion
deptsO(NPr) sur la croissance sur glutamate peut étre interprétée par le modele proposé par
M. Dozot, autant les autres mécanismes impliqués restent a définir.

L’observation de ces mutants a par ailleurs révélé que la composition de
I'environnement influence la morphologie d& abortus 2308AEI"". Une hypothése
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permettant d’expliquer cette influence serait qu'’il existe un lien entre le systeme PTS et le
cycle cellulaire. Ce lien reste cependant a déterminer.

Il sera par ailleurs intéressant de déterminer pour quelle raison le milieu avec érythritol
est associé au plus haut taux de morphologies atypiques. En outre, la souche sauvage
présente aussi une morphologie atypique de type « allongée » en présence d’érythritol. Cette
observation a également été constatée sur du milieu RPMI contenant de I'érythritol (M.
Terwagne, thése en cours). Ces résultats supportent une hypothése récente qui propose que
I'érythritol ne constitue pas seulement une source de carbone mais constitue également un
signal pour Brucella (Delrue R.M., thése 2002 ; Saugeri F., communications personnelles).

Toutefois, avant toute investigation supplémentaire, il sera nécessaire de confirmer que
chaque phénotype observé est bien conservé et di a une délétion en répétant les expériences
et en complémentant les souches mutées. Il sera également nécessaire de déterminer si les
modifications d’expression de certains genes qui ont été constatées sont dues a des effets
polaires ou constituent un autre phénotype des souches délétées.
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I. Souches, lignées et plasmides

1. Souches bactériennes

Souches Caractéristiques Références
B. abortus 2308 Souche de Brucella considérée au cours de ce travail. Elle présente
un phénotype lisse et est un mutant spontané résistant a I'acide
nalidixique (NaIR).

B. melitensis Souche de B. melitensis 16M biovar 1 exprimant constitutivement ~ Copin R., thése en cours
16M mCherry le fluorochrome mCherry.
E. coliS17 Génotype: A pir [recA thi pro hsdR- M+ RP4::2-Tc ::Mu ::Km Tn7 Miller and Mekalanos, 1988

lysogenized with A pir phage]. Cette souche a été utilisée pour le
transfert de plasmides chez Brucella, par conjugaison.

2. Plasmides

Plasmides Caractéristiques

Vecteur dérivé du pBluescript SK (Stratagene), dans lequel a été clonée une origine de
transfert conjugatif oriT. Il porte le géne cat (résistance au chloramphénicol) et une
origine de réplication ColE1. Cette derniéere n’est pas fonctionnelle chez Brucella ; c’est
donc un plasmide suicide chez celle-ci (Danése, thése 2002).

pSKoriT-cat

Vecteurs construits sur base du pSKoriT-cat qui portent une cassette apha4 (résistance
a la kanamycine) bordée des régions amont et aval de genes du systeme PTS (Fig. M1).

pSKoriTcat-APTS::aphA4 Il en existe 5 différents, chacun étant spécifique d’un des génes du systéme PTS : ptsP,
ptsO, ptsN, ptsM et hprk. Ces plasmides ont été utilisés pour le remplacement
allélique des génes du PTS par la cassette aphA4 chez Brucella (thése de M. Dozot et
mémoire de R. Copin).

Figure M1. Représentation schématique d’un pSKoriTcat-APTS::aphA4.
aphA4 : cassette de résistance a la kanamycine, cat :chloramphénicol
acétyltransferase, colE1: origine de réplication, oriT: origine de
transfert conjugatif, PTS amont/aval : régions amonts/aval d’un géne
PTS.

PTS PTS

3. Lignées de cellules eucaryotes o

Lignée cellulaire Caractéristiques

Premiére lignée cellulaire humaine immortalisée qui a été isolée d’un carcinome épithélial
Hela . " s . . 2
humain. Ces cellules ont largement été exploitées en laboratoire depuis (Masters 2002)".

1774 Macrophages de souris BALB/C immortalisés.

Lignée de macrophages murins qui a été principalement utilisée dans ce travail. Elles ont été
RAW 264.7 isolées de prélévements d’ascite de souris males aprés injection intra-péritonéale du virus de
leucémie murine d’Abelson (A-MulV).

I Miller, V. L. and J. J. Mekalanos (1988). "A novel suicide vector and its use in construction of insertion mutations: osmoregulation of outer
membrane proteins and virulence determinants in Vibrio cholerae requires toxR." J Bacteriol 170(6): 2575-83.

2
Masters, J. R. (2002). "HeLa cells 50 years on: the good, the bad and the ugly." Nat Rev Cancer 2(4): 315-9.
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lI. Milieux, tampons et solutions

1. Milieux de culture

Milieu riche pour E. coli : milieu Luria-Bertani Milieu riche pour Brucella : milieu 2YT

(LB)

Pour un litre d’eau désionisée :

Hydrolysat de caséine (peptone) 10g Hydrolysat de caséine (peptone) 16¢g
NacCl 5g NacCl 5g

Yeast extract 5g Yeast extract 10g
Agar (pour milieu solide) 15g Agar (pour milieu solide) 16g

Le milieu riche TSB (Tryptic Soy Broth) a également été utilisé mais est acheté dans un condtionnement directement prét a I'emploi
(peptone de caséine pancréatique : 15g/l, peptone de soja : 5g/l, NaCl : 5g/l).

Composition de la base minérale du milieu défini Sources de carbones ajoutées a la
(pour 250ml de milieu) base minérale du milieu défini

K,HPO,4.3H,0 2,3g a-cétoglutarate 20 mM
KH,PO, 0,75g Erythritol 2g/l
N,S,03 0,025 g Fumarate 20 mM
Nacl 1,25¢g Glutamate 2g/l
Nicotinate 0,05g Malate 10 mM
Thiamine (hydrochloride) 0,05g

Panthoténate 0,0175g

(NH,4)SO, 0,125¢g

MgSO, 2,5mg

MnSO, 0,025 mg

FeSO, 0,025 mg

Biotine 0,025 mg

Les milieux ont été stérilisés par autoclavage a 121°C durant 20 min (2YT, LB) ou par filtration (0,22um).

Milieux de culture de cellules

Type cellulaire  Milieu utilisé

Hela DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High glucose (4,5 g/1) (Gibco) + 10% de sérum
foetal bovin (FBS) + 1% acides amines non-essentiels (NEAA, Gibco) + 1% pyruvate de
sodium (Gibco)

1774 RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) (Gibco) + 10% de FBS + 1% L-glutamine
(Gibco)
RAW 264.7 DMEM High glucose (initialement en poudre, Gibco) + 10% de FBS

2. Tampons et solutions

PBS 20X PBS Triton 1% (250 ml) PBS Triton 0,1% (250 ml)
K,HPO, (2mM) 4g/l PBS 20X 10 ml PBS 20X 10 ml
KCl (2,7 mM) 4g/l Triton X100 2ml Triton X100 0,2 ml
NaCl (137 mM) 160 g/ Eau désionisée 239,8 ml Eau désionisée 239,8 ml
Na,HPO, (10 mM) 22,98 g/|
Solutions nécessaires pour préparer du Tampon RIPA Tampon TAE 50X

tampon RIPA
Tris (20 mM) 6,06 g/| Tris (20 mM) 50 ml | Tris-HCI, pH 8,0 40 mM
MgCl, (100 mM) 20,3g/l | MgCl, (100 mM) 5ml | EDTA 50 mM
Déoxycholate 6,5 g/l Déoxycholate (5 g/l) 10 ml | Acide acétique glacial 57,1 ml/I
Sodium dodécyl sulfate (SDS)  100g SDS 10% 1ml

Nonidet P40 1ml
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lll.  Techniques relatives a l'utilisation de bactéries
1. Transformation bactérienne par choc thermigue
A. Principe

La transformation bactérienne permet lintroductidlADN exogéne dans une
bactérie. Nous avons utilisé la transformation par choc thermique afin de transformer les
souches d’E. coli S17-1 avec les plasmides pSKoriAPatS::aphA4.

B. Méthode

Ce type de transformation nécessite l'utilisation de bactéries dites « compétentes »
dont les membranes ont préalablement été perméabilisées. Pour ce faire, les bactéries sont
centrifugées et le culot est resuspendu a deux reprises dans une solution hypotonique de
chlorure de calcium (Cagb0 mM) avant incubation durant 30 min sur glace. Les bactéries
sont ensuite de nouveau centrifugées et le culot est resuspendu dans une solution de CaCl
60mM + 15% de glycérol avant conservation a -80°C ou transformation.

Pour la transformation, 100 ul de bactéries GaGimpétentes sont mises en présence

de 5 pl d’ADN plasmidigue. Ce dernier forme, avec le Ga@h complexe résistant aux
désoxyribonucléases qui, théoriguement, adhere a la bactérie. Aprés une incubation sur glace
de 30 min, les bactéries subissent un choc thermique (2 min a 37°C) qui permet I'entrée du
complexe dans la cellule. S’en suit une incubation (45 min a 37°C sous agitation) en milieu
riche (LB) afin de permettre la régénération de la paroi bactérienne ainsi que I'expression des
genes de résistances aux antibiotiques introduits. Les cellules sont ensuite étalées sur une
boite de milieu sélectif approprié qui est mise a incuber toute la nuit a 37°C.

2. La conjugaison
A. Principe

La conjugaison est un processus de transfert haakde matériel génétique qui peut
avoir lieu entre deux bactéries Gram négatives. La bactérie donkeus#i S17-1) a intégré
dans son génome le plasmide RP4 qui code pour I'ensemble des protéines nécessaire a ce
transfert. Cette bactérie va fournir, par lintermédiaire d'un pilus sexuel, le plasmide
conjugatif disposant d’une origine de transfertT) a la bactérie receveuse.

B. Méthode

50ul dE. coli S17-1 donneuse, préalablement transformées avec le plasmide d’'intérét,
est mis en présence avec 1miRlecella receveuses avant centrifugation a 7000 RPM. Le
culot est resuspendu dans du milieu riche 2YT (1 ml) avant d’étre centrifugé une seconde fois
a 7000. Le culot est alors resuspendu dans 100 ul de 2YT qui sont déposés sur 2YT agar et
incubés au cours de la nuit a température ambiante. La moitié du « spot » obtenu est
resuspendu dans 1 ml de 2YT dont 100 ul sont étalés sur une boite de 2YT agar avec
I'antibiotique sélectif adéquat et de I'acide nalidixique. Les 900 pl restant sont centrifugés, le
culot est resuspendu dans approximativement 100 ul de 2YT et est également étalé sur une
boite de 2YT agar avec l'antibiotique sélectif approprié et de I'acide nalidixique. Les boites
sont finalement mises a incuber a 37°C 3 a 4 jours.
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3. Construction de souches mutantes par remplacement allélique
A. Principe

Le remplacement allélique est une technique qui peda remplacer un gene d’intérét

(les genes du systeme PTS dans notre cas) par une cassette de résistance a un antibiotique
(aphA4). Ce remplacement fait suite a I'apport d’'un vecteur suicide portant la cassette de
résistance qui est elle-méme bordée des régions « amont » et « aval » (500 paires de bases) du
géene d'intérét. Un évenement de double recombinaison homologue peut alors avoir lieu entre
le plasmide et le chromosome bactérien permettant le remplacement du gene PTS. Les
délétants obtenus, également appelés transjugants, sont alors sélectionnés grace a leur
nouveau phénotype de résistance et a la perte de la résistance au chloramphénicol, encodée
par le gene cat présent sur le plasmide.

B. Méthode

Une conjugaison ave&. coli S17-1transformée avec le plasmide pSKoriTcat-
APTS::aphA4 permet le transfert de ce plasmide @&heabortus 2308En cas de double
recombinaison homologue, le gene PTS considéré est remplacé par la cqds®iteLes
bactéries transformées ou délétées sont sélectionnées sur 2YT agar + kanamycine (50 pg/ml)
et de l'acide nalidixique (25pg/ml). Aprés incubation, les bactéries résistantes sont repiquées
en paralléle sur 2YT agar avec kanamycine et 2YT agar avec chloramphénicol (20 pg/ml) et
son incubées plusieurs jours a 37°C. Les bactéries sensibles au chloramphénicol mais
résistantes a la kanamycine sont sélectionnées car délétées.

