
  

 

 
Université du Québec 

Institut National de la Recherche Scientifique 

Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie 

 
 
 
 

Rôle des protéines BolA dans la régulation des gènes et la 
morphologie de Neisseria elongata  

 
 
 

Par 

Florian Mickaël Coudray 

 
 
 

Mémoire présenté pour l’obtention du grade de 

Maître ès Sciences (M.Sc.)  

 
 

Jury d’évaluation 

 
 

Président du jury et  
examinateur interne  

 Salim Islam 
Centre Armand-Frappier Santé 
Biotechnologie 
Institut National de la Recherche 
scientifique (INRS)

 
Examinateur externe  Sven van Teeffelen 

Département de microbiologie,  
infectiologie et immunologie  
Université de Montréal

 
Directeur de recherche  Frédéric Veyrier 

Centre Armand-Frappier Santé 
Biotechnologie

  Institut National de la Recherche 
scientifique (INRS)

 
 
 
 
© Droits réservés de « Florian Coudray », Décembre 2022





iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iv 

REMERCIEMENTS 

Je tiens tout d’abord à remercier mon directeur de recherche Frédéric Veyrier pour m’avoir 

offert la chance de réaliser ma maîtrise au sein de son laboratoire. Je le remercie de m’avoir 

accueilli et de m’avoir guidé tout au long de mon projet. Grâce à son aide et à son soutien, j’ai 

su m’améliorer et découvrir de nouvelles méthodes essentielles à la recherche. Tu m’as montré 

une nouvelle façon d’approcher la recherche dans le but de bien faire les choses. Je l’ai 

comprise et je te remercie de m’avoir fait confiance jusqu’au bout. Merci pour tout.  

Je remercie également le Centre Armand-Frappier Santé et Biotechnologies de l’Institut 

National de la Recherche Scientifique de Laval au Québec pour m’avoir proposé une formation 

unique en son genre. Je suis venu au Canada pour mélanger études et recherches et j’ai pris 

un réel plaisir à réaliser mon projet dans un tel centre de recherche.  

Durant ces deux ans, mes collègues et amis ont toujours été là pour m’aider et me soutenir. Je 

veux remercier Sammy et Cécilia pour le soutien dont j’avais besoin et qu’ils m’ont offert. Merci 

beaucoup pour cette amitié, elle compte énormément pour moi. 

Un grand merci à Martin et à Ève. Je vous connais depuis mon stage de 2019 et ça a toujours 

été agréable de travailler avec vous. Merci pour votre aide précieuse et pour les nombreux 

conseils que vous avez su me donner. Je n’y serais pas arrivé sans vous. 

Merci à Alex, Laxmi et Garima, d’une part pour votre aide dans la réalisation de mon projet, 

mais également pour ces discussions agréables. Ça fait du bien de découvrir des personnes 

venues des quatre coins du monde.  

Francisco et Arnaldo, je vous dois beaucoup. Votre aide m’a été très précieuse dans la 

réalisation de mes analyses et je ne vous remercierai jamais assez. Tout en prenant de votre 

temps inestimable, vous m’avez rendu de grands services. Je n’oublierai pas votre soutien. 

Merci à toi Mathilde, ma voisine de paillasse. On a eu de la chance d’avoir réalisé notre maîtrise 

en même temps, sinon ça aurait été encore plus difficile. Merci pour avoir rendu chacune de 

mes journées, plus drôle que la précédente.  

Merci à vous tous, chers collègues et amis pour votre aide si précieuse et pour tous ces bons 

moments passés ensemble.  

 

 



v 

RÉSUMÉ 

Le genre Neisseria est composé d’espèces de bactéries dotées d’une capacité d’adaptation 

importante. Pour s’adapter et résister aux attaques du système immunitaire de l’être humain, les 

espèces de Neisseria commensales de la bouche ont évolué grâce à divers événements 

évolutifs. Entre autres, nous avons observé que certaines espèces de Neisseria ont modifié leur 

morphologie ainsi que la constitution de leur enveloppe afin de s’adapter à une nouvelle niche 

écologique, le nasopharynx. 

Le laboratoire de Frédéric Veyrier tente de retracer les évènements génétiques apparus lors de 

l’évolution des Neisseria afin de comprendre comment cette adaptation a amené l’apparition de 

pathogènes symbiotiques de l’être humain au niveau du nasopharynx. Les événements 

génétiques consistant en des insertions et suppressions de gènes ne suffisent pas à retracer 

l’évolution naturelle des Neisseria. Le laboratoire s’est alors tourné vers l’apparition de 

changements d’acides aminés dans les protéines. Grâce à la bio-informatique, nous avons 

identifié la protéine BolA1 dont une substitution d’acide aminé aurait accompagné la transition 

morphologique et la modification de l’enveloppe des Neisseria. 

Nous nous sommes intéressés à cette protéine car elle appartient à une famille de régulateurs 

de réponse nommée BolA qui est souvent associée à l’intégrité de l’enveloppe et de la 

morphologie. Nous avons également identifié chez les Neisseria une deuxième protéine 

appartenant à cette famille que nous avons appelée BolA2. Ce projet consiste donc à 

comprendre l’impact de la mutation sur la fonction protéique de BolA1 et donc sur l’adaptation 

des Neisseria, mais également à comprendre le rôle des protéines BolA1 et BolA2 chez les 

Neisseria. 

Mots-clés : évolution ; régulateur ; enveloppe ; stress ; morphologie 
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ABSTRACT 

The genus Neisseria is composed of species with a significant capacity for adaptation. In order 

to adapt and resist the attacks of the human immune system, the oral commensal species of 

Neisseria have evolved through various evolutionary events. Among others, we have observed 

that some species of Neisseria have evolved a different morphology and a different constitution 

of their envelope in order to adapt to a new ecological niche, the nasopharynx. 

Veyrier laboratory is trying to retrace the genetic events that occurred during the evolution of 

Neisseria in order to understand how this adaptation has led to the appearance of symbiotic 

pathogens in the nasopharynx of human beings. Genetic events consisting of gene insertions 

and deletions are not sufficient to trace the natural evolution of Neisseria. The laboratory then 

turned to the appearance of amino acid changes in proteins. Thanks to bioinformatics, we have 

identified the BolA1 protein whose amino acid substitution would have accompanied the 

morphological transition and the modification of the envelope of Neisseria. 

We were interested in this protein because it belongs to a family of response regulators called 

BolA associated with envelope integrity and morphology. We have also identified a second 

protein belonging to this family in Neisseria that we have named BolA2. This project consists in 

understanding the impact of the mutation on the protein function of BolA1 and thus on the 

adaptation of Neisseria, but also to understand the role of BolA1 and BolA2 proteins in 

Neisseria. 

Keywords: evolution; regulator; envelope; stress; morphology 
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1 INTRODUCTION 

Ce mémoire présente le projet de recherche que j’ai réalisé au cours de ma maîtrise en 

microbiologie appliquée au sein du laboratoire du Pr. Frédéric Veyrier au Centre Armand-

Frappier Santé et Biotechnologie de l’Institut National de la Recherche Scientifique de Laval au 

Québec. Cette maîtrise a été réalisée à la suite d’un stage réalisé en 2019 à la fin de mon 

Diplôme Universitaire et Technologique en Analyses Biologiques et Biochimiques de l’Université 

Clermont Auvergne. Lors de ce stage, j’avais eu l’occasion d’apprendre à travailler en 

autonomie et en équipe au sein d’un laboratoire de confinement de niveau 2. 

C’est durant ce stage-là que j’ai entamé mon travail sur les protéines de type BolA. J’ai donc 

repris ce travail lorsque Pr. Veyrier m’a accepté en tant qu’étudiant en Maîtrise au sein de son 

laboratoire. Entretemps, le laboratoire a développé une nouvelle méthode de clonage qui a 

facilité nos manipulations génétiques au sein des Neisseria. J’ai également apporté mon 

expérience au projet, me permettant de figurer parmi les co-auteurs de l’article présentant cette 

méthode. 

Cet article écrit par le doctorant Sammy Nyongesa s’intitule « Sequential markerless genetic 

manipulations of species from the Neisseria genus ». Nous y décrivons une méthode 

permettant de réaliser dans une même souche de Neisseria plusieurs modifications génétiques 

à la suite grâce à la recombinaison homologue, et sans laisser de gène de résistance à la fin du 

clonage. Grâce à cette méthode, nous avons été capables de réaliser sept événements 

génétiques consécutifs dans l’espèce Neisseria elongata. J’ai utilisé cette méthode au cours de 

mon projet et celle-ci est décrite dans la partie Matériel et Méthodes. Les résultats peuvent être 

retrouvés dans l’article « Sequential markerless genetic manipulations of species from the 

Neisseria genus » (Nyongesa et al., 2022a). 

 

 

 

 

 

 



22 

2 REVUE DE LA LITTERATURE 

2.1 La famille des Neisseriaceae 

2.1.1 Généralités 

La famille des Neisseriaceae est constituée de bactéries à la paroi Gram négative appartenant 

au phylum des protéobactéries et à la classe des β-protéobactéries. Les espèces retrouvées au 

sein des Neisseriaceae présentent de multiples morphologies avec des bacilles, des coques et 

des bactéries multicellulaires à division longitudinale. Ces différentes morphologies sont les 

résultats de divers événements génétiques indépendants chez les Neisseriaceae (Figure 2.1)  

(Nyongesa et al., 2022b; Veyrier et al., 2015). Ces événements génétiques ont été facilités par 

la compétence naturelle des espèces de la famille des Neisseriaceae. Ces bactéries sont 

capables d’acquérir de l’ADNe (ADN environnemental) qui provient notamment d’espèces 

appartenant à la même famille. Grâce à la recombinaison homologue, ces échanges de 

matériel génétique permettent à ces espèces de s’adapter et d’évoluer plus facilement face aux 

contraintes environnementales (Rotman & Seifert, 2014). 
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Figure 2.1 Arbre évolutif de la famille des Neisseriaceae 

Arbre phylogénétique des Neisseriaceae basé sur une étude du core genome avec la représentation des 
différentes morphologies cellulaires obtenues à l’aide de la microscopie électronique à balayage (Nyongesa 
et al., 2022b).  

 

La famille des Neisseriaceae est composée d’une trentaine d’espèces qui sont dans la majorité, 

commensales de mammifères et retrouvées chez différents hôtes et dans différentes niches 

écologiques. Par exemple, N. musculi est retrouvée au niveau de la cavité buccale chez la 

souris, tandis que N. gonorrhoeae est retrouvée au niveau des voies génitales de l’être humain 

(Powell et al., 2018; Quillin & Seifert, 2018). Ces bactéries vont remplir différents rôles 

importants dans la protection de l’hôte afin d’empêcher des infections entraînées par d’autres 

bactéries (Vijaya Chandra et al., 2020). Certaines de ces espèces vont même co-évoluer avec 

leur hôte et chacun des acteurs de la relation va trouver une forme de bénéfice à cette 

association, sous forme de protection ou d’apport de nutriments, formant une relation de 

symbiose mutualiste (Richardson, 1999). Cependant, on retrouve des espèces de 

Neisseriaceae vivant en symbiose asymptomatique qui dans certaines circonstances, peuvent 
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entraîner des infections du système respiratoire comme N. meningitidis ou des voies génitales 

comme N. gonorrhoeae (Quillin & Seifert, 2018; Sáez Nieto et al., 1998). 

2.1.2 Niches écologiques des Neisseria  

Les Neisseriaceae sont capables de coloniser les humains, mais également d’autres 

mammifères comme les chiens et les primates non humains (Cobiella et al., 2019; Weyand et 

al., 2013). Ces espèces sont retrouvées au niveau de la peau et des muqueuses (Liu et al., 

2015). Chez l’être humain, on les retrouve au niveau de certaines muqueuses et plus 

précisément au niveau de la cavité buccale ainsi qu’au sein des voies respiratoires supérieures 

et des voies génitales (Seifert, 2019). Les voies respiratoires supérieures correspondent aux 

organes extra-thoraciques et sont composées du nez, de la cavité nasale, du larynx et du 

pharynx (Figure 2.2) (Man et al., 2017). De nombreuses espèces de Neisseria y sont 

retrouvées. N. sicca et N. lactamica sont retrouvées au niveau du rhinopharynx, tandis que N. 

meningitidis est retrouvée au niveau du nasopharynx (Evans et al., 2011; Sáez Nieto et al., 

1998).  

 

 

Figure 2.2 Représentation des voies respiratoires de l’être humain 

Les voies respiratoires (ou aériennes) supérieures sont constituées du nez, de la cavité nasale, du pharynx, 
du  larynx et de la bouche (Loret, 2017). 

 

Les organes génitaux sont différents entre les hommes et les femmes. Chez ces dernières, ils 

sont composés de parties internes dont le vagin, l’utérus, les trompes de Fallope et les ovaires. 

Concernant les organes externes, on retrouve par exemple les grandes et les petites lèvres 
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ainsi que le clitoris (Figure 2.3). Chez l’homme, les organes externes comprennent les 

testicules, le scrotum ainsi que le pénis, tandis que les organes internes sont constitués en 

partie de la prostate, de la glande de Cowper et des vésicules séminales (Figure 2.3) (R. 

Dewaele, 2019). 

 

 

Figure 2.3 Vue sagittale des voies génitales de la femme et de l’homme 

Les voies génitales sont différentes entre l’homme et la femme (R. Dewaele, 2019). 
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La composition bactérienne des voies génitales est différente des voies respiratoires, mais elle 

est également différente entre les hommes et les femmes. Chez les hommes, on retrouve des 

espèces de staphylocoques et de streptocoques, d’entérocoques et de lactobacilles (Koedooder 

et al., 2019; Mändar, 2013). Concernant le microbiote génital des femmes, on retrouve en 

majorité des lactobacilles qui permettent de limiter les infections liées aux genres Gardnerella 

ou Clostridia (Koedooder et al., 2019; Marrazzo et al., 2002). Et sur l’ensemble du genre 

Neisseria, une seule espèce est capable de coloniser les voies génitales de l’homme et de la 

femme, il s’agit de N. gonorrhoeae. Cette espèce proche de N. meningitidis peut se révéler 

pathogène dans certaines conditions (Quillin & Seifert, 2018).  

2.1.3 Les pathogènes au sein des Neisseria  

Deux pathogènes sont retrouvés au sein du genre Neisseria : N. meningitidis et N. 

gonorrhoeae. Ces bactéries colonisent différents organes mais se ressemblent étroitement au 

niveau génétique (Rotman & Seifert, 2014). Ces deux espèces sont naturellement compétentes, 

c’est-à-dire qu’elles sont capables d’acquérir de l’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) provenant 

de l’environnement grâce à leurs pili membranaires afin de l’intégrer au sein de leur génome, 

leur offrant ainsi la capacité d’évoluer rapidement, et surtout d’acquérir de nouvelles résistances 

aux antibiotiques (Aas et al., 2002).  

Le premier pathogène est N. meningitidis, un diplocoque découvert en 1887 par Anton 

Weichselbaum (Figure 2.4) (Hort, 1917). Le méningocoque provoque une colonisation 

généralement asymptomatique dans le nasopharynx mais peut se révéler pathogène dans 

certaines conditions et entraîner la mort de l’hôte. La bactérie peut entraîner de simples 

symptômes grippaux jusqu’à une septicémie et une méningite bactérienne. En effet, si la 

maladie n’est pas traitée, cet organisme peut traverser la barrière hémato-encéphalique. Et 

dans le pire des cas, la mort de l’hôte peut être causée par une insuffisance respiratoire 

(Stephens, 2007).  
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Figure 2.4 N. meningitidis en microscopie électronique à transmission (12 000×) 

(Figure du laboratoire Veyrier, non publiée) 

 

L’espèce est transmise entre humains par voie respiratoire au contact de gouttelettes (Coureuil 

et al., 2019). Les impacts décrits sur l’hôte dépendent de la souche, de sa virulence et de la 

force du système immunitaire de l’hôte. Il existe 13 sérogroupes, dont la plupart sont 

encapsulés par une capsule polysaccharidique. 5 sérogroupes, A, B, C, Y et W sont 

responsables de 90% des pathologies. Les sérogroupes B et C encapsulés sont associés aux 

épidémies dans les pays industrialisés tandis que les sérogroupe A et C sont quant à eux 

retrouvés dans les pays en voie de développement (Vos, 2017). Les traitements initiaux contre 

le méningocoque étaient à base de sulfonamide. Cependant, l’apparition de souches 

multirésistantes a entraîné l’utilisation de chloramphénicol et de pénicilline. A présent, le 

traitement est composé de céphalosporines de 3ème génération à large spectre, comme le 

ceftriaxone (Deghmane et al., 2017) . 

Le deuxième pathogène retrouvé au sein du genre Neisseria est N. gonorrhoeae. Ce 

gonocoque non encapsulé a été découvert par Albert Neisser en 1879 (Figure 2.5) (Neisser, 

1879). Cette espèce réside généralement de manière asymptomatique au niveau des 

muqueuses génitales. Transmise lors de rapports sexuels non protégés, la bactérie entraîne 

une MST (Maladie Sexuellement Transmissible) du nom de gonorrhée.  
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Figure 2.5 N. gonorrhoeae en microscopie électronique à balayage (55 000×) 

Le gonocoque ressemble étroitement au méningocoque (Williams et al., 2019).  

 

Cette espèce colonisatrice des organes génitaux n’entraîne pas les mêmes symptômes entre 

les hommes et les femmes. Dans le premier cas, les symptômes sont caractérisés par une 

urétrite et une dysurie (difficulté à uriner). Cependant chez les femmes, les pathologies sont 

plus complexes avec une dysurie, des douleurs au niveau des voies génitales voire une 

infection de celles-ci pouvant conduire à l’infertilité. Dans les deux cas, si la bactérie atteint le 

sang, une septicémie peut surgir pouvant entraîner la mort si la maladie n’est pas traitée 

(Edwards & Apicella, 2004; Zumla, 2010). Les traitements usuels étaient formés à base de 

pénicillines, de sulfamides et de quinolones. Mais ces traitements ont montré une diminution de 

leur efficacité due à l’apparition de gonocoques multirésistants. Ces résistances sont dues à la 

surutilisation d’antibiotiques et à la facilité d’acquisition de gènes de résistances par la bactérie. 

A présent, un double traitement à base de ceftriaxone et d’azithromycine est utilisé, mais il a été 

récemment observé une résistance à ce traitement (WHO, 2016). Depuis, l’OMS (Organisation 

Mondiale de la Santé) a mis en place un plan d’action mondial nommé « Global Action Plan to 

Control the Spread and Impact of Antimicrobial Resistance in N. gonorrheae » dans l’objectif de 

lutter à grande échelle contre la pharmacorésistance et la maladie (WHO, 2016).  
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2.2 L’évolution des Neisseria  

De nombreuses bactéries pathogènes telles que N. meningitidis, Streptococcus pneumoniae et 

Moraxella catarrhalis sont retrouvées au niveau du nasopharynx humain et y sont parfaitement 

bien adaptées. Cependant, les ancêtres du méningocoque sont colonisateurs de la bouche, 

tandis que ce dernier réside dans le nasopharynx. Le laboratoire de Pr. Veyrier a donc cherché 

à comprendre l’adaptation à cette nouvelle niche écologique et à mettre en lien ce changement 

avec le développement d’une pathogénicité (Veyrier et al., 2015). Cette adaptation progressive 

s’est réalisée avec des modifications génétiques, notamment grâce à leur compétence naturelle 

permettant ainsi la sélection de certains évènements géniques dans ces espèces (Aas et al., 

2002). Cette adaptation correspondant au passage de la cavité buccale jusqu’au nasopharynx, 

est caractérisée par une transition morphologique de la forme de bâtonnet à la forme ronde, 

ainsi qu’une modification de la composition de la paroi cellulaire (Figure 2.6). 

