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RESUME

Le genre bactérien Neisseria exhibe plusieurs caractéristiques qui témoignent d’une
évolution unique. Entre autres, plusieurs morphologies cellulaires y sont retrouvées, chose rare
chez les procaryotes. De plus, ces bactéries sont naturellement compétentes : elles peuvent
capter de 'ADN de leur environnement et l'intégrer a leur propre génome. Les Neisseria
comprennent deux espéces pathogénes chez ’'Homme, N. gonorrhoeae qui cause la gonorrhée,
et N. meningitidis, responsable de septicémies et de la méningite bactérienne. Habituellement
commensale du nasopharynx, la transition de N. meningitidis d’'un stade asymptomatique a un
stade virulent n’est pas bien comprise. Nous avons mis en évidence dans le génome de cette
espéce une courte séquence répétée plusieurs centaines de fois. Celle-ci s’amasse de fagon
intrigante autour de plusieurs génes importants, lui suggérant un role régulateur. Nos analyses
indiquent qu’elle est fortement associée a un géne codant pour une protéine hypothétique que
nous avons appelée GspA. Nous démontrons ici que cette protéine est une nickase, soit une
endonucléase clivant un seul brin d’ADN, qui régule négativement la compétence naturelle de N.
meningitidis. Cette protéine, en plus de présenter un fort potentiel biotechnologique, pourrait donc

étre cruciale a I'évolution de ce pathogéne via la régulation des transferts horizontaux de génes.

Mots-clés : Microbiologie ; Bactériologie ; Evolution ; Génétique ; Neisseria ; Méningite

Vii






ABSTRACT

The bacterial genus Neisseria exhibits several characteristics that indicate a unique
evolution. Among other things, it harbours different cell shapes, a scarce trait in prokaryotes. Also,
these bacteria are naturally competent; they can acquire DNA from their environment and
integrate it into their genome. Two Neisseria species are human pathogens; N. gonorrhoeae
which is responsible for gonorrhea, and N. meningitidis which causes sepsis and bacterial
meningitis. Usually asymptomatic in the nasopharynx, the transition of N. meningitidis from a
commensal state to a virulent state is not fully understood. We have identified in the genome of
this species a small sequence that is repeated several hundred times. Its intriguing distribution in
clusters around several important genes suggests it has an important regulatory or evolutionary
function. Our analyses show that this sequence is strongly associated with a gene encoding a
hypothetical protein that we called GspA. We demonstrate here that GspA is a nicking
endonuclease that cuts a single strand of double-stranded DNA, and also negatively regulates
the natural competence of N. meningitidis. In addition to its strong biotechnology potential, this

protein might be crucial to the evolution of this pathogen by regulating horizontal gene transfers.

Keywords : Microbiology ; Bacteriology ; Evolution ; Genetics ; Neisseria ; Meningitis
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MISE EN CONTEXTE

L’incroyable diversité des microorganismes témoigne de leur potentiel d’évolution et
d’adaptation extrémement rapide. Malgré des connaissances de plus en plus précises sur la
fagon dont ces bactéries, virus et champignons peuvent causer des maladies chez 'humain, de
nouveaux agents pathogénes sont découverts année aprés année (Vouga & Greub, 2016). Leur
impact en santé publique, bien que moins lourd qu’il y a quelques décennies, demeure
substantiel, en particulier dans les pays ou I'accés aux soins est difficile. Deux bactéries en
particulier sont connues depuis longtemps et étudiées par de nombreux chercheurs, mais causent
encore des millions d’infections par an chez 'lhumain, parfois mortelles ; Neisseria gonorrhoeae
et Neisseria meningitidis. La premiére colonise le tractus intestinal et est responsable de la
gonorrhée, une infection transmise sexuellement. La seconde loge en temps normal dans le
nasopharynx, mais peut parfois pour des raisons encore obscures traverser la barriére épithéliale
pour causer des infections systémiques (septicémie) ou encore la méningite bactérienne
(Coureuil et al., 2012). Chose surprenante, ces deux espéces aux pathogenéses trés différentes
possédent un génome identique a 96% (Davidsen & Tgnjum, 2006), témoignant de leur récente

divergence évolutive.

Les Neisseria pathogénes sont des organismes de choix pour I'étude de I'évolution
bactérienne. En effet, ce genre regroupe plusieurs morphologies différentes ; cocci, bacilles et
multicellulaires, chose rare chez les procaryotes. De plus, ceux-ci sont capables, par un
mécanisme appelé compétence naturelle, d’acquérir de 'ADN de leur environnement et de
l'intégrer a leur propre génome, ce qui contribue grandement a leur forte adaptabilité. Cette
caractéristique a également pour conséquence de leur conférer un génome dit « en mosaique »,

en raison du trés grand nombre d’éléments répétés qui y sont retrouvés.

N. meningitidis et N. gonorrhoeae ne sont pas strictement pathogénes. La premiére est
au contraire retrouvée de fagon asymptomatique dans le nasopharynx chez 10 a 35% de la
population adulte mondiale (Caugant et al., 2007). Malgré les efforts de la communauté
scientifique, 'émergence de souches pathogénes a partir de cette bactérie commensale est un
phénoméne encore mal expliqué. La recherche fondamentale de cette bactérie est donc
nécessaire si I'on veut un jour prédire et anticiper 'apparition de nouveaux clones hypervirulents,
chose beaucoup plus fréquente et d’actualité qu'on ne pourrait le croire (Broad & Snape, 2017,
Frank et al., 2018; Tzeng et al., 2017).
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1 INTRODUCTION

1.1 Evolution bactérienne

Leur temps de génération trés court et I'instabilité génomique des bactéries leur conférent
un potentiel évolutif extrémement rapide. Cette évolution a permis leur adaptation a presque tous
les environnements connus, ainsi qu’une énorme diversité, autant génétique que phénotypique.
Cette caractéristique, parfois exploitée par ’humain pour diverses applications biotechnologiques
et thérapeutiques, peut également se retourner contre lui, par exemple lors de I'émergence de
souches bactériennes hypervirulentes ou résistantes aux antibiotiques. Il existe quatre grandes
forces évolutives chez les procaryotes ; la sélection naturelle, la dérive génétique, les mutations

et les transferts horizontaux de génes (HGT).

Sélection naturelle : La sélection naturelle, concept popularisé par Charles Darwin au 19¢ siécle,
est un principe selon lequel une variation génétique ou phénotypique bénéfique pour un individu
a davantage de chance d’étre conservée au fil des générations. Tout a fait applicable au domaine
bactérien, une mutation d’'une seule bactérie au sein d’'une population homogéne lui conférant un
avantage adaptatif sera transmise aux cellules filles, menant a une population entiére arborant

cette mutation.

Dérive génétique : Tandis que la sélection naturelle a davantage d’effets sur de larges
populations, la dérive génétique impacte plutot les petites populations (Kuo et al., 2009). Ce
mécanisme, totalement aléatoire, désigne la modification de fréquence d’un génotype au sein
d’'une population. De nombreuses études montrent que la dérive génétique cause une diminution
de la taille du génome des bactéries au fil du temps (Andersson & Kurland, 1998; Bobay &
Ochman, 2017; Lynch & Conery, 2003; Wolf & Koonin, 2013). En effet, tout géne tend a
disparaitre s’il n’est pas conservé par la sélection naturelle. Un exemple extréme de dérive
génétique, appelé effet d’étranglement (population bottleneck), survient quand un événement
quelconque cause un déclin majeur d’'une population, qui méne aléatoirement a la disparition de
certains génes et la conservation de certains autres. L’adaptation d’une bactérie a un nouvel héte
est un bon exemple de goulot d’étranglement évolutif qui peut mener a I'émergence de nouveaux

pathogénes (Moxon & Kussell, 2017).