V. Techniques relatives aux acides nucléiques

1. Polymerase chain reaction (PCR)

La PCR est une technique permettant 'amplification d’'un fragment d’ADN d’intérét.
Cette amplification se fait au travers de trois étapes: la dénaturation, I'hybridation et
I'élongation. Chacune de ces étapes se déroule a une température spécifique. La dénaturation
vise a séparer les deux brins d’'une matrice d’ADN. La seconde étape permet I'hybridation
spécifique de petits brins d’ADN préalablement congus de sorte a s’hybrider de part et d’autre
de la séquence d'intérét (amorces). La séquence comprise entre les deux amorces peut étre
alors étre amplifiée par une ADN polymérase thermorésistante (iIcagdDNA polymerase
de chez Promega) au cours de I'élongation. La répétition de ces trois étapes a de nombreuses
reprises augmente exponentiellement le nombre de copies du fragment d’ADN cible.
L’ensemble des composants nécessaires (matrice d’ADN, primers, polymérase et dNTP’S)
sont préparés dans un mix. La composition de ce mix et le programme PCR sont les suivants :

Réactifs Quantité

Tampon 5x de I'enzyme utilisée 10 pl Dénaturation initiale 5 mina 94°C
Mélange de dNTP’s (5 mM pour 2ul Amplification : 25 cycles de 3 étapes :

chaque) 0,5 pl dénaturation 30 seca 94°C
Amorce forward 0,5 ul hybridation 30 seca x°ct
Amorce reverse 0,5 ul élongation Y2 min a 72°C
Taq polymérase 1ul Elongation finale 10 min a 72°C
Matrice d’ADN (template, 1 a 10 ng) 35,5 ul

Eau distillée

! X= la température de melting des amorces [Tm= 2*(A+T)+4*(G+C)] — 10°C et doit étre compris entre 52 et 65°C. Ce calcul ne
prend en compte que les régions des primers s’hybridant avec I’'ADN template et pas les séquences ajoutées (sites de restriction, ...).
2 Y= 1minute par millier de paires de bases a amplifier.
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Le génome bactérien peut étre utilisé comme matrice, apres lyse préalable des
bactéries, pour réaliser une PCR. Pour ce faire, les bactéries sont donc lysées par chauffage
(1h, 80°C) dans du PBS avant amplification par PCR d’'un gene d’intérét sur 1 pl de lysat.
Nous avons utilisé cette technique pour confirmer la délétion des pésiesptsO, ptsN,
ptsMethprk La taille du produit PCR amplifié est en effet différente si la souche est délétée
ou non. Les primers utilisés sont les suivants :

ptsP (EI"Y) Amont CCATCACCACGTCGGAAA  ptsM Amont GAGCGCTGGATATTTGAA
Aval AAAAGCGCATCGCGGTGC  (ENAY™) Aval AAACTGCAATCGGGCAGC
ptsO (NPr) Amont GCACGCGACGGGAGCTTT  hprk (HprK)  Amont CGAAGTGCGGCGCAACAA
Aval ATTAGCCTGGCCGATTGG Aval ATAGCGGCAGGGGCGTGA
ptsN (ENAYY)  Amont GACCCGGCTTCGCCGTTA
Aval TTCAGAGCTTCATTGTCC

2. Analyse de I'expression de géenes par real time PCR (RT PCR)

A. Principe

La RT PCR est une technigue dérivée de la PCR classique qui differe notamment au
niveau de la matrice utilisée pour 'amplification. Cette derniere est en effet de I'ADN
complémentaire (cDNA) généré a partir d’ARN dans le cas de la RT PCR. Un court segment
(60 pb) d’'un géne d’intérét est amplifié en présence d’'un fluorochrome se fixant a ’'ADN
(SybrGreen). Ainsi, au cours des cycles, l'intensité de fluorescence augmente parallélement a
la quantité d’ADN. A la fin du programme d’amplification, I'intensité de fluorescence pour
un gene testé est normalisée par rapport a un contréle endogéne (la glyceraldéhyde-3-
phosphate déshydrogenase dans notre cas). Ces valeurs sont ensuite normalisées par rapport a
une condition standard qui était I'expression des génes du PTS chez la souche sauvage dans
notre cas. Il est ainsi possible de déterminer si I'expression d’'un géne dans une souche délétée
varie par rapport a la souche sauvage.

B. Méthode :

Extraction d’ARN total et traitement a la DNAse

Une remarque générale par rapport au travail avec de I'ARN est qu'’il est nécessaire de
se trouver en conditions RNAse free (des solutions sont disponibles a cet effet). Des
précultures de chaque souche (WMPtsO,aptsN,hprk) sont lancées la veille dans 5 ml de
2YT a 37°C. Ces précultures sont mises a méme DO, et centrifugée. Chaque culot est
resuspendu dans 20 pl de SDS 10% et 4ul de protéinase K (20mg/ml, Invitrogen) avant d’étre
mis a incuber 1 h a 37°C sous agitation. 1 ml de réactif Tripure est ajouté a chaque tube et le
mélange est homogénéisé au vortex et incubé 10 min a 65°C. 200 ul de chloroforme sont
ajoutés avant homogénéisation, incubation 10 min a température ambiante et centrifugation a
12 000 RPM, 15 min a 4°C. Deux phases se sont alors crées, une phase colorée et une phase
agueuse qui contient 'ARN. Cette seconde phase est récoltée délicatement et 'ARN est
précipité en ajoutant 500 pl d’'isopropanol et en incubant toute la nuit a -20°C. Le lendemain,
les tubes sont centrifugés a 14000 RPM, 30 min a 4°C afin de culoter ’ARN. Les culots sont
resuspendus dans 200 ul d’éthanol 75% avant une centrifugation & 8500 RPM pendant 5 min
a 4°C afin de reculoter 'ARN. Le surnageant est éliminé, le culot est séché a température
ambiante avant d'étre finalement resuspendu dans 50 pl d’eau RNAse free. Les extraits
d’ARN subissent alors un traitement a la DNAse (kit Fermentas) afin de réduire la
contamination de '’ADN. Ce traitement implique I'ajout de la DNAse-I sur 1 a 5 ug d’ARN a
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traiter (mix a réaliser : 1 pg de tampon de réaction avec M@Gll de DNAse-I, 'ARN et

mettre a un volume de 10 pl avec de I'eau RNAse free). Le mélange est incubé a 37°C durant
30 min pour permettre I'hydrolyse de 'ADN. La DNAse-I est alors inactivée par chauffage a
65°C durant 10 min. 1 pl ’EDTA 25 mM est préalablement ajouté afin de limiter I'nydrolyse
de 'ARN durant ce chauffage qui en fin de traitement est prét pour la reverse transcription.

Reverse transcription

Une méme quantité d'ARN (1 a 5 pg) est traitée pour chaque test a réaliser. 2 pl
d’amorces aléatoires (600 nM) et de I'eau sont ajoutés a chaque échantillon pour un volume
final de 13 pul. Les ARNs sont alors chauffés 10 min a 65°C avant d’étre mis sur glace durant
5 min. 7 ul du kit (Roche) contenant notamment la reverse transcriptase sont ajoutés, le
meélange est homogénéisé et incubé 10 min a température ambiante. Les échantillons sont
chauffés 30 min a 55°C puis 5 min a 85°C avant d'étre conservés a -20°C jusqu’a I'étape
suivante.

RT PCR

Les échantillons de cDNA traités sont déposés en triplicats dans une plaque 96 puits
« Optical Reaction Plate » (AB Applied Biosystems) a 4°C. Pour chaque échantillon, un
contréle négatif (ARN qui n'a pas été rétrotranscrit) est testé. Les plaques sont élaborées de
sorte a toujours disposer du gene de référence pour chaque souche, ainsi que la condition de
référence (souche sauvage) pour chaque géne analysé. Un mélange contenant la sonde
fluorescente SybrGreen est ajouté a chaque puits (composition décrite ci-dessous), un film
protecteur est déposé sur la plaque avant que celle-ci sait
centrifugée (1000 RPM, 2 min) afin que le mélange soit cul cona 1p
au fond du puits. La plague est alors introduite dans ;“’**”F‘““"'“‘*'“"’”’“‘ el

pplied Bicsystams)

dispositif a RT PCR (StepOne plus, AB Applied Biosystel rmer smant 10484) 1y
qui elle-méme est configurée pour le SybrGreen. | o5~ ™" s

séquences des primers utilisés sont reprises ci-dessous.

Amont CAAGCCAAGATTTTGTTGTCAA Amont TTATCGCGTCGAAACCTATACC
sahH Aval GCATTTCGGTTTCTGCGAT bvrk Aval TCGAAGATCGCAAGATTGG
Amont ATAATTATAACGCCCATGTCCG Amont CCATGAGCTGAAGAACCCC
ptsO (NP} — CAAGCATCATCAAGCCCAT burs Aval TTGCGTGATTCGTCGGT
ptsM Amont AATCTGGCCATTTCCGTG pekA Amont TTCGTTCAGGATCTCATCGG
(EnaM™) Aval CGACAGCTTGATGAGCATAGG Aval CGAATGCCAAGCATATTCG
Amont AAGAGCGCTGGATATTTGAAGA gapdh Amont GGAAGGAAGAAAACGTCGATATC
hprk (Hprk) — CCGCATTGGAATCACCAT Aval AGGCAGCACTTCATCTTGAAG

V. Mise au point d'un protocole d’infection par Brucella, de lyse et de

fractionnement
Le prOtOCOIe a mettre au pOInt Comprer - Corrélation DO-matiére séche B. abortus 2308
trois parties distinctes : (i) I'infection de cellules, (i| | (eau)

la lyse des cellules infectées et (iii) I'isolement «
Brucella des composants cellulaires. Ce protoc
devait permettre la collecte d’1 mg de matiere se«
bactérienne aprés infection pour pouvoir réalis
'analyse GC/MS. La matiere seche a été estimée
base de comptages de CFU'’s (COlony Formi 0 500 1000 1500 2000 2500

Matiére sache (ug/mi)

-
n

.

y=-4E-07%%+0,0015x + 0,0148
R*=0,9961

DOBO0RM (=au)

=
in

Figure M2. Courbe de corrélation DO-
masse séche (ug) ch& abortus 2308.
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Unit), d’une corrélation DO-CFU (Déx 1 = 3.18 Brucella/ml) et d'une courbe de
corrélation DO- masse séche (Fig. M2 ci-jointe).

1. Adaptation du protocole d’Eylert et al.

Ce protocole initialement adapté paurmonocytogenea subi des modifications dont
les plus importantes sont reprises dans le tableau suivant :

Expérience Parametres principaux 2
Infection | -Etape 1: Infection de 10 T175 contenant 2.10° cellules Hela par B. abortus 2308 exprimant la
protein RicA tagée avec 3 FLAG en C-terminal (R3F), a une modalité d’infection’ (MOI) de 50
dans 20ml de DMEM sans sérum contenant 20ug/ml d’EGF4, durant 1h.
-Etape 2: Lavage des cellules avec 10ml de DMEM sans FBS.
-Etape 3: Ajout de 20 ml de DMEM sans FBS contenant 50ug/ml de gentamycine, 1h.
-Etape 4: Ajout de 20 ml de DMEM contenant 10% de FBS et 10ug/ml de gentamycine, 1h.
-Etape 5: Incubation 5h a 37°C, 5% CO,.
-Etape 6: Lavage avec 10ml/flacon de PBS.
-Etape 7: Ajout de 10ml/flacon d’eau bidistillée.
-Etape 8: Incubation 20 min a -80°C.
-Etape 9: Fractionnement : centrifugation des lysats a 1000 RPM, 10 min, 4°C (fractions C1/51)
avant centrifugation du surnageant a 4000 RPM durant 15 min a 4°C (fractions C2/S2). Le culot
obtenu est lavé avec du tampon RIPA avant d’étre centrifugé a 4000 RPM durant 15 min a 4°C
de nouveau (fraction finale/S3).
-Etape 10: Resuspension des culots dans du tampon RIPA.
Infection Il -Etape 5: Incubation 22h a 37°C, 5% CO,.
-Etape 7: Ajout de 10ml de PBS triton 0,1% par flacon.
-Etape 8: Incubation 5-10 min avec une étape de ratissage.
Infection Ill -Etape 1: Infection a une MOI de 300
-Etape 5: Incubation 46h a 37°C, 5%CO,
Infection IV -Etape 1: Infection de 7 T175 a MOI 300 bactéries par cellules dans 20 ml de DMEM sans FBS et
sans EGF par flacon.
- Etape 3: Ajout de 20 ml de DMEM contenant 10% de FBS et 50 pug/ml de gentamycine
-Etape 4: Ajout de 50 ml de DMEM contenant 10% de FBS et 10 ug/ml de gentamycine Addition
Infection V -Etape 1: Infection de 7 T175 par B. abortus 2308 WT

Suite aux faibles quantités de matiere seche obtenues, nous avons changé de type
cellulaire optant pour les macrophages murins RAW qui permettent un rendement
d’infection de 2 a 100 fois supérieur par rapport aux cellules HelLa. Les T175 ont été
substitués par des T25 qui permettent des collectes de masse seche similaires pour autant
gu’'une étape de centrifugation supplémentaire (1000 RPM, 10 min) soit réalisée en début
d’infection.