 

 

Figure 2.6 Arbre phylogénétique de la famille des Neisseriaceae 

Arbre phylogénétique des Neisseriaceae avec la représentation des différentes morphologies cellulaires 

ainsi que les événements génétiques associés à la transition morphologique. Sur la droite figurent le ratio 

des différentes chaînes latérales peptidiques retrouvées au sein du peptidoglycane (Veyrier et al., 2015). 
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2.2.1 L’évolution de la morphologie 

Des comparaisons génétiques réalisées par le Pr. Veyrier entre les différents génomes des 

espèces de Neisseria ont permis de mettre en lien cette transition morphologique avec la perte 

d’un gène nommé yacF (Figure 2.6). Il a été montré que la protéine YacF interagit avec la 

protéine FtsZ qui est impliquée dans la formation du divisome (Vishniakov & Borkhsenius, 

2007). FtsZ est une protéine de type tubuline qui forme, avant la division cellulaire, une 

structure en forme d'anneau qui initie l’assemblage de la machinerie de division (Erickson 

Harold et al., 2010). Afin de reproduire l’évolution naturelle, le gène yacF a été supprimé chez le 

bacille N. elongata, un modèle de forme ancestrale du genre Neisseria. Mais au lieu d’imiter 

l’évolution naturelle des Neisseria, cette évolution in vitro a entraîné des défauts 

morphologiques (Figure 2.7). Cependant au cours de l’évolution naturelle, un autre événement 

de suppression génétique est apparu après la perte de yacF. Certains coccus du genre 

Neisseria ont également perdu plusieurs gènes nommés rodA, rodZ, pbpX ainsi que le locus 

mreBCD (Figure 2.6) (Veyrier et al., 2015). Ces gènes constituent la machinerie d’élongation et 

sont responsables de la synthèse de peptidoglycane lors de l’élongation des bacilles (Errington 

& Wu, 2017). La suppression des gènes mreBCD, rodA, rodZ, pbpX ainsi que du gène yacF 

chez N. elongata a finalement permis de reproduire la morphologie observée chez le pathogène 

N. meningitidis (Figure 2.4) (Veyrier et al., 2015). Il a alors été supposé que cette modification 

de la morphologie a participé à l’adaptation du genre Neisseria au nasopharynx et à sa 

tolérance par le système immunitaire. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.7 Evolution in vitro réalisée chez N. elongata 

Chez N. elongata la suppression du gène yacF n’a pas suffi pas à reproduire la morphologie des coccus du 

genre Neisseria (Veyrier et al., 2015).  
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Cependant lors de la reproduction in vitro de la morphologie des coccus, ce sont également des 

caractéristiques de l’enveloppe du méningocoque qui ont été reproduites (Figure 2.6) (Veyrier et 

al., 2015). 

2.2.2 L’évolution de la composition de la paroi 

Cette modification de la composition de la paroi correspond à une modification de la longueur 

des chaînes peptidiques latérales. Ce sont des peptides retrouvés au sein du peptidoglycane et 

qui sont assemblés par les PBP (Penicillin Binding Proteins), des composants de la machinerie 

d’élongation (Yin et al., 2020). Ils permettent de relier les résidus d’acide muramique entre deux 

chaînes saccharidiques et peuvent être de différentes longueurs (Figure 2.8). La longueur de 

ces peptides a été modifiée au cours de l’évolution des Neisseria et ce changement peut être 

associé à l’adaptation des Neisseria (Figure 2.6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.8 Représentation des chaînes peptidiques latérales retrouvées au sein du peptidoglycane 

Entre deux chaînes saccharidiques, les chaînes latérales sont reliées par un pont inter-peptidique (Yang et 

al., 2016).  

 

Le méningocoque possède à sa surface des structures permettant sa tolérance par le système 

immunitaire. Il a donc été supposé que cette évolution de la paroi avait joué un rôle dans cette 

tolérance. La structure de la paroi cellulaire entre la bactérie créée par évolution in vitro et celle 

de la souche mère (N. elongata sauvage) ont donc été comparées. La bactérie de forme ronde 

formée in vitro a ainsi montré une diminution des tétrapeptides pour une augmentation des 

pentapeptides (Figure 2.6) (Veyrier et al., 2015). Afin de savoir si ce changement de la 

composition du peptidoglycane a eu un impact sur les interactions avec le système immunitaire, 
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le peptidoglycane du mutant en forme de coccus et de la souche mère ont été mis en contact 

avec des cellules HEK-293 transfectées avec les récepteurs humains hNod1 et hNod2 (human 

Nucleotide-binding Oligomerization Domain proteins) (Veyrier et al., 2015). Les récepteurs Nod 

font partie du système immunitaire inné et permettent de reconnaître les composants bactériens 

retrouvés dans le cytoplasme des cellules de l’être humain (Zhong et al., 2013). La 

reconnaissance du peptidoglycane par le système immunitaire est donc proportionnelle à la 

capacité du peptidoglycane à activer ces récepteurs. Ces derniers sont liés à une luciférase 

fusionnée avec le facteur de transcription NF-B, permettant de représenter de manière 

quantitative la reconnaissance du peptidoglycane. Le mutant de forme ronde a montré une 

diminution de la capacité des récepteurs humains à reconnaître son peptidoglycane (Figure 2.9) 

(Veyrier et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.9 Quantification in vitro de la reconnaissance du peptidoglycane par le système immunitaire 

Le coque correspond au bacille dépourvu de sa machinerie d’élongation, et le bacille correspond à la souche 

sauvage. Les données affichées correspondent à la moyenne ainsi qu’à l’écart-type (standard deviation) des 

différentes expériences réalisées en triplicata (Veyrier et al., 2015). 

 

Le fait que le peptidoglycane du mutant N. elongata ∆yacF, mreBCD, pbpX, rodA soit moins 

reconnu par le système immunitaire laisse suggérer que cette modification de l’enveloppe a 

participé à la tolérance du système immunitaire du méningocoque et donc à son adaptation. Les 

divers événements génétiques apparus au cours de l’évolution ont permis aux espèces de 

Neisseria d’être moins exposées aux attaques immunitaires, d’une part en modifiant leur 

enveloppe, mais également en optant pour une morphologie ronde afin de réduire la surface en 

contact avec les cellules de l’immunité tout en gardant un volume cellulaire identique. Le genre 
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Neisseria a donc sélectionné notamment grâce à la compétence naturelle, ces différents 

événements génétiques dans le but de s’adapter à une nouvelle niche écologique qu’est le 

nasopharynx (Veyrier et al., 2015). Cependant chez les Neisseria, certaines espèces montrent 

une morphologie ronde ainsi qu’une évolution de la paroi mais possèdent encore la machinerie 

d’élongation (Figure 2.6). Il a alors été suggéré que d’autres changements génétiques qui ne 

correspondent pas à des événements de suppressions ou d’insertions, ont été nécessaires à la 

modification de la morphologie et du peptidoglycane. En d’autres termes, avant la suppression 

naturelle de la machinerie d’élongation, des changements d’acides aminés dans certaines 

protéines ont pu déréguler cette machinerie et ainsi participer à l’adaptation des Neisseria au 

nasopharynx. 

2.2.3 Autres évènements génétiques associés au changement de morphologie. 

Initialement, le laboratoire Veyrier s’était concentré sur les différents événements génétiques en 

lien avec la transition morphologique des Neisseria et leur adaptation au nasopharynx. La 

suppression du gène yacF est associée à cette transition, mais la reproduction de cet 

événement n’a pas permis de reproduire l’évolution naturelle. Il s’est produit un autre 

événement qui ne correspond pas à un événement de suppression ou d’insertion de gène. 

C’est pour cette raison que le laboratoire du Pr. Veyrier s’est concentré par la suite dans la 

recherche d’apparition de changements d’amino-acides dans certaines protéines en lien avec la 

transition morphologique. Ainsi, le laboratoire Veyrier a conçu un logiciel unique en son genre. 

Nommé CAPRIB, ce logiciel a pour intérêt de déterminer quelles protéines conservées entre 

deux groupes d’espèces phénotypiquement différentes (ici entre les bacilles et les coques du 

genre Neisseria) ont subi des changements d’acides aminés (Figure 2.10) (Guerra Maldonado 

et al., 2020). 
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Figure 2.10 Description du concept du logiciel CAPRIB  

Conçu par le laboratoire Veyrier, CAPRIB permet de déterminer quelles mutations protéiques sont apparues 
en même temps que l’apparition d’un nouveau phénotype (Guerra Maldonado et al., 2020).  

 

Le logiciel est strict d’un point de vue comparatif. Concernant la comparaison des bacilles et 

des coques, le changement d’acides aminés doit être identique chez tous les coques mais doit 

être différent chez tous les bacilles. Egalement, le logiciel indique pour chacune des 

permutations trouvées deux scores représentant l’impact potentiel de la mutation sur la fonction 

protéique. Le premier score est appelé score de « GRANTHAM ». Ce score est basé sur le 

changement de la nature de l’acide aminé en question, comme sa taille et sa polarité. Par 

exemple, la substitution d’un acide aminé polaire pour un non-polaire va correspondre à un 

score de GRANTHAM élevé. Le deuxième score est nommé « Exchangeability Score » et il est 

basé sur une étude expérimentale. Dans cette étude, chaque acide aminé retrouvé dans un 

ensemble de 12 protéines humaines va être remplacé un à un par les 22 acides aminés 

protéinogènes (9 671 substitutions au total). Pour chacune des substitutions, la fonction de la 

protéine mutée va être comparée à la fonction initiale de la protéine sauvage et un 

« exchangeability score » va être accordé indiquant l’impact des différentes substitutions sur la 

fonction protéique. Plus l’impact est grand, plus le score sera petit. Un faible « Exchangeability 

Score » ainsi qu’un score de GRANTHAM élevé prédiront donc un fort impact de la permutation 

sur la fonction protéique (Guerra Maldonado et al., 2020; Yampolsky & Stoltzfus, 2005). 

Ainsi, entre les espèces qui ont divergé avant et après la transition morphologique, 900 

protéines ont été conservées (protéines montrant au moins 50 % d’identité). Et sur ces 900 
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protéines, 102 acides aminés ont subi une substitution lors de la transition morphologique. Et 

sur les 6 mutations montrant un potentiel impact sur la fonction protéique (score GRANTHAM 

élevé, faible « Exchangeability Score »), 3 d’entres elles sont liées à la morphologie cellulaire. Il 

s’agit de FtsZ, FtsA et d’un régulateur transcriptionnel appartenant à la famille BolA appelé ici 

BolA1. La protéine BolA1 est constituée de 81 acides aminés pour une masse de 8,72 kDa. La 

permutation que cette protéine a acquise au cours de la transition morphologique correspond à 

la substitution d’une alanine à une lysine à la position 93 (Figure 2.11). Il est ainsi possible que 

l’apparition de la mutation A93K ait biaisé l’activité de la protéine et donc participé à la transition 

morphologique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.11 L’apparition de la mutation A93K au niveau de la protéine BolA1 est liée à la transition 
morphologique des Neisseria  

(Figure du laboratoire Veyrier, non publiée). 
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2.3 Les protéines de type BolA 

2.3.1 Généralités 

Les protéines de types BolA correspondent à une famille de régulateurs de réponses nommée 

BolA. Au sein de cette famille, on retrouve de nombreux homologues répandus dans les trois 

domaines du vivant (Figure 2.12) (Guinote et al., 2011). Elles sont appelées ainsi depuis la 

découverte par des chercheurs espagnols de la première protéine de type BolA chez E. coli. 

Nommé BolA, le nom de cette protéine provient de la traduction du mot « boule » en espagnol, 

pour sa faculté à entraîner la formation de bactéries de forme ronde lorsqu’elle est surexprimée 

(Aldea et al., 1989; Roret, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.12 Répartition des homologues des protéines de type BolA dans le vivant 

On retrouve de nombreux homologues dans les trois domaines du vivant (Blum et al., 2021). 

 

Les fonctions des protéines de type BolA sont vastes et ne sont pas entièrement comprises. 

Mais des études ont été en mesure de démontrer la pléiotropie de ces régulateurs dans la 

réponse face au stress et dans la régulation de gènes impliqués dans l’intégrité de l’enveloppe 

ainsi que dans la morphologie cellulaire (Dressaire et al., 2015; Freire et al., 2009; Guinote et 

al., 2011).  
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Certains homologues des protéines de type BolA sont également susceptibles de se lier à 

d’autres protéines, notamment celles impliquées dans la régulation du fer. Les protéines de type 

BolA peuvent former un hétérodimère avec les Glutarédoxines aussi appelés Grx. Les 

glutarédoxines sont des protéines d’oxydoréductions qui interviennent comme transporteurs 

d’électrons et agissent sur des cluster Fe-S. Les protéines Fer-Soufre sont impliquées dans de 

nombreux processus cellulaires tels que le métabolisme du fer, de l’ADN, de l’ARN ainsi que 

dans la réponse au stress. Ces glutarédoxines forment un pont [2Fe-2S] au niveau d’une 

Histidine/Cystéine conservée chez les protéines de type BolA. Une fois formés, ces complexes 

peuvent fournir des électrons aux accepteurs d’électrons qui en ont besoin. Lorsque ces 

électrons sont transférés, ces glutarédoxines sont oxydées et le complexe BolA-Grx n’existe 

plus. Grx devra être à nouveau réduite par le glutathion pour pouvoir former un nouveau 

complexe et agir sur de nouveaux cluster Fe-S (Dlouhy et al., 2016; Li et al., 2012; Talib & 

Outten, 2021). 

Les protéines de type BolA présentent une structure secondaire semblable qui est αββααβα. β1 

et β2 sont antiparallèles, et β3 est parallèle à β2 (Figure 2.13) (Kasai et al., 2004). Au sein de ces 

protéines de type BolA, un motif HCH (Hélice-Coude-Hélice) conservé chez les protéines de 

type BolA est retrouvé. Ce motif qui peut être différent entre homologues, permet à ces 

protéines de se lier à l’ADN et de réguler l'expression de différents gènes (Figure 2.13) (Aldea 

et al., 1989; Kasai et al., 2004; Mil-Homens et al., 2018).  

 

 

Figure 2.13 Alignement de la protéine BolA provenant d’E. coli et de S. typhimurium. 

Ces deux homologues se ressemblent étroitement. La structure secondaire propre aux protéines de type 
BolA est retrouvée dans les deux espèces. Le motif HCH au sein des deux homologues est déjà connu (Mil-
Homens et al., 2018). 
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2.3.2 La protéine BolA d’E. coli est le régulateur le plus caractérisé au sein de cette 
famille  

Initialement mise en évidence chez Escherichia coli pour entraîner la formation de bactéries de 

forme ronde une fois surexprimée, elle porte depuis le nom de BolA (traduction du mot 

« boule » en espagnol). Cette protéine a été reconnue comme un régulateur transcriptionnel 

important à la survie bactérienne, s’exprimant naturellement en phase stationnaire ou dans des 

conditions non favorables au développement bactérien (Santos et al., 1999). La protéine BolA 

d’E. coli est composée de 107 acides aminés pour une masse de 12,3 kDa.  

Cette protéine présente une structure secondaire typique des protéines de type BolA, et la 

séquence de son motif HCH qui a déjà été identifiée est FTGERFL (Figure 2.13 et 2.14) (Kasai 

et al., 2004) 

 

 

Figure 2.14 Prédiction AlphaFold de la protéine BolA d’E. coli (Code PDB 2DHM) 

Les bases de données de l’European Bioinformatics Institute comprennent de nombreuses structures 
protéiques qui sont prédites automatiquement, et la protéine BolA d’E. coli en fait partie. Un score de 
confiance entre 0 et 100 est attribué à chaque résidu. La plupart des résidus montrent un score de plus de 
90. (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 

 

Il a également été montré que la forme stable de BolA c’est-à-dire sa forme active correspond à 

une forme phosphorylée. Lorsque ce n’est pas le cas, BolA est sous forme dimérique. Chez 

l’entérocoque, certains des acides aminés phosphorylés sont retrouvés dans le domaine de 

liaison à l’ADN. Un dysfonctionnement de la protéine est une conséquence de mutations au 

niveau de certains de ces acides aminés (Galego et al., 2021). 

Le gène bolA montre en son amont deux promoteurs, un promoteur faible qui s’exprime de 

manière constitutive appelé bolA2p, ainsi qu’un promoteur principal bolA1p régulé par le taux de 
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croissance. L'expression de ce dernier promoteur « boîte de vitesse » est conduite par le 

facteur sigma S qui montre une activité inversement dépendante du taux de croissance. Dans 

des conditions optimales de croissance, la transcription du gène bolA est placée sous le 

contrôle du facteur sigma σ70 (house-keeping). Mais dans des conditions de stress, le gène 

bolA est transcrit en présence du facteur sigma σs (Aldea et al., 1989; Santos et al., 1999; 

Yamamoto et al., 2000). Le facteur σs codé par le gène rpoS est nécessaire à l'induction de 

nombreux gènes impliqués dans la réponse au stress chez E. coli (Adnan et al., 2011). 

Également, une liaison directe de la protéine cytoplasmique OmpR phosphorylée au niveau de 

la région promotrice du gène bolA a rapporté une répression de l’expression du régulateur 

(Moreira et al., 2011; Yamamoto et al., 2000). Concernant la régulation post-transcriptionnelle 

du gène bolA, la RNase III et la poly(A) polymérase (PAPI) ont montré une implication dans la 

dégradation de son ARNm (Acide Ribonucléique messager) (Arraiano et al., 2010; Santos et al., 

2006) 

Les bactéries sont des êtres vivants capables de s’adapter de manière rapide et efficace aux 

différentes formes de stress. Le stress cellulaire peut induire chez les bactéries des adaptations 

physiologiques ainsi que moléculaires et ces réponses au stress comprennent de nombreux 

mécanismes afin d’assurer la survie bactérienne (Dressaire et al., 2015). Il a été montré chez E. 

coli que dans différentes conditions de stress, comme un choc thermique, un stress acide, 

oxyde ou dans des conditions de carence en carbone, le promoteur bolA1p est activé afin 

d’induire une réponse permettant de protéger la cellule (Figure 2.15) (Guinote et al., 2014; 

Santos et al., 1999).  
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Figure 2.15 Activité du promoteur bolA1p chez E. coli 

Le promoteur « boîte de vitesse » bolA1p est régulé par certaines formes de stress chez E. coli (Santos et al., 
2002). 

 

Face à ces différentes formes de stress, la protéine BolA y répond en activant et en réprimant 

certains gènes dans le but de protéger la cellule, et tout d’abord par le renforcement de 

l’enveloppe. Il a été décrit que la surexpression de BolA est liée à une augmentation de la 

résistance de la paroi face aux agents toxiques tels que les détergents et les antibiotiques 

(Heidrich et al., 2002). BolA régit le ratio entre les protéines OmpC et OmpF, modulant la 

perméabilité membranaire. Ce sont des porines présentes dans la membrane externe, 

permettant le passage de solutés à partir du milieu extracellulaire. OmpF montre une meilleure 

perméabilité que OmpC. Ainsi, en conditions défavorables, la production de OmpC va dépasser 

celle de OmpF et l’échange de solutés, dont ceux qui sont nocifs pour la cellule, va être limité. 

(Freire et al., 2006; Nikaido, 1993; Vieira et al., 2004; Yamamoto et al., 2000).  

Une autre façon d’assurer la survie bactérienne en conditions de stress correspond à la 

formation de structures complexes appelées biofilms. Ces communautés multidimensionnelles 

et dynamiques peuvent se développer au sein de divers environnements au sein desquelles les 

cellules adhèrent de manière permanente à une surface par le biais de polymères 

extracellulaires (Hall-Stoodley & Stoodley, 2002; Magana et al., 2018). Les réseaux formés au 

sein des biofilms confèrent aux bactéries la capacité d'échapper aux menaces 

environnementales telles que les antimicrobiens, les antibiotiques, les détergents et les 
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mécanismes de défense de l'hôte (Freire et al., 2006; Lebeaux et al., 2013). Des structures de 

surface cellulaire telles que les adhésines, les pili, les lipopolysaccharides (LPS) ainsi que les 

molécules sécrétées comme l’ADN sont impliquées dans la formation des biofilms chez de 

nombreuses espèces bactériennes (Freire et al., 2006; Klausen et al., 2003; O'Toole et al., 

2000). La dispersion est accomplie si le biofilm ne peut plus se développer correctement grâce 

à la synthèse de flagelles afin d’atteindre de nouvelles surfaces propices au développement 

bactérien (Figure 2.16)  (Klausen et al., 2003; Van Houdt & Michiels, 2005).  