Mutations : Egalement aléatoires, les mutations sont des événements extrémement fréquents
chez les bactéries. Celles-ci peuvent altérer un seul nucléotide, comme les substitutions, ou

encore des séquences plus larges, comme les insertions, délétions, duplications, etc. Ces



altérations peuvent provenir de facteurs internes, comme des erreurs lors de la réplication ou la
réparation de I'ADN, ainsi que de facteurs externes comme I'exposition a des radiations
ionisantes ou a des composés mutagenes. La sélection naturelle tend a conserver ou éliminer
une mutation selon son impact sur la bactérie. De nombreux exemples d’émergence de
résistances a des antibiotiques (Woodford & Ellington, 2007; Yang et al., 2019), d’'augmentation
de la virulence (Kisiela et al., 2012; Wu et al., 2016) ou encore d’adaptation a un nouvel

environnement (Brooks et al., 2011) sont associés a des mutations spécifiques.

Transferts horizontaux de génes (HGT) : Contrairement aux transferts verticaux de génes, qui
se transmettent d’'une cellule meére a une cellule fille, les transferts horizontaux se font entre les
individus d’une population. Ces transferts peuvent donc modifier le génome d’'une bactérie de
fagon drastique trés rapidement, représentant ainsi une source majeure de diversité microbienne
(Wiedenbeck & Cohan, 2011). Il existe trois mécanismes de HGT ; la conjugaison, la transduction

et la transformation.

» Conjugaison : La conjugaison implique un transfert unilatéral d’ADN d'une cellule
donneuse a une cellule receveuse via un pili particulier, ce qui nécessite un contact
physique entre les cellules. L’ADN est transmis sous forme de plasmide, qui code pour
les génes nécessaires a la conjugaison. Ainsi, la bactérie réceptrice devient a son tour
donneuse (Llosa et al., 2002).

» Transduction : La transduction implique la transmission d’ADN par un vecteur viral
appelé bactériophage. Lorsqu’un virus infecte une bactérie et se réplique a l'intérieur de
celle-ci, il peut arriver qu’il encapside du matériel génétique de la bactérie dans un virion.
Cet ADN peut alors étre transmis lorsque le virion infecte une nouvelle bactérie
(Parkinson, 2016).

» Transformation : Contrairement aux deux mécanismes précédents, la transformation
ne nécessite ni vecteur ni contact direct entre les cellules. L’ADN, relaché dans
I'environnement par des cellules mortes, est capté par des bactéries dites compétentes,
qui vont ensuite I'importer jusqu’au cytoplasme. Cet ADN peut par la suite étre intégré
au chromosome bactérien par recombinaison homologue (Johnston et al., 2014). La
compétence est une caractéristique innée chez certaines espéces comme les Nejsseria,
mais qui peut aussi étre induite artificiellement chez d’autres comme E. coli afin de les

manipuler génétiquement.



1.2 Compétence naturelle

La compétence naturelle est la capacité de certaines bactéries et archées a acquérir de
I’ADN de leur environnement par transformation. Cet ADN peut par la suite étre conservé par la
bactérie, ou encore étre dégradé en acides nucléiques et utilisé par la cellule pour alimenter
d’autres réactions métaboliques (Blokesch, 2016). Le terme « naturel » fait référence a
'autonomie de ces bactéries pour réaliser cette transformation. Celles-ci n’ont en effet pas besoin
d’électroporation, de choc thermique ou de tout autre technique pour les rendre compétentes,
comme on pourrait le faire avec E. coli par exemple. Contrairement a la transformation artificielle
réalisée en laboratoire, qui perméabilise chimiquement ou physiquement la membrane cellulaire
pour permettre I'entrée d’ADN, la compétence naturelle est un attribut associé a des protéines
spécifiques. Ce caractere est contrélé par des genes, et peut donc étre régulé positivement et
négativement. Plus de 80 espéces bactériennes sont connues pour étre naturellement
compétentes, provenant de tous les embranchements (Johnston et al., 2014). Dans certaines
bactéries, la compétence est associée a d’autres processus comme le cycle cellulaire. Dans
d’autres, c’est I'environnement immédiat qui dicte la compétence (Blokesch, 2016). La régulation

de ce processus est donc hautement complexe et variée d’'une espéce a une autre.

Les espéces naturellement compétentes sont distribuées de facon trés éparse dans la
phylogénie bactérienne, suggérant que cette caractéristique est apparue et disparue plusieurs
fois au cours de I'évolution bactérienne (Johnston et al., 2014). En effet, la compétence conféere
plusieurs avantages, mais la centaine de génes impliqués dans ce mécanisme complexe
engendre des colits énergétiques importants et l'intégration d’ADN exogéne n’est pas toujours
bénéfique. Trois hypothéses sur les bénéfices de la compétence naturelle sont présentées ci-bas
(figure 1). Celles-ci ne sont pas mutuellement exclusives, et témoignent au contraire de la

complexité de la régulation de ce mécanisme.
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Figure 1 : Avantages de la compétence naturelle
Modifié de Blokesch (2016)

1.2.1 Avantages de la compétence naturelle

A) L’ADN comme « nourriture »

La premiére hypothése quant a I'utilité de la compétence naturelle chez les bactéries
repose sur le fait que 'ADN est composé d’acides nucléiques, qui sont nécessaires a la réplication
du génome. Leur synthése par la bactérie demande a la fois beaucoup d’énergie et de
métabolites. Il serait donc avantageux d’importer de 'ADN préformé de I'environnement plutot
que de le synthétiser soi-méme. Pour supporter cette idée, certaines bactéries entrent dans un
état de compétence uniquement lorsqu’elles atteignent une forte densité cellulaire ou sont en

carence de nutriments (MacFadyen et al., 2001).
B) Réparation de ’ADN

Cette seconde hypothése préne que la compétence naturelle fournit a la bactérie un
potentiel important de réparation de 'ADN. En effet, la compétence est induite ou augmentée
dans certaines espéces suite a des dommages a I'ADN, dont I'agent pathogéne intestinal
Helicobacter pylori (Dorer et al., 2010; Prudhomme et al., 2006). De plus, une étude a démontré
que des bactéries exposées a un rayonnement UV, qui cause des mutations, ont une meilleure
survie lorsqu’elles sont par la suite exposées a de 'ADN de bactéries saines (Bernstein et al.,
2012).



C) Evolution et adaptation

Cette troisieme hypothése est similaire a celle de la réparation de 'ADN dans le sens
gu’elle se base sur lintégration par recombinaison de 'ADN exogéne au génome suite a son
import dans le cytoplasme. Cependant, au lieu de réparer 'ADN, cette intégration peut introduire
de nouveaux génes ou des genes mutés dans la bactérie réceptrice. Certaines espéces
naturellement compétentes, comme les Neisseriaceae et certaines Pasteurellales, ont une forte
sélectivité envers I'import d’ADN d’espéces rapprochées (Mell & Redfield, 2014). L'importante
homologie entre ces espéces rapprochées favorise la recombinaison homologue, un élément clé
dans I'évolution bactérienne (Levin & Cornejo, 2009). De nombreuses études démontrent
expérimentalement que la compétence naturelle favorise I'adaptation dans plusieurs espéeces
(Baltrus et al., 2008; Engelmoer et al., 2013; Hulter et al., 2017).

En 2017, I'Organisation Mondiale de la Santé a publié une liste de 11 bactéries
pathogénes pour lesquelles I'accumulation de multiples résistances aux antibiotiques rend la
recherche « prioritaire » (Tacconelli et al., 2018). Fait intéressant, au moins 8 de ces espéces
sont naturellement compétentes, ce qui supporte davantage le role de cet attribut dans I'évolution

bactérienne via I'acquisition de génes (Lerminiaux & Cameron, 2019).

1.2.2 Mécanisme de transformation chez des espéces naturellement compétentes

L’acquisition de matériel génétique par transformation est un mécanisme relativement
bien conservé entre les especes naturellement compétentes. La section suivante détaille ce
meécanisme chez les bactéries a Gram négatif, qui nécessitent des étapes supplémentaires par
rapport aux bactéries a Gram positif en raison de leur double membrane (figure 2) (Piepenbrink,
2019).