2. Adaptation du protocole de Lamontagne et al.

L’adaptation du protocole de I'étude de protéomiquéalmontagne et ab conduit a
des modifications importantes au niveau du protocole de lyse et de fractionnement précédent.
Le protocole d'infection a été conservé et implique : I'infection de 10 T25 contenant 2.10
cellules RAW/mI parB. abortus 2308NT a une MOI de 300 dans un volume de 3 ml de
DMEM sans sérum. Les flacons sont centrifugés 10 min a 1000 RPM a 4°C avant d’étre

1 Une CFU est une colonie bactérienne viable issue théoriquement de la multiplication d’une unique bactérie. Le comptage de
ces colonies macroscopiques permet donc une estimation aisée du nombre initial de bactéries viables.

? Etapes 1-5 : infection, étapes 6-8 : lyse et étapes 9-10 : fractionnement

* MOI = dose infectante soit, le nombre de bactéries par cellules a infecter

* EGF : Epidermal Growth Factor, permet d’augmenter 'efficacité d’infection
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incubés 1 h a 37°C, 5% de €Qes flacons sont ensuite lavés avec 3ml de DMEM sans
sérum avant d’ajouter 5 ml par T25 de DMEM avec FBS et contenant 50ug/ml de
gentamycine. Les flacons sont ensuite incubés 1 h a 37°C, 5%av@0t que le milieu soit
remplacé par 7 ml/ T25 de DMEM contenant 10% de FBS, 10 pg/ml de gentamycine. Les
T25 sont alors finalement mis a incuber 46h a 37°C, 5% C&» modifications testées pour

les protocoles de lyse et de fractionnement sont reprises dans le suivant :

Expérience Parameétres principaux

Infection VI -Etape 1: Lavage avec 3 ml de PBS/T25
-Etape 2: Lyse au PBS triton 1% (3 ml/T25), 7,5 min a température ambiante
-Etape 3: Centrifugation du lysat sur un coussin (1ml) de sucrose 0,8 M a pH 7,4 ; 1600 RPM
durant 5 min a 4°C
-Etape 4: Collecte du culot cellulaire et centrifugation du surnageant sur un gradient
discontinu de sucrose, a 4000 RPM, durant 15 min, 4°C. Ce gradient est composé de trois
phases de 1 ml chacune : sucrose 1,5 M contenant 3 mM d’imidazole, pH 7,4 (culot)/ sucrose
1 M contenant 3 mM d’imidazole, pH 7,4 (phase intermédiaire)/ sucrose 0,8 M contenant 3
mM d’imidazole, pH 7,4 (surface sur laquelle est déposée le lysat).

-Etape 5: Collecte des bactéries dans le culot contenant la phase la plus concentrée de
sucrose.
-Etape 6: Traitement des culots cellulaires et bactériens pour analyse GC/MS.

Infection VII -Etape 2: Lyse au PBS triton 1%, 7,5 min a température ambiante. Le lysat est collecté et une
seconde lyse est réalisée en ajoutant 3 ml de PBS Triton 0,1% par T25 durant 7,5 min. Les
flacons sont alors ratissés, le lysat est collecté et chaque flacon est rincé par 3 ml de PBS qui
sont ajoutés aux solutions collectées.

Infection VIII - Etape 2: Les cellules sont collectées dans 3 ml de PBS par ratissage avant d’étre centrifugées
a 1250 RPM, 5 min a 4°C. Le culot est resuspendu dans 1 ml de sucrose 0,3 M contenant 3
mM d’imidazole, pH 7,4. La solution est lysée mécaniquement avec un homogénéiseur de
Dounce.

Le protocole finalement conservé est le protocole de double lyse chimique aux PBS
Triton 1% et 0,1% (Infection VII).

VI. Procédures de marquage isotopique

1. Principe

Le marquage isotopique s’opere en fournissant un substrat marqué qui va étre
meétabolisé. Les métabolites et macromolécules synthétisées sur base de ce substrat vont alors
avoir incorporé un ou plusieurs isotopes stabt&g)( L'incorporation d’'un**C génére une
modification d’'une unité de masse par isotope stable qui peut alors étre analysée par
spectrométrie de masse (GC/MS).

Trois expériences de marquage par isotopes stables ont été réalisées avec du glucose
uniformément marqué atiC ([U-*C6]) avant analyse de la distribution de marquage au
niveau des acides aminés protéinogéniques par GC/MS.

1. La premiére implique I'incubation de macrophages non infectés avec le substrat
marqué. Elle permet l'identification des acides aminés synthafisésovo, sur base du
glucose [U*3C6] par les cellules en conditions classiques de culture. Elle constitue ainsi une
situation de « contréle » du métabolisme cellulaire.

2. La seconde comprend un marquage durant le processus d’infection. Cette
expérience permet I'identification des acides aminés prélevés a la cellule hBteiqella et
ceux étant synthétisés de novo.
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3. La troisieme comprend un prémarquage des composants cellulaires avant
infection. Le milieu avec le substrat marqué est remplacé par du milieu classique pendant
l'infection. Ainsi, les acides aminés bactériens marqués ne peuvent provenir que des acides
aminés cellulaires ou d’'une synthé#® novosur base de sources carbonées prélevées a la
cellule.

2. Méthode

A. Marquage des macrophages non infectés (expérience 1)

Afin d’identifier les acides aminés synthétis#s novo par les macrophages murins
RAW non infectés, 10 flacons T25 contenant 2ddllules/ml ont été cultivées pendant 6 h &
37°C (5% CQ) dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
complété avec:

* 1% d’acides aminés non-essentiels (NEAA, Gibco),

* 1% de pyruvate de sodium (Gibco),

* 10% de sérum foetal bovin (FBS),

« et du glucose [U3C6] pour une concentration finale de 10,7mM.

Les cellules ont ensuite été collectées dans 3 ml de DMEM avec FBS en ratissant. La
suspension a été centrifugée afin de culoter les cellules. Ce culot cellulaire a été traité pour
analyse du marquage au niveau des acides aminés par GC/MS (le traitement est décrit par la
suite).

B. Marquage isotopique en cours d’infection (expérience 2)

Les macrophages sont cultivés dans du milieu classique et sont infectés selon le
protocole final qui a été décrit précédemment. Les cellules sont cultivées dans du milieu
complété et contenant le substrat marqué (DMEM + 10,7 mM gluco$¥Bl) au cours de
I'étape d’incubation de 46h a 37°C, dans une atmosphere avec 5%,dee€Cellules sont
ensuite lysées et les fractions bactérienne et cellulaire sont séparées comme décrit
précédemment avant d’étre traitées pour analyse GC/MS.

C. Prémarquage des cellules (expérience 3)

Les macrophages sont cultivés durant 10 jours, soit 4 passages de cellules, dans du
DMEM complété et contenant 10,7 mM de glucose-JC8]. Au neuviéme jour, 10 T25 sont
ensemencés a 236ellules/ml avant d'étre infectés le lendemain. Les protocoles d'infection,
lyse et fractionnement sont ceux décrits précédemment.

VIl. Techniques relatives a la spectrométrie de masse (adapté de la
these de C. Nicolas)

1. Traitement des échantillons pour analyse GC/MS

Les bactéries collectées post-infection se trouvent dans 1ml de solution hautement
concentrée de sucrose et sont culotées par centrifugation a 12000 RPM durant 15 min a 4°C.
Chague culot (10 par infection) est resuspendu dans 100 pl de tampon RIPA afin de réduire la
contamination par les protéines cellulaires. Les 10 échantillons sont rassemblés avant de subir
une seconde centrifugation a 12000 RPM durant 15 min a 4°C. Les culots bactériens obtenus,
ainsi que les fractions cellulaires préalablement collectées, sont lavés a deux reprises avec 1ml
d’eau bidistillée stérile.
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50 et 500 ul d’'HCI 6M sont ajoutés respectivement aux clbactérien ecellulaire
avant d’étre incubé 12h sur plaque chauffante a 110°C. Cette étape d’hydrolyse pe
libérer les acide aminés des protéines. Les hydrolysats sont ensuite nes avec du
NaOH 6M. Les échantillons sont alors congelés et conser-80°C avant envoi dans |
laboratoire extérieur(en collaboration avec C. Wittman, Université Technique
Brauschweig). € laboratoire s’est alors chargé de lyophiliser les échantillons et de déri
les acides aminés. Cette derniere étape permet de former des dérivés volatiles pot
séparés par chromatographie en phase gazeuse. Dans notre cas, les acidesnt été
dérivatisés par du N-(tebutyldimethylsilyl)-N-méthyltrifluoroacetamide (MBDSTFA
générant des dérivés tdrtityldimethylisilyl (TBDMS) dont le marquage isotopique peut
déterminé par GC/MS.

2. L’analyse du marquage isotopigue des acides aminprotéinogéniques

par GC/MS
Les analyses de marquage isotopique ont été réalisées sur un spectrometre
couplé a un module de chromatographie en phase gazeuse. Ces analyses ain

lyophilisation préalable des échantillons ont été menBrauschweigen collaboration ave
C. Wittmann.

A. Principe génér

La spectrométrie de masse permet la discrimination decules en fonction de lel
masse Dans le cadre de ce travail, les molécules ont été séparées par chromatogr
phase gazeuse. Cetg&paration se fi: essentiellement en fonction de leur tempére
d’ébullition. En sortie de colonne, les molécules sont ionisées par impact électroniq
dans une chambre d’ionisation. Cet impact génére des charges au niveau des molécu
la perte d’'un électron gtrovoque également la fragmentatiors molécules en ions de pl
petite taille. Ces ions sont alors transmis vers un détecteur de masse de type quadr
dispositif permet la séparation des ions obtenus dans un champ ée oscillant. Seuls le
ions avec un rapport masse/charge (m/z) précis sont alors transmis vers une che
détection. Dans notre cas, le détecteur de masse était calibré afin de ne sélectionne
ions précis (mode SIM pour Selected lon Monitor. Cette méthode est plus sensible r
ne peut s’appliguer que si I'on conna priori les ions étudiés.

Pour un ion de masse m/z, le spectre de masse génére un ensemble de pics ¢
le massif isotopique (un exemple avec l'alanine est illusla figure M3). L’analyse de ce
massif isotopique permet, dans le cadre d’expériences de marqui°C, d'analyser le
marquage de la molécule en terme nombre d’isotopes incorporé$.est ainsi possible ¢
distinguer les différentes fermes de maiuage »

(molécule ayant incorporé un isotope, deux isotc B
etc.) indépendamment de la position des isotop: I : _ {
d
L

Mo

relative de chaque forme marquée. C formes de i
marquage> sont des isotopomeres de mas: une
forme est dénommeée fraction isotopiqu ». E_‘-‘jj—'_ﬂ e e
L'ensemble des fractions isotopiques ¢ acide T oe®  Ms
aminé constituent le profil de marquage isotopi ==& 0 2

global de celui-ci.