 

 

 

Figure 2.16 Différentes étapes de la formation d’un biofilm  

Tandis que la phase d’adhésion nécessite l’arrêt de la synthèse des flagelles et l’activation d’adhésines, 
l’inverse est nécessaire pour la phase de dispersion. 

 

Il a été montré que la protéine BolA est impliquée dans la formation de biofilms chez 

l’entérobactérie E. coli mais également chez Pseudomonas fluorescens ou Chlamydomonas 

reinhardtii. Sa surexpression implique la production de fimbriae-like adhesins, de curli et d’exo-

polysaccharides, tous nécessaires à l’adaptation bactérienne vers la forme sessile (Adnan et 

al., 2010; Dressaire et al., 2015; Koch & Nybroe, 2006; Vieira et al., 2004). Lors de la formation 

d’un biofilm, l’assemblage des flagelles est arrêté. La surexpression de bolA a montré une 

répression de régulateurs transcriptionnels flagellaires (flhDC). De plus, cet arrêt de la synthèse 

des flagelles médié par BolA est associée à une augmentation de la synthèse d’adhésines (Otto 

& Hermansson, 2004) (Dressaire et al., 2015; Pratt & Kolter, 1998; Prigent-Combaret et al., 

2000).  

Enfin, une autre manière de survivre en cas de stress consiste à réduire la surface en contact 

avec l’environnement. Chez E. coli, ce processus médié par BolA correspond au passage de la 
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forme allongée à la forme ronde (Figure 2.17). C’est pour cette raison que la protéine BolA est 

appelé « morphogène » (Santos et al., 1999).  

 

 

 

Figure 2.17 La protéine BolA module la morphologie chez E. coli 

Obtenues par microscopie électronique à balayage, les trois images du haut correspondent à la souche 
sauvage. Les trois images du bas montrent l’entérocoque lorsque la protéine BolA aussi appelée 
« morphogène » est surexprimée. Les flèches en rouge montrent la présence de fimbriae liées à la 
surexpression de BolA (Dressaire et al., 2015). 

 

Cette manière de réduire la surface en contact avec l’environnement est régie par une 

modification de la morphologie ainsi que de l’enveloppe. Cette modification est médiée par une 

voie complexe qui intègre les protéines PBP5, PBP6 (Penicillin Binding Protein) et MreB 

appartenant à la machinerie d’élongation (Freire et al., 2009; Lange & Hengge-Aronis, 1991). La 

machinerie d’élongation permet la synthèse de peptidoglycane lors de l’élongation cellulaire 

précédant la division (Figure 2.18). Cette machinerie est retrouvée dans tous les bacilles, 

cependant elle n’est pas retrouvée chez les coques, sauf dans certains cas particuliers comme 

certains cocci du genre Neisseria dans lesquels la machinerie est encore présente. 
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Figure 2.18 Représentation de la machinerie d’élongation ainsi que de la machinerie de division au sein 
d’un bacille 

Lors de la division cellulaire, l’activité de la machinerie d’élongation diminue au profit de celle de la 
machinerie de division (Daitch & Goley). 

 

La protéine MreB possède une structure homologue à l'actine qui s’est révélée être importante 

dans la formation du cytosquelette des bacilles. Impliquée dans l’intégrité de la morphologie des 

bacilles, le dynamisme intracellulaire de MreB est expliqué par son association avec de 

l’adénosine-triphosphate, la membrane ainsi que d’autres composants de la machinerie 

d’élongation (Figure 2.18) (Knapp et al., 2022). En plus de faire partie des protéines impliquées 

dans la morphologie, MreB est retrouvée dans différents processus comme la division cellulaire 

ainsi que la ségrégation du chromosome bactérien (Awuni, 2019). 

Il a été tout d’abord été montré chez E. coli que la surexpression de la protéine BolA entraîne 

une diminution significative de la transcription de l’opéron mreBCD (Figure 2.19) (Aldea et al., 

1988; Freire et al., 2009). 
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Figure 2.19 L’expression de la protéine MreB mesurée par Western Blot dépend de la présence de la 
protéine BolA chez E. coli   

BolA réprime l’expression de la protéine MreB (Freire et al., 2009).  

 

Les protéines de liaison à la pénicilline sont des acteurs essentiels dans les mécanismes 

d'élongation et de division cellulaire. Par exemple chez E. coli, la protéine PBP2 est 

responsable de la synthèse de peptidoglycane lors de l’extension de la paroi latérale, et PBP3 

est spécifique à la production de peptidoglycane au niveau septal lors de la division cellulaire. 

(Aldea et al., 1989; Freire et al., 2009; Santos et al., 2002). La protéine BolA agit comme un 

activateur transcriptionnel des gènes dacA et dacC, qui codent respectivement pour les deux 

DD-carboxypeptidases PBP5 et PBP6. BolA active leur transcription en interagissant 

directement avec l’opérateur des promoteurs dacA et dacC. (Freire et al., 2009; Guinote et al., 

2011; Santos et al., 2002). Lorsque ces deux protéines sont indépendamment supprimées, 

aucun changement morphologique chez E. coli n’est observé (Figure 2.20). Mais une double 

suppression entraîne cependant la formation de cellules filamenteuses, rappelant l’incapacité 

de ces deux protéines à se substituer malgré leur forte homologie et leur rôle coopératif dans 

l’intégrité de la morphologie (Chowdhury et al., 2010; Nelson et al., 2002; Nelson & Young, 

2001). Dans les souches où les gènes pbp5 ou pbp6 sont individuellement supprimés, la 

formation de bactéries de forme ronde peut être observée uniquement lorsque la protéine BolA 

est surexprimée. Ce phénotype n’est cependant pas retrouvé avec la double délétion des pbp5 

et 6, montrant un lien coopératif entre BolA et ces deux PBP (Figure 2.20) (Santos et al., 2002).  
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Figure 2.20 Changements de la morphologie chez E. coli en lien avec les PBP5 et 6 et BolA 

Il existe un lien étroit entre les PBP 5, 6 et BolA chez E. coli dans le contrôle de la morphologie. La barre 
d’échelle indique 2 µm (Santos et al., 2002).   

 

Il est également intéressant de noter que les niveaux d’expression du gène mreB sont plus 

faibles lorsque les gènes pbp5 ou pbp6 sont singulièrement supprimés que lorsque les deux 

gènes sont supprimés ensemble (Figure 2.21) (Freire et al., 2009; Santos et al., 2002). 

L’expression de MreB pourrait donc être influencée par PBP5 et/ou PBP6. Il y aurait donc une 

régulation concertée entre la machinerie de polymérisation du peptidoglycane et les 

mécanismes impliqués dans la morphologie cellulaire (Freire et al., 2009; Guinote et al., 2011). 

La protéine BolA jouerait donc chez E. coli un rôle central dans un réseau complexe de 

régulation de la morphologie et de l’élongation cellulaire incluant PBP5, PBP6, MreB et peut 

être d’autres acteurs non encore identifiés. (Freire et al., 2009; Guinote et al., 2011).  
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Figure 2.21 L’expression de MreB chez E. coli est médiée par BolA et des PBP5 et 6  

La suppression des gènes pbp5, pbp6 et des deux en même temps diminuent l’expression de MreB. Ces 
résultats sont accentués par la surexpression de BolA. Dans chacune des conditions testées ici, 
l’expression de MreB a été normalisée avec celle du facteur d’élongation EF-Tu. La quantification de MreB en 
condition normale n’est pas représentée (Guinote et al., 2011). 

 

Un de ces acteurs pourrait être la protéine FtsZ (Filamenting temperature-sensitive mutant Z) 

qui est une protéine de type tubuline. Cette protéine forme une structure dynamique en forme 

d'anneau au milieu de la cellule qui initie l'assemblage du divisome et permet ainsi la 

constriction cellulaire (Margolin, 2005). Avant la division cellulaire, la synthèse de 

peptidoglycane latérale diminue au profit de la synthèse de peptidoglycane polaire afin d’initier 

la formation du septum de division (Mirelman et al., 1977). Ce processus est ordonné par un 

complexe impliquant de nombreuses protéiques comme FtsW, FtsA, ZipA et PBP3 (Randich & 

Brun, 2015) (Krupka et al., 2018). Lorsque la protéine BolA est simplement surexprimée, une 

augmentation de l’activité de PBP5 et 6 sont observées, produisant une augmentation des 

pentapeptides au sein de la paroi latérale (Chowdhury et al., 2010; Santos et al., 2002). Lors de 

la division cellulaire, PBP3 est responsable de la synthèse de peptidoglycane polaire. Mais 

PBP3 nécessite des pentapeptides lors de la synthèse du peptidoglycane polaire (Castanheira 

et al., 2018). Lorsque FtsZ est perdu, le recrutement des acteurs de la division est empêché, 

perturbant la formation du divisome. Ainsi, des défauts de la constriction cellulaires sont 

présents (Aldea et al., 1988; Castanheira et al., 2017). Et lorsque la protéine BolA est 

surexprimée en plus de la perte de FtsZ, l’assemblage du divisome est d’une part perturbée, 

mais PBP3 est incapable de synthétiser la paroi septale, rendant impossible la formation de 

bactéries de forme ronde (Figure 2.22). La protéine FtsZ pourrait donc être un nouvel acteur 
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protéique parmi MreB, PBP5 et 6 et BolA dans la morphologie bactérienne (Aldea et al., 1988; 

Castanheira et al., 2017).  

 

 

Figure 2.22 La perte du gène ftsZ associée à la surexpression de la protéine BolA empêche la formation 
de bactéries rondes.  

La protéine FtsZ semble être un nouvel acteur dans la morphologie bactérienne. La barre d’échelle indique 
10 µm (Aldea et al., 1988). 

 

2.3.3 La protéine IbaG est un homologue de la protéine BolA impliqué dans le stress et 
la morphologie 

Des homologues appartenant aux protéines de type BolA sont retrouvés chez de nombreux 

êtres vivants. Un d’entre eux a également été retrouvé chez Escherichia coli, et qui a montré 

une nouvelle fois un rôle dans la réponse face au stress et dans l’intégrité de l’enveloppe. Cette 

protéine initialement nommée yrbA a été renommée ibaG pour « Influenced By Acid Gene » 

notamment pour son expression naturelle en condition de stress acide (Guinote et al., 2012; 

Takamatsu et al., 1999).  

Chez Escherichia coli, la protéine IbaG est constituée de 84 acides aminés pour une masse de 

9,66 kDa (Figure 2.23). C’est également un régulateur de réponse qui partage la même 

structure secondaire que son homologue BolA. La séquence correspondant à son motif HCH 

n’a été identifié que chez V. cholerae et comprend les résidus FADMSRV (Fleurie et al., 2019). 
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Figure 2.23 Prédiction AlphaFold de la structure de la protéine IbaG d’E. coli (Code PDB 1NY8) 

Les bases de données de l’European Bioinformatics Institute comprennent de nombreuses structures 
protéiques qui sont prédites automatiquement, et la protéine IbaG d’E. coli en fait partie. Un score de 
confiance entre 0 et 100 est attribué à chaque résidu. La plupart des résidus montrent un score entre 90 et 
100. (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 

 

IbaG est également placée sous le contrôle du facteur σ70 mais cette protéine ne régule pas les 

mêmes gènes (Guinote et al., 2012). Le gène ibaG est situé en amont du gène essentiel murA, 

impliqué dans la synthèse des précurseurs de la muréine à partir d’acide N-acétylglucosamine 

et de phosphoénoylpyruvate (Figure 2.24) (Brown et al., 1995). ibaG est cotranscrit avec murA, 

suggérant qu’ibaG possède un rôle dans la synthèse de la muréine (Guinote et al., 2012). Le 

gène ibaG est situé en aval du locus mlaBCDEF (Figure 2.24). Ce locus code pour un système 

de transport ABC (ATP Binding Cassette transporter) dont la fonction est d’empêcher 

l’accumulation de phospholipides au niveau de la paroi externe des bactéries Gram négatives 

(Fleurie et al., 2019; Guinote et al., 2012; Malinverni Juliana & Silhavy Thomas, 2009). 
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Figure 2.24 Position du gène ibaG au sein du génome d’E. coli  

Le contexte génomique d’ibaG est identique entre E. coli et V. cholerae. Chez le colibacille, le gène ibaG est 
cotranscrit avec murA (Fleurie et al., 2019). 

  

Un homologue de la protéine IbaG d’E. coli est retrouvé chez Vibrio cholerae et porte le même 

nom. Ces deux protéines partagent également une position relative identique par rapport aux 

gènes alentour (Figure 2.24). Cependant, les conséquences d’une suppression d’ibaG ne sont 

pas les mêmes entre les deux souches (Fleurie et al., 2019).  

Chez E. coli, la suppression du gène ibaG entraîne une diminution significative de la croissance 

bactérienne en condition de stress acide (Fleurie et al., 2019; Guinote et al., 2012). Chez V. 

cholerae, ibaG répond au stress acide mais confère également une protection contre d’autres 

molécules stressantes pour la cellule. En effet, la résistance face à des molécules ayant pour 

cible la paroi, la membrane plasmique ainsi que la synthèse protéique diminue lorsque le gène 

ibaG est supprimé (Fleurie et al., 2019). Uniquement démontré chez V. cholerae, la protéine 

IbaG est capable de contrôler la morphologie cellulaire ainsi que l’intégrité de l’enveloppe. En 

effet si cette protéine est supprimée, un allongement des cellules peut être observé (Figure 

2.25) (Fleurie et al., 2019; Guinote et al., 2012). 
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Figure 2.25 IbaG est impliqué dans l’intégrité de l’enveloppe et dans la morphologie chez V. cholerae 

Lorsque ibaG est supprimé chez V. cholerae, un allongement des cellules ainsi que des défauts 
morphologiques sont observés. Le phénotype sauvage est retrouvé en surexprimant le gène. La barre 
d’échelle indique 2 µm (Fleurie et al., 2019).  

 

 

Pour comprendre comment IbaG contrôle l’enveloppe chez V. cholerae, les différents gènes 

que cette protéine régule ont été identifiés (Figure 2.26). 

 

 

Figure 2.26 Gènes régulés par IbaG chez V. cholerae  

Un tiers des gènes régulés par IbaG chez V. cholerae correspondent à des gènes impliqués dans la 
biogenèse de l’enveloppe, de la paroi et de la membrane (Fleurie et al., 2019).  
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Chez V. cholerae, IbaG régit l’enveloppe à travers la régulation de gènes impliqués dans 

l’intégrité de la paroi, de la membrane et dans la synthèse de peptidoglycane, dont les gènes 

mlaBCD, pbp1A et lpoA (Fleurie et al., 2019). Décrit plus tôt, il a été montré qu’une suppression 

du locus mlaBCD chez Haemophilus influenzae impacte son processus d’infection, en modifiant 

l’asymétrie de sa membrane (Fernández-Calvet et al.). PBP1A est une enzyme de la paroi qui 

possède une activité glycosyltransférase et transpeptidase formant un complexe avec la 

protéine LpoA, une lipoprotéine de la membrane externe. Ces deux protéines ont d’ailleurs déjà 

montré une coopération dans l’homéostasie de la paroi de V. cholerae (Dörr et al., 2014; Yin et 

al., 2020). La suppression du gène ibaG entraîne en aval une perturbation de nombreux acteurs 

de l’intégrité de l’enveloppe, montrant l’importance de cet homologue dans la paroi et la 

membrane. 
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3 HYPOTHESE ET OBJECTIFS 

Les Neisseria ont subi de nombreux changements au cours de leur évolution. Ces 

changements ont été orchestrés dans l’objectif de s’adapter et de trouver de nouvelles niches 

écologiques propices à leur développement. Dans le cas des Neisseria habitant le 

nasopharynx, ce besoin de s’adapter est dû aux pressions du système immunitaire du 

nasopharynx et aussi aux nouvelles conditions physico-chimiques retrouvées dans cet 

écosystème. Chez ces bactéries, nous avons détecté des modifications de l’enveloppe 

expliquées par un changement de la morphologie et par la perturbation de nombreux 

mécanismes associés à l’élongation et à la division cellulaire. Ces modifications cellulaires sont 

dues à des événements génétiques naturellement sélectionnés jusqu’à ce que de nouvelles 

espèces réussissent à s’adapter à de nouvelles niches écologiques (Lenski, 2017). Cependant, 

dans ces processus d’adaptations, de nombreux échanges génétiques sont réalisés et 

l’acquisition de facteurs de virulence peut conduire à l’apparition de pathogènes, comme N. 

meningitidis ou N. gonorrheae. Ces événements génétiques correspondent à divers 

événements de suppressions et d’insertions de gènes. Concernant les événements génétiques 

liés à la divergence des bacilles et des coques, c’est la suppression d’un gène nommé yacF qui 

a été trouvée. Mais la reconstitution de cet événement dans un bacille de forme ancestrale n’a 

pas permis de reconstituer l’évolution. C’est pour cette raison que le laboratoire du Pr. Veyrier 

s’est intéressé à l’apparition de changements d’acides aminés dans les protéines. 

C’est ainsi que la protéine de type BolA nommé BolA1 a été trouvée. Cette protéine a été jugée 

intéressante dans la recherche des derniers acteurs de la transition morphologique car cette 

protéine a subi une mutation que toutes les espèces en forme de coque possèdent mais 

qu’aucune espèce en forme de bâtonnet ne possède. La mutation acquise par la protéine BolA1 

au niveau du motif de fixation à l’ADN aurait pu perturber son activité et ainsi participer à la 

transition morphologique. L’idée de travailler avec la protéine BolA1 est donc issue de l’objectif 

de trouver les acteurs non identifiés afin d’expliquer l’adaptation des Neisseria au nasopharynx 

et indirectement dans leur évolution vers la pathogénicité. Et c’est au cours de cette étude qu’un 

autre homologue, BolA2, a été identifié. Chez les Neisseria, nous ne connaissons pas le rôle 

des protéines BolA1 et BolA2. En vue des nombreux rôles connus chez les protéines de type 

BolA dans le vivant et de leur divergence phylogénétique avec les autres protéines de type 

BolA, il n’est pas possible de déterminer à l’avance le rôle des protéines BolA1 et BolA2. En se 

basant sur le rôle connu de la protéine BolA chez E. coli dans la régulation de la machinerie 
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d’élongation dont les gènes MreB et certaines PBP, le laboratoire a supposé que la mutation 

acquise par la protéine BolA1 chez les Neisseria aurait pu avoir un impact sur l’activité de la 

machinerie d’élongation avant sa perte naturelle. Bien que BolA2 n’ait pas montré de lien avec 

la transition morphologique des Neisseria, il nous a paru important d’apporter notre savoir et 

nos expériences afin d’étendre la littérature des protéines de type BolA dans ce genre 

bactérien.  

Nous avons également choisi de travailler sur le modèle bactérien en forme de bâtonnet N. 

elongata qui a déjà servi de modèle dans de précédentes recherches sur la transition 

morphologique des Neisseria (Veyrier et al., 2015).  

Ainsi mon hypothèse est que les homologues de BolA retrouvés chez N. elongata appelés 

BolA1 et BolA2 régulent la transcription de gènes impliqués dans la synthèse du peptidoglycane 

ou de l’enveloppe chez Neisseria elongata. Pour répondre à cette hypothèse, deux objectifs ont 

été mis au point. Le premier objectif consiste dans un premier temps à supprimer de manière 

indépendante les gènes bolA1 et bolA2 du bacille N. elongata et dans un deuxième temps, à 

complémenter ces gènes grâce à une méthode de modifications génétiques non marquées que 

nous avons récemment mise au point et publiée dans le « Canadian Journal of Microbiology ». 

La particularité de cette méthode est de réaliser grâce à la recombinaison homologue de 

nombreuses modifications (insertions, suppression et substitutions) à la suite dans une même 

souche sans laisser de gène de résistance à la fin de l’expérience. A la suite de ces 

modifications génétiques, le deuxième objectif consiste à caractériser les deux gènes bolA1 et 

bolA2 chez N. elongata. A partir des souches issues du premier objectif, je souhaite découvrir 

les gènes régulés par bolA1 et bolA2 par séquençage des ARN grâce à la technologie Illumina. 