Liaison et import de ’ADN exogéne vers le périplasme : Dans les bactéries a Gram négatif,
la liaison a 'ADN double-brin se fait par les pili de type IV, composés de la piline majeure PilA
(PIlE chez Neisseria) et de pilines mineures variables a leur extrémité (ComP, PilV, etc.).
Débutant au niveau de la membrane interne, les pili de type IV traversent la membrane externe
par la porine PilQ. Une ATPases de rétraction, PilT, permet ensuite de rétracter le pilus et
d'importer ’ADN au travers de la membrane externe par le pore PilQ (Piepenbrink, 2019).
Immédiatement lié a la protéine ComE dans le périplasme, 'ADN ne peut en ressortir grace a un

meécanisme dit « a cliquet » (Matthey & Blokesch, 2016).
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Figure 2 : Machinerie d’'import d’ADN chez les bactéries a Gram négatif
OM : membrane externe, PP : périplasme, IM : membrane interne, PG : peptidoglycane
Modifié de Wendt and Pakrasi (2019)

Transport de ’ADN du périplasme au cytoplasme : Une fois lié¢ a la protéine ComE, 'ADN
double-brin est fragmenté par une endonucléase (Dubnau, 1999). La fragmentation permet
d’accélérer I'import de 'ADN (Provvedi et al., 2001). ComE présente ensuite les fragments d’ADN
au récepteur transmembranaire ComA et a la translocase ComF. ComF déroule et sépare les
deux brins d’ADN, pour qu’un seul soit transporté dans le pore formé par ComA (Londofio-Vallejo
& Dubnau, 1994). Le brin non importé est ensuite dégradé par une autre endonucléase (Mejean
& Claverys, 1993).

Recombinaison homologue au génome : Immédiatement aprés I'arrivée de 'ADN simple brin
dans le cytoplasme, celui-ci est recouvert de plusieurs protéines qui le protégent physiquement
des nucléases cytoplasmiques (Morrison et al., 2007). Dans un premier temps, les protéines Ssb
(single-stranded DNA binding protein) et DprA (DNA processing protein A) s’y fixent. DprA
favorise ensuite la fixation de la protéine RecA (recombinase A) (Mortier-Barriere et al., 2007).



RecA est I'élément clé de la recombinaison homologue de 'ADN transformant au génome de
'héte. Grace a ses multiples sites de liaison a 'ADN, cette protéine peut fixer a la fois 'ADN
simple-brin transformant et 'ADN double-brin chromosomique. Elle peut ensuite survoler ce
dernier, a la recherche d’'une homologie entre les deux chaines d’acides nucléiques. Lorsqu’une
homologie suffisante est détectée, RecA initie I'échange entre les brins, ce qui méne a

I'intégration de 'ADN exogéne au génome. (Chen et al., 2008).

1.2.3 Régulation de la compétence naturelle

Bien que le mécanisme général de la transformation soit conservé entre les espéces
naturellement compétentes, chacune posséde des caractéristiques qui lui sont propres. Par
exemple, Streptococcus pneumoniae posséde un systeme de prédation fratricide permettant aux
bactéries compétentes de tuer spécifiquement leurs voisines non-compétentes afin d’acquérir
leur ADN, tout en se protégeant a I'aide d’'une antitoxine (Veening & Blokesch, 2017). Cette
particularité favorise I'hnypothése de réparation de 'ADN et d’évolution puisque 'ADN provient
alors de cellules initialement saines. De plus, la compétence chez cette espéce n’apparait qu’en
phase exponentielle de croissance, suite a la sécrétion d’'un peptide signal (Havarstein et al.,
1995).

Chez Bacillus subtilis au contraire, le stade de compétence est uniquement atteint en
phase stationnaire ou lorsque la densité cellulaire est forte, et ce seulement chez 10% de la
population bactérienne (Dubnau, 1991). Cette régulation particuliére suggére que la compétence
chez cette espéce est un mécanisme de réponse au stress, visant I'adaptation d’'une sous-

population au changement environnemental.

Chez Vibrio cholerae, un agent pathogéne majeur également naturellement compétent,
'état de compétence n’est atteint qu’en présence de chitine, un sucre abondant dans
I'environnement aquatique ou la bactérie se propage. De plus, la compétence de cette espéce
est accrue lorsque les nutriments du milieu sont limitants (Antonova et al., 2012). V. cholerae
posséde également un systéme de prédation, utilisant un systéme de sécrétion de type VI comme
harpon moléculaire pour injecter des toxines directement dans les cellules voisines (Veening &
Blokesch, 2017).



Finalement, la famille des Neisseriaceae affiche également une régulation unique de la
compétence. En effet, les Neisseria sont les seules espéces compétentes de fagon constitutive
décrites a ce jour, c’est-a-dire a tout stade de croissance et sans contraintes environnementales,
ce qui en font un trés bon modéle d’étude (Blokesch, 2016). Ces bactéries seront détaillées plus

loin dans cet ouvrage.

1.3 Eléments répétés

Une preuve tangible de l'influence des transferts horizontaux de génes sur le génome des
bactéries se trouve dans I'abondance des éléments répétés qu’on y retrouve. Cet ADN répété,
qui représente jusqua 42% du génome total chez certaines espéces comme Orientia
tsutsugamushi, est une cause majeure de flexibilité et d’'instabilité génomique (Treangen et al.,
2009). En effet, une fois insérés, ces éléments peuvent étre dupliqués, supprimés ou réarrangés

de fagon aléatoire, entrainant parfois la modification de certains génes.

Répétitions en tandem : Les répétitions en tandem sont des séquences de nucléotides
répétées cote a cdte. Selon leur taille, on les classe en macrosatellites (>100bp), minisatellites
(10-100bp) et microsatellites (1-9bp). Cette appellation provient de leur localisation
majoritairement intergénique. Malgreé leur génome plus petit, les bactéries associées a des hotes
ont un plus grand nombre de microsatellites que les bactéries environnementales, ce qui reflete
le rOle des éléments répétés dans I'évolution et 'adaptation bactérienne (Moxon et al., 2006). Les
répétitions en tandems sont également associées a la variation de phase lorsqu’elles se situent
directement dans les génes (Zhou et al., 2014). La variation de phase est un systéme utilisé par
plusieurs bactéries pathogénes pour augmenter leur hétérogénéité génétique, ce qui favorise
I'évasion immunitaire. Dans le cas des Neisseria pathogénes par exemple, les répétions en
tandem sont directement associées a la variation de phase des adhésines Opa, de la piline pilS

ainsi que de plusieurs systémes de Restriction-Modification (Zhou et al., 2014).

Répétitions dispersées : Comme le suggére leur nom, les répétitions dispersées sont
éparpillées dans le génome. Ces éléments se divisent en plusieurs familles, détaillées ci-

dessous (Treangen et al., 2009):

> Courtes répétitions en palindrome regroupées et réguliéerement espacées (CRISPR,
24-47 bp séparés par 26-72 bp): Popularisés dans la derniére décennie pour leur
potentiel industriel et médical, les CRISPR sont composés de courtes répétitions directes
séparées par des « espaceurs » uniques de la méme taille. Ces éléments sont retrouvés

dans prés 40% des génomes bactériens. Lorsque ces répétitions sont associées aux



génes cas (CRISPR-associated), elles jouent un réle majeur dans la protection contre
I’ADN exogéne, principalement viral (Barrangou et al., 2007). Les espaceurs proviennent
de phages ou de plasmides ayant déja infecté la bactérie auparavant (Bolotin et al., 2005;
Mojica et al., 2005b; Pourcel et al., 2005). Ceux-ci servent alors de séquences de
reconnaissance de I'ADN étranger, ce qui permet ensuite aux protéines Cas de le
dégrader (Shmakov et al., 2017).

Palindromes répétés extragéniques (REP, 21-65 bp): Ces courtes séquences
palindromiques peuvent adopter une structure secondaire en téte d'épingle, ce qui
explique leurs réles multiples dans la transcription et la traduction. En effet, ils possédent
entre autres des sites de liaison pour la polymérase d’ADN | ainsi que la gyrase (Messing
et al., 2012).