OO0
eo

est également possible de déterminer I'abond (S
L]
[

Mz

Figure M3. Massif isotopique
de l'alanine. Les cercles blancs
représentent des 2C tandis que
les noirsindiquentun 13C,
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B. Caractéristiques technigues générales des analyses |

- Colonne capillaire HP5MS (5% phényl-méthyl-siloxane
diphénylsiloxane, 30m x 0,25 mm)

- Injection de 0,1ul d’échantillon dans un flux de gaz
vecteur (hélium) fixé a 1,5 ml/min (chambre d’injection a
300°C)

- Augmentation progressive de température (4°C/min)
jusqu’a 270°C pour séparer les acides aminés (aprés
élimination préalable des composés volatiles a 120°C)

- Impact électronique (El) a 70 eV au niveau de la source
du spectrometre.

- Mode de détection d’ions sélectionnés (SIM)

- Suite a I'El, un acide aminé peut générer plusieurs types
de fragments différents. Les fragments considérés dans ce
travail sont les fragments [M-57]" car ils contiennent
I'ensemble des carbones de I'acide aminé (les différents
fragments existants et ceux ayant été considérés sont

illustrés a la Fig. M4 et la table 3 respectivement).

Fig. M4. Fragments les plus abondants des

dérivés TBDMS. L'acide aminé avec sa chaine R TBDMS-acide ~Fragments Masses sélectionnées (1v/z)
spécifique est grisé. En fonction du site de L
cassure, les fragments générés sont : a = [M-15]", = amune IS 260,261 262263
+ + + Ala M=>7 ~0U, 201, 204, 205
b =[M-57T, ¢ =[M-159] et d = [302]". Val [M-57]7 288, 289, 290, 291,292, 293
CTA C‘H Ser [M-57]" 390, 391. 392, 393
o o s;% c % on, Thr [M-57]7 404, 405, 406, 407, 408
o \C/ | % ] % Phe [M-57]" 336, 337. 338, 339, 340, 342, 342, 343, 344, 345
| | <+.c CH;  CH; Asp [M-57]" 418, 419, 420, 421, 422
ne 4o s —m—an Glu [M-57] 432, 433,434, 435, 436, 437
= | ow | “t>d Tyr [M-57] 466, 467, 468, 469, 470, 471, 471, 473, 474, 475
CH, CH; R

C. Traitement des résult:

Valeurs d’excédent de marquage isotopique (VEM)

Ces valeurs représent le marquage global d’'un acide amieé ne prennent en
compte que les fractions d’acides aminés ayant incorporé un minimum de deux i
stables. Les valeurs d’excédent de marg, ou VEM, sont donc calcus selon I'équation
suivante [2*(M+2) + 3*(M+3) + ... n*(M+n)]/n. M+n représente I'abondance relai de la
fraction isotopique comprenant*C.

Le taux de contamination peut étre estimé par comparaison des VEM er
fractions cellulaire et bactérier. Selon nos résultatseg comparaisonindiquent un taux
inférieur a 10%.

Indices d’origine des acides aminés (I0AA)

Certaines fractions isotopiques renseignent sur I'origine métabolique du précur
I'acide aminé. Ainsi, les rapports de ces fracs informativespermetter de déterminer la
contribution d’une voie par rapport a une auLes fractions considérées s : I'alanine M+3
(EMP) et M+2 (PP)la sérineM+3 (EMP) et M+2 (PP), I'aspartatd+3 (voie anaplérotiqu
de carboxylation du pyruva et M+2 (TCA)tandis que celles considérées pour le glutal
sont les M+4(voie anaplérotiqgue de carboxylation du pyruvate et 1et M+z (TCA). Les
indices d’origines des acides aminés, ou IOAA, sont ainsi calculés par les rapports M-
ou M+4/M+2.

Ces IOAA permettent d’'autre part de déterminer si un acide aminé synde novo
est d’'origine cellulaire ou bactérienne. Si les IOAA d'un acide aminé sont similaires
fractions bactérienne et cellulaire, cela atteste d’'une origine de synthésene qui n’est
autre que la cellule hat€et acide aminé aurait donc été prélevé tel quel par la bacté
linverse, deux IOAA distincts attestent de deux origines différentes et indiquent donc
synthésede novosur base d’'une source carbonée mée existe et est spécifique d’'une
deux fractionsla fraction bactérien..
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VIIl. Test de croissance

1. Principe

La croissance d’'une souche bactérienne sur un nididéini peut étre suivie au cours
du temps a l'aide d’'un bioscreen. Cet appareil permet de mesurer a intervalles réguliers la
densité optique de 200 échantillons en paralléle. Il est ainsi possible de tester plusieurs
souches et plusieurs milieux simultanément.

2. Méthode

Une préculture liquide de chaque souche est laneéendieu riche 2YT liquide est

lancée au cours de la nuit (37°C). Les bactéries sont ensuite centrifugées et le culot est lavé
avec du PBS. La solution obtenue est diluée afin de lancer de nouvelles précultures sur le(s)
milieu(x) défini(s) testé(s) a Digh de 0,1. En fonction du milieu considéré, les précultures
sont mises a incuber 1 ou 2 jours a 37°C sous agitation. Cette étape permet I'adaptation des
bactéries au milieu. Les précultures sont ensuite diluées dans le milieu a tester afin d’obtenir
une DQg de 0,1 de nouveau avant d'étre déposée dans la plaque multipuits adaptée au
bioscreen. Les tests sont réalisés en triplicats dans 200 pl. Un échantillon « blanc », ne
contenant que du milieu, est réalisé pour chaque milieu testé.

IX. Techniques relatives a la microscopie

1. Evaluation de I'efficacité d’infection de cellules Hel a parB. melitensis
16M mCherry

Nous avons utilisé une souche Bemelitensis 16Mjui exprime constitutivement le
fluorochrome mCherry afin d’évaluer la fréquence de cellules HelLa infectées et la charge
bactérienne dans ces cellules. Pour ce faire, une plaque 24 puits a été préparée la veille avec
des cellules HeLa & 2.31@ellules/ml. Ces cellules ont ensuite été infectées selon le protocole
classique, soit durant 48h avec une MOI de 300 (protocole d’'infection V). Les cellules ont
ensuite été fixées au paraformaldéhyde (2%) avant observation avec le microscope a
fluorescence (Nikon 80i model). La fluorescence mCherry est observée avec le filtre Texas
Red { excitation: 465-495 nm).

2. Test de viabilité Live/dead

Le test de viabilité bactérienne (kit Invitrogen) également appelé test live/dead repose
sur l'intégrité des membranes bactériennes. En cas de mort, la membrane est perméabilisée et
permet le marquage de la bactérie en rouge tandis que les bactéries vivantes apparaissent
colorées en vert. Le marquage a été réalisé sur la fraction finddeudella récoltée aprés
infection selon le protocole adaptéglert et al.(protocole d’infection V) Les observations
ont été réalisées avec le méme microscope a fluorescence (Nikon 80i) avec les filtres Texas
Red filter . excitation: 465-495 nm) et FITQ éxcitation: 450-490 nm).

3. Observations deB. abortus 2308

Afin d’observer les soucheB. abortus 2308NT et AptsN des précultures ont été
lancées dans les milieux testés de sorte a étre en phase exponentielle de croissance lors des
observations. Pour réaliser les observations, 1 ul de culture a alors été déposé sur une couche
d’agarose avant protection par une lame couvre objet.

Page 66



Bibliographie

Bibliographie

PPPPPP




Bibliographie

Akira, S., S. Uematsuet al. (2006). "Pathogen recognition and innate immunity." Cell
124(4): 783-801.

Al Dahouk, S., V. Jubier-Maurirgt al. (2008). "Quantitative analysis of the intramacrophagic
Brucella suis proteome reveals metabolic adaptation to late stage of cellular infection."
Proteomics3(18): 3862-70.

Arellano-Reynoso, B., N. Lapaquet al. (2005). "Cyclic beta-1,2-glucan is a Brucella
virulence factor required for intracellular survival." Nat Immu6(@): 618-25.

Barabote, R. D. and M. H. Saier, Jr. (2005). "Comparative genomic analyses of the bacterial
phosphotransferase system." Microbiol Mol Biol R&&(4): 608-34.

Barquero-Calvo, E., E. Chaves-Olagéal. (2007). "Brucella abortus uses a stealthy strategy
to avoid activation of the innate immune system during the onset of infection.”" PLoS
One2(7): e631.

Batut, J., S. G. Anderssoet al. (2004). "The evolution of chronic infection strategies in the
alpha-proteobacteria.” Nat Rev Microbi12): 933-45.

Billard, E., J. Dornandet al. (2007). "Interaction of Brucella suis and Brucella abortus rough
strains with human dendritic cells.” Infect ImmiB(12): 5916-23.

Boschiroli, M. L., V. Foulongneet al. (2001). "Brucellosis: a worldwide zoonosis." Curr
Opin Microbiol 4(1): 58-64.

Boschiroli, M. L., S. Ouahrani-Bettachet al. (2002). "The Brucella suis virB operon is
induced intracellularly in macrophages." Proc Natl Acad Sci UB@): 1544-9.

Brown, G. M. (1962). "The biosynthesis of folic acid. Il. Inhibition by sulfonamides.” J Biol
Chem237: 536-40.

Brown, S. A., K. L. Palmeet al. (2008). "Revisiting the host as a growth medium." Nat Rev
Microbiol 6(9): 657-66.

Canning, P. C., J. A. Rotlet al. (1986). "Release of 5'-guanosine monophosphate and
adenine by Brucella abortus and their role in the intracellular survival of the bacteria."
J Infect Dis154(3): 464-70.

Cardoso, P. G., G. C. Macedet al. (2006). "Brucella spp noncanonical LPS: structure,
biosynthesis, and interaction with host immune system.” Microb Cell5-4&.

Castaneda-Roldan, E. I., S. Ouahrani-Bettaettegl. (2006). "Characterization of SP41, a
surface protein of Brucella associated with adherence and invasion of host epithelial
cells." Cell Microbiol8(12): 1877-87.

Chang, D. E., D. J. Smallegt al. (2004). "Carbon nutrition of Escherichia coli in the mouse
intestine." Proc Natl Acad Sci U S¥01(19): 7427-32.

Collier, D. N., P. W. Hager,et al. (1996). "Catabolite repression control in the
Pseudomonads." Res Microbibd7(6-7): 551-61.

Comerci, D. J., M. J. Martinez-Lorenzet, al. (2001). "Essential role of the VirB machinery
in the maturation of the Brucella abortus-containing vacuole." Cell Micr@&{R):
159-68.

Conde-Alvarez, R., M. J. Grillegt al. (2006). "Synthesis of phosphatidylcholine, a typical
eukaryotic phospholipid, is necessary for full virulence of the intracellular bacterial
parasite Brucella abortus." Cell Microbig(8): 1322-35.

Corbel, M. J. (1997). "Brucellosis: an overview." Emerg Infect3§fy: 213-21.

D. L. Nelson, M. M. C. (2005). Lehninger: Principles of biochemiskeeman.

David L. Nelson, M. M. C. (2005). Lehninger: Principles of biochemidaregman.

Delrue, R. M., P. Lestrate, et al. (2004). "Brucella pathogenesis, genes identified from random
large-scale screens.” FEMS Microbiol L281(1): 1-12.

Page 68



Bibliographie

DelVecchio, V. G., V. Kapatralet al. (2002). "The genome of Brucella melitensis.” Vet
Microbiol 90(1-4): 587-92.

DelVecchio, V. G., V. Kapatralet al. (2002). "The genome sequence of the facultative
intracellular pathogen Brucella melitensis."” Proc Natl Acad Sci U%S(A): 443-8.

Deutscher, J., C. Francket al. (2006). "How phosphotransferase system-related protein
phosphorylation regulates carbohydrate metabolism in bacteria.” Microbiol Mol Biol
Rev70(4): 939-1031.

Dozot, M., R. A. Boigegrairet al. (2006). "The stringent response mediator Rsh is required
for Brucella melitensis and Brucella suis virulence, and for expression of the type IV
secretion system virB." Cell Microbi@(11): 1791-802.