Ensuite, je souhaite vérifier par MET (Microscopie Electronique à Transmission) si ces résultats 

transcriptomiques sont liés à de possibles changements de la morphologie. 
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4 MATERIEL ET METHODES 

4.1 Souches bactériennes, plasmides et amorces 

4.1.1 Souches bactériennes 

Cette étude a été réalisée sur N. elongata subsp. glycolytica ATCC 29315, un bacille 

appartenant au genre Neisseria et à la famille des Neisseriaceae. Cette espèce est le modèle 

de forme ancestrale qui a déjà été utilisé dans l’étude de l’évolution de la morphologie des 

symbiotes résidant dans le nasopharynx menée par Frédéric Veyrier en 2015. Cette espèce est 

une bactérie commensale de la cavité buccale de l’être humain. Elle n’est donc pas pathogène. 

Son génome complet constitué de 2 256 647 pb (paires de bases) est retrouvé dans les bases 

de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI). Ce génome annoté N. 

elongata subsp. glycolytica ATCC 29315 a été séquencé en 2015 grâce à la technologie de 

séquençage PacBio. A partir de cette souche, différents mutants ont été créés à l’aide de 

différents plasmides transformés et insérés dans le génome par double recombinaison 

homologue (Tableau 4.1).  
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Tableau 4.1 Souches utilisées lors de ce projet 

Nom de la souche  Détails  Références 

N. elongata subsp. 

glycolytica ATCC 29315  

Souche sauvage de N. elongata. (Veyrier et al., 2015) 

N. elongata : rpsL*  Souche de N. elongata résistante à la 

streptomycine. Elle est nécessaire à notre 

méthodologie de modifications génétiques 

non-marquées. 

(Nyongesa et al., 

2022a) 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1  Suppression du gène bolA1 chez N. elongata 

: rpsL*. 

Cette étude. 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : 

RPLK 

Insertion de la cassette de sélection RPLK 

chez N. elongata : rpsL* ∆bolA1. La 

résistance à la streptomycine est perdue 

mais une résistance à la kanamycine est 

acquise. 

Cette étude. 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : 

porBp-bolA1Nm  

Surexpression du gène bolA1Nm (N. 

meningitidis) chez N. elongata : rpsL ∆bolA1. 

L’insert remplace la cassette RPLK et la 

souche retrouve sa résistance à la 

streptomycine. 

Cette étude. 

N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: 

RPCC 

Suppression du gène bolA2 chez N. 

elongata : rpsL. La cassette RPCC remplace 

le gène bolA2. 

(Nyongesa et al., 

2022a) 

N. elongata : rpsL* ∆bolA2  Suppression non marquée du gène bolA2 

chez N. elongata : rpsL. La cassette RPCC a 

été perdue. 

(Nyongesa et al., 

2022a) 

N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: 

bolA2 

Complémentation du gène bolA2 chez N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2. 

(Nyongesa et al., 

2022a) 

4.1.2 Plasmides  

Afin de créer les différents mutants chez N. elongata, différents plasmides ont été créés ou 

synthétisés par l’entreprise Biobasics (Tableau 4.2).  
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Tableau 4.2 plasmides utilisés lors de ce projet 

Nom du plasmide  Détails  Références 

pUC57 : 5’3’bolA1Ne : Ery Suppression du gène bolA1 chez N. elongata : 

rpsL*. Ce dernier est remplacé par un gène de 

résistance à l’érythromycine. 

Cette étude. 

pUC57 : 5’3’Ne : RPLK Insertion de la cassette de sélection RPLK chez 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1.  

Cette étude. 

pUC57 : 5’3’Ne : porBp-

bolA1Nm 

 

Surexpression du gène bolA1 de N. meningitidis 

chez N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : RPLK. Ce gène 

s’insère à la place de la cassette RPLK. 

Cette étude. 

pUC57 : 5’3’bolA2Ne : 

RPCC 

Suppression du gène bolA2 chez N. elongata : 

rpsL. Ce dernier est remplacé par la cassette de 

sélection RPCC. 

(Nyongesa et al., 

2022a) 

pUC57 : 5’3’bolA2Ne Suppression non marquée du gène bolA2 chez N. 

elongata : rpsL ∆bolA2 :: RPCC. Permet d’enlever 

la cassette RPCC. 

(Nyongesa et al., 

2022a)  

4.1.3 Amorces  

L’utilisation de plusieurs couples d’amorces a ensuite permis de vérifier les différentes souches 

nouvellement formées par Polymerisation Chain Reaction (PCR). Certaines amorces ont permis 

également de créer différents inserts pour les complémentations (Tableau 4.3).  
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Tableau 4.3 Amorces utilisées lors de ce projet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Couple d’amorces Utilisation  Références 

BolA1_Ne_F  Ces deux paires d’amorces permettent de vérifier 

l’absence du gène bolA1 chez N. elongata : rpsL* ∆bolA1 

Cette étude. 

BolA1_Ne_R 

5’BolA1_Ne_F  

3’BolA1_Ne_R 

BolA2_Ne_F  Vérification de l’absence du gène bolA2 chez N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2 :: RPCC et N. elongata : rpsL* 

∆bolA2. Permettent également de vérifier la 

complémentation de bolA2 dans la souche N. elongata : 

rpsL* ∆bolA2 :: bolA2 

(Nyongesa et al., 

2022a) BolA2_Ne_R 

5’BolA2_Ne_F  

3’BolA2_Ne_R 

BolA1_Nm_F  Vérification de l’insertion du gène bolA1Nm chez N. 

elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm 

Cette étude. 

BolA1_Nm_R 

PorB_F_BglII Amplification du promoteur porBp de N. meningitidis avec 

une portion du gène bolA1Nm en 3’. L’amorce 

PorB_F_BglII permet également de fusionner cet 

amplicon avec celui décrit ci-dessous  

Cette étude. 

PorBBolA1_Nm_R 

PorB_BolA1_Nm_F Amplification du fragment correspondant au gène bolA1 

de N. meningitidis avec une portion du promoteur porBp  

en 5’. L’amorce BolA1_Nm_BglII_R permet également de 

fusionner ce fragment avec celui de la ligne ci-dessus 

pour obtenir le gène doté du promoteur porBp. 

Cette étude. 

BolA1_Nm_BglII_R 
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4.2 Préparation de milieux de cultures 

4.2.1 Généralités 

Les souches d’E. coli DH5α utilisées lors de ce projet sont cultivées dans du milieu Lysogeny 

broth (LB). Le milieu LB est un milieu nutritif composé pour un litre d’eau distillée de : 10 g de 

NaCl, 10 g de tryptone et 10 g d’extrait de levure. Pour du milieu solide, 10 g d’agar sont 

rajoutés.  

Neisseria elongata a été cultivée sur un milieu GCB (GonoCoccal Base) contenant les 

suppléments de Kellogg (Kellogg et al., 1963). Ce milieu permet la croissance de toutes les 

bactéries appartenant à la famille des Neisseriaceae, même les plus exigeantes. Ce milieu 

permet également d’absorber grâce à l’amidon, les métabolites toxiques sécrétés par les 

Neisseria (Chandler et al., 1974). Pour préparer du milieu GCB, 36 g d’une préparation du 

fournisseur Oxoid (GC AGAR BASE CM0367) sont dissous dans un litre d’eau distillée. Le 

mélange contient 15 g de protéose peptone, 5 g de chlorure de sodium (NaCl), 4 g 

d’hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4), 1 g de phosphate de potassium monobasique 

(KH2PO4) et d’1 g d’amidon de maïs. Pour du milieu solide, 10 g d’agar-agar sont rajoutés. Les 

suppléments de Kellogg sont composés de deux préparations. Le premier supplément contient 

pour un litre d’eau distillée : 208 g de glucose, 5,2 g de L-glutamine et 10,4 mg de 

cocarboxylase. Dans le deuxième supplément, 300 mg de nitrate ferrique non hydraté sont 

ajoutés dans 60 mL d’eau distillée. Le milieu GCB est stérilisé sans suppléments en 

l’autoclavant, tandis que les suppléments sont filtrés (0,22 µm), du fait qu’ils sont sensibles à la 

chaleur. Le milieu GCB supplémenté final contient 1 % du supplément 1 et 0,1 % du 

supplément 2.  

 

4.2.2 Agents de sélection 

Lors de la sélection des mutants, il est nécessaire d’utiliser des milieux contenant un ou 

plusieurs marqueurs de sélection. La concentration est différente selon l’espèce étudiée 

(Tableau 4.4).  
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Tableau 4.4 Agents de sélection et différentes concentrations utilisés lors de ce projet 

Agent de sélection Concentration initiale Concentration finale  

(N. elongata) 

Concentration 

finale (E. coli) 

Chloramphénicol 25 mg/mL 5 µg/mL 25 µg/mL 

Erythromycine 50 mg/mL 3 µg/mL 10 µg/mL 

Kanamycine 100 mg/mL 100 µg/mL 50 µg/mL 

Streptomycine 100 mg/mL 100 µg/mL - 

X-Gal 20 mg/mL 20 µg/mL 20 µg/mL 

 

4.3 Manipulation des souches 

4.3.1 Conservation des souches 

Les différentes souches de Neisseria elongata créées lors de ce projet ont été stockées à -

80 °C afin de maintenir la viabilité des cellules pour les expériences futures. Les basses 

températures permettent d’arrêter toutes réactions biologiques et de préserver les cellules. Pour 

éviter les dommages causés par le froid, un agent cryoprotecteur va être utilisé. Ainsi afin de 

conserver les différentes souches, du milieu GCB liquide contenant 15 % de glycérol a été 

utilisé. 

 

4.3.2 Incubation et manipulation des souches 

Pour la transformation des cellules d’E. coli DH5α compétentes avec des plasmides (Chan et 

al., 2013), la méthode par choc thermique a été utilisée. Les cellules sont préalablement 

rendues compétentes par traitement chimique à l’aide d’une solution de CaCl2. Une fois les 

bactéries transformées avec 100 ng d’ADN plasmidique, ces dernières ont été cultivées sur 

milieu LB avec le marqueur de sélection approprié. Les plasmides ont ensuite été extraits grâce 

au kit de QIAprep Spin Miniprep Kit du fournisseur QIAGEN. Avant d’être transformés chez les 

Neisseria, les plasmides extraits sont linéarisés par l’enzyme de restriction ScaI fournie par 

l’entreprise New England Biolab (NEB). Cette enzyme coupe une unique fois sur les plasmides 

pUC57 en dehors des régions recombinantes afin de faciliter les transformations. 

Pour la manipulation des souches de Neisseria, celles-ci ont été mises en culture sur milieux 

gélosés avec ou sans agents sélectifs puis été incubées toute une nuit (16 à 18 heures) à 37 °C 

sous atmosphère humide contenant 5 % de CO2 (Dioxyde de Carbone). Les Neisseria 

pathogènes comme N. meningitidis et N. gonorrhoeae utilisées dans le laboratoire sont 

classées dans le groupe de risque 2 dans la classification des agents biologiques. Bien que N. 
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elongata ne soit que dans le groupe de risque 1, toutes les manipulations impliquant des 

espèces de Neisseria sont réalisées dans un laboratoire de sécurité biologique de niveau 2 

avec des règles de biosécurités strictes et définies. La transformation des souches de Neisseria 

est facilitée par leur compétence naturelle et l’usage de la recombinaison homologue. Au cours 

de ce projet, les transformations ont été réalisées en déposant environ 1 µg d’ADN à 

transformer sur un étalement frais de la bactérie à modifier sur GCB + MgCl2 (Chlorure de 

Magnésium), qui facilite la capacité des cellules à récupérer l’ADNe (Chan et al., 2013). Après 6 

heures d’incubation à 37°C et à 5 % de CO2, les bactéries en contact avec l’ADN ont été 

récupérées puis étalées sur le milieu de culture sélectif. 

 

4.4 Analyses in silico 

4.4.1 Prédictions de structures protéiques AlphaFold  

Nous avons eu besoin des structures protéiques des différentes protéines de type BolA 

étudiées au sein de ce projet. Au sein de la base de données de l’European Bioinformatics 

Institute, la prédiction de la structure des protéines dont nous avions besoin y figuraient. Ces 

structures sont prédites grâce à l’intelligence artificielle AlphaFold qui permet de visualiser en 

trois dimensions n’importe quelle structure protéique à partir de sa séquence d’acides aminés. 

Un score de confiance situé entre 0 et 100 est attribué pour chaque acide aminé placé en 3D au 

sein de d’une prédiction. (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 

 

4.4.2 Prédictions de structures secondaires 

A partir des séquences protéiques des différentes protéines étudiées au sein de ce projet, nous 

avons été capables de prédire les différentes structures secondaires (hélices et feuillets) afin de 

premièrement, les comparer aux structures secondaires des protéines BolA connues du vivant, 

et deuxièmement, afin de déterminer la séquence correspondant au motif HCH des protéines 

BolA1 et BolA2 de N. elongata, et de la protéine BolA1 de N. meningitidis. Ces prédictions ont 

été permises grâce à l’outil PSIPRED 4.0. Plus précisemment, l’analyse d’intêret est nommée 

« Predict Secondary Structure ». En plus d’être capable d’identifier les structures en hélice ou 

en feuillet, l’outil aurait été capable s’il y en avait, de trouver des peptides signals ou même 

d’autres domaines putatifs. (Jones & Thornton, 2022; Kandathil et al., 2022; Moffat et al., 2022).  
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4.4.3 Alignement de structures topologiques entre protéines 

A l’issu des prédictions AlphaFold des structures protéiques étudiées ici, nous avons voulu 

savoir si leur structure d’un point de vue topologique était semblables. L’outil US-Align 

(Universal Structural alignment) permet de fournir, entre deux protéines, un score nommé TM-

Score entre 0 et 1, qui indique la similarité topologique entre ces protéines. La valeur de 0 

indique une similarité inexistante et une valeur de 1, une similarité parfaite. Ce score dépend de 

la longueur des différentes séquences. Ainsi, lorsque que nous avons comparé deux protéines 

au sein de cette étude, la protéine de référence correspondait à la plus lourde (plus longue 

chaine peptidique) (Zhang et al., 2022). 

 

4.4.4 Alignements protéiques 

Grâce à l’outil MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation) accessible via le 

logiciel Mega version 11.0.13 pour Windows 10, nous avons réalisé de la phylogénie 

moléculaire dans le but de créer un arbre phylogénétique référençant un maximum 

d’homologues de type BolA. Nous avons souhaité comprendre les liens de parenté entre les 

protéines étudiées au sein de ce projet avec les autres protéines de type BolA du vivant 

(Tamura et al., 2021). 

Également, nous avons utilisé encore une fois l’outil MUSCLE afin de simplement comparer la 

séquence protéique des deux protéines de type BolA provenant de N. elongata avec la 

séquence de la protéine BolA1 de N. meningitidis, mais également avec la séquence des deux 

protéines de type BolA retrouvées chez l’entérocoque. Cet alignement plus simple que le 

précédent nous a servi à fournir un visuel sur ces séquences, notamment sur les motifs HCH et 

les potentiels sites de phosphorylation (Tamura et al., 2021). 

Enfin, nous avons mesuré à l’aide d’un BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool Program 

protein) l’identité entre chacune de ces séquences protéiques afin de comparer les résultats 

obtenus lors de l’alignement des structures topologiques (Altschul et al., 1990). 

 

4.4.5 Prédiction des potentiels sites de phosphorylation  

A partir des résultats de l’alignement via l’outil MUSCLE sur les différentes protéines de type 

BolA étudiées, nous avons prédit grâce à l’outil NetPhos 3.1 les potentiels sites de 

phosphorylation retrouvés au niveau de ces protéines. Nous avons réalisé cette analyse afin de 
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comprendre si la mutation A93K apparue au niveau de la protéine BolA1 au cours de la 

transition morphologique des Neisseria se situe proche d’un potentiel site de phosphorylation 

voir d’un motif HCH (Jones & Thornton, 2022; Kandathil et al., 2022; Moffat et al., 2022). 

 

4.5 Création de mutants 

4.5.1 Méthode marquée 

Afin de créer la souche N. elongata : rpsl* ∆bolA1, le plasmide pUC57 : 5’3’ BolA1Ne : Ery 

provenant du fournisseur Biobasic a été utilisé. Ce dernier est doté autour du gène de 

résistance à l’érythromycine de régions identiques aux régions entourant le gène bolA1 de N. 

elongata. L’usage de la recombinaison homologue a ainsi permis de supprimer le gène bolA1 

pour le remplacer par le marqueur de sélection. Le mutant correspondant à la souche N. 

elongata : rpsL* ∆bolA1 a été sélectionné sur milieu GCB avec de l’érythromycine (Tableau 

4.4). Afin de s’assurer de la bonne suppression du gène bolA1, une PCR a été réalisée avec 

deux couples d’amorces. En comparant avec la souche sauvage sur gel d’agarose à 1 %, le 

couple bolA1_Ne _F et R n’amplifie le gène que s’il est présent. Puis le couple 5’BolA1_Ne_F et 

3’BolA1_Ne_R qui se fixe autour du gène bolA1 doit montrer une bande de plus faible taille 

dans la souche N. elongata : rpsl* ∆bolA1. Une fois le mutant créé, celui-ci a été stocké dans du 

GCB liquide à 15 % de glycérol à -80° C. 

 

4.5.2 Méthode non marquée 

En 2022, le laboratoire du Professeur Frédéric Veyrier a publié une méthode de clonage dans le 

Canadian Journal of Microbiology nommé Sequential markerless genetic manipulations of 

species from the Neisseria genus (Nyongesa et al., 2022a). Cette méthode montre la capacité 

de réaliser plusieurs événements génétiques tels que des suppressions, des insertions ou des 

substitutions à la suite dans une même souche. En utilisant la recombinaison homologue et la 

compétence naturelle des Neisseria, cette méthode est simple et efficace afin de réaliser de 

nombreux clonages à la suite. La particularité de cette technique est de ne laisser aucun gène 

de résistance à la fin de l’expérience.  

Au cours de mon projet, cette méthode a été utilisée dans un premier temps afin de supprimer 

le gène bolA2 dans la souche N. elongata : rpsL* et dans un deuxième temps afin de 

surexprimer le gène bolA1Nm chez N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Le principe de cette méthode est 
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basé sur la dominance de la sensibilité à un antibiotique (ici la streptomycine) par rapport à la 

résistance qui est donc récessive. Tout d’abord, le gène rpsL a été muté dans la souche N. 

elongata sauvage grâce à la transformation d’oligonucléotides de 100 nt contenant la mutation 

K43R. Le gène rpsL est unique dans le génome et code pour une protéine ribosomale 

conservée chez les bactéries. Cette mutation permet de rendre la bactérie résistante à la 

streptomycine. La streptomycine est un antibiotique qui se fixe au niveau de la protéine 

ribosomale S12 codée par rpsL, empêchant la bonne traduction des protéines (Nair et al., 

1993). La mutation K43R du gène rpsL modifie la conformation du site de fixation de la 

streptomycine. Ainsi la molécule ne peut plus se fixer sur la protéine codée par rpsl. La bactérie 

est rendue résistante et l’allèle du gène rpsL est dit muté. Cette résistance est dite récessive, 

car après cette étape, une copie du gène rpsL original (l’allèle sauvage) va être insérée à 

l’endroit d’intérêt du génome c’est-à-dire dans la région où l’on veut réaliser la modification 

génétique. Cette copie du gène rpsL fait partie d’une cassette de sélection insérée au niveau de 

la région d’intérêt par recombinaison homologue. Au sein de cette cassette synthétisée par 

Biobasic, on retrouve le promoteur porBp qui est un promoteur fort et constitutif des porines de 

N. meningitidis. Ce promoteur est suivi du gène codant pour le chromophore mCherry, une 

protéine fluorescente souvent utilisée dans la localisation de protéines intracellulaires (Ransom 

et al., 2015). Le gène codant pour la protéine mCherry est suivi ensuite du l’allèle sauvage du 

gène rpsL puis du gène de résistance au chloramphénicol appelé cat. Cette cassette est 

nommée RPCC. Elle a été utilisée lors de la suppression de BolA2. Pour la surexpression du 

gène bolA1Nm, j’ai utilisé une autre cassette appelée RPLK. Elle est semblable à RPCC, mais le 

gène de résistance au chloramphénicol est remplacé par celui à la kanamycine, et le 

chromophore mCherry est remplacé par le gène lacZ codant pour la Bêta-galactosidase. Au lieu 

d’obtenir des clones fluorescents, ces derniers sont bleus en présence de X-gal, un analogue 

du galactose.  