Eléments bactériens dispersés en mosaiques (BIME, 40-500 bp) : Les BIME sont des
REP dispersés en mosaique dans de courts segments de moins de 500 pb. Leurs
fonctions sont donc les mémes que les REP. Ensemble, ces deux éléments répétés
contribuent a la plasticité du génome. En effet, certaines régions contenant des REP
présentent un taux élevé de transposition et de recombinaison, deux mécanismes
associés a I'évolution des procaryotes (Bachellier et al., 1997).

Répétitions inversées miniatures transposables (MITE, 100-400 bp) : Les MITE sont
flanqués de deux séquences répétées inversées. lls sont considérés comme des
éléments mobiles, mais ne possédent pas de transposase donc leur transport dépend
d’autres facteurs. Cette famille d’éléments répétés regroupe plusieurs sous-types de
répétitions, qui sont retrouvées dans plusieurs especes bactériennes : éléments Correia
chez les Neisseria, RUP (repeat unit of pneumococcus) chez S. pneumoniae, CIR
(caulobacter intergenic repeat) chez Caulobacter sp. etc. Ces éléments sont souvent
retrouvés a proximité immeédiate de génes, et forment des tiges-boucles grace a la liaison
des deux répétitions inverses. Cette structure secondaire est alors responsable d’'une
régulation post-traductionnelle (Delihas, 2008).

Séquences d’insertion (IS, 700-3500 bp) : Les éléments génétiques mobiles se divisent
en deux grandes catégories ; les séquences d’insertion et les transposons. Les IS sont
constitués d’'un géne de transposase entre deux répétitions inversées. Les IS sont trés
abondants dans les plasmides, ou ils peuvent représenter plus de 40% de I'ADN
(Treangen et al., 2009). Ces éléments ont eux aussi une importance majeure dans
I'évolution du génome a long terme, tout particulierement dans I'adaptation d’'une bactérie

a un hoéte. En effet, la colonisation d’'un hbte par une bactérie historiquement



environnementale est associée d’abord par une augmentation massive du nombre d’IS,
appelée expansion, puis a une diminution de la taille du génome parfois associée a une
augmentation de la pathogénicité et de la virulence (Siguier et al., 2014).

» Transposons (2 500-60 000 bp) : La seconde classe d’éléments mobiles, les
transposons, est plutdt impliquée dans I'évolution a court terme des procaryotes. Ceux-cCi
ont une structure similaire aux IS, mais possedent en plus un ou plusieurs génes non
associés a leur mobilité. Leur insertion dans le génome chromosomique se fait de deux
fagons, par « copier-coller » ou encore par « couper-coller », ce qui engendre un
remodelage du génome. Occasionnellement, ces éléments propagent des génes de

résistance aux antibiotiques (Babakhani & Oloomi, 2018).

1.3.1 Eléments répétés et instabilité génomique

Les éléments répétés sont une source majeure d’instabilité génomique chez les
procaryotes, qui peut mener a I'apparition de nouveaux phénotypes ou a une augmentation de la
virulence d’agents pathogénes déja existants (Delihas, 2011). Ces répétitions d’ADN sont en effet
directement liées a la variation antigénique et a la variation de phase, deux mécanismes
permettant aux pathogénes humains tels que Neisseria meningitidis et N. gonorrhoeae
d’échapper au systéme immunitaire (Zelewska et al., 2016). Les éléments répétés sont
également associés aux HGT, qui dictent I'évolution des microorganismes (Darmon & Leach,
2014). Un autre élément clé de I'évolution bactérienne, la recombinaison homologue, est
également fortement modulé par les séquences répétées via un mécanisme appelé glissement
de brin (slipped strand mispairing). En effet, 'homologie parfaite entre ces éléments entraine
parfois I'appariement décalé de deux séquences lors de la réplication, qui peut alors introduire ou
supprimer davantage de séquences répétées et altérer I'expression de génes (Treangen et al.,
2009). Finalement, certaines séquences répétées comme les CRISPR conférent a la bactérie
une immunité contre les phages (Mojica et al., 2005a). Il est donc clair que ces ADN, méme s’ils
sont en grande majorité non-codants, ont une importance énorme chez les procaryotes et

méritent d’étre étudiés plus en détail.

1.4 Neisseria sp.

Les Neisseria sont des betaprotébactéries a Gram négatif de la famille des Neisseriaceae
et de l'ordre des Neisseriales. Leur nom tient son origine du meédecin bactériologiste Albert

Neisser qui observa pour la premiére fois en 1879 des gonocoques (Neisseria gonorrhoeae) dans
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des lymphocytes provenant d’exsudats d’urétres de patients atteints de la gonorrhée (Neisser,
1879). Le genre Neisseria est trés diversifié, regroupant majoritairement des espéces
commensales mais aussi quelques agents pathogénes humains et animaux. Chaque année, de
nouvelles espéces de Neisseria sont découvertes, ce qui explique leur phylogénie en constante
évolution (Hansen et al., 2017; Weyand et al., 2016; Wroblewski et al., 2017). Il s’agit d’un des
rares genres bactériens arborant plusieurs morphologies. On y retrouve typiquement des
diplococci dont N. meningitidis et N. canis, mais également plusieurs diplobacilles comme N.
elongata et N. weaveri. Cette diversité morphologique est due a une évolution au sein méme de
la famille des Neisseriaceae, qui pourrait également expliquer le tropisme particulier de ces

bactéries (Veyrier et al., 2015).

La diversité des Neisseria ne se limite pas a leur morphologie. Leurs niches écologiques
sont également remarquablement variées. En effet, certaines font partie de la flore commensale
du nasopharynx et des voies aériennes supérieures chez ’homme. D’autres sont retrouvées dans
une large gamme d’animaux, et ce a différents sites anatomiques allant de la peau au tractus
urogénital en passant par les méninges. Seulement deux espéces de Neisseria sont pathogénes
chez 'homme. N. meningitidis, transmise par aérosol, est responsable de la méningite
bactérienne. N. gonorrhoeae, quant a elle, se transmet par contact sexuel et cause la gonorrhée
(Tgnjum & van Putten, 2017).

Tout comme le suggére leur principale niche écologique, les Neisseria commensales ont
une place importante dans le microbiote humain. Dans la cavité orale, ce genre représente a lui
seul prés de 10 % du microbiote d’individus sains (Zaura et al., 2009). Cette abondance est en
partie expliquée par le fait que les Neisseria colonisent la bouche et le nasopharynx trés tét dans
le développement de I'enfant, dés les premiers mois suivant la naissance (McCarthy et al., 1965).
Une dysbiose des Neisseria dans cet environnement est d’ailleurs corrélée a plusieurs problémes
de santé, notamment a la maladie cceliaque (laffaldano et al., 2018), au diabéte gestationnel
(Wang et al., 2018) et a la maladie de Crohn (Said et al., 2014). Le pouvoir protecteur de ces
commensaux a déja été étudié. Par exemple, la présence asymptomatique de N. lactamica dans
le nasopharynx inhibe la colonisation de N. meningitidis (Deasy et al., 2015). Cette protection a
trés récemment été associée a une toxicité de 'ADN des espéces commensales sur les espéces
pathogénes due & un profil de méthylation différent (Kim et al., 2019). A I'opposé, plusieurs
Neisseria considérées comme non pathogénes peuvent causer de graves infections dans des

hbétes immunodéprimés, mais ces cas sont plutét rares (Liu et al., 2015).
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1.5 Neisseria meningitidis

N. meningitidis est 'une des deux espéces de Neisseria a haut potentiel pathogéne. Ce
diplocoque surnommé méningocoque, est en effet 'un des principaux agents responsables de la
méningite bactérienne, et le seul responsable d’'une forme de septicémie appelée méningococcie.
Incapable de survivre plus de quelques jours dans I'environnement, cette bactérie est transmise
par aérosols et colonise principalement le nasopharynx humain, ou elle est la plupart du temps
asymptomatique (Tzeng et al, 2014). C’est lorsque la bactérie traverse [I'épithélium

nasopharyngeal et envahit la circulation sanguine qu’elle cause de graves séquelles.