Dozot M., P. S., Copin R., Danese Isabelle, Mazé A., Depiereux E., Deutscher J., Letesson
J.J., De Bolle X. "Unpublished data."

Eisenreich, W., J. Slaghuist al. (2006). "13C isotopologue perturbation studies of Listeria
monocytogenes carbon metabolism and its modulation by the virulence regulator
PrfA." Proc Natl Acad Sci U S A03(7): 2040-5.

Eisenschenk, F. C., J. J. Houle, et al. (1999). "Mechanism of serum resistance among Brucella
abortus isolates." Vet Microbi@8(3-4): 235-44.

Essenberg, R. C., R. Seshadtial. (2002). "Sugar metabolism by Brucellae." Vet Microbiol
90(1-4): 249-61.

Exley, R. M., J. Shawet al. (2005). "Available carbon source influences the resistance of
Neisseria meningitidis against complement.” J Exp ®@t(10): 1637-45.

Eylert, E., J. Schart al. (2008). "Carbon metabolism of Listeria monocytogenes growing
inside macrophages." Mol Microbiéb(4): 1008-17.

Fronzes, R., P. J. Christigt, al. (2009). "The structural biology of type IV secretion systems."
Nat Rev Microbiol7(10): 703-14.

Goering, R. V., R. M. Shawaet al. (2008). "Molecular epidemiology of methicillin-resistant
and methicillin-susceptible Staphylococcus aureus isolates from global clinical trials."
J Clin Microbiol 46(9): 2842-7.

Gorvel, J. P. (2008). "Brucella: a Mr "Hide" converted into Dr Jekyll." Microbes 11f@@®):
1010-3.

Gorvel, J. P. and E. Moreno (2002). "Brucella intracellular life: from invasion to intracellular
replication.” Vet Microbiol90(1-4): 281-97.

Gutknecht, R., R. Beutlegt al. (2001). "The dihydroxyacetone kinase of Escherichia coli
utilizes a phosphoprotein instead of ATP as phosphoryl donor." Er26@dQ): 2480-

6.

Guzman-Verri, C., E. Chaves-Olartet al. (2001). "GTPases of the Rho subfamily are
required for Brucella abortus internalization in nonprofessional phagocytes: direct
activation of Cdc42." J Biol Chei76(48): 44435-43.

Halling, S. M., B. D. Peterson-Burcht al. (2005). "Completion of the genome sequence of
Brucella abortus and comparison to the highly similar genomes of Brucella melitensis
and Brucella suis." J BacteritB7(8): 2715-26.

Hawkey, P. M. and A. M. Jones (2009). "The changing epidemiology of resistance.” J
Antimicrob Chemothe64 Suppl 1:i3-10.

Hong, P. C., R. M. Tsoliset al. (2000). "Identification of genes required for chronic
persistence of Brucella abortus in mice." Infect Imr68(7): 4102-7.

Jacob, J., G. M. Horgt al. (2006). "In vitro and in vivo characterization of smooth small
colony variants of Brucella abortus S19." Microbes In&@2): 363-71.

Page 69



Bibliographie

Karniol, B. and R. D. Vierstra (2004). "The HWE histidine kinases, a new family of bacterial
two-component sensor kinases with potentially diverse roles in environmental
signaling.” J Bacteriol86(2): 445-53.

Kruger, S., S. Gertzt al. (1996). "Transcriptional analysis of bglPH expression in Bacillus
subtilis: evidence for two distinct pathways mediating carbon catabolite repression.” J
Bacteriol178(9): 2637-44.

Lamontagne, J., H. Butleget al. (2007). "Extensive cell envelope modulation is associated
with virulence in Brucella abortus.” J Proteome B@Y: 1519-29.

Lamontagne, J., A. Forestt al. (2009). "Intracellular Adaptation of Brucella abortus.” J
Proteome Res

Lesley, J. A. and L. Shapiro (2008). "SpoT regulates DnaA stability and initiation of DNA
replication in carbon-starved Caulobacter crescentus.” J Bac6f(20): 6867-80.

Lestrate, P., R. M. Delruegt al. (2000). "ldentification and characterization of in vivo
attenuated mutants of Brucella melitensis.” Mol Microl3®(3): 543-51.

Lestrate, P., A. Dricotet al. (2003). "Attenuated signature-tagged mutagenesis mutants of
Brucella melitensis identified during the acute phase of infection in mice." Infect
Immun71(12): 7053-60.

Letesson, J. J., P. Lestrag¢ al. (2002). "Fun stories about Brucella: the "furtive nasty bug"."
Vet Microbiol 90(1-4): 317-28.

Levy, S. B. and B. Marshall (2004). "Antibacterial resistance worldwide: causes, challenges
and responses." Nat Mad(12 Suppl): S122-9.

Mantur, B. G., S. K. Amarnatlet al. (2007). "Review of clinical and laboratory features of
human brucellosis." Indian J Med Microb@b(3): 188-202.

Mao, X. J., Y. X. Huoset al. (2007). "Interplay between CRP-cAMP and PII-Ntr systems
forms novel regulatory network between carbon metabolism and nitrogen assimilation
in Escherichia coli.” Nucleic Acids R&5(5): 1432-40.

Masters, J. R. (2002). "HelLa cells 50 years on: the good, the bad and the ugly." Nat Rev
Cancer2(4): 315-9.

Mertins, S., B. Joseplet al. (2007). "Interference of components of the phosphoenolpyruvate
phosphotransferase system with the central virulence gene regulator PrfA of Listeria
monocytogenes." J Bacterid89(2): 473-90.

Moreno, E., A. Cloeckaergt al. (2002). "Brucella evolution and taxonomy." Vet Microbiol
90(1-4): 209-27.

Moreno, E. M., I. (2006). "The Genus Brucellae." The Prokaryotes, Springer-Verlag, New
York 5: 315-456.

Munoz-Elias, E. J. and J. D. McKinney (2006). "Carbon metabolism of intracellular bacteria.”
Cell Microbiol 8(1): 10-22.

Naroeni, A. and F. Porte (2002). "Role of cholesterol and the ganglioside GM(1) in entry and
short-term survival of Brucella suis in murine macrophages.” Infect Imn@¢8):
1640-4.

Pappas, G., P. Papadimitriaat,al. (2006). The new global map of human brucellosis. Lancet
Infect Dis 6: 91-9.

Paulsen, I. T., R. Seshadsat al. (2002). "The Brucella suis genome reveals fundamental
similarities between animal and plant pathogens and symbionts." Proc Natl Acad Sci
U S A99(20): 13148-53.

Pinedo, C. A., R. M. Bringhursit al. (2008). "Sinorhizobium meliloti mutants lacking
phosphotransferase system enzyme HPr or EIIA are altered in diverse processes,
including carbon metabolism, cobalt requirements, and succinoglycan production.” J
Bacteriol190(8): 2947-56.

Page 70



Bibliographie

Pinedo, C. A. and D. J. Gage (2009). "HPrK regulates succinate-mediated catabolite
repression in the gram-negative symbiont Sinorhizobium meliloti." J Bac1&xiql):
298-3009.

Pizarro-Cerda, J., S. Meresse,al. (1998). "Brucella abortus transits through the autophagic
pathway and replicates in the endoplasmic reticulum of nonprofessional phagocytes."
Infect Immun66(12): 5711-24.

Poncet, S., E. Milohanic, A. Mazé, J. Nait Abdallah, F. Aké, M. Larribe, A.E. Deghmane,
M.K. Taha, M. Dozot, X. de Bolle, J.J. Letesson, J. Deutscher (2009). "Correlations
between Carbon Metabolism and Virulence in Bacteria." Contrib Microbiol. Bégel
): ppl-15.

Porte, F., A. Naroengt al. (2003). "Role of the Brucella suis lipopolysaccharide O antigen in
phagosomal genesis and in inhibition of phagosome-lysosome fusion in murine
macrophages."” Infect Immufi(3): 1481-90.

Powell, B. S., D. L. Courtet al. (1995). "Novel proteins of the phosphotransferase system
encoded within the rpoN operon of Escherichia coli. Enzyme IIANtr affects growth on
organic nitrogen and the conditional lethality of an erats mutant.” J Biol QA6(H):
4822-39.

Rabus, R., J. Reizegt al. (1999). "Enzyme I(Ntr) from Escherichia coli. A novel enzyme of
the phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransferase system exhibiting strict
specificity for its phosphoryl acceptor, NPr." J Biol Chen#(37): 26185-91.

Rasool, O., E. Freeet al. (1992). "Effect of Brucella abortus lipopolysaccharide on oxidative
metabolism and lysozyme release by human neutrophils.” Infect Ir60(d):. 1699-

702.

Reizer, J., C. Hoischest al. (1998). "A novel protein kinase that controls carbon catabolite
repression in bacteria." Mol Microbi@l7(6): 1157-69.

Reizer, J., A. Reizert al. (1996). "Novel phosphotransferase-encoding genes revealed by
analysis of the Escherichia coli genome: a chimeric gene encoding an Enzyme |
homologue that possesses a putative sensory transduction domain.1&3¢he):

103-8.

Robertson, D. C. and W. G. McCullough (1968). "The glucose catabolism of the genus
Brucella. II. Cell-free studies with B. abortus (S-19)." Arch Biochem Biod2/1):
445-56.

Saier, M. H., Jr., S. Chauvauat al. (1996). "Catabolite repression and inducer control in
Gram-positive bacteria.” Microbiologi4?2 ( Pt 2) 217-30.

Salcedo, S. P., M. I. Marchesiet, al. (2008). "Brucella control of dendritic cell maturation is
dependent on the TIR-containing protein Btpl." PLoS Padiidg e21.

Shaikh, A. S., Y. J. Tanget al. (2008). "Isotopomer distributions in amino acids from a
highly expressed protein as a proxy for those from total protein.” Anal GOEB):
886-90.

Sola-Landa, A., J. Pizarro-Cerds,al. (1998). "A two-component regulatory system playing
a critical role in plant pathogens and endosymbionts is present in Brucella abortus and
controls cell invasion and virulence.” Mol Microbi@29(1): 125-38.

Sperry, J. F. and D. C. Robertson (1975). "Erythritol catabolism by Brucella abortus." J
Bacteriol121(2): 619-30.

Starr, T., T. W. Ng,et al. (2008). "Brucella intracellular replication requires trafficking
through the late endosomal/lysosomal compartment.” Traffx 678-94.

Stulke, J. (2007). "Regulation of virulence in Bacillus anthracis: the phosphotransferase
system transmits the signals.” Mol Microb&8(3): 626-8.

Page 71



Bibliographie

Stulke, J. and W. Hillen (1999). "Carbon catabolite repression in bacteria." Curr Opin
Microbiol 2(2): 195-201.

Tumurkhuu, G., N. Koidegt al. (2006). "Characterization of biological activities of Brucella
melitensis lipopolysaccharide.” Microbiol Immurt(6): 421-7.

Viana, R., V. Monedercet al. (2000). "Enzyme | and HPr from Lactobacillus casei: their role
in sugar transport, carbon catabolite repression and inducer exclusion." Mol Microbiol
36(3): 570-84.

Walsh, C. (2003). "Where will new antibiotics come from?" Nat Rev Micrahib): 65-70.

Wang, J. D. and P. A. Levin (2009). "Metabolism, cell growth and the bacterial cell cycle.”
Nat Rev Microbiol7(11): 822-7.

Wu, Q., J. Peiet al. (2006). "Mariner mutagenesis of Brucella melitensis reveals genes with
previously uncharacterized roles in virulence and survival.” BMC Micrdhi@D2.

Page 72



Annexe

PPPPPP




Annexe

Annexe 1. Recensement des mutations atténuantes identifiées chez B. melitensis 16M qui sont liées directement au métabolisme (adapté de

Delrue, Lestrate et al. 2004).