Pour la suppression du gène bolA2, le plasmide pUC57 : 5’3’ bolA2Ne : RPCC synthétisé par 

Biobasic a été transformé dans la souche de N. elongata : rpsL*. La cassette RPCC est 

entourée de régions identiques à celles retrouvées autour du gène bolA2, permettant ainsi le 

remplacement du gène par la cassette de sélection. A ce stade du clonage, la résistance à la 

streptomycine a été perdue, car cet antibiotique est capable de se fixer sur la nouvelle copie 

sauvage du gène rpsL. La résistance au chloramphénicol et la fluorescence des mutants 

permettent de s’assurer de récupérer le bon clone (Tableau 4.4). Une vérification par PCR a 

également été réalisée avec les couples BolA2_Ne_F et R, puis 5’BolA2_Ne_F et 3’ 

BolA2_Ne_R. Le premier couple amplifiant le gène bolA2 dans la souche sauvage ne doit pas 
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montrer d’amplification dans la souche N. elongata : rpsL* : ∆bolA2 :: RPCC nouvellement 

créée. Le deuxième couple d’amorces amplifie les régions autour du gène. Son utilisation doit 

montrer une bande plus grande dans la nouvelle souche que pour la souche sauvage, car 

RPCC est un fragment assez grand. Cette cassette de sélection RPCC a été perdue lorsque le 

plasmide pUC57 : 5’3’bolA2Ne a été transformé dans la souche N. elongata : rpsL* : ∆bolA2 :: 

RPCC dans le but de créer la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA2. Le mutant finalement non 

marqué a été sélectionné sur streptomycine. En effet, le gène de résistance au chloramphénicol 

ainsi que le marqueur mCherry ont été perdus ainsi que l’allèle sauvage du gène rpsL. Ainsi, la 

seule copie du gène rpsL est mutée, permettant la résistance à la streptomycine. La souche N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2 peut pousser à nouveau sur streptomycine mais pas sur 

chloramphénicol et la bactérie n’est plus fluorescente. La même PCR que l’étape précédente a 

également été réalisée. Le couple BolA2_Ne_F et R ne doit toujours pas amplifier le gène, mais 

le couple 5’BolA2_Ne_F et 3’BolA2_Ne_R doit montrer une plus faible bande que la souche 

sauvage car le gène a été perdu. Une fois la souche vérifiée, elle a été stockée dans du GCB à 

15 % de glycérol à -80°C. 

La complémentation du gène bolA2 avec son promoteur d’origine a été réalisée dans la souche 

N. elongata : rpsL* : ∆bolA2 :: RPCC. Pour cela, les régions entourant le gène bolA2 dans la 

souche sauvage ont été amplifiées par PCR à l’aide des amorces 5’BolA2_Ne_F et 

5’BolA2_Ne_R puis transformées dans la souche présentant RPCC. La complémentation 

répond au même principe que pour la suppression non marquée de bolA2. Le produit de PCR a 

été transformé dans la souche N. elongata : rpsL* : ∆bolA2 :: RPCC et le mutant complémenté a 

été sélectionné sur streptomycine puis vérifié par PCR avec les couples bolA2_Ne_F et 

bolA2_Ne_R, puis 5’BolA2_Ne_F et 3’ BolA2_Ne_R. Contrairement à la souche N. elongata : 

rpsL* ∆bolA2, le premier couple doit montrer la présence du gène et le deuxième couple doit 

montrer une plus grande amplification. 

Cette méthode de clonage non marqué a également permis d’insérer le gène bolA1Nm doté du 

gène porB en 5’ dans la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Afin de réaliser cette insertion, il a 

d’abord fallu créer la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : RPLK. Le principe est exactement le 

même que pour RPCC. Le plasmide pUC57 : 5’3’Ne : RPLK a tout d’abord permis d’insérer la 

cassette dans une région extra-génique de N. elongata : rpsL* ∆bolA1 afin d’introduire ensuite 

n’importe quel gène sans nuire à l’expression des autres gènes. Les clones ayant acquis la 

cassette RPLK sont bleus en présence de X-gal et résistants à la kanamycine. De la même 

façon, la résistance à la streptomycine a été perdue. Initialement, le gène bolA1 originaire du 
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bacille N. elongata devait être surexprimé dans la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1 mais 

aucun mutant n’a été obtenu. Cet échec a laissé supposer que le gène devient toxique s’il est 

trop exprimé. Cependant, le gène bolA1 issu d’une bactérie ayant divergé vers la forme coque, 

N. meningitidis, a été cloné avec succès. C’est ce gène qui a acquis une mutation à la position 

93 et qui correspond à la substitution d’une alanine à une lysine et qui pourrait être un acteur de 

la transition morphologique des Neisseria mentionnée dans la revue de la littérature.  

Pour revenir au clonage, la cassette de sélection RPLK a été ensuite remplacée par le gène 

bolA1Nm doté d’un promoteur fort et constitutif. Pour cela, le gène bolA1 du méningocoque N. 

meningitidis a été amplifié par PCR avec les amorces PorB_BolA1_Nm_F et R BolA1_Nm_BglII 

R. Encore chez le méningocoque, le promoteur porBp a été récupéré grâce au couple 

porB_F_BglII et PorB_F_BolA1Nm_R. Les deux fragments ont enfin été assemblés par Overlap 

PCR grâce au couple porB_F_BglII et bolA1_Nm_BglII_R. Ce nouvel insert a été cloné dans le 

plasmide pUC57 : 5’3’Ne,  qui a initialement permis d’insérer la cassette RPLK dans la souche 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Par l’usage de la recombinaison homologue, le nouveau plasmide 

pUC57 : 5’3’Ne : porBp-bolA1Nm a permis de créer la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-

bolA1Nm sélectionnée sur streptomycine car la résistance à la kanamycine ainsi que la capacité 

à former le substrat chromogène bleu en présence de X-gal ont été perdues. La résistance à la 

streptomycine a été finalement retrouvée. Les amorces porB_F_BglII et bolA1_Nm_BglII_R ont 

ensuite permis de vérifier la bonne présence de l’insert une fois le clone obtenu. Enfin la 

nouvelle souche nommée N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm a été stockée dans du 

GCB avec 15 % de glycérol à -80°C. 

4.6 Séquençage des ARN 

Au sein de ce projet, j’ai voulu caractériser le rôle de bolA1 et de bolA2 chez N. elongata dans 

les différentes souches décrites dans la partie « Création de mutants ». Ainsi selon la présence 

ou l’absence des différents gènes bolA, j’ai pu déterminer quels gènes étaient le plus impactés 

par ces régulateurs. D’un côté, les souches N. elongata : rpsL*, N. elongata : rpsl* ∆bolA1 et N. 

elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm ont été cultivées en triplicata afin de caractériser le rôle 

de régulateur de bolA1. Dans l’objectif de caractériser le rôle de bolA2, les souches N. elongata 

: rpsL*, N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2 ont été cultivées en 

triplicata. Les différentes souches ont été cultivées en même temps à 37°C avec 5 % de CO2 

pendant 6h sur milieu GCB sans antibiotique. Après 6h de culture, l’ARN des différentes 
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souches a été extrait à l’aide du kit RNeasy fourni par QIAGEN permettant l’extraction optimale 

de l’ARN total des cellules, tissues et levures.  

Après l’extraction s’en est suivi le séquençage des ARN. C’est un bio-informaticien de notre 

laboratoire, Francisco Pulido Barajas qui s’en est chargé. Il s’est assuré de la vérification de la 

qualité des ARN, de la préparation des banques ainsi que de l’amplification de ces dernières. 

Finalement, il a séquencé ces banques grâce à la méthode de séquençage de deuxième 

génération Illumina à l’aide d’un iSeq 100 Sequencing System de la marque Illumina dont le 

laboratoire dispose. Les banques formées sont constituées de lectures correspondant à des 

fragments d’environ 150 pb. Ces lectures sont séquencées en “paired-end” c’est-à-dire dans les 

deux sens. Cela permet de générer des données de haute qualité dans le but de faciliter la 

formation de contigs et ainsi l’alignement face au génome de référence. J’ai finalement pris le 

relais lors du traitement des données brutes fournies par le séquençage. Ce traitement a été 

réalisé à l’aide de la plateforme en ligne open source nommée Galaxy. Cette plateforme permet 

la réalisation de nombreuses analyses génomiques, protéomiques et métaboliques (Afgan et 

al., 2018). Ici sont décrits les différents outils que j’ai utilisés. 

Bowtie2 : Les lectures sont alignées avec le génome de référence fermé et annoté de N. 

elongata fourni par le NCBI appelé N. elongata subsp. glycolytica ATCC 29315 (Langmead & 

Salzberg, 2012; Langmead et al., 2009).  

Htseq-count : Cet outil est utilisé afin de compter le nombre de lectures qui sont alignées avec 

chaque gène retrouvé dans le génome de référence. Pour éviter les faux positifs, les lectures 

chevauchant plusieurs gènes ainsi que les lectures s’alignant plusieurs fois ne sont pas 

considérées (Anders et al., 2015). 

DESeq2 : Selon le nombre de lectures comptées, DESeq2 permet de fournir pour chaque gène 

référencé son expression différentielle relative entre plusieurs échantillons. Ce ratio 

d’expression pour chaque gène est caractérisé par un FC (Fold Change)  en valeur 

logarithmique de base 2 ainsi qu’une p-value permettant de s’assurer de la validité des 

résultats. Afin de caractériser le gène bolA1, la souche N. elongata : rpsL* a été comparée à la 

souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Puis la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm a 

été comparée à la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Et d’un autre côté dans le but de 

caractériser le gène bolA2, la souche N. elongata : rpsL* a été comparée à la souche N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2, puis la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2 a été comparée à la 

souche N. elongata : rpsL* ∆bolA2 (Love et al., 2014). 
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4.7 Analyses phénotypiques 

De la même façon que pour le séquençage des ARN, les souches créées dans la partie 

« Création de mutants » ont été cultivées en même temps en triplicata. Les conditions sont 

identiques à précédemment c’est à dire 37°C avec 5 % de CO2 pendant 6h sur milieu GCB sans 

antibiotique. Ici, c’est la morphologie des cellules qui a été étudiée et plus précisément la 

longueur des cellules. Cette analyse a été rendue possible par MET (Microscopie Electronique 

à Transmission). Contrairement à un microscope optique, les électrons remplacent les photons. 

Aussi, les différents échantillons ont été fixés et colorés au préalable. La fixation correspond à 

un traitement au glutaraldéhyde à 2.5% dans du tampon cacodylate à 0,1 M, pH 7,4 fourni par 

l’entreprise Electron Microscopie Science. Ce traitement permet de stopper la croissance 

cellulaire et la dégradation protéique. Après une étape de centrifugation à 5ؘ 000 rpm (rotations 

par minute) pendant 3 minutes, les échantillons ont été lavés 3 fois dans du tampon de lavage 

cacodylate à 0,2 M, pH 7,2 (fourni par EMS). Les échantillons ont également été mis en contact 

avec un métal lourd, l’acide phosphotungstique à 1 % pendant 2 secondes car ce sont les 

électrons qui permettent de créer les images. Ces dernières ont été obtenues au sein de la 

plateforme INRS-CAFSB par l’agent de recherche Arnaldo Nakamura utilisant un MET Hitachi 

H-7100. 

Ainsi les souches N. elongata : rpsL*, N. elongata : rpsL* ∆bolA1 et N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : 

porBp-bolA1Nm ont été imagées pour l’étude de BolA1. De la même façon, les souches N. 

elongata : rpsL*, N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2 ont été 

analysées pour l’étude de BolA2. Pour chacune des souches, nous avons mesuré la longueur 

des cellules c’est-à-dire la distance entre les deux pôles cellulaires. Ces mesures ont été 

réalisées manuellement avec le logiciel open source de traitement et d’analyses d’images 

ImageJ (Schneider et al., 2012). Afin de vérifier si les cellules présentent une différence 

biologiquement significative entre les différentes souches, nous avons eu recours au test de 

Mann-Whitney (non apparié et bilatéral) grâce au complément d’Excel (16.0.15427) appelé 

XLSTAT (2022.3.2) pour Windows 10. Ce test non paramétrique nous a permis de vérifier entre 

deux populations si la distribution de la longueur des cellules dans la première population est 

identique à la deuxième (Addinsoft, 2022; Mann & Whitney, 1947; Microsoft, 2022).  

Dans le cadre de l’étude de BolA1, ce test a été réalisé entre la souche N. elongata : rpsL* et N. 

elongata : rpsL* ∆bolA1, puis entre N. elongata : rpsL* et N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-

bolA1Nm, et enfin entre N. elongata : rpsL* ∆bolA1 et N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-

bolA1Nm. Dans le cadre de l’étude de BolA2, ce test a été réalisé entre la souche N. elongata : 
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rpsL et N. elongata : rpsL* ∆bolA2, puis entre la souche N. elongata : rpsL et N. elongata : rpsL* 

∆bolA2 :: bolA2, et enfin entre N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

5 RESULTATS 

5.1 Les protéines de type BolA chez les Neisseria  

Dans le modèle bactérien de forme ancestrale des Neisseria appelé N. elongata (le bacille 

utilisé par le Pr. Veyrier dans son étude sur l’évolution de ce genre (Veyrier et al., 2015)), on 

retrouve deux protéines de type BolA appelées BolA1 et BolA2.  

Le gène bolA1, dont le rôle n’est pas connu, contient 81 acides aminés pour un poids 

moléculaire de 8,72 kDa. Ce gène est localisé en aval d’une HP (Hypothetical Protein) qui est 

une protéine dont l’expression est prédite à partir d’un cadre de lecture ouverte. Leurs fonctions 

ainsi que leur séquence de fixation à l’ADN ne sont pas connues. Le gène bolA1 est situé en 

amont du gène murA, exactement comme le gène ibaG chez E. coli et V. cholerae (Figure 5.1) 

(Fleurie et al., 2019; Guinote et al., 2012).  

Ces deux gènes sont co-transcrits chez le colibacille mais cette propriété n'a pas été démontrée 

chez les Neisseria. Cette protéine n’étant pas caractérisés dans le vivant, nous avons voulu 

déterminer la séquence constituant le motif HCH grâce au logiciel PSIPRED. Premièrement, ce 

dernier nous a permis de remarquer que les différentes structures secondaires sont semblables 

avec celles de BolA et de IbaG chez E. coli (Figure 5.2 et 5.3). De plus, une séquence prédite 

du motif HCH a pu être déterminé. Cette séquence contient les résidus FEGKARL. Une 

remarque intéressante est que 3 de ces résidus (soulignés) sont également retrouvés dans le 

motif HCH de la protéine BolA d’E. coli (Figure 2.13 et 5.3). 

 

 

Figure 5.1 Contexte génomique du gène bolA1 chez N. elongata 

Chez N. elongata, bolA1 est situé en aval d’une HP (Hypothetical Protein) et en amont du gène murA, comme 
le gène ibaG chez E. coli et V. cholerae (Figure du laboratoire Veyrier, non publiée). 

 



70 

 

Figure 5.2 Prédiction AlphaFold de la structure de la protéine BolA1 (n°AF-A0A378U1L1-F1) chez N. 
elongata  

Les bases de données de l’European Bioinformatics Institute comprennent de nombreuses structures 
protéiques qui sont prédites automatiquement, et la protéine BolA1 de N. elongata en fait partie. Un score de 
confiance entre 0 et 100 est attribué à chaque résidu. Ici, la majorité des résidus montrent un score entre 90 
et 100 (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 

 

 

 

 
Figure 5.3 Prédiction des structures secondaires de la protéine BolA1 de N. elongata 

L’outil PSIPRED nous a permis de montrer la similitude entre les structures secondaires de la protéine BolA1 
avec les protéines de type BolA connues dans le vivant. Un potentiel motif HCH a également pu être identifié, 
encadré en rouge sur la figure (Jones & Thornton, 2022; Kandathil et al., 2022; Moffat et al., 2022). 
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Chez le bacille N. elongata, on retrouve un autre homologue de type BolA, appelé ici BolA2. La 

protéine BolA2 dont la fonction n’est également pas connue, est constituée de 93 acides 

aminés pour une masse moléculaire de 10,55 kDa.  

Le gène bolA2 est retrouvé en aval d’un domaine protéique de la famille YCiI, un domaine dont 

le rôle est non caractérisé, mais qui est souvent fusionné avec un domaine protéique retrouvé 

chez le facteur de transcription σ70. En aval du gène bolA2, le gène ppi peut être retrouvé, 

codant pour une Peptidyl prolyl cis/trans isomerase, qui a déjà montré un rôle dans le 

repliement de protéines nouvellement synthétisées (Figure 5.4) (Shaw, 2002). 

De la même façon que pour BolA1, nous avons utilisé l’outil PSIPRED afin de déterminer les 

structures secondaires ainsi qu’un potentiel motif HCH. Ainsi, les structures secondaires sont 

semblables à ce que nous avons déjà observé, et un motif HCH a pu être déterminé (Figure 5.5 

et 5.6). La séquence comprenant ce motif est FHDIPRL avec 2 résidus en communs (soulignés) 

entre ce motif HCH et celui de BolA d’E. coli (Figure 2.13 et 5.6). 

 

 

Figure 5.4 Contexte génomique du gène bolA2 chez N. elongata 

Chez N. elongata, bolA2 est situé en aval d’un domaine protéique de la famille YCiI souvent lié au facteur σ70, 
et en amont du gène ppi impliqué dans le repliement des protéines. 

 



72 

 

Figure 5.5 Prédiction AlphaFold de la structure de la protéine BolA2 chez N. elongata (n°AF-D4DPH8-
F1) 

Les bases de données de l’European Bioinformatics Institute comprennent de nombreuses structures 
protéiques prédites notamment la protéine BolA2 de N. elongata. Un score de confiance entre 0 et 100 est 
attribué à chaque résidu. Ici, la majorité des résidus montrent un score entre 90 et 100 (Jumper et al., 2021; 
Varadi et al., 2022). 

 

 

 

 
 

Figure 5.6 Prédiction des structures secondaires de la protéine BolA2 de N. elongata 

Les structures secondaires de la protéine BolA2 et celles des protéines de type BolA sont semblables. Un 
potentiel motif HCH a également pu être identifié, encadré en rouge sur la figure (Jones & Thornton, 2022; 
Kandathil et al., 2022; Moffat et al., 2022). 
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Nous avons profité de la disposition en ligne des structures prédites des protéines BolA1 et 

BolA2 pour comparer leur structure topologique avec celle des protéines BolA et IbaG de 

l’entérocoque. Pour cela, nous avons utilisé l’outil US-Align (Universal Structural alignment).  

Premièrement, en comparant la structure de la protéine BolA1 avec celle de la protéine BolA2, 

un TM-Score de 0,72 a été obtenu. En comparant BolA1 avec la protéine BolA d’E. coli, le score 

est de 0,66 et il passe à 0,85 en la comparant avec la protéine IbaG d’E. coli. BolA1 est 

suspectée d’agir sur la machinerie d’élongation (Zhang et al., 2022). Mais l’idée que la structure 

topologique de BolA1 soit plus proche de celle d’IbaG s’ajoute à l’idée que BolA1 et IbaG 

partagent murA comme gène voisin et possiblement un rôle commun.    

En comparant la protéine BolA2 de N. elongata avec la protéine BolA d’E. coli, un score de 0,74 

a été obtenu. Si IbaG devient le gène de référence, le même score a été obtenu (Zhang et al., 

2022). Il est donc difficile à ce point de l’étude d’ammener de nouvelles hypothèses. 