Les méningocoques sont classés en 13 sérogroupes selon leurs antigénes de surface ;
A B,C,D, 29E,H, |, K, L W135, X, Y et Z. Parmi ceux-ci, 6 (A, B, C, W135, X, Y) sont capables
d’invasion et donc d’aboutir & une pathologie grave. Le sérogroupe A, présent surtout sur le
continent africain, est responsable a lui seul de la majorité des cas de méningite a méningocoques
ainsi que de la plupart des grandes épidémies de cette maladie (Tgnjum & van Putten, 2017).
Contrairement a sa cousine N. gonorrhoeae, des vaccins sont disponibles et efficaces contre

plusieurs des sérogroupes de N. meningitidis.

1.5.1 Pathogeneése de N. meningitidis

Les pathologies associées aux méningocoques ont un taux trés élevé de mortalité. Méme
lorsque l'infection est traitée, celui-ci est de 15%. Non traitée, la mortalité atteint 85%. Parmi les
survivants, une personne sur 5 aura des seéquelles permanentes (Rouphael & Stephens, 2012).
Ces chiffres sont expliqués par la rapidité de l'infection, qui entraine la mort a peine 24 a 48h
aprés l'apparition des premiers symptémes. Cette |étalité fulgurante est due a la pathogenése

particuliére de la bactérie.

La pathogenése de Neisseria meningitidis débute par la colonisation des muqueuses du
nasopharynx humain suite a une transmission par aérosol ou des contacts rapprochés. La
bactérie adhére d’abord aux cellules épithéliales grace a ses pili de type IV. Puis, la rétraction de
ces pili permet a la bactérie d’établir un contact direct avec la membrane cellulaire apicale. Elle
peut ensuite se multiplier pour former un biofilm (Schmitz & Stratton, 2015). A cette étape-ci,
l'infection est asymptomatique. L’individu est porteur de méningocoques, et pourrait ne jamais
développer de maladie. L’étape critique dans la pathogenése de N. meningitidis est l'invasion des
cellules épithéliales. Il est proposé que, suite a une interaction complexe entre la bactérie et la
cellule, le méningocoque est internalisé par endocytose dans une vacuole ou il est capable de

persister (Stephens et al., 1983). La bactérie est alors transportée par la machinerie cellulaire

12



jusqu’a la membrane basolatérale ou elle est relachée dans la circulation sanguine (Sutherland
et al., 2010). Une fois dans le sang, N. meningitidis est capable de se répliquer trés rapidement,
entrainant en quelques heures une septicémie mortelle, la méningococcie. Parfois, I'infection
systémique ne se traduit pas en septicémie. Les méningocoques circulants dans le sang se
rendent a la barriére hématoencéphalique, qui protége le cerveau. Encore une fois, la bactérie
se fixe a 'endothélium de cette barriére a I'aide de ses pili de type IV, ou elle peut se multiplier
(Pron et al., 1997). La présence de Neisseria sur cet épithélium perturbe alors son intégralité, et
la bactérie peut se faufiler entre les cellules. Une fois dans les méninges, la présence du
pathogéne entraine une réponse inflammatoire localisée, la méningite. L’accumulation de cellules
immunitaires a cet endroit entraine alors un cedéme rapidement mortel (figure 3) (Schmitz &
Stratton, 2015).

‘/Nﬁ

Figure 3 : Pathogenése de Neisseria meningitidis
Modifié de Tgnjum and van Putten (2017). CSF : liquide cérébrospinal

1.5.2 Evolution et adaptation des Neisseria pathogénes

L’origine et I'évolution des Neisseria pathogénes alimentent de nombreuses recherches
depuis leur découverte, mais demeurent une question ouverte. Récemment, Priniski et Seifert ont
proposé que toutes les Neisseria proviennent d’'un ancétre commun commensal, qui aurait évolué
en plusieurs espéces commensales au sein du nasopharynx humain (Priniski & Seifert, 2018).
Une de ces espéces aurait alors colonisé le tractus urogénital. Cette nouvelle niche écologique
aurait ensuite mené a I'acquisition de nouveaux attributs par pression de sélection. L’élément clé
de la transition commensal/pathogéne serait I'activation d’'une réponse immunitaire dans cette
niche. Un ancétre aurait alors migré a nouveau vers le nasopharynx, puis acquit la capacité
d’infecter la circulation sanguine, donnant naissance a N. meningitidis. En paralléle, 'ancétre de
N. gonorrhoeae aurait continué a évoluer dans le tractus urogénital et a développer sa virulence

via des délétions de génes (Priniski & Seifert, 2018).
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Le génome de N. meningitidis a une taille d’environ 2.2 megabases et est retrouvé en 2 a
5 copies circulaires identiques dans chaque cellule (Rotman & Seifert, 2014). Il code pour environ
2 000 génes. Malgré des niches écologiques et des pathologies trés éloignées, les gonocoques
et les méningocoques partagent prés de 96% de leur génome (Davidsen & Tgnjum, 2006). N.
meningitidis posséde également 90% de similarité génétique avec N. lactamica, qui est
commensale (Rouphael & Stephens, 2012). Une étude a méme montré que 86% des génes de
virulence associés aux souches hautement pathogénes de N. meningitidis sont également
retrouvés chez les souches avirulentes de la méme espéce (Schoen et al., 2008). Le contraste
entre la forte homologie génétique et les différences pathologiques des Neisseria témoigne d’'une

formidable flexibilité génomique, apportée par plusieurs mécanismes propres a cette espéce.

Compétence naturelle : Toutes les Neisseriaceae sont naturellement compétentes, ce qui
signifie qu’elles peuvent acquérir de 'ADN exogéne par transformation sans nécessiter de
vecteur viral ou de contact direct entre cellules. Cet ADN peut ensuite s’'intégrer au génome par
recombinaison homologue. La compétence naturelle est un mécanisme majeur de transfert
horizontal de génes dans ce genre bactérien et contribue grandement a I'évolution constante des
différentes souches de N. meningitidis. Cette caractéristique est discutée plus en détails ailleurs

dans cet ouvrage.

Eléments répétés: Les méningocoques se démarquent des autres Neisseria par leur
remarquable abondance de séquences répétées, ce qui contribue fortement a leur diversité.
Certaines sont uniques a ce genre bactérien, comme la DNA uptake sequence (DUS) et les
éléments Correia (Correia et al., 1988). Les séquences répétées sont au cceur de presque tous
les mécanismes spécifiques de la variabilité génomique de N. meningitidis, dont la compétence

naturelle et la variation de phase.

Variation de phase : N. meningitidis est capable de moduler I'expression d’'une centaine de
génes de facon différentielle et réversible au sein d’'une méme population. Ces variations
générent plusieurs sous-populations trés hétérogénes, ce qui facilite I'évasion immunitaire. En
effet, 'immunité adaptative de I'héte devra générer une panoplie d’anticorps de différentes
spécificités pour éliminer ces sous-populations. L’hétérogénéité apportée par la variation de
phase augmente également le potentiel d’adaptation rapide des méningocoques dans un
environnement trés variable comme le nasopharynx. Les lipooligosaccharides (LOS), une
composante majeure de la membrane externe des Neisseria analogue aux lipopolysaccharides

(LPS), sont une cible importante de la variation de phase puisque cette structure entraine une
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forte réponse immunitaire. La variation d’expression de différentes glycosyltransférases se traduit
par 12 types différents de LOS (Priniski & Seifert, 2018).

Variation antigénique : Plus complexe que la variation de phase, la variation antigénique permet
I'expression de différentes formes d’'un méme géne dans une bactérie. Comme son nom l'indique,
les protéines de surface sont les cibles de ce systéme, puisqu’elles agissent comme antigénes

et activent la réponse immunitaire de I'héte.