Functional group Gene Putative or |B. mel. | B. suis | Models
assessed ORF | ORF
function
a.a.metabolism
Synthesis | lysA Lys. synthesis BMEID084 BR1983 Macrophages
leuC Val., Leu. synthesis BMEIO157 BR1906 Macrophages
leuA Leu. synthesis BMEID451 BR1566 Macrophages
carAB Glut. And pyr. synthesis | BMEIOS26 BR1483 Macrophages
serB Ser. synthesis BMEIOG15 BR1391 Macrophages
ivi* Val, Leu., Iscleu. | BMEIOG17 BR1389 Macrophages, HelLa
synthesis
ivC Val, Leu., Isoleu. | BMEIOG24 BR1380 Mice, Macrophages,
synthesis HelLa
thrA Lys. synthesis BMEI0725 BR1274 Macrophages
cysK Cys. synthesis BMEID933 BR1053 Mice, Macrophages,
HelLa
thrC Thre. synthesis BMEI1450 BRO484 Macrophages
aroC Try. And Ubiquinone | BMEI1506 BRO428 Mice, Macrophages
synth.
hisD* His. synthesis BMEI1668 BR0252 Macrophages, HelLa
metH Met. synlhesis BMEI1759 BRO188 Mice, Macrophages,
HelLa
ivD Val, Leu., Isoleu. | BMEI1848 BRO099 Macrophages
synthesis
hisF* His. synthasis BMEI2041 BRO02085 Macrophages, Hela
git1 Glut. sunthesis BMEIN0039 BRAQOSS Mice
gito* Glut. sunthesis BMEND040 BRAOOS4 Macrophages, Hela
Degradation | glyA Lys. Degradation BMEI1192 BRO765 Macrophages
Ser. synthesis
xip Lys. Degradation BMEII0O881 BRAO385 Mice, Macrophages,
Hela
Transport | livH Branched aa transport | BMEIO258 BR1791 DFI
system
dppA Dipeptide uptake BMEI0433 BRA1012 Mice, Macrophages,
HelLa
artl Arginine transport | BMEI1104 BRO095S DFI
system
bacA Peptide transport ? BMEI1553 BRO372 Mice, Macrophages
Unknown | aspC Aminotransferase BMEIO516 BR1495 HeLa, macrophage
aspB Aminotransferase BMEI0626 BR1378 Macrophages
Sugar metabolism
Catabolism | pyc* Pyruvate carboxylase BMEID266 BR1781 Macrophages, Hela
gloA Lactoylglutathione lyase | BMEIDT30 BR1268 DFI
(pyruvate metabolism)
cbbE* Ribulose-phosphate  3- | BMEI1116 BRO850 Macrophages, Hela
Animarase
galg* UDP-glucose 4- | BMEI1237 BRO715 Macrophages, Hela
epimerase
pyi Glucose-6-phosphate BMEI1636 BRO285 Macrophages, Hela
isomerase
rbsK Ribokinase BMEII0089 BRADOOS Macrophages
eryC Erythritol metabolism BMEII0428 | BRAOSE6 Macrophages, Mice
eryB Erythritol metabolism BMEII0429 BRAOBES Macrophages
galcD D-galactarate BMEIID485 BRADBOG Mice, Macrophages,
dehydratase HelLa
zwl Glucose-6-P BMEIID513 BRAQT78 Macrophages, Hela
dehydrogenase
mocC Rhizopine/ inositol | BMEHOST0 BRAOT15 DFI,
catabolism Mice, Macrophages
HeLa
glpK Glycerol Kinase BMEINDB23 BRAO443 Mice, Macrophages,
HeLa
gnd 6-phosphogluconate BMEI1124 BRAO111 Macrophages, Hela,
dehydrogenase Mice
mosA Inasamine methylase BMEI1301 BROG46 Mice, Macrophages,
Hela
navB Synthesis of cydic p- | BMEI1837 BRO111 Mice, HelLa
(1,2)-glucan
glrB8 glycosyl transferase BMEIN1101 BRAD135 Macrophages
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Annexe 1 suite. Recensement des mutations atténuantes identifiées chez B. melitensis 16M qui sont liées directement au métabolisme

(adapté de Delrue, Lestrate et al. 2004).

Transport

DNA/RNA metabolism

Synthesis

Catabolism

Repair

Regulation

Nitrogen metabolism

miaA

purl

pyrC

purD
pyrD
pyrC
pyr8
ndrl*

xseA

alkA

mutM
aidB
mgps

poA

ginA (aa met.)
nifS (aa met.)

ginD

Rhizopine transport
Maltose transport
ABC transporter
Ribose transport
L-arabinose transport
Sn-glycerol transport
Sn-glycerol transport
glucose/galactose
transport

Purines synthesis
Purines synthesis
Pyrimidine synthesis
Peptidyl-t-RNA
hydrolase

tRNA synthesis
Purines synthesis
Purines synthesis
Purines synthesis
dihydroorotase
Purines synthesis
Purines synthesis
Pyrimidines synthesis
dihydroorotase
Pyrimidines synthesis
Ribonucleotide
reductase
Ribonucieotide
reductase
Exodeoxyribonuclease
Site-specific

recombinase
HhH-GPD  superfamily

base excision DNA
repair

Recombinase A
Ribosomal protein $1
Recovery from
mutagensis by alkylating
agents

protection against

alkylation damage lo
DNA
RNA helicase family

RNA polymerase u-
subunit

Glutamine synthase
nitrogenase  cofactor
synthesis protein nifS
gInB regulatory protein

BMEI0267
BMEIT713
BMEI1742
BMEIN0300
BMEII0361
BMEII0591
BMEIN0624
BMEII1053

BMEI0082
BMEI0296
BMEI0D358
BMEI0480
BMEIO616
BMEI127
BMEI1240
BMEI1241
BMEI1281
BMEI1488
BMEI1519
BMEI1611
BMEI0669
BMEII0670
BMEII0931
BMEIN0932

BMEII0527
BMEI0040
BMEI0382

BMEIO787
BMEI1915
BMEI1946

BMEN0ET71

BMEI0275

BMEIO781

BMEI0979
BMEI1043

BMEI1804

BR1780"
BR0238
BR0442
BRA09YS
BRA0936
BRA0G92
BRA0G56
BRA0190"

BR1985
BR1744
BR1675
BR1536
BR1390
BRO837
BRO710
BRO709
BROE68
BR0446
BRO414
BRO311
BRAOGOO
BRA0599
BRA0315
BRA0314

BRAOT64
BR2031
BR1646

BR1202
BRO0027
BR2183

BRA0598

BR1770"
BR1209

BR1004
BR0930

BRO144

Mice, Macrophages
Hela

Macrophages, Hel.a
Mice

Hela

DFI, Macrophages
Mice, Macrophages,
Hela

DFI, Mice,
Macrophages, HeLa
Mice

Macrophages, HelLa
Mice

Macrophages
Macrophages, HelLa
Macrophages
Macrophages, HelLa
Macrophages, HelLa
Macrophages, HelLa,
mice

Macrophages, Hela,
mice

Macrophages
Macrophages
Macrophages
Macrophages, Hela
Macrophages

DFl,
Hela

Macrophages, Hela,
mice

Macrophages,

Mice,
Hela
DFI

Macrophages,

Mice,
Hela

Macrophages,
Mice

Macrophages

DFI

Macrophages

Mice, Macrophages,
HelLa

Mice, Macrophages,
HelLa

Macrophages
Macrophages

Macrophages, HeLa
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Annexe 2. Protéines différentiellement produites par B. abortus 2308 en cours d’infection (Lamontagne, Forest et al. 2009).

Lasus g Functioas group Frolein acronym
“BAGT_1803  Caniral cabon matih Toel
24BN 176 Centrol corbon motsb Fgese
BAET_0128  Centrod cobon motad Al
BAEN_1740  Centrdl carbon metsh Tt
BAEN_ 1937  Central carbon metad MDH
BARD DEGd  Cenird carbon moteb GnlE
BAEN 0360  Cenire carbon meish AL
BAHI_0248  Céntral eavbon metsh G
BAE] 0380 Contrel carbon meted *
RART_IA3T  Canira cadhon metsh WAL (hidh
BABT_ 1151 Cenirdl carbon imelal PdnB
BABI_ D518 Canirdl cacbion melab GisE
AR 1508 Rezpration AapG
BAED 0545 [Resperation RRit
BAEN_ 1901 Fetpration SdnA
BADI_0138 R sraiian PiAy
A _ 1807 Flesperation gl
BAB 1528 Roapration PaiB
BAE_0AT4 Respation [T
DAEN_oa2n Resperation e
BAEN_0414 Fesprancn ApF
BABT_1858 Respiation Uit
RARI 1458 Batrlaia synihess Apai
BADM_2165 Pricisis aynlhedis o
BAET_ 1183 Pioiar synihesis EF.Ts.
BARN_1268 Paodeis tynthesie LEU LI
BART_1204 Pacriet 1 synthesis Ao
BABT_ 1295 Peolain dynilhass el LY
BAD 1181 Piodsia syhilheam Fa
BAEN_1237 Priolsin synihess LEUL3g
BAET_1251 Prctain synithoss B&U 819
BAET_002% Protsin synthesis BEU
BARI_12T1 1 Frodein synthesis BTy
BAEN_1287 Proioin synihesis
BAEN_1248 Prnvinin synihosis B 517
BAB_1230 Protein synthesis L3U L15p
BAB1_1250 Protsin synthesia 35U a7
BART_D311 Provinin synithesis LEJLI3
BABN 1254 Protaia syniness. LEU L4
BABY_ 12348 Proisiy synihesis BEU
BART 1243 Prvinin synihosis LEU LS
BAEZ_0389 Nutieotde matab NrdE
BABN_OT15 Nucieotide metal T
BABZ_ 0327 AA synthealy Adh
BABT_0701 AM pyrtvesis Lieud En
BABR_1518 AR symitivesls =]
BARD 1125 AR wyrithosly N-Trmna -k
BAEI_2059 A, syTitesls AbY
BAEN_1380 A wyhely By
BAS_2130 Siresa response DOps:
aaE_0as2 Siross respones BN
BARE 0531 Siress Mesporne Ahpldle2
BARD 0184 ST e e Gl
BABT_1532 Biress fes porae CapA
BARI_D449 Sress neaponae GapB
BAED 0554 Tranepestors Tra-ABE olgopoplidel
BARR 0700 Trunsporters Agph,
BABT_1585 Transperiers Hy ks
BAm_ 12 Trnpsporters CerpA
Tra-ABC branched
BARD_ (282 Transponens waring okl
BAEZ 1089 Trimspesten Tr-ABC pegtide
BAET_1214 Tramporten DetiC-hon
BAB1_1792 Tranepertens BraF BraG
BABT_0031 Tramsoerens DUF4EY
BABT_1704 Transportors BraFBuaG
BAEZ D340 Vo metnbolam TpdHika
RAR1_1570 Irary matabokum Exbi
(= TE] o metaboksm B
BAR1_1367 Iron metabolksm TonB-Cwa type:
BAED 0564 bresrs mastnbsolan Fall
BAEZ 1150 fron mataboksm A
BaED 0233 bron matatolem Ton 8, Fig-ike
BAED D203 LPS synthess. BA M Jectn e
BAR1_048Y Lipid motsboliam FabG
BAET_D4sn Lipid mstaboism FabF
BABE_ 2185 Liphd megabiem Ech
BAB_Z174 Lipid mokabroliom FabA
BAED 0975 Lipld metabolnm FabtC
BAED 1008 Call dhinkon Mieph
BABT_1530 Cell drvanan LB
BAHD 0475 Call dinvigion Heoh
BAB1_0540 Cefl dhvinion PieC
RAR1_D37TS Unknawn Correaryed
BAET_1812 Unksiown Conserved
BAH]_ D353 Lindoresan Conganed
BABY_OFT1 Uniosin Conmared
BAEZ 0071 Linkmcwmn Conserved
BABE1_1830 Uningwn Lami
BAEI 0723 Uninown Conmsived
Bap_ 1884 Uniown Consenved
BABL_lalg Unzyown Conpernved
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Lacus fag Funetional group Pratein acronym
TAGT_T923  Central carbaon rretab ST )
BABRY 0545  Ceniral cotben metob Gmd
BABI_1155  Central corbon neatah Ens
BABI_1925  Central carbon neetaby SacD
BARZ 0377  Central carbon reetab RbosB
BABI 1148  Cenbral corbon matab LpdA-1
BABI_ 1150  Cendral crbon metah A
BAB2 0928 Central carbon metob L]
BABZ 0547  Central corbon neotob P3g
BARI_0247  Cendal carbon iretaty Fahlin
BAB1_0238  Central carbon noetab Tre-ABC S
BABZ 0288  Cendral cirbon metaty ("]
BABY_1645 PTS system Dnak-1
BABI_1645 PTS system Dnak-2
BABI 1648 PTS system RibsBLacl
BAB2 0558 AA calisb C-HyD
BABY_1875 Respiation [E B
BREL (851 Prodnin synthcses SCU S
BABY 1218 Prodein syniress LEULa
BABI_1283 Profein synihesis RpelC
BaBy_0917 Profein synthesks
BABI_12%8 Prodein syiithass FumA
R&R)_0433 Prodein synitess G5
DAafY_M63 Protmin synitess MNumd
BAB1_1250 Protein synthesis LEUL22
BABI_1252 Protein synthesis LsuLz
BABI_1184 Protein synthesis 55U 52
BaRY 2124 Proein synthesis L3UL20
BABY_2063 Prafein syttt css TrmE
BABRZ_08ES Mhrlentide metab Nl
BABY_ 1082 MNodecohde meleh ety
BAaBY_1367 A8, synthesis Aaph
BABZ_ 0513 Ad synthess. Gevp
BABY_ 1665 AA, synibes SerC
BaRY 18LT AL syt Bari-1
BABI_1845 Sireds response Clod,
BABI_213D Jiress résponse Dral
BABI_0821 Sireas respancs DsbA
Ba81_ 0504 Siress reRpensd AnpC-ake 1
BABZ 0535 Slress response Sods
BAB1_2107 Sl raspansa Tre-1
BREZ_0845 Sirees response Eat
BAB2_00BD Stress respense Pep