Pour aller plus loin dans nos analyses, nous avons voulu comprendre les liens de parentés 

entre les protéines BolA1 et BolA2 avec les autres protéines de type BolA chez les bactéries. 

Nous avons aligné ces deux séquences protéiques avec 82 autres protéines de type BolA, dont 

certaines sont retrouvées dans la famille des Neisseriaceae et sont référencées dans la base 

de donnée InterPro (Voir Annexe).  

Grâce à l’outil MUSCLE, nous avons constaté que les protéines BolA1 et BolA2 sont retrouvées 

dans les différentes espèces de Neisseriaceae. De plus, ces deux protéines forment deux 

groupes distincts assez éloignés d’un point de vue phylogénétique. Les protéines BolA et IbaG 

d’E. coli sont quant à elles très éloignées. Plus précisément, nous avons identifié une 

divergence qui sépare les deux protéines de type BolA retrouvées chez l’entérocoque. 

Concernant les protéines BolA1 retrouvées chez les Neisseriacea, celles-ci forment une 

branche à part en amont de l’arbre. Elles sont donc très éloignées des autres protéines (Voir 

annexe).  

D’un autre côté, nous avons aligné grâce à l’outil MUSCLE la protéine BolA1 de N. elongata 

avec son homologue BolA2, mais aussi avec les deux protéines de type BolA retrouvées chez 

l’entérocoque (Figure 5.7). De même, nous avons mesuré à l’aide d’un BLAST l’identité entre 

chacune des séquences protéiques (Altschul et al., 1990). La protéine BolA1 formant une 

branche à part de l’arbre (Voir annexe), il n’a pas été surprenant d’observer une faible identité 

avec les deux protéines de l’entérocoque (Tableau 5.1). Pourtant, la topologie de sa structure a 

montré un bon TM-Score après l’avoir comparé avec la structure d’IbaG (Zhang et al., 2022). Il 
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est possible que les structures secondaires entre les protéines de type BolA soient conservées 

malgré de faibles similitudes au niveau des séquences protéiques (Tableau 5.1). 

Pour BolA2, les données vont dans le même sens que ce qui a été obtenu avec l’alignement 

des structures topologiques. BolA2 partage autant de similarité avec BolA1 qu’avec IbaG, mais 

elle montre également un bon score d’alignement des structures topologiques avec ces deux 

protéines (Tableau 5.1). BolA2 pourrait donc partager plusieurs points communs avec BolA1 et 

IbaG, que seules les analyses transcriptomiques et morphologiques pourront indiquer.  

Enfin, d’autres éléments confortent ce que nous avons remarqué dans l’étude phylogénique 

réalisée précédemment comme la faible identité entre les protéines BolA et IbaG d’E. coli. En 

effet, ces deux protéines appartiennent à deux branches distinctes et de ce que l’on sait de la 

littérature, elles ont des rôles similaires mais n’agissent pas de la même façon (Aldea et al., 

1989; Guinote et al., 2012). (Voir Annexe) (Tableau 5.1).  

 

Tableau 5.1 Pourcentages d’identité entre les protéines de type BolA retrouvées chez E. coli et chez N. 
elongata. 

 

 BolA1 N. elongata BolA2 N. elongata BolA E. coli IbaG E. coli 

BolA1 N. elongata - 42,31% 36,78% 32,43 % 

BolA2 N. elongata 42,31 % - 32,14 % 41,18 % 

BolA E. coli 36,78 % 32,14 % - 31,48 % 

IbaG E. coli 32,43 % 41,18 % 31,48 % - 

 

Dans l’optique de comprendre si la substitution d’acide aminé au niveau de la protéine BolA1 

durant la transition morphologique a pu impacter sa fonction, nous avons prédit grâce à l’outil 

NetPhos 3.1 les potentiels sites de phosphorylation retrouvés au niveau de cette protéine (Blom 

et al., 1999; Blom et al., 2004). D’ailleurs, certains des sites prédits sont également retrouvés au 

niveau de la protéine BolA d’E. coli (Figure 5.8). Dans cette étude, il a été montré que 

l’apparition de mutations au niveau de certains sites de phosphorylation autour de motifs HCH 

pouvait entraîner des dysfonctionnements fonctionnels de la protéine (Galego et al., 2021).  



75 

Ici la mutation A93K est très proche d’un site de phosphorylation mais aussi du motif HCH de la 

protéine BolA1 et BolA1Nm (Neisseria meningitidis) (Figure 5.6, 5.7 et 5.8). Même si la mutation 

n’est pas exactement au niveau de ce site de phosphorylation et de ce motif HCH, celle-ci aurait 

pu modifier la conformation de la protéine et biaiser soit sa phosphorylation, soit sa fixation à 

l’ADN voir les deux. Après avoir trouvé la structure AlphaFold prédite de la protéine BolA1Nm 

(ayant acquis la mutation A93K), nous l’avons comparé grâce à l’outil US-Align avec la protéine 

BolA1 de N. elongata (Figure 5.8) (Zhang et al., 2022). Le TM-Score déterminé est de 0,81. Les 

structures topologiques sont donc assez semblables alors il est encore difficile de prédire de 

quelle manière la mutation a modifié le comportement de la protéine. (Blom et al., 1999; Blom et 

al., 2004; Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). 

 

 

Figure 5.7 Prédiction AlphaFold de la structure de la protéine BolA1Nm chez N. meningitidis (n°AF-
C6SBS6-F1) 

Les bases de données de l’European Bioinformatics Institute comprennent de nombreuses structures 
protéiques prédites notamment la protéine BolA1 de N. meningitidis. Un score de confiance entre 0 et 100 est 
attribué à chaque résidu. Ici, la plupart des résidus montrent un score entre 70 et 90 (Jumper et al., 2021; 
Varadi et al., 2022). 
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 Figure 5.8 Alignement de la protéine BolA1 (N. elongata et N. meningitidis) avec l’homologue BolA (E. 
coli) et prédiction des potentiels sites de phosphorylation 

Les sites de phosphorylation sont encadrés en rouge. Il sont connus au niveau de la protéine BolA (E. coli) 
et sont prédits grâce à l’outil NetPhos 3.1 pour les deux autres protéines. L’encadrement en bleu correspond 
aux motifs HCH des protéines BolA1 de N. elongata et de N. meningitidis. L’encadrement en noir correspond 
à la mutation qu’a rencontré la protéine BolA1 au cours de l’évolution  (Blom et al., 1999; Blom et al., 2004; 
Galego et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 5.9 Prédiction des structures secondaires de la protéine BolA1 de N. meningitidis 

Les structures secondaires de la protéine BolA1 et celles des protéines de type BolA sont semblables. Un 
potentiel motif HCH a également pu être identifié, encadré en rouge sur la figure (Jones & Thornton, 2022; 
Kandathil et al., 2022; Moffat et al., 2022). 
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5.2 Analyses transcriptomiques 

5.2.1 Le rôle de la protéine BolA1 dans la régulation des gènes de N. elongata 

N. elongata : rpsL* vs N. elongata : rpsL ∆bolA1. Au sein de la souche N. elongata subsp. 

glycolytica ATCC 29315, on retrouve 2 218 CDS (CoDing Sequences). Entre les deux souches 

étudiées ici, l’analyse transcriptomique par DESeq2 a été réalisée sur 2 145 CDS. Certains 

gènes ne présentent donc aucune valeur d’expression. Dans cette comparaison, nous avons 

considéré un gène comme étant significativement dérégulé lorsque la valeur de son FC (Fold 

Change) est supérieure à 1,5 (pour une valeur logarithmique de base 2 de 0,585) et lorsque la 

p-value correspondante est inférieure à 0,05. Ce sont des limites faibles mais qui sont utilisées 

en cas de très faibles dérégulations. Par exemple ici la variation d’expression de BolA1 n’est 

que de 1,536 en valeur logarithmique de base 2. Ainsi seulement 7 gènes significativement 

sous-exprimés et 1 gène significativement surexprimé ont été identifiés (Figure 5.10). Un 

tableau récapitulant ces différents gènes ainsi que leur FC et leur p-value associés figure ci-

dessous (Tableau 5.2). 

 

 

Figure 5.10 Gènes significativement dérégulés par bolA1 chez N. elongata  

La suppression du gène bolA1 a révélé 7 gènes significativement sous exprimés et 1 gène significativement 
surexprimé (Figure du laboratoire Veyrier, non publiée). 
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Tableau 5.2 Gènes significativement dérégulés lorsque bolA1 est supprimé chez N. elongata (Source 
Uniprot) 

 

Locus_tag Protéine Nom complet 
Log2 (Fold 
Change) 

P-value 

NELON_RS10345 BolA1 Régulateur transcriptionnel de type BolA 1,536 2,02e-15 

NELON_RS10695 RsmG 16S rRNA méthyltransferase -1,239 3,62e-13 

NELON_RS01215 MetE 
5-méthyltétrahydroptéroyltriglutamate- 

homocystéine S-méthyltransférase 
-1,165 2,19e-12 

NELON_RS04825 Pgm Phosphoglucomutase -1,075 7,90e-11 

NELON_RS04820 MetF Méthylènetétrahydrofolate réductase -0,890 1,92e-07 

NELON_RS05505 
MFS 

transporter 
Major Facilitator Superfamily -0,770 1,22e-05 

NELON_RS10710 Ptsi 
Phosphoénolpyruvate 
phosphotransférase 

-0,714 2,17e-05 

NELON_RS01230 Fhs Formate-tétrahydrofolate ligase -0,621 4,23e-05 

 

Premièrement, cette comparaison a montré que le régulateur BolA1 est plus faiblement exprimé 

dans la souche KO que dans la souche WT. Nous avons donc été capables de vérifier 

l’absence du gène bolA1 dans la souche N. elongata : rpsL ∆bolA1. Cependant, cette variation 

est faible (Log2 (FC) = 1,536) et elle correspond à la variation la plus élevée au sein de cette 

comparaison. Il est donc possible que la protéine s’exprime très peu dans des conditions 

normales. De plus, le fait d’avoir supprimé bolA1 n’a pas entraîné beaucoup de changements 

sur les autres gènes dans les conditions spécifiques testées ici. Il est souvent référencé que les 

protéines de type BolA sont régulées en présence de stress or ici, les souches ont été cultivées 

en conditions optimales. Malgré les faibles dérégulations médiées par BolA1, nous avons tout 

de même choisi de discuter des résultats issus de la suppression de BolA1.   

Certains des gènes dérégulés par la surexpression de bolA1 peuvent être mis en relations. En 

effet, les gènes fhs (Log2 (FC) = -0,621) et metF (Log2 (FC) = -0,890) réprimés par le gène 

bolA1 sont retrouvés dans la voie du OCP (One Carbon Pool) (Tableau 5.2). Cette voie médiée 

par le folate est impliquée dans la biosynthèse de purines et d’acides aminés (Ducker & 

Rabinowitz, 2017). Les deux gènes mentionnés sont retrouvés dans la synthèse d’un cofacteur, 

le 5-Méthyltétrahydrofolate (Figure 5.11). 
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Figure 5.11 Les gènes fhs et metF sont réprimés par BolA1  

Ces deux gènes sont impliqués dans la synthèse du cofacteur 5-Methyl-THFO par la voie du One Carbon 
Pool (Moriya et al., 2007). 

 

Ce cofacteur réprimé indirectement par BolA1, est lié à la répression d’un autre gène par BolA1, 

appelé metE (Log2 (FC) = -1,165) (Figure 5.12) (Tableau 5.2). Ces trois gènes mentionnés sont 

réprimés par BolA1 et sont tous liés à la synthèse de la méthionine. Le gène metE est impliqué 

dans la synthèse de cet acide aminé protéinogène indépendant de cofacteurs, tandis que le 

cofacteur (dérivé de la vitamine B12) fabriqué par les gènes fhs et metF est impliqué dans la 

synthèse de méthionine dépendante de cette molécule (Figure 5.12).  
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Figure 5.12 Lien entre le cofacteur synthétisé par la voie du OCP et le gène metE dans la synthèse de 
méthionine 

Deux voies permettent la synthèse de méthionine dont l’une est dépendante d’un cofacteur (McCaddon & 
Miller, 2015). 

 

Concernant les autres gènes dérégulés par BolA1, on a constaté que le régulateur réprime un 

transporteur de la superfamille MFS (Log2 (FC) = -0,770) impliqué dans le transport de 

nombreuses molécules telles que les sucres, les acides aminés et les toxines (Tableau 5.2). 

Ces transporteurs fonctionnent à l’aide de gradients de concentration chimiosmotiques 

(Quistgaard et al., 2016). Également, BolA1 s’est avéré capable de réprimer la synthèse de 

pyruvate. Les gènes ptsi (Log2 (FC) = -0,714) et pgm (Log2 (FC) = -1,075), codant 

respectivement pour une phosphoénolpyruvate phosphotransférase et une 

phosphoglucomutase, se sont retrouvés réprimés par BolA1 (Tableau 5.2). La première 

protéine PtsP permet de transférer le groupement phosphate du phosphoénolpyruvate à un 

sucre importé (l’enzyme n’est pas spécifique d’un sucre en particulier), permettant la synthèse 

de pyruvate. La deuxième enzyme appelée Pgm permet de déplacer le groupement phosphate 

entre le carbone 1 et le carbone 6 d’une même molécule de glucose. C’est une enzyme que l’on 

retrouve dans de nombreuses voies métaboliques telles que la glycolyse, la voie des pentoses 

phosphates et dans le métabolisme des acides aminés/purines (Moriya et al., 2007). 

 

 



81 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm vs N. elongata : rpsL* ∆bolA1. Ici nous 

comparons la souche dans laquelle le gène bolA1 de N. meningitidis a été surexprimé à l’aide 

d’un promoteur fort et constitutif porBp par rapport à la souche ∆bolA1. La protéine codée par 

bolA1Nm présente donc la substitution A93K. Comme expliqué dans la revue de la littérature, 

l’apparition de cette mutation aurait pu modifier le comportement de la protéine BolA1. Cette 

deuxième comparaison transcriptomique est le point de départ dans la compréhension de 

l’impact de cette mutation. Lors de cette comparaison, ce sont 2 148 CDS dont l’expression a 

été comparée par DESeq2. Ayant utilisé un promoteur fort, nous avons choisi de considérer les 

gènes comme significativement dérégulés lorsque leur log2 (FC) est supérieur à 1 (pour un FC 

d’une valeur normale de 2) car c’est le standard universel afin de définir une différence 

d'’expression biologiquement significative. Ainsi, 83 gènes ont montré une variation 

d’expression significative. Pour 51 d’entre eux, cette variation est négative et pour 32 d’entre 

eux, elle est positive. Les gènes présentés dans ces résultats sont récapitulés dans ce tableau 

ci-dessous (Tableau 5.3).  

Ayant surexprimé le gène bolA1 issu d’une autre espèce, il était impossible d’aligner les 

lectures issues du séquençage avec le génome de référence de N. elongata. Le gène bolA1Nm  

a donc été ajouté manuellement au sein du génome de référence dans une région intergénique. 

L’ayant considéré comme un CDS (Coding Dna Sequence), le nombre de lectures obtenues par 

séquençage qui se sont alignées avec le gène bolA1Nm a pu être déterminé ici grâce au logiciel 

Rockhopper 2.0.3 pour Windows 10 (McClure et al., 2013; Tjaden, 2015; Tjaden, 2020). Le 

logiciel a donc fourni pour chaque gène dans chacune des conditions, une valeur appelée 

RPKM (Reads Per Kilobase of transcript per Million reads mapped) représentant le nombre de 

lectures alignées sur chaque gène tout en prenant en compte la profondeur du séquençage 

ainsi que la longueur des gènes (Malé et al., 2014; Wagner et al., 2012; Zhao et al., 2020). 

Ainsi, la valeur du RPKM pour le gène bolA1Nm est de 960 dans la souche N. elongata : rpsL* 

∆bolA1 : porBp-bolA1Nm et de 0 pour la souche sauvage. En comparaison, le gène bolA1 a 

montré un RPKM de 1 dans la souche sauvage et de 0 dans les souches N. elongata : rpsL* 

∆bolA1 et N. elongata : rpsL*. Comme gène de référence, nous avons choisi le gène gyrA 

souvent utilisé comme contrôle interne dans les qPCR (Liu et al., 2022; Nuwong & 

Kittiwongwattana, 2022). Ce dernier a montré un RPKM de 1 dans les trois souches utilisées 

dans cette étude. Nous avons donc été capables de confirmer la bonne surexpression de 

BolA1Nm.  
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Tableau 5.3 Gènes significativement dérégulés par la surexpression du gène bolA1Nm (source Uniprot) 

 

Locus_tag Protéine Nom complet 
Log2 (Fold 
Change) 

P-value 

NELON_RS01230 Fhs Formate-tétrahydrofolate ligase -1,44 2.64e-21 

NELON_RS04820 MetF Méthylènetétrahydrofolate réductase -1,45 2.41e-11 

NELON_RS01215 MetE 
5-méthyltétrahydropteroyltriglutamate- 

homocystéine S-méthyltransférase 
-2,29 7.42e-28 

NELON_RS07950 CBS Cystathionine béta synthase -1,72 1.07e-10 

NELON_RS04825 Pgm phosphoglucomutase -3,08 1.02e-48 

NELON_RS02145 RpiA D-Ribose 5-phosphate isomerase -1,36 1.29e-10 

NELON_RS01120 ACTase Aspartate carbamoyltransférase -1,59 7.48e-12 

NELON_RS01755 PilA 
Régulateur transcriptionnel de la piline 

PilA 
-1,39 3.30e-24 

NELON_RS09675 NYN RNAses Nedd4-BP1 YacP-like Nucléase -2,29 1.29e-27 

NELON_RS02270 GlmU 
UDP-N-acétylglucosamine 

diphosphorylase/glucosamine-1-
phosphate 

-1,57 7.25e-12 

NELON_RS08155 MuA Transposase Mu -1,53 6.35e-06 

NELON_RS09370 ACSs Acyl-coenzyme A déshydrogénase 1,44 3.19e-11 

NELON_RS04365 ColA 
Domaine protéique d’immunité à la 

colicine 
3,56 9.74e-28 

NELON_RS04045 CysW 
Perméase appartenant au complexe 

CysAWTP (transporteur ABC de sulfate) 
1,16 1.23e-04 

NELON_RS04025 TrmD 
RNAt (guanosine(37)-N1)-

méthyltransférase 
1,00 2.24e-08 

NELON_RS04665 TypA GTPase TypA 1,01 2.84-09 

NELON_RS05165 PrfC 
Facteur de libération de la chaîne 

peptidique 3 
1,09 8.79e-08 

NELON_RS03585 xseA Exonucléase VII 1,23 3,77e-04 

 

Premièrement, nous avons retrouvé des gènes dont l’expression est augmentée en présence 

de BolA1Nm. Or lors de l’étude de la délétion de bolA1, nous n’en avions pas observé. Il est 

donc possible que ce régulateur possède une double fonction comme activateur et répresseur. 

Également, il est possible que le fait d’avoir surexprimé la protéine ait entrainé des effets 

secondaires. Nous avons tout d’abord été capables d’identifier une protéine contenant un 

domaine associé aux protéines d’immunité à la colicine. Il s’agit d’ailleurs de la protéine la plus 

impactée par la surexpression de BolA1Nm (3,56). La colicine est une bactériocine produite et 
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secrétée par certaines souches d'E. coli. Afin de se protéger, la protéine Cai est exprimée afin 

d’empêcher l’entrée de la toxine en se fixant sur son récepteur au niveau de la membrane 

interne (Anantharaman & Aravind, 2006; Laudenbach & Grossman ; Nardi et al., 2001). La 

surexpression de BolA1Nm a aussi montré une augmentation de l’expression d’une perméase 

d’ions sulfates/thiosulfates. Codée par le gène cysW (1,16), elle fait partie d’un complexe 

protéique CysAWTP de type ABC permettant le passage de ces ions soufrés à travers la 

membrane bactérienne (Laudenbach & Grossman). Côté métabolisme, nous avons également 

remarqué que la première réaction de la β-oxydation des acides gras est perturbée par la 

surexpression du régulateur. En effet l’enzyme codant pour l’Acyl-Coenzyme A déshydrogénase 

(1,44) qui est retrouvée dans le métabolisme des acides gras et ainsi dans la formation 

d’énergie s’est révélée surexprimée par la protéine BolA1Nm (Thorpe & Kim, 1995). Également, 

nous avons identifié un gène activé par la surexpression de BolA1Nm qui est le gène xseA 

(1,23). Ce gène code pour la grande sous-unité de l’exonucléase VII. Cette enzyme coupe 

l’ADNsb (Acide DésoxyriboNucléique simple brin) dans le but de le dégrader en fragments 

solubles. Cette enzyme est retrouvée dans le processus de la réparation de mésappariements 

(Figure 5.13) (Moriya et al., 2007).  