» Variation des pili de type IV : Essentiels a I'adhésion aux cellules épithéliales de I'héte,
les pili de type IV sont hautement variables pour faciliter I'évasion immunitaire. La variation
antigénique de ces structures est due au transfert de fragments de génes pilS dans une
région variable du géne de la piline majeure pilE par recombinaison. Il existe plusieurs
copies du gene pilS dans N. meningitidis, ce qui permet une multitude de recombinaisons
possibles. En plus de modifier les sous-unités PilE, le transfert de pilS dans pilE peut
changer le cadre de lecture ou introduire un codon stop, et ainsi moduler la présence et

la longueur des pili (Hill & Davies, 2009).

Mimétisme moléculaire : Les polysaccharides de la capsule des méningocoques pathogénes
sont structurellement trés proches de plusieurs sucres présents sur des cellules humaines,
notamment I'acide sialique (Moe & Granoff, 2001). Cette similarité est exploitée par la bactérie
pour se camoufler face au systéme immunitaire de I'héte, qui ne différencie pas I'agent pathogene
de ses propres cellules. Ce mimétisme est également un probléeme dans le développement de
vaccins, qui ciblent la plupart du temps la capsule des méningocoques. En effet, une réponse
immunitaire contre la capsule suite a une vaccination peut entrainer une réaction croisée auto-

immunitaire, en générant des anticorps contre ses propres cellules (Moe & Granoff, 2001).

Changements de capsule : Les transferts horizontaux de génes sont extrémement fréquents
chez les méningocoques, principalement a cause de leur compétence naturelle. Plusieurs
souches de N. meningitidis peuvent cohabiter au sein d'un méme héte. Une souche peut donc
acquérir certains genes d’'une autre souche. Les génes codants pour la capsule ne font pas
exception a la régle et peuvent étre échangés. Ce phénoméne a été observé pour la premiére
fois en 1997 dans I'ouest des Etats-Unis, ol une épidémie associée au sérogroupe B sévissait.
Quelques années aprés le début de I'épidémie, plusieurs victimes ont présenté une infection au
sérogroupe C. Aprés une analyse génétique plus poussée, les chercheurs se sont rendu compte
que les deux souches circulantes étaient identiques, mis a part les génes de la capsule (Swartley
etal., 1997). Des cas similaires ont également été signalés aux quatre coins du globe, notamment

au Canada (Tsang et al., 2005). Encore une fois, ce mécanisme est un obstacle au
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développement de vaccins. En effet, tous ceux commercialisés en ce moment ciblent certains
sérogroupes selon leur distribution géographique, et 'augmentation du tourisme mondial accroit
les risques de co-colonisation de plusieurs sérogroupes dans un méme héte (WHO, 2011). Une
région ou la population est immunisée contre le sérogroupe A uniquement, comme I'Afrique

centrale, est donc tout particulierement a risque d’un potentiel changement de sérogroupe.

Polyploidie : Les deux Neisseria pathogénes sont polyploides, alors que leur plus proche
homologue non-pathogéne, N. lactamica ainsi que toutes les autres espéces commensales sont
monoploides (Tobiason & Seifert, 2006). Cet attribut semble ainsi promouvoir la virulence dans
ce genre bactérien. La présence de plusieurs copies d’'un génome pourrait favoriser la diversité
génétique en augmentant les recombinaisons homologues, un mécanisme clé de la variation
antigénique des pili. Cette caractéristique pourrait €galement augmenter la capacité de réparation

d’ADN, grace a la présence de plusieurs copies intactes de chaque géne.

1.5.3 Compétence naturelle chez les Neisseria

La compétence naturelle chez les Neisseria différe relativement peu des autres bactéries
a Gram négatif. Par contre, il s’agit d’'une des seules espéces dont la compétence est constitutive,
c’est-a-dire qu’elle ne dépend d’aucun facteur environnemental ni du cycle cellulaire. Cette
particularité fait des Neisseria un organisme modeéle pour I'étude de ce mécanisme (Blokesch,
2016).

Tout comme d’autres espéces naturellement compétentes, les Neisseria ont développé
un systéme particulier pour favoriser I'acquisition d’ADN. D’abord, celles-ci peuvent exporter
directement de 'ADN & une bactérie voisine par un systéme de sécrétion de type IV (T4SS).
Contrairement a la conjugaison bactérienne, ce mécanisme ne nécessite pas de contact direct
avec une autre cellule (Hamilton et al., 2005). Ce systéme a l'avantage de promouvoir les
transferts horizontaux de génes sans sacrifier la transmission verticale, puisque la cellule
donneuse ne meurt pas. Au contraire, un second systéme de transmission d’ADN chez les
Neisseria implique directement la mort de la cellule : 'autolyse. Comme son nom lindique,
lautolyse est la mort prématurée de la cellule, ce qui méne au relargage de son matériel
génétique. Ce mécanisme survient trés rapidement dans une culture de gonocoques ou de
meéningocoques dés I'arrét de la croissance ou l'arrivée en phase stationnaire (Norlander et al.,
1979).

Spécificité de la compétence chez les Neisseria : Tout comme Haemophilus influenzae, les

Neisseria importent presque uniquement de 'ADN contenant une séquence spécifique, la DNA
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Uptake Sequence (DUS). Cette séquence de 10 ou 12 pb est présente en de nombreuses copies
dans toutes les Neisseria, y compris les commensales. Cette spécificité est assurée par la piline
mineure ComP a la surface du pili de type IV (Cehovin et al., 2013b). Limiter I'import d’ADN a des
espéces génétiquement trés proches suggére que la compétence naturelle aide a la réparation
de '’ADN ainsi qu’a I'adaptation et I'évolution. En effet, chez les Neisseria, presque la totalité de
'ADN importé aura une forte homologie avec le génome chromosomique, ce qui favorise
considérablement les recombinaisons homologues et peut donner lieu a de multiples

modifications dans une seule bactérie.

Régulation de la compétence : Puisque la compétence est active de fagon constitutive chez les
Neisseria, la régulation de ce mécanisme chez ces espéces est relativement peu étudiée. On
connait trés bien les protéines directement impliquées dans le transport de 'ADN ou dans sa
recombinaison au génome. Leur délétion entraine une abolition partielle ou totale de la
compétence. Par contre, on n’en sait que trés peu sur les interactions transcriptomiques qui
contrélent ce mécanisme. Un seul inhibiteur de la compétence naturelle a été identifié chez les
Neisseria : PilV. Comme son nom l'indique, cette protéine est impliquée dans la synthése du pili
de type IV et agit comme antagoniste de la piline mineure ComP. Par un mécanisme de
compétition, PilV inhibe I'accumulation de ComP, ce qui résulte en une diminution de la
compétence (Aas et al., 2002). D’autres inhibiteurs ont été identifiés chez d’autres espéces
naturellement compétentes, par exemple Coml et Rok chez Bacillus subtilis, qui sont des

répresseurs transcriptionnels des génes de compétence (Konkol et al., 2013; Singh et al., 2012).

Implications cliniques : En raison de la spécificité des Neisseria pour 'import d’ADN d’autres
Neisseria, la compétence naturelle de ce genre bactérien semble avoir une importance
particuliere dans son évolution et adaptation. La capacité des deux espéces pathogénes
d’acquérir de 'ADN exogéne est donc une menace qui peut avoir de lourdes répercussions en
santé publique. La résistance aux antibiotiques et un probléme majeur chez les Neisseria. En
effet, différents isolats cliniques de gonocoques affichent des résistances a tous les antibiotiques
utilisés pour contrer la gonorrhée, maintenant qualifiée de superbactérie. Chez N. meningitidis, la
compétence naturelle a directement été impliquée dans I'acquisition de résistance a la pénicilline,
qui aurait été transmise a I'agent pathogéne par d’autres Neisseria commensales (Tapsall et al.,
2009). Chez N. gonorrhoeae, un autre mécanisme de résistance au méme antibiotique semble
provenir d’'un plasmide de Haemophilus influenzae (Correia et al., 1988). Des changements au
niveau de la capsule sont également associés a la compétence naturelle de N. meningitidis, et

ont des conséquences drastiques en santé publique. Trés récemment, la plus grosse épidémie
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de sérogroupe C s’est déclarée au Niger, touchant plusieurs dizaines de milliers de personnes
(Brynildsrud et al., 2018). Cette souche épidémique, auparavant asymptomatique, aurait acquis
des facteurs de virulence et des génes capsulaires menant a la capacité d’invasion la rendant
aujourd’hui virulente. Le vaccin récemment introduit en Afrique n’est d’aucune utilité contre cette

souche puisqu’il ne protége que contre le sérogroupe A (WHO, 2011).