Tr-ABC
BABY_1620 Transporiers Wi
BABY 1216 Transpoclens BCSP3
Tra-ABC
BeB1 1181 Trmnesponlers wwitate Bind
Tra-ARC
BABT 0214 Transporters sulicratakikate
Tre-ABC taanchod

BAE2 D023 Transporters v sl
BAB2 0453 Transporiers UgpC
BAB2 0T Transporieis Trs-ABC ATP binding
BAEZ 1011 Transporiers Trs-ABG ATP binding
BAB2 0321 Transporiens AcrBlike
BABZ 0533 ron metabalism Flops
BAB2_ 013 Ircn metabotism ChbB
BABRY_1173 LP3 synisis e
EAB1_DO5S LPS symitnasis Pam
Bag 0Im Lipid rurtabel sm GDPH
BABY_0d25 Lipad rrntabol sm BeeP
Bag 1102 Lipsd evefabiod s GCDH
BAB1_TTOT7 Omp Ormpl8
BAB1_0842 Omgp Cmp8d
BAB1_0046 Omp O 160K,
BAS2 (883 Coll division MinD
BAB1_0453 Call dwvislen ThilD
881 2062 Regulation Bl
BABI_0484 Unknown Conserved
BABZ 0835 Unknowm Consened
BaB 1723 Unknowm Conserved
BAB1_ 1023 Usknown Conserved
Bag 01Ed Unkneam Unlnawn




Annexe

Annexe 3. Abondances relative des fractions isotopiques de chaque acide aminé analysé. Le profil de marquage est représenté en groupes de
X-Y. Cette annotation illustre le marquage des carbones. Le premier symbole correspond au premier carbone. Le chiffre 1 représente un 3C, le
chiffre 0 représente un 2C, X et Y représente soit un 2C, soit un **C. Alors que le statut de X est inconnu, le nombre d'isotopes incorporé est
connu pourY et est annoté hors de I'accolade.

Expérience 1

Expérience 1
Protéine de macrophages non infectés

XY-Group
Ala-260 {000} 0,90510403 + 0,00000877
{Yyvj1 0,03052854 + 0,00011867
{Yyvyj}2 0,00253859 + 0,000118135
{111} 0,06182884 + 0,000117741
Arg-442 {000000} 0,92053377 + 0,00006
{YYyyvyji 0,05645127 = 0,0010396
{YYYYYY}2 0,00448078 + 0,001024962
{YYYYYY}3 0,00503473 + 0,001024979
{YYYYyvyja 0,00689514 + 0,001025107
{YYYYYY}5 0,00352386 + 0,001025109
{111111} 0,00308045 + 0,001025099
Asp-418 {0000} 0,9264451 + 0,00004
{Yyvyyja 0,04657846 = 0,000787785
{Yyvyj2 0,02052699 +t 0,000779475
{YyYvyj3 0,00550915 + 0,000778902
{1111} 0,00094029 + 0,00077903
Glu-432 {00000} 0,91962434 + 0,00003
{YYYYY}1 0,05235576 + 0,000485703
{YYYYY}2 0,02263431 = 0,00047996
{YYYYY}3 0,00294399 + 0,000479543
{YYyyvy}4 0,00193831 = 0,000479579
{11111} 0,00050329 + 0,000479579
Gly-246 {oo} 0,95866363 + 0,00001
{Yyuu 0,02292039 + 0,000290704
{11} 0,01841598 + 0,000290035
His-440 {000000} 0,87013886 = 0,00025
{YYYYvyja 0,07554752 + 0,002983154
{YYYYYY}2 0,01687078 + 0,00292963
{YYYyYyvyj3 0,01070306 = 0,002925305
{YYYYYY}4 0,0084389 + 0,002926407
{YYYYYY}5 0,00952675 + 0,002926428
{111111} 0,00877413 + 0,002926483
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Annexe

lle-200

Leu-200

Lys-431

Met-320

Phe-336

Pro-286

Ser-390

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{000000}

{YYYYYY}1
{YYYYYY}2
{YYYYYY}3
{YYYYYY}4
{YYYYYY}5
{111111}

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

{000000000}

{YYYYYYYYY}
{YYYYYYYYY}2
{YYYYYYYYY}3
{YYYYYYYYY}4
{YYYYYYYYY}5
{YYYYYYYYY}6
{YYYYYYYYY}7
{YYYYYYYYY}S
{111111111}

{000}

0,93536627
0,04996005
0,01068974
0,00211061
0,00099041
0,00088291

0,91940543
0,04966347
0,02696056
0,00216743
0,00143678
0,00036632

0,90183743
0,06439942
0,00821672
0,00645099
0,00672833
0,00627134
0,00609576

0,9335087
0,05035397
0,00197558
0,00347397
0,00635422
0,00433356

0,89338661
0,0878631

0,00346222
0,00153457
0,0018732

0,00345684
0,00227534
0,00223843
0,00200398
0,00190571

0,93139094

+= + + + + +

+= + + + + +

+= + + + + + 1+

+= + + + + 1+

O s s s o

I+

0,00001
0,000130679
0,000130101
0,000130065
0,000130066
0,000130066

0,00001
0,000139056
0,000138444
0,000138383
0,000138383
0,000138384

0,000118019
0,001687057
0,001660201
0,001659747
0,001660026
0,001660032
0,001660065

0,00004
0,00077341
0,000769831
0,000769863
0,000769884
0,000769923

0,00004
0,000438806
0,000433718
0,000433678
0,000433657
0,000433676
0,000433664
0,000433669
0,000433668

0,00043367

0,00004
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Annexe

{Yyy}1 0,03606981 =+ 0,000868007
{YYY}2 0,00454235 + 0,000860547
{111} 0,0279969 |+ 0,000859583
Thr-404 {0000} 0,96041247 =+ 0,00002
{Yyvyn 0,03883407 + 0,000506807
{Yyvyj2 0,00000 |+ 0,000502322
{YyYvyj3 0,00000 |+ 0,00050242
{1111} 0,00075346 = 0,000502401
Tyr-466 {000000000} |0,90033585  + 0,000130972
{YYYYYYYYY}1 | 0,08383378 + 0,00140848
{YYYYYYYYY}2 | 0,0008769 @+ 0,00138149
{YYYYYYYYY}3 | 0,0011341 + 0,001382048
{YYYYYYYYY}4 | 0,00251363  + 0,001382006
{YYYYYYYYY}5 | 0,00168073  + 0,001382096
{YYYYYYYYY}6 | 0,00196138 + 0,001382042
{YYYYYYYYY}7 | 0,00198074 = 0,001382067
{YYYYYYYYY}8 | 0,00273973 = 0,001382055
{111111111} |0,00294317 + 0,001382081
Val-288 {00000} 0,94589511 * 6,67475E-06
{YYYYY}1 0,05123139 + 0,000123343
{YYYYY}2 0,00022814 + 0,000122431
{YYyyvy}3 0,0007469 |+ 0,000122442
{YYyyvyjd 0,00104933 + 0,000122443
{11111} 0,00084912 =+ 0,000122444
Expérience 2
Expérience 2: cell Expérience 2: B. abo
Label during infection 1 Label during infection 1
XY-Group
Ala-260 {000} 0,49877041 + 0,00056309 0,46052848 t+  0,0002745
{YYyi1 0,02607268 t* 0,00085206 0,05703353 + 0,00040738
{Yyvy}2 0,02015432 + 0,00085159 0,04653613 + 0,00040691
{111} 0,4550026 t+  0,0006165 0,43590186 + 0,00028911
Arg-442 {000000} 0,93156705 + 0,00004 0,64667748 + 0,00102314
{YYyyvyji 0,05110045 + 0,00073873 0,09693515 + 0,0056378
{YYYYYY}2 0,00775269 + 0,00072945 0,07766814 + 0,00548589
{YYYYYY}3 0,00222154 + 0,00072944 0,05473488 +  0,0054589
{YYYyYyyvyija 0,00398007 + 0,00072945 0,04645686 + 0,00546705
{YYYYYY}5 0,00201263 t+ 0,00072946 0,04313418 t+ 0,00546485
{111111} 0,00136557 + 0,00072946 0,03439331 + 0,00546317
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Annexe

Asp-418

Glu-432

Gly-246

His-440

lle-200

Leu-200

Lys-431

{0000}
{YYyyj
{YYYY}2
{YYYY}3
{1111}

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

{00}
{YY}1
{11}

{000000}

{YYYYYY}1
{YYYYYY}2
{YYYYYY}3
{YYYYYY}4
{YYYYYY}5
{111111}

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{000000}

{YYYYYY}1
{YYYYYY}2
{YYYYYY}3
{YYYYYY}4

0,75625291
0,06414382
0,11281294
0,05271496
0,01407537

0,77349877
0,05374294
0,10768531
0,02932932
0,02659184
0,00915182

0,89047084
0,02662984
0,08289932

0,98037707
0,00854534
5,5653E-37
0,00000
0,00075434
0,00727125
0,00305201

0,93464989
0,05052886
0,01090472
0,00218282
0,00102493
0,00070879

0,91949426
0,04974372
0,02663688
0,00235042
0,00142676
0,00034795

0,90550966
0,06547999
0,0082501
0,00686376
0,00599802

+= + + + 1+

+= + + + + +

+ + 1+

+= + + + + + 1+

+= + + + + +

+= + + + + +

+ + + + +
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0,00008
0,00056065
0,00054943
0,00054849
0,00054935