 

 

 

Figure 5.13 Implication de l’exonucléase VII dans la réparation de mismatchs 

La grande sous unité de cette enzyme s’est révélée activée par la surexpression de BolA1Nm. C’est d’ailleurs 
la seule enzyme qui peut être associée ici aux mécanismes de réparation d’ADN (Moriya et al., 2007).  
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Beaucoup de protéines réprimées par BolA1Nm correspondent à des protéines ribosomales 

(Figure 5.14). Les protéines ribosomales forment avec de l’ARNr (Acide RiboNucléique 

ribosomal) des complexes ribonucléoprotéiques appelés ribosomes. Ces ribosomes décodent 

l’information contenue dans l’ARNm (Acide RiboNucléique messager) afin de synthétiser les 

protéines. Les ribosomes sont des protéines conservées dans le vivant et sont constitués de 

deux sous-unités, une plus petite qui « lit » l'ARN messager et une plus grosse qui se charge de 

la polymérisation des acides aminés pour former la protéine correspondante (Fox, 2010). Ces 

ribosomes peuvent d’ailleurs constituer la cible de certains antibiotiques (Nyongesa et al., 

2022a). De manière générale, les gènes codant pour les protéines ribosomales figurent parmi 

les gènes les plus fortement exprimés. De nombreuses ressources cellulaires sont consacrées 

à leur production et ce processus est hautement régulé de manière à équilibrer leur production 

et leur élimination. Cet équilibre est ordonné en réponse aux changements des conditions de 

croissance et du statut cellulaire (Madru et al., 2017). 

 

  

Figure 5.14 De nombreux gènes codant pour des protéines ribosomales sont impactés par la 
surexpression de BolA1Nm 

Cette figure représente les gènes significativement activés par BolA1Nm. La partie entourée en noir 
correspond aux gènes codant pour des protéines ribosomales (STRING Consortium 2022, www.string-
db.org). 
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Ainsi parmi les gènes codant pour des protéines ribosomales réprimées par BolA1Nm, nous 

avons retrouvé deux gènes associés à la survie cellulaire. Le premier code pour la protéine 

membranaire trmD (1,00). Il a été montré chez E. coli que la suppression de ce gène entraîne 

des défauts de croissance en cas de stress à la chaleur. Également, sa suppression entraîne 

un affaiblissement de l’enveloppe pouvant mener à une plus grande sensibilité aux antibiotiques 

(Hou et al., 2017). Le deuxième est le gène typA qui est également activé par le régulateur 

(1,01). Ce gène a déjà montré son importance dans la survie face aux faibles températures et 

au stress acide chez S. meliloti, une bactérie symbiotique de certaines plantes. La présence de 

ce gène a été jugée importante dans le maintien de ses relations symbiotiques, car sa 

suppression entraîne une diminution de l’efficacité de ces dernières (Kiss et al., 2004). Enfin, 

une protéine liée à la traduction appelée Peptide chain Release factor (1,09) s’est révélé activée 

par BolA1Nm. Cette protéine participe à la terminaison de la synthèse protéique dépendant des 

codons stop (Craigen Wj Fau - Caskey & Caskey, 1986). 

 

De manière identique à l’étude du gène bolA1, bolA1Nm a montré un même rôle dans la 

répression de la synthèse de la méthionine. En effet une diminution de l’expression des gènes 

fhs (-1,44) et metF (-1,45) et metE (-2,29) liés à la synthèse de la méthionine a été observée 

(Figure 5.11) (Figure 5.12). (Les valeurs entre parenthèses correspondent à la variation 

d’expression en valeur logarithmique de base 2 entre les deux souches). Mais la surexpression 

de la protéine nous a permis d’aller encore plus loin dans la répression du métabolisme de la 

méthionine. Il a été intéressant de noter que l’expression d’un autre gène est réprimée par 

BolA1Nm. Il s’agit d’une aminotransférase de classe V retrouvée dans la synthèse de 

cystathionine étroitement liée à la méthionine (-1,72) (Figure 5.15). Également en comparant les 

deux souches, nous avons observé que BolA1Nm réprime un gène retrouvé dans la voie des 

riboses phosphates. Il s’agit encore une fois du gène pgm codant pour une 

phosphoglucomutase (-3,08). Ce gène a déjà été retrouvé dans la première comparaison mais 

nous n’avions pas été capables de le mettre en lien avec un métabolisme précis.  Ici nous 

pouvons l’associer avec la diminution, médiée par le régulateur, de l’expression d’un autre gène 

appelé rpiA pour D-Ribose 5-phosphate isomérase (-1,36). Ces deux enzymes sont retrouvées 

dans la voie des pentoses phosphates et peuvent donc être liées à la synthèse de purines, de 

pyrimidines et d’histidine. De plus, une autre enzyme liée à la synthèse de pyrimidines s’est 

révélée réprimée par BolA1Nm. Il s’agit de l’aspartate carbamoyltransférase (-1,59) qui intervient 

dans la première étape de la synthèse des pyrimidines.  
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Figure 5.15 Cycle de la méthionine et du folate, liés à la synthèse de cystéine  

La surexpression de bolA1Nm a montré ici une répression de la synthèse de méthionine mais également de 
cystathionine. Les enzymes perturbées par BolA1Nm sont encadrées en rouge (Maclean et al., 2012).  

 

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence deux gènes liés à l’enveloppe qui sont 

réprimés par BolA1Nm. Le premier est lié à la synthèse de peptidoglycane et il s’agit du gène 

glmU (-1,57). Ce gène code pour l’enzyme N-acétylglucosamine-1-phosphate uridyltransférase 

qui catalyse les deux dernières réactions de la synthèse de N-Acétyl-D-glucosamine. Ce sucre 

une fois associé avec un résidu d’acide N-acétyl-Muramique permettra de former le 

peptidoglycane (Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1993). Le deuxième code pour la protéine 

PilA (-1,39) qui participe à la formation du pilus de type IV qui est impliqué dans plusieurs 

processus cellulaires tels que l’adhésion, le mouvement et l’échange d’ADN extracellulaire 

(Figure 5.16) (Craig et al., 2019).  
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Figure 5.16 PilA fait partie d’un ensemble de nombreuses protéines essentielles à la formation du pilus 
de type IV 

Sur toutes les protéines liées à la synthèse de piline, seulement PilA s’est montré réprimée par BolA1Nm 

(Mattick, 2002) 

 

Par ailleurs, un grand nombre de protéines réprimées par BolA1Nm correspondent à des 

protéines contenant divers domaines associés à des protéines virales telles que des 

transposases ou de l’ADN méthylase (par exemple, le domaine C-terminal de la transposase 

Mu montre un Log2 (FC) = -1,53). Enfin, nous avons identifié une protéine réprimée par 

BolA1Nm contenant un domaine de RNAses (RiboNucléAses) appelé NYN (Nedd4-BP1 YacP-

like Nuclease) (-2,29). Ce domaine est retrouvé chez les eucaryotes ainsi que chez les 

procaryotes et est impliqué dans la dégradation d’ARNt (Acide RiboNucléique de transfert) et 

d’ARNr (Acide RiboNucléique ribosomal) (Anantharaman & Aravind, 2006).  

 

5.2.2 Le rôle de la protéine BolA2 dans le transcriptome de N. elongata 

Pour cette étude, j’ai comparé la souche N. elongata : rpsL* avec N. elongata : rpsL* ∆bolA2, 

puis N. elongata : rpsL* ∆bolA2 : bolA2 avec N. elongata : rpsL* ∆bolA2. Ici un gène a été 

considéré comme significativement dérégulé lorsqu’il présentait une variation d’expression 
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d’une valeur logarithmique de base 2 supérieure à 1 (valeur normale > 2). C’est donc le 

standard universel qui a été utilisé ici. Pour la comparaison de la souche N. elongata : rpsL* 

avec N. elongata : rpsL* ∆bolA2, l’outil DESeq2 a permis de comparer l’expression de 2 121 

CDS. Finalement, 15 gènes ont été significativement augmentés et 24 gènes ont été diminués 

de manière significative. Pour la deuxième comparaison, sur un total de 2 131 CDS étudiées, 

11 gènes se sont montrés significativement augmentés et 11 gènes significativement diminués. 

Etant donné que le gène bolA2 de N. elongata a été réintroduit dans la souche N. elongata : 

rpsL* ∆bolA2 afin de former la souche complémentée, il a été possible pour nous de réunir les 

deux comparaisons. Ainsi, les deux comparaisons ont montré 17 gènes en commun qui sont 

significativement dérégulés. 9 d’entre eux sont activés et 8 sont réprimés par la protéine BolA2 

(Figure 5.17) (Tableau 5.4). 

 

 

Figure 5.17 Gènes significativement dérégulés par BolA2 chez N. elongata 

Sur 39 gènes significativement dérégulés dans la première comparaison et 22 dans la deuxième, 17 gènes 
sont en commun entre les deux comparaisons. De plus, ces gènes sont régulés de la même façon par BolA2 
(Figure personnelle). 
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Tableau 5.4 Gènes significativement dérégulés par BolA2 chez N. elongata (Source Uniprot) 

 

  

N. elongata : rpsL*  

vs  

N. elongata : rpsL* 
∆bolA2 

N. elongata : rpsL* ∆bolA2 : 
bolA2 

 vs  

N. elongata : rpsL* ∆bolA2 

Protéine Nom complet 
Log2 (Fold 
Change) 

P-value 
Log2 (Fold 
Change) 

P-value 

BolA2 
Régulateur transcriptionnel de 

type BolA  
1,65 0.00025 

1,51 1,00e-04 

PilA 
Régulateur transcriptionnel de 

la piline  
-1,00 0.022 

-1,03 1,9e-04 

MuA Transposase Mu 1,89 1.88e-06 1,70 3,93e-06 

AAA 
ATPase 

ATPases Associées à 
diverses Activités cellulaires 

-3,21 8.19e-43 
-1,10 2,19e-05 

TROVE  
Domaine Télomerase, Ro and 

Vault  
-3,96 4.64e-76 

-1,10 2,88e-05 

TBDR 
Transporteur de la paroi 

externe dépendant de TonB 
-1,12 1.54e-05 

-1,20 2,81e-06 

       
PutA  

Proline déshydrogénase / 
delta 1-pyrroline-5-

carboxylate déshydrogénase 
-2,32 6.27e-28 

-2,38 4,28e-27 

PutP Proline/Na+ symporter -3,75 2.91e-41 -3,18 6,09e-37 

NorB Oxyde nitrique réductase B 1,14 0.00133 1,18 3,1e-4 

 

Tout d’abord, nous avons été capables de nous assurer de la bonne suppression du gène 

bolA2. A partir de la première comparaison, la variation d’expression de bolA2 est de 1,65. Avec 

la deuxième comparaison, sa variation d’expression est de 1,51 (Tableau 5.4). Cependant il est 

important de noter que cette dérégulation est faible, suggérant que de la même façon que 

BolA1, la protéine BolA2 s’exprime faiblement de base. 

Certaines protéines régulées par BolA1Nm ont été retrouvées dans l’étude de BolA2. En effet, la 

protéine PilA associée à la formation du pilus de type IV est de la même façon réprimée par 

BolA2. Également, certaines protéines virales se sont montrées activées par le régulateur 

BolA1Nm, et c’est le cas également ici par BolA2. L’une de ces protéines correspond à la 

transposase Mu et cette dernière est significativement surexprimée par BolA2. De plus, deux 

autres protéines virales surexprimées par BolA2 ont été identifiées. La première correspond aux 

fibres caudales de bactériophages et la deuxième protéine code pour un domaine de 

circularisation de l’ADN viral.  
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Parmi les gènes réprimés par BolA2, plusieurs encodent des protéines avec domaines 

protéiques associés à la dégradation d’ARN et de protéines. En effet, les domaines AAA 

ATPases et TROVE (retrouvés dans les Ribonucléoprotéines) sont des domaines conservés 

dans le vivant et participent indirectement à la régulation de l’expression de gènes ainsi qu’à la 

dégradation de protéines (Bateman & Kickhoefer, 2003; Hanson & Whiteheart, 2005). Côté 

transport de molécules, la protéine BolA2 a montré un rôle dans la répression du transport de 

sidérophores. En effet, BolA2 diminue l’expression d’un type de récepteur TonB-dépendant 

retrouvé au niveau de la paroi membranaire des bactéries Gram négatives. Associés avec 

TonB, ces transporteurs sont responsables de l’importation de sidérophores (chélateurs de fer 

de faible poids moléculaire), de nickel et de vitamines (Carter et al., 2006). Également, deux 

gènes liés au métabolisme de la proline se sont montrés réprimés par BolA2. Le premier est 

PutP qui est un transporteur (symport) de la proline extracellulaire et du sodium. Ce récepteur 

capte la proline avec une grande affinité. Le second gène correspond à PutA. C’est une enzyme 

bifonctionnelle retrouvée dans l’oxydation de la proline en glutamate afin de l’utiliser comme 

source d’énergie (carbone ou azote) (Figure 5.18). PutA est un répresseur de l’opéron put et 

donc de putP. C’est aussi une protéine essentielle à la colonisation des bactéries dans des 

milieux acides comme Helicobaproline pilori (Ling et al., 1994) (Rivera-Ordaz et al., 2013). Il a 

également été montré que la proline joue de nombreux rôles dans l’adaptation face aux stress 

osmotique et dans la protection contre les ROS (Espèces Oxygénées Radicalaires) (Hare & 

Cress, 1997) (Moses et al., 2012). 
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Figure 5.18 Rôle de la protéine PutA dans l’oxydation de la proline en glutamate 

PutA est une enzyme bifonctionnelle agissant au niveau de deux réactions consécutives dans la dégradation 
de la proline en glutamate (Moriya et al., 2007). 

 

Enfin, BolA2 a montré chez N. elongata une activation du gène norB qui est retrouvé dans le 

processus de dénitrification. NorB correspond à la sous-unité de l’oxyde nitrique réductase qui 

est un accepteur d’électron dans la respiration anaérobie. Cependant, le genre Neisseria est 

aérobie strict mais cette réaction a déjà été identifiée chez le méningocoque dans la 

neutralisation du monoxyde d’azote toxique pour la bactérie (Heurlier et al., 2008). 

 

5.3 Analyses phénotypiques 

5.3.1 Le rôle de la protéine BolA1 dans la morphologie de N. elongata 

Dans l’étude du rôle de la protéine BolA1 dans la morphologie chez le bacille N. elongata, nous 

avons utilisé la MET afin de visualiser les souches N. elongata : rpsL*, N. elongata  : rpsL* 

∆bolA1 et N. elongata : rpsl* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm. Finalement, nous avons pu observer des 

différences dans la longueur des cellules entre les trois souches (Figure 5.19). En se basant sur 

les données de la figure 5.17, la souche mère semble présenter des cellules plus longues que 

la souche ∆bolA1. De plus, cette dernière semble montrer des cellules plus courtes que la 

souche dans laquelle le gène bolA1Nm est surexprimé (Figure 5.17).  
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Figure 5.19 Etude de la protéine BolA1 chez N. elongata 

La suppression du gène bolA1 semble entraîner une diminution de la longueur des cellules, tandis que les 
cellules de la souche surexprimant bolA1Nm paraissent plus longues. La barre d’échelle indique 2 µm pour 
les trois images (3 000×). 
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Concernant les différences que nous avons aperçues entre les trois souches, nous avons voulu 

aller plus loin dans cette observation. Premièrement, nous avons mesuré la distance entre les 

deux pôles cellulaires pour les trois souches et ce, afin de déterminer si BolA1 est réellement 

impliquée dans la morphologie. Pour chacune des trois souches étudiées en triplicata, trois 

photos ont été prises et une cinquantaine de mesures a été réalisée par photo. Ainsi, 474 

mesures ont été prises pour la souche N. elongata : rpsL*. 432 pour N. elongata : rpsL* ∆bolA1 

et 492 pour N. elongata : rpsl* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm. Ces différentes mesures ont été 

référencées au sein de la représentation graphique ci-dessous (Figure 5.20). 

 

Figure 5.20 Répartition de la longueur des cellules dans les différentes souches de N. elongata  

La longueur moyenne du premier groupe est de 1,149 µM, 1,025 pour le deuxième et 1,280 pour le troisième. 
Des tests de Mann-Whitney bilatéraux et non appariés ont permis de comparer la distribution de la longueur 
des cellules entre les différents échantillons. Ici, chacune des comparaisons a montré une distribution 
significativement différente (p-value < 0,0001) et a été notée (***). 
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La distribution de la longueur des cellules entre plusieurs échantillons ne suit pas une loi 

normale, elle est donc dyssimétrique. Il a alors été possible pour nous d’utiliser le test U de 

Mann-Whitney (bilatéral) afin de vérifier si la distribution de la longueur des cellules est 

identique entre deux échantillons. Plus U s’éloigne de l’espérance, et plus le risque que les 

deux échantillons soient différents augmente. Dans le cadre de l’étude de BolA1, ce test a été 

réalisé entre la souche N. elongata : rpsL* et N. elongata : rpsL* ∆bolA1, puis entre N. elongata 

: rpsL* et N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm, et enfin entre N. elongata : rpsL* ∆bolA1 

et N. elongata : rpsL* ∆bolA1 : porBp-bolA1Nm.  

En se basant sur nos observations (Figure 5.16), pour chacune des comparaisons, nous 

supposons que la distribution de la longueur des cellules est différente. C’est donc l’hypothèse 

alternative Ha. Les résultats des tests de Mann-Whitney sont retrouvés dans le tableau 5.5. 

Tableau 5.5 Comparaisons de la longueur des cellules dans le cadre de l’étude de BolA1 (test de Mann-
Whitney) 

 
N. elongata : rpsL* 

vs N. elongata : 

rpsL* ∆bolA1 

N. elongata : rpsL* vs N. 

elongata : rpsL* ∆bolA1 : 

porBp-bolA1Nm 

N. elongata : rpsL* ∆bolA1 

vs N. elongata : rpsL* 

∆bolA1 : porBp-bolA1Nm 

U 
 

76035,500 
 

127391 
 

48071,500 
 

Espérance 
 

101637 
 

 
97911 

 

 
116121,500 

 

Variance (U) 

 
 

15347096,559 
 

 
 

14490753,995 
 
 

 
18676113,602 

 

p-value 

(bilatérale) 

 
<0,0001 

 

 
<0,0001 

 
<0,0001 

α 0,05 
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Dans chacune des comparaisons, la p-value est inférieure au risque alpha de 5 %. L’hypothèse 

nulle doit être rejettée, et l’hypothèse alternative Ha doit être retenu. La distribution de la 

longueur des cellules entre les différents échantillons est considérée comme différentes. Dans 

les conditions spécifiques testées ici, et d’après les observations précédentes (Figure 5.19 et 

5.20), la suppression du gène bolA1 a entraîné une diminution significative de la longueur des 

cellules par rapport à la souche sauvage. De plus, la surexpression du gène bolA1Nm a montré 

une augmentation significative de la longueur des cellules, par rapport à la souche ayant perdu 

le gène bolA1 mais également par rapport à la souche sauvage (Tableau 5.5). 