1.6 Identification d’un nouvel élément répété chez les Neisseria ; RS

Le génome des Neisseria pathogénes est surnommé de « mosaique » en raison de sa
trés forte abondance et diversité de séquences répétées. En effet, ces éléments représentent
environ 20% de leur génome total, une des plus fortes proportions dans le domaine bactérien
(Achaz et al., 2002). Sans surprise, cette abondance est corrélée avec une trés forte instabilité
génomique : N. meningitidis se classe 121°¢ sur 126 espéces étudiées en termes de stabilité
génomique (Rocha, 2005). Cette espéce est donc un modéle d’étude important des éléments

répétés et de leurs fonctions.

Notre équipe a récemment découvert I'existence d’'une courte séquence répétée de 25
pb, présente en plusieurs centaines de copies exactes dans les génomes de N. meningitidis, une
centaine de copies chez N. gonorrhoeae et quelques dizaines de copies chez les Neisseria
commensales. Elle est également retrouvée dans d’autres espéces plus ou moins éloignées des
Neisseriaceae, mais généralement en plus faible abondance. Cette courte séquence
parfaitement conservée pourrait faire partie d’'un plus grand élément répété moins conservé
d’environ 100 pb. De par sa taille et sa structure en palindrome (figure 4), cette nouvelle séquence
répétée, identifiée temporairement comme « RS » (repeated sequence), se classe dans la famille
des répétitions extragéniques palindromiques (REP). Celle-ci est en effet présente exclusivement

entre les génes, et jamais dans un cadre de lecture ouvert.

Figure 4 : Structure secondaire prédite de la RS
Obtenu avec le serveur web RNAStructure 6.0.1. Les couleurs représentent la probabilité de 'appariement : vert 270%,
orange 295%, rouge 299%. (https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict1.html)
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L’intérét de cette RS vient du fait qu’elle n’est pas distribuée de fagon homogéne dans le
génome des Neisseria pathogénes (figure 5A). Au contraire, elle s’Tamasse en clusters de part et
d’autre de plusieurs génes importants a la bactérie, notamment impliqués dans la virulence (figure
5B). Parmi ces génes, on retrouve ceux codant pour les pilines mineures et majeures (pif), pour
les protéines de surface opa, ainsi que pour des protéines d’acquisition et de régulation du fer
(tbp, Ibp, fet). Cette distribution particuliere suggére un réle dans la variation antigénique et de
phase, ainsi que dans la recombinaison.
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Figure 5 : Distribution des RS dans le génome de N. meningitidis 2C4.3
A. Distribution des RS au niveau du génome entier.

B. Schématisation des génes situées dans un cluster de RS.
Images obtenues a 'aide du logiciel Geneious Prime version 2019.1.3
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1.7 Identification d’une protéine hypothétique associée a la RS ; GspA

La fonction d’'une séquence répétée est difficile a étudier. La plupart du temps, une ou des
protéines sont essentielles a cette fonction, par exemple les protéines Cas pour les CRISPR, les
transposases pour les IS, etc. Pour cette raison, nous avons mené une étude in silico approfondie
de la RS dans de nombreux génomes bactériens. Nous avons d’abord identifié les espéces
abritant cette RS et cartographié cet élément sur leur génome (figure 6). Nous avons également
examiné quels génes sont entourés de plusieurs copies de la RS, que nous avons par la suite
comparés entre toutes les espéces. Finalement, nous avons vérifié si ces génes étaient aussi

présents dans des espéces ne contenant pas la RS.

A T'aide de notre approche bioinformatique poussée, nous avons identifié¢ un candidat
potentiel d’interaction avec la RS : NMV_0044 (renommé gspA). Ce géne posséde en effet

plusieurs caractéristiques qui I'associent fortement a la RS :

v" Dans presque toutes les espéces bactériennes ou la RS est présente, le géne NMV_0044
est également présent.

v" Dans presque toutes les espéces ou la RS est absente, le géne y est aussi absent.

v Le géne NMV_0044 est quasi-systématiquement a proximité immédiate de plusieurs

copies de la RS, qui le flanquent de part et d’autre (figure 6).
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Figure 6 : Le géne gspA flanqué de plusieurs RS dans différentes espéces bactériennes
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NMV _0044 est un petit géne de 285 pb situé en amont du géne pilC2 chez N. meningitidis
2C4.3. Il code pour une protéine de 95 aa. Des prédictions bio-informatiques indiquent que cette
protéine posséde un site potentiel de liaison a un métal ainsi qu’un domaine fonctionnel GIY-YIG,
mais aucun site de liaison a I’ADN (figure 7). Nous lui avons donc donné le nom de GspA (G/Y-
YIG small protein A). Sa structure secondaire prédite présente une région centrale composée de

trois feuillets béta antiparalleles, entourés de 3 hélices alpha (figure 8).

MQPAVYILASQRNGTLYIGVTSDLVQRIYQHREHL I EGF RYNVTMLVWYELH MESA REKQLKKWNRAWKLQLIEENNVSWQDLWFD *
... NWVOO4(gspA)
. GN-YIGdomain____~ Putative metal binding site—i

Figure 7 : Annotation de la séquence protéique de GspA chez N. meningitidis 2C4.3
De haut en bas : structures secondaires prédites, séquences en acides aminés, géne, domaines fonctionnels prédits.
Obtenu a partir du logiciel Geneious Prime 2019.1.3

Figure 8 : Structure 3D prédite de GspA
Obtenue a 'aide du logiciel web Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)

1.7.1 Domaine GIY-YIG chez les autres bactéries

Les protéines possédant un domaine GIY-YIG font partie dune superfamille
d’endonucléases. Elles sont impliquées dans de nombreux mécanismes, notamment le clivage
de I'ADN, la recombinaison, la réparation de I'ADN, la dégradation de 'ADN exogéne, et
finalement le maintien de la stabilité génomique (Dunin-Horkawicz et al., 2006). Les différentes

familles de protéines GIY-YIG sont détaillées ci-dessous :

UvrC-like : La famille des UVRC-like est composée d’endonucléases bactériennes et d’archées
impliquées dans la réparation de ’'ADN. Le domaine GIY-YIG N-terminal clive un cété de 'ADN
endommageé, et un autre domaine non apparenté en C-terminal clive l'autre c6té (Verhoeven et
al., 2000). Les autres membres de cette famille ont différents domaines actifs en C-terminal, mais

ont globalement la méme fonction.
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SIx-1 : Les protéines SIx-1 sont surtout retrouvées chez les eucaryotes et les levures, ou elles
sont impliquées dans la maintenance de I'ADN ribosomal et la recombinaison. Certains
homologues ont également été identifiés chez les procaryotes, ou ils sont plutét associés a la
réparation de ’ADN (Aravind & Koonin, 2001).

Eléments Penelope : Les éléments Penelope sont des éléments transposables des eucaryotes
codant une transcriptase inverse en plus du domaine GIY-YIG. Ces rétrotransposons sont

associés a une dysgénésie chez la drosophile (Evgen'ev & Arkhipova, 2005).