0,00002
0,00016733
0,00016442

0,0001645
0,00016449
0,0001645

0,00000
0,00003
0,00003

0,00021807
0,01954807
0,02010615
0,0195703

0,01960879
0,0196538

0,01964368

0,00002
0,00033116
0,00032969
0,00032959
0,00032959
0,00032959

0,00001
0,00017659
0,00017582
0,00017574
0,00017574
0,00017574

0,00005
0,00065538
0,00064498
0,00064478
0,00064489

0,65227735
0,09340332
0,1467784
0,07884765
0,02869328

0,66178558
0,07292797
0,14114486
0,05578156
0,04722786
0,02113217

0,85530159
0,05550636
0,08919205

0,87679612
0,05774567
0,02611303
0,01464401
0,01053698
0,0141642

0,90943912
0,05204856
0,02541162
0,00606606
0,00408739
0,00294724

+= + + + 1+

+= + + + + +

+ + 1+

+= + + + + + 1+

+= + + + + +

+= + + + + +

+ + + + +

0,0006342
0,00278756
0,00269241
0,00269441
0,00270205

0,00055011
0,00265957
0,00257803
0,00259196
0,0025902

0,00259043

0,00001
0,00006
0,00006

0,00014906
0,00207114
0,00206097
0,00205949
0,00205966
0,00205946

0,00006
0,00102655
0,00102192
0,00102138
0,00102141
0,00102141




Annexe

Met-320

Phe-336

Pro-286

Ser-390

Thr-404

Tyr-466

{YYYYYY}5
{111111}

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

{000000000}

{YYYYYYYYY}
{YYYYYYYYY}2
{YYYYYYYYY}3
{YYYYYYYYY}4
{YYYYYYYYY}5
{YYYYYYYYY}6
{YYYYYYYYY}7
{YYYYYYYYY}S

(111111111}

{000}
{Yyvi
{Yyvy2
{111}

{0000}
{YYyyj
{YYYY}R2
{YYYY}3
{1111}

{000000000}

{YYYYYYYYY}
{YYYYYYYYY}2
{YYYYYYYYY}3
{YYYYYYYYY}4
{YYYYYYYYY}5
{YYYYYYYYY}6
(YYYYYYYYY}7
{YYYYYYYYY}S

{111111111}

0,00424628
0,0036522

0,82647531
0,0716477
0,01627683
0,01757137
0,04450684
0,02352196

0,89921827
0,08765126
0,00282597
0,00173664
0,0011664
0,00205791
0,00144681
0,00143379
0,00128218
0,00118075

0,76785167
0,09246041
0,03948596
0,10020196

0,95099969
0,04319575
0,00231401
0,0021616
0,00132896

0,90121238
0,08666025
0,00097347
0,00116015
0,00216783
0,00200499
0,00150249
0,00131137
0,00134858
0,0016585

+ 1+

+= + + + + +

+= + + + + + + + + 1+

+ + + +

+ + ++ + I+

+= + + + + + + H+ + 1+
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0,0006449
0,00064489

0,00017852
0,00178039
0,00176822
0,00176492
0,0017629
0,00176521

0,00009
0,00095533
0,00094421
0,00094412
0,00094414
0,00094414
0,00094414
0,00094414
0,00094414
0,00094414

0,00017639
0,00110467
0,00108137
0,0010658

0,00005
0,00106212
0,00105125
0,00105151
0,00105157

0,00012514
0,00130423
0,00127733
0,00127795
0,00127816
0,00127806
0,00127808
0,00127807
0,00127807
0,00127807

0,72800492
0,08242544
0,02939625
0,04081566
0,06973067
0,04962706

0,74192251
0,08510276
0,02099379
0,02116531
0,01804237
0,0336755
0,0183989
0,02326091
0,01975729
0,01768067

0,6927262
0,10342479
0,05276382

0,1510852

0,82508076
0,0720152
0,04771305
0,03348897
0,02170201

0,65113622
0,07914628
0,03461647
0,03373805
0,03672723
0,03358884
0,03117667
0,03156427
0,03262955
0,03567643

+ 1+

+= + + + + +

+= + + + + + + + + 1+

+ ++ + +

+ + ++ + I+

+= + + + + + + H+ + 1+

0,00041401
0,00272188
0,00270139
0,00268989
0,00268274
0,00268925

0,00033933
0,00264082
0,00260812
0,00260352
0,00260472
0,00260312
0,00260462
0,00260447
0,00260451
0,00260413

0,00049484
0,00210236
0,00205505
0,00198765

0,0001751
0,00189451
0,00186231
0,00185597
0,00185761

0,0004304
0,00288535
0,00282357
0,00281226
0,00281456
0,00281539
0,00281567
0,00281535
0,00281507
0,00281269




Annexe

Val-288

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

Expérience 3

0,92930888 t 0,00002

0,05274533 + 0,00033476
0,00540011 t 0,00033228
0,00504935 + 0,00033219
0,00276491 t 0,00033221
0,00473143 t 0,00033221

0,76262334 + 0,00013053
0,07210437 + 0,00105036
0,04673703 t+ 0,00103969
0,04606733 + 0,00103579
0,02725683 t 0,00103724
0,0452111 t 0,00103582

Expérience 3: cell

Macrophages prémarqués 10 jours 1

Expérience 3: B. abo
Macrophages prémarqués 10 jours 1

XY-Group
Ala-260 {000} 0,91512546 + 0,00003 0,96331107 + 0,00001
{Yyvi1 0,03072507 + 0,000407 0,02737964 + 0,0003825
{YYY}2 0,00187879 + 0,00040518 5,1953E-25 + 0,00038126
{111} 0,05227068 + 0,00040419 0,00930929 + 0,00038104
Arg-442 {000000} 0,8859311 + 0,00010 0,9298031 + 0,00004
{YYYYYY}1 0,04933112 + 0,0013267 0,05856701 + 0,00067727
{YYYYYY}2 1,1879E-25 + 0,0013115 0,00147616 + 0,00066745
{YYYYYY}3 0,04852798 + 0,00130599 0,00204172 + 0,00066761
{YYYYYY}4 0,00721503 + 0,0013103 0,00482153 + 0,00066766
{YYYYYY}5 0,00602541 + 0,00131037 0,00225708 + 0,00066766
{111111} 0,00296935 + 0,00131028 0,0010334 + 0,00066765
Asp-418 {0000} 0,93750292 + 0,00000 0,95484465 + 0,00001
{YYyyji 0,04141201 + 0,00000 0,04056888 + 0,00031576
{YyYvyj2 0,01316827 + 0,00000 0,00273531 + 0,00031279
{YyYvy}3 0,00620925 + 0,00000 0,00119685 + 0,00031287
{1111} 0,00170754 + 0,00000 0,00065431 + 0,00031288
Glu-432 {00000} 0,93022839 + 0,00000 0,94585146 + 0,00004
{YyYvyyvyji 0,04987275 + 0,00000 0,0481688 + 0,00074402
{YyYyyyj2 0,01339017 + 0,00000 0,00456361 + 0,00073561
{YYYYY}3 0,00292491 + 0,00000 0,00053474 + 0,00073568
{Yyvyvi}a 0,00251577 + 0,00000 0,00059188 + 0,00073571
{11111} 0,001068 + 0,00000 0,00028951 + 0,00073571
Gly-246 {oo} 0,96547291 + 0,00001 0,97557332 + 0,00000
{Yyn 0,02167817 + 0,00031768 0,02088186 + 0,00009
{11} 0,01284892 + 0,00031696 0,00354482 + 0,00009
His-440 {0o00000} 0 t 0 0,91480359 + 0,00021069
{YYYYYY}1 0 t 0 0,06816452 + 0,00287363
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Annexe

lle-200

Leu-200

Lys-431

Met-320

Phe-336

{YYYYYY}2
{YYYYYY}3
{YYYYYY}4
{YYYYYY}5
{111111}

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{X00000}
{XYYYYY}
{XYYYYY}2
{XYYYYY}3
{XYYYYY}4
{X11111}

{000000}

{YYYYYY}1
{YYYYYY}2
{YYYYYY}3
{YYYYYY}4
{YYYYYY}5
{111111}

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}]2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

{000000000}

{YYYYYYYYY}
{YYYYYYYYY}2
{YYYYYYYYY}3
{YYYYYYYYY}4
{YYYYYYYYY}5
{YYYYYYYYY}6
{YYYYYYYYY}7
{YYYYYYYYY}S

O O o o o

0,88391128
0,06786413
0,03197584
0,00989025
0,00337666
0,00298184

0,92241356
0,04848616
0,02432963
0,0025992
0,0014434
0,00072805

0,92567631
0,06610533
0,00640864
0,00046903
6,0176E-34
3,4092E-35
0,00134069

0,92612592
0,06802694
8,9582E-31
1,7662E-34
3,4226E-30
0,00584714

0,87062598
0,08747392
0,00652477
0,00553917
0,0038519

0,00729673
0,00469904
0,00559008
0,00433148

s S

+ + + + + I+ + + + + + +

H H O+ H

+ H O+ H

+ + + + + ++ H+ 1+ |+
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O O o o o

0,00005
0,00059705
0,00059368
0,00059334
0,00059336
0,00059336

0,00003
0,0004554
0,00045348
0,00045327
0,00045327
0,00045327

0,00001
0,00014837
0,00014603
0,00014602
0,00014604
0,00014605
0,00014602

0,0005219
0,00707857
0,00704425
0,00710957
0,00703433
0,00703118

0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

0,00432566
0,00591648
0,00292666
0,00221645
0,00164663

0,93680582
0,04867083
0,01006448
0,00236517
0,00115402
0,00093969

0,92104665
0,04971636
0,0255355
0,00217793
0,00124477
0,00027878

0,92991589
0,06110163
0,00066963
0,00258228
0,00173833
0,00163428
0,00235794

0,94409444
0,04788935
6,3418E-28
0,00138661
0,00388136
0,00274824

0,89985134
0,08624645
0,00414318
0,00163182
0,00130449
0,00209917
0,00126624
0,00124531
0,00112128

+ + + + I+

+ + + + + +

+ + + + + I+

+ + + + + + I+

+ + + + + I+

+= + + + + + + + I+

0,00282654
0,00282638
0,00282675
0,0028268
0,00282681

0,00001
0,00028207
0,00028085
0,00028077
0,00028077
0,00028077

0,00001
0,00020802
0,00020711
0,00020701
0,00020702
0,00020702

0,00007
0,00100088
0,00098579
0,00098615
0,00098621
0,00098622
0,00098621

8,8337E-05
0,0017356
0,00172908
0,00172847
0,00172856
0,00172871

0,00008
0,00083018
0,0008206
0,00082041
0,0008204
0,00082042
0,00082041
0,0008204
0,00082041




Annexe

Pro-286

Ser-390

Thr-404

Tyr-466

Val-288

{111111111}

{000}
{Yyyi
{Yyvy2
{111}

{0000}
{YYyyj
{YYYY}2
{YYYY}3
{1111}

{000000000}

{YYYYYYYYY}
{YYYYYYYYY}2
{YYYYYYYYY}3
{YYYYYYYYY}4
{YYYYYYYYY}5
{YYYYYYYYY}6
{YYYYYYYYY}7
{YYYYYYYYY}S

{111111111}

{00000}
{YYYYY}1
{YYYYY}]2
{YYYYY}3
{YYYYY}4
{11111}

0,00406694

0,94861803
0,03552217
0,00290118
0,01295862

0,95838729
0,03913767
1,7058E-28
0,00120624
0,00126881

0,87248384
0,08174794
5,894E-28
0,00597444
0,00259478
0,01031183
0,00200167
0,01583306
0,00333115
0,00572127

0,93635518
0,05293604
0,00224689
0,00314393
0,00222414
0,00309383

+ + + I+ I+

L T S e o e e e, + H O+

+ + + + + I+
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0,00000

0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

0,00004
0,00100318
0,000995
0,00099427
0,0009945

5,6141E-05
0,0005868
0,00057577
0,00057541
0,0005756
0,00057562
0,00057563
0,00057554
0,00057563
0,00057562

0,00001
0,0001739
0,00017258
0,00017257
0,00017258
0,00017258

0,00109073

0,96323988
0,03156306
0,00063326
0,0045638

0,95906711
0,03940651
1,2168E-28
0,00046202
0,00106437

0,90636161
0,08201012
0,00184908
2,4483E-28
0,00169383
0,00115195
0,00062209
0,00402415
0,00087007
0,0014171

0,9454436
0,05109196
0,0004243
0,00125313
0,00086631
0,0009207

+ ++ + I+ I+

+ + + + I+

L R S e o e e 2

0,00082041

0,00003
0,00085185
0,0008456
0,00084584

0,00002
0,00036869
0,00036528
0,00036541
0,00036542

0,00003
0,00031899
0,00031289
0,00031309
0,00031299
0,00031301
0,00031302
0,00031301
0,00031302
0,00031302

0,00002
0,00035187
0,00034928
0,00034929

0,0003493
0,0003493