5.3.2 Le rôle de la protéine BolA2 dans la morphologie de N. elongata 

Dans l’étude du rôle de la protéine BolA2 dans la morphologie de N. elongata, la morphologie 

des souches N. elongata : rpsL*, N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et de N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: 

bolA2 a été observée au MET (Figure 5.21). Contrairement à ce que nous avons observé pour 

BolA1, ici nous n’avons pas aperçu de différences morphologique entre les différentes souches 

(Figure 5.18).  
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Figure 5.21 Etude de la protéine BolA2 chez N. elongata 

La suppression du gène bolA2 ne semble pas entraîner de modification de la morphologie. La barre d’échelle 
indique 2 µm pour les trois images (3 000×). 
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Afin de valider ou non nos observations, nous avons procédé de la manière que pour l’étude de 

BolA1. Ainsi, à partir des différentes souches cultivées en triplicata, 398 mesures ont été 

réalisées pour la souche N. elongata rpsL*. Puis 341 mesures pour la souche N. elongata rpsL* 

∆bolA2 et 319 pour la souche N. elongata rpsL* ∆bolA2 :: bolA2. Ces différentes mesures ont 

été référencées au sein de la représentation graphique ci-dessous (Figure 5.22). 

 

Figure 5.22 Répartition de la longueur des cellules dans les différentes souches de N. elongata  

La longueur moyenne du premier groupe est de 1,302 µM, 1,255 µM pour le deuxième et 1,280 µM pour le 
troisième. La comparaison de la distribution de la longueur des cellules entre les différents échantillons a été 
réalisée à l’aide d’un test de Mann-Whitney bilatéral et non apparié. Les comparaisons indiquant une 
différence significative dans la distribution ont été annotées telles que : (*) entre N. elongata : rpsL* et N. 
elongata : rpsL* ∆bolA2 (p-value = 0,027) ; (**) entre N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: 
bolA2 (p. value < 0001). 
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Dans le cadre de l’étude de BolA2, les différents tests de Mann-Whitney ont été réalisés entre la 

souche N. elongata : rpsL et N. elongata : rpsL* ∆bolA2, puis entre la souche N. elongata : rpsL 

et N. elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2, et enfin entre la souche N. elongata : rpsL* ∆bolA2 et N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2 :: bolA2. Contrairement à précédemment, nous supposons ici que la 

distribution de la longueur des cellules entre les différentes souches sera identique. C’est donc 

l’hypothèse nulle H0. Les résultats des tests de Mann-Whitney sont retrouvés dans le tableau 

5.6. 

 

Tableau 5.6 Comparaisons de la longueur des cellules dans le cadre de l’étude de BolA2 (test de Mann-
Whitney) 

 
N. elongata : rpsL* 

vs N. elongata : 

rpsL* ∆bolA2 

N. elongata : rpsL* vs N. 

elongata : rpsL* ∆bolA2 :: 

bolA2 

N. elongata : rpsL* ∆bolA2 

vs N. elongata : rpsL* 

∆bolA2 :: 2  

U 61444 
 

68467,500 
 

45126 

Espérance 
 

67859 
 

 
63481 

 
54389,500 

Variance (U) 8369228,763 7596509,586 5991867,399 

p-value 

(bilatérale) 
0,027 0,070 <0,001 

α 0,05 

 

Si l’on s’intéresse à la première comparaison, la p-value est inférieure au risque alpha de 5 %. 

Cela signifie que l’on doit rejeter l’hypothèse nulle et retenir l’hypothèse alternative. Donc 

contrairement à ce que les observations ont laissés supposer, la distribution de la longueur des 

cellules entre la souche mère et la souche ayant perdu le gène bolA2 est différente. A présent, 

si l’on compare cette dernière souche avec la souche complémentée, la situation est différente. 

La p-value est supérieure au risque alpha de 5 %. L’hypothèse nulle est donc acceptée, et la 
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distribution de la longueur des cellules entre ces deux souches est considérée comme 

identique. La dernière comparaison ressemble à la première. La p-value est inférieure au risque 

alpha, ainsi l’hypothèse nulle doit être rejettée. L’hypothèse alternative est retenue, indiquant 

que la distribution des longueurs entre les deux souches est différente (Tableau 5.6). 

Contrairement à ce que les observations laissaient penser, BolA2 semble finalement jouer un 

rôle dans la morphologie (Figure 5.21). La suppression du gène bolA2 a entraîné une 

modification significative de la morphologie par rapport à la souche sauvage. Le même résultat 

a été obtenu en comparant la souche ayant perdu le gène bolA2 avec la souche complémentée. 

D’après la représentation graphique de la figure 5.22, la suppression du gène bolA2 semble 

diminuer la longueur des cellules, un phénotype moins prononcé que la suppression de bolA1, 

mais qui est toutefois présent ici. En comparant la souche sauvage et la souche complémentée, 

les statistiques indiquent qu’aucune différence dans la morphologie ne s’est révélée 

significative. Ce résultat permet de supposer que la complémentation a été réalisée avec 

succès. Finalement, BolA2 joue un rôle dans la morphologie chez N. elongata et sa suppression 

entraîne une diminution significative de la longueur des cellules. 
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6 DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

6.1 Le rôle transcriptomique des protéines de type BolA chez les Neisseria   

Au cours de ce projet, nous avons caractérisé le rôle des protéines BolA1, BolA1Nm et BolA2 

dans le transcriptome de N. elongata. Ces protéines ont montré différentes implications dans la 

régulation du métabolisme cellulaire, du transport de nutriments et de certains mécanismes de 

survie cellulaire. La protéine BolA1 a montré sa capacité à réprimer des gènes retrouvés dans 

la synthèse de méthionine et de pyruvate ainsi que dans la gestion de la perméabilité 

membranaire. Cependant ce ne sont que quelques gènes parmi des systèmes complexes qui 

sont touchés par le régulateur (Tableau 5.2).  

Globalement, l’étude transcriptomique de BolA1 a montré que l’expression basale de ce 

régulateur est faible. De plus, l’impact de sa suppression sur le transcriptome de N. elongata 

n’est pas assez fort pour compléter les voies métaboliques dans lesquelles cette protéine est 

impliquée (Tableau 5.2). Il est nécessaire de réfléchir à une stratégie permettant de surexprimer 

le régulateur de Neisseria elongata afin de déterminer les autres gènes régulés par BolA1. 

Malgré nos nombreuses tentatives de surexprimer la protéine BolA1, nous pensons que la 

surexpression du régulateur entraîne une certaine toxicité pour la cellule, tel qu’il a été supposé 

pour la protéine BolA chez E. coli (Dressaire et al., 2015). L’utilisation d’un promoteur lac avec 

de l’IPTG (IsoPropyl β-D-1-ThioGalactoyranoside) semble être la stratégie la plus simple afin de 

trouver la dose d’IPTG permettant de surexprimer la protéine sans tuer la bactérie. Également, 

nous pourrions cultiver la souche avec et sans IPTG afin de simplement vérifier si la 

surexpression de BolA est toxique pour la bactérie.  

De façon surprenante, nous avons été capables de surexprimer la protéine BolA1Nm. Celle-ci a 

montré une capacité importante à réprimer la synthèse de méthionine, de cystéine et 

notamment de purines et de pyrimidines (Tableau 5.3). Ces résultats peuvent peut-être 

constituer un indice sur le potentiel rôle de BolA issu de N. elongata. Cependant, nous pouvons 

mettre en opposition le rôle de BolA1Nm avec ce que l’on sait de la littérature. Chez E. coli, la 

surexpression de la protéine BolA a montré une augmentation de la synthèse d’ADN liée à la 

formation de biofilms (Vieira et al., 2004). Si de la même manière que BolA1Nm, BolA1 réprime 

également la synthèse d’ADN, alors nous pourrons nous assurer que les protéines de type BolA 

n’ont pas forcément les mêmes rôles.  
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Cette supposition serait appuyée par la distance d’un point de vue phylogénétique, séparant la 

protéine BolA d’E. coli avec les protéines BolA1 retrouvées chez les Neisseria (Voir Annexe). 

Un autre point favorisant cette idée serait que BolA1 présente une identité inférieure à 40 % 

avec les protéines de type BolA de l’entérocoque d’où la divergence des fonctions protéiques 

(Tableau 5.1).  

Malgré la substitution d’acide aminé A93K proche d’un potentiel site de phosphorylation et du 

motif Hélice-Coude-Hélice (Figure 5.8), le régulateur BolA1Nm est toujours fonctionnel et est 

capable d’activer et de réprimer certains gènes. De plus, la comparaison de la structure 

topologique entre la protéine BolA1 de N. elongata et la protéine BolA1 de N. meningitidis a 

indiqué un TM-Score de 0,81, ce qui est plus élevé que ce qu’on a obtenu avec les autres 

comparaisons (Zhang et al., 2022). Ce score considéré ici comme « élevé » associée aux 

riches résultats transcriptomiques à l’issue de l’étude de BolA1N.m laissent à penser pour le 

moment que la mutation A93K se situant proche d'un site de phosphorylation ainsi que du motif 

HCH n’a pas impacté la structure ainsi que la fonction de BolA1Nm. 

Il est important de noter que nos études sont en parties basées sur des prédictions (structures, 

comparaisons de topologies). Bien qu’elles soient considérées comme fidèles, nous ne pouvons 

pas faire de conclusions hâtives. En plus d’avoir comme optique de vérifier si la surexpression 

de BolA1 de N. elongata entraînerait les mêmes résultats transcriptomiques que BolA1Nm, il 

serait préférable d’obtenir une réelle structure en trois dimensions des protéines BolA1 et 

BolA1N.m afin de les comparer à nouveau in silico.  

Pour cela, nous pourrions extraire (tout en respectant les règles de sécurité du laboratoire de 

niveau 2) les protéines BolA1 et BolA1Nm surexprimées afin de les purifier. Nous pourrions 

ensuite cristalliser nos protéines et par la suite générer une carte de densité électronique de ces 

cristaux grâce à des données de diffraction obtenues lorsqu’un cristal de protéine est placé 

dans un faisceau de rayons-X. Pour la cristallisation, il est nécessaire de trouver les conditions 

propices à la cristallisation (température, pH..). Brièvement, la protéine en solution, dénaturée et 

en condition de sursaturation sera mis en contact avec un agent cristallisant. Dans des 

conditions favorables, les composés volatiles vont s’évaporer, conduisant à la concentration de 

l’agent cristallisant et de la protéine. La solubilité de cette dernière va diminuer, l’amenant à la 

cristalliser (Van Driessche et al., 2021). Les cristaux sont trempés dans une solution de cryo-

protection et placé à -170°C e temps d’analyser les cristaux à l’aide d’un rayonnement 

synchrotron (exemple Canadian Light Souche à Saskatoon, SK au Canada). Les images issues 

de la diffraction permettront ensuite de générer une carte de densité électronique afin de 
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construire un modèle de la protéine à l’échelle atomique (Abraham et al., 2022; Babu et al., 

2018; Silva et al., 2011). 

Dans l’étude de BolA2, nous avons identifié une capacité de ce régulateur à réprimer des gènes 

impliqués dans la dégradation d’ARN et de protéines, dans le transport de sidérophores et dans 

le métabolisme de la proline. BolA2 s’est également montré capable d’activer un gène retrouvé 

dans la neutralisation du monoxyde d’azote, pouvant être toxique pour la cellule (Tableau 5.4). 

Ce régulateur a donc montré un rôle commun avec la protéine BolA d’E. coli qui est la réponse 

face au stress oxydatif et osmotique (Santos et al., 1999). Ces résultats sont intéressants, 

dotant plus que la comparaison des structures entre la protéine BolA2 et la protéine BolA d’E. 

coli a indiqué un TM-Score de 0,74. Les structures sont relativement proches et leurs fonctions 

semblent se converger. Il serait intéressant de cultiver la souche sauvage ainsi que la souche 

ayant perdu le gène bolA2 en condition de stress osmotique ou oxydatif (H2O2) afin de 

comparer le taux de mortalité entre les deux souches.  

BolA2 semble être impliqué dans le métabolisme du fer, mais ce n’est qu’un gène qui a été 

identifié. Contrairement à ce que la littérature nous a indiqué, aucune interaction entre BolA2 et 

les glutarédoxines n’a été identifiée pour l’instant. Finalement, nous pensons que de la même 

façon que pour BolA1, BolA2 s’exprime faiblement de base. Nous pourrions donc utiliser la 

même stratégie proposée précédemment afin de surexprimer la protéine BolA2 et donc de 

connaitre son réel impact dans le transcriptome de N. elongata afin de peut-être observer un 

lien solide avec le métabolisme du fer.  

6.2 Le rôle des protéines de type BolA dans la morphologie de Neisseria   

Lorsque nous avons supprimé le gène bolA1, nous avons observé une diminution significative 

de la longueur des cellules. Nous avons voulu corréler cette observation avec les résultats 

transcriptomiques mais nous n’avons aperçu aucune dérégulation liée à la biosynthèse de 

l’enveloppe. Il a été montré que le gène ibaG d’E. coli est co-transcrit avec le gène 

murA, impliqué dans la synthèse des précurseurs du peptidoglycane (Fleurie et al., 2019; 

Guinote et al., 2012). Ici nous n’avons pas observé de dérégulation de ce gène, malgré le fait 

que bolA1 et murA soient l’un à côté de l’autre au niveau du génome. 

Il est toutefois important de retenir que la protéine BolA1 présente une topologie assez proche 

de celle d’IbaG (TM-Score de 0,85). Il est donc encore possible de supposer que bolA1 et murA 

soient réellement co-transcrits ensembles chez N. elongata mais que nous n’avons pas été en 

mesure de l’observer. Si c’est réellement le cas, une diminution de l’expression de MurA serait 
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corrélé avec la diminution significative de la longueur des cellules après avoir supprimé le gène 

bolA1. Seule une analyse transcriptomique et morphologique de BolA1 en condition de 

surexpression nous permettrait de valider ou non cette supposition. 

Et lorsque nous avons surexprimé le gène bolA1Nm, nous avons remarqué que les cellules 

étaient plus grandes, et les statistiques nous ont montré que cette différence était significative. 

C’est un résultat logique car on obtient une diminution de la longueur cellulaire en supprimant 

bolA1, et on obtient une augmentation de celle-ci lorsqu’on le surexprime. Si l’on associe cette 

différence aux résultats transcriptomiques, seulement un gène associé à la synthèse de 

l’enveloppe a été identifié. Il s’agit du gène glmU, qui de la même façon que murA, est 

responsable de la synthèse des précurseurs du peptidoglycane (Mengin-Lecreulx & van 

Heijenoort, 1993). La difficulté dans la compréhension de cette augmentation significative de la 

longueur des cellules après avoir surexprimé la protéine BolA1N.m est que le gène glmU est 

sous-exprimé par BolA1Nm (Tableau 5.3). Il a été montré dans plusieurs études que, lorsque 

l’enzyme GlmU est inactivé chez un bacille, une forme ovoïde est obtenue (Pompeo et al., 

2001; Zhang et al., 2009). En partant de ce principe, nous aurions dû obtenir des cellules plus 

courtes en surexprimant BolA1Nm et pas des cellules plus longues.  

La forte ressemblance topologique entre la protéine BolA1 et BolA1Nm laisse à penser que la 

mutation A93K n’a pas impacté la structure BolA1Nm. Afin d’en être sûr, il serait important de 

vérifier si une même augmentation significative de la longueur des cellules est obtenue en 

surexprimant la protéine BolA1 chez N. elongata. Sachant qu’il est encore nécessaire d’obtenir 

plus de données transcriptomiques concernant BolA1 de N. elongata (surexpression), il est 

encore difficile à l’heure actuelle d’expliquer cette différence morphologique observée chez 

BolA1Nm. Il semblerait qu’un autre acteur de la morphologie ait permit ce changement de la 

longueur cellulaire.  

Contrairement à nos observations concernant BolA2, les statistiques nous ont finalement 

montré que la suppression du gène bolA2 entraîne une diminution significative de la longueur 

des cellules. Le même résultat a été observée entre la souche complémentée et la souche 

ayant perdu le gène bolA2. Malheureusement, les résultats transcriptomiques actuels ne 

permettent pas d’identifier quelles protéines sont responsables de cette différence 

morphologique. Comme proposé précédemment, il est nécessaire de construire une souche 

surexprimant la protéine BolA2 chez N. elongata, afin d’identifier quels sont les acteurs régulés 

par BolA2 qui jouent sur la morphologie.  
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6.3 La protéine BolA1 n’est pas la seule à avoir subi des changements d’acide 
aminé lors de la transition morphologique. 

L’outil CAPRIB nous a permis de découvrir le lien entre l’apparition de la mutation A93K au 

niveau de la protéine BolA1 et de la transition morphologique (Guerra Maldonado et al., 2020). 

Actuellement, nous ne pensons pas que la mutation A93K ait pu modifier le comportement et la 

structure de BolA1N.m. Du moins, d’autres travaux sont encore nécessaires afin de comprendre 

le rôle complet de BolA1 afin de comprendre si la mutation a eu un impact sur la fonction de 

BolA1Nm.  

Nous avions supposé que la machinerie d’élongation a été dérégulée au cours de l’évolution 

avant sa perte naturelle mais nous n’avons pas observé une telle dérégulation. Cependant, 

l’outil CAPRIB a également montré que d’autres substitutions d’acide aminé sont apparues en 

même temps que la transition morphologique et les modifications de la paroi rencontrées par le 

genre Neisseria. Il s’agit des protéines FtsZ et FtsA, des protéines liées à la machinerie de 

division (Figure 2.18). Nous avons discuté dans la partie Revue de la littérature d’une possible 

interaction entre la protéine FtsZ et BolA1. Cependant elles sont encore mal comprises.  

En attendant de comprendre en totalité ce que BolA1 régule, il serait intéressant de se tourner 

vers l’étude de la machinerie de division. Les mécanismes associés à la division cellulaire ont 

peut-être pris le dessus par rapport à la machinerie d’élongation, conduisant à sa dérégulation 

et ainsi sa perte chez certaines espèces de coques. Peut-être qu’il existe actuellement une 

interaction entre BolA1 et FtsZ et que nous n’avons pas encore observé. Et la mutation A93K 

aurait pu modifier cette interaction ce qui expliquerait l’évolution du genre Neisseria. D’autres 

travaux sont encore nécessaires afin de comprendre si BolA1 et BolA1Nm possèdent des 

structures et fonctions différentes, dans le but de répondre aux nouvelles problématiques que 

ce projet a engendré. 

Mais avant cela, il est essentiel de continuer l’évolution in vitro conduite par Frédéric Veyrier en 

2015 lorsqu’il a essayé de reproduire l’évolution naturelle des Neisseria (Veyrier et al., 2015). A 

partir du bacille N. elongata dans lequel le gène yacF a été supprimé (Figure 2.7), remplacer le 

gène bolA1 par bolA1Nm sera un nouveau pas dans la reproduction et la compréhension de 

l’évolution des Neisseria. Ce projet ne constitue qu’une étape dans la compréhension des 

différentes substitutions protéiques apparues lors de la transition morphologique. Au cours de 

l’évolution, l’apparition des bactéries de forme ronde coïncide avec celle des trois substitutions 

protéiques. Leur apparition n’est pas le fruit du hasard, c’est l’ensemble des mutations qui a 
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permis cette transformation de la morphologie et de la paroi. C’est l’ensemble des mutations qui 

a permis cette évolution. 

Comme l’a dit Charles Darwin, « les espèces qui survivent ne sont pas les espèces les plus 

fortes, ni les plus intelligentes, mais celles qui s'adaptent le mieux aux changements ». C’est le 

parfait exemple afin d’illustrer l’évolution des Neisseria. Ce genre bactérien a répondu aux 

contraintes environnementales en s’adaptant notamment grâce à leur compétence naturelle 

(Aas et al., 2002). Les espèces ayant su s’adapter le mieux ont réussi à développer de 

nouvelles caractéristiques afin de maintenir une relation étroite avec l’être humain. Cependant, 

leur facilité à échanger de l’ADN avec les autres espèces a permis à certaines souches 

d’acquérir des facteurs de virulences néfastes pour l’hôte, conduisant à une guerre qui évolue 

sans arrêt entre ce dernier et les pathogènes (Sansonetti, 2009). 
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8 ANNEXE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8.1 Arbre phylogénétique basé sur 84 protéines de type BolA 

Parmi ces 84 protéines alignées avec MUSCLE de l’outil MEGA, on retrouve la protéine BolA1 et BolA2 de N. 
elongata (Tamura et al., 2021). 