HEases : Les premiéres protéines découvertes avec un domaine GIY-YIG sont des
endonucléases de type « homing » (HEases). Ces nucléases, rencontrées dans tous les
domaines de la vie, ont un site de reconnaissance particuliérement large présent en une seule
ou quelques copies dans un génome. La coupure qui en résulte est ensuite réparée par la
machinerie cellulaire, qui insére alors le géne codant pour la nucléase. Les HEases possédent

en plus de leur domaine GIY-YIG un domaine de liaison a ’'ADN (Dunin-Horkawicz et al., 2006).

REases : Contrairement aux autres familles, les endonucléases de restriction (REases) ne
possédent aucun domaine conservé supplémentaire. Par contre, leur domaine GIY-YIG est
allongé par des insertions qui permettent la liaison a des séquences spécifiques d’ADN (Dunin-
Horkawicz et al., 2006). Ces enzymes présentes chez les bactéries et archées servent de moyen
de défense contre les bactériophages, en dégradant ’ADN exogéne mais pas 'ADN de la
bactérie. Les enzymes de restriction servent également d’outils de biologie moléculaire dans une
panoplie de procédés. Elles sont couramment utilisées pour manipuler 'ADN, du clonage

moléculaire a la cartographie du génome (Roberts, 2005).

COG3680 et COG1833 : Ces deux familles regroupent les protéines GIY-YIG qui n'ont pas
encore été caractérisées, provenant des eucaryotes (COG3680) ou des archées (COG1833).
Certaines endonucléases hypothétiques des bactéries y sont également retrouvées. En raison
de leur homologie a certaines autres protéines bactériennes, ces dernieres sont potentiellement

associées a la réparation de '’ADN et la virulence (Dunin-Horkawicz et al., 2006).

Toutes les familles protéiques possédant un domaine GIY-YIG bien étudiées possédent
au minimum un autre domaine fonctionnel qui les associe a leur fonction, a I'exception des
REases qui ont une séquence d’insertion plutét qu'un second domaine. Puisque GspA ne
posséde qu’'un domaine GspA et que celui-ci couvre la quasi-totalité de sa séquence, il pourrait

s’agir d’'une nouvelle famille d’endonucléase GIY-YIG.
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2 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

La séquence répétée que nous avons mise en évidence est présente en forte abondance
dans les génomes des Neisseria pathogénes. Elle est distribuée de fagon non-aléatoire autour
de plusieurs génes clés, et posséde des similarités avec d’autres éléments répétés impliqués
dans I'évolution et la pathogénicité de ces bactéries, comme une structure secondaire en téte
d’épingle. L’étude de cette séquence a mené a la découverte subséquente d’'un gene fortement
associé a la RS, encodant pour une protéine hypothétique que nous avons appelée GspA. Cette
protéine posséde un seul domaine fonctionnel, qui est également retrouvé dans plusieurs

endonucléases.

A partir de ces informations, nous avons émis I'hypothése suivante ; GspA clive 'ADN
dans ou a proximité de la RS, ce qui a pour conséquence de réguler I'expression de certains
génes ou encore de moduler la recombinaison homologue de 'ADN exogéne. Ce dernier
mécanisme suggére une implication dans la réparation de 'ADN, mais pourrait également avoir

agir sur la régulation des transferts horizontaux de génes.

L’objectif principal de ce projet est de caractériser en détail la protéine GspA ainsi que ses

fonctions chez Neisseria meningitidis. Les objectifs spécifiques sont de :

1. Vérifier I'activité endonucléase de GspA in vitro et tenter de déterminer sa spécificité de

reconnaissance et de clivage.

2. Définir le réle de GspA in vivo chez N. meningitidis a I'aide de différentes analyses

phénotypiques et transcriptomiques.

3. Confirmer expérimentalement le lien prédit in silico entre le géne gspA et la séquence

répétée.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Souches bactériennes et milieux de culture

3.1.1 Neisseria meningitidis

La souche N. meningitidis 8013 (2C4.3) a été utilisée tout au long de ce projet. Celle-ci
provient d’un isolat clinique de I'lnstitut Pasteur de 1989 a partir du sang d’un patient de 57 ans.
Elle appartient au sérogroupe C et fait partie du complexe clonal ST-18, fréequemment associé a
des pathologies en Europe (Rusniok et al., 2009). Cette derniére a été utilisée comme souche de
référence car son génome entier est séquencé et annoté avec une bonne qualité, et le vaccin

accessible au Canada confére une immunité a ce sérogroupe.

N. meningitidis a été cultivée sur milieu Gonoccocal Medium Base (GCB, Oxoid),
contenant par litre : 15 g de peptone, 1 g d’amidon de mais, 5 g de chlorure de sodium (NaCl), 4
g d’hydrogénophosphate de potassium (K;HPO4), 1 g de dihydrogénophosphate de potassium
(KH2PO.) et 10 g d’agar. Un milieu identique sans agar a été utilisé pour la culture liquide. Aprés
avoir été autoclavés, ces milieux ont été complémentés avec des suppléments Kellogg’s (Correia
et al., 1988):

e Supplément Kellogg’s 1 (100x) : 40 g de glucose, 1 g de glutamine et 2 mg de
thiamine pyrophosphate dans 100 ml d’eau. Stérilisé par filtration (filtre de 0.2 um).

e Supplément Kellogg’'s 2 (1000x) : 50 mg de Fe(NOs3);-9 H.O dans 100 ml d’eau.
Stérilisé par filtration (filtre de 0.2 ym).

Des antibiotiques ont également été ajoutés aux milieux aux concentrations indiquées

dans le tableau 1. Les incubations de N. meningitidis ont été faites a 37°C avec 5% de COs,.

3.1.2 Escherichia coli

Pour tous les clonages ayant servi a générer les plasmides, la souche E. coli DH5a a été
utilisée. Celle-ci a été rendue chimiquement compétente par un protocole standard utilisant un
tampon CCMB80 (CaClz, MgClz, MnCl,, acétate de potassium) (Jesse, 2005). Comme vecteur
d’expression, la souche E.coli BL21(DE3) a été utilisée. E. coli a été cultivée sur milieu Luria-
Bertani Miller (Miller's LB, Fisher), supplémenté avec le ou les antibiotiques aux concentrations

indiquées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Concentrations d’antibiotiques utilisées pour la culture de E. coli et de N. meningitidis

Antibiotique Abréviation Concentration pour E. Concentration pour N.
coli (ug/ml) meningitidis (pg/ml)
Erythromycine Ery 300 3
Kanamycine Km 50 100
Ampicilline Amp 100
Chloramphénicol Cm 25 5
Spectinomycine Sp 50 75

3.2 Manipulations d’ADN

Toutes les extractions d’ADN plasmidiques ont été réalisées avec le kit Qiaprep Spin
Miniprep (QIAGEN) en suivant les recommandations du fournisseur. Les clonages ont été
réalisés par la méthode de restriction-ligation en suivant les protocoles des fournisseurs, a l'aide

d’enzymes de restriction conventionnelles (NEB) et de la T4 DNA Ligase (NEB).

Pour les PCR, sauf indiqué, de ’ADN génomique total a été extrait a partir du surnageant
d’'une suspension bactérienne dans de I'eau pure, placée au bain-marie a 95°C 8 minutes puis
centrifugée a vitesse maximale pendant 5 minutes. Les quantifications d’ADN ont été obtenues
via I'appareil Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Toutes les PCR ayant servi aux différents
clonages de ce projet ont été réalisées avec la polymérase Phusion Hi-Fidelity (NEB) en suivant

le protocole du fournisseur. La liste des amorces (Sigma) est retrouvée en annexe (tableau S1).

3.3 Génération de mutants de gspA dans N. meningitidis

Les Neisseria sont toutes naturellement compétentes, mais il n’existe pas de plasmide
réplicatif utilisé comme outil de biologie moléculaire. Les transformations effectuées sur ces
espéces menent a lintégration par double recombinaison homologue d’'une partie du plasmide
directement dans le chromosome de la bactérie. La région intégrée correspond a la partie du
plasmide comprenant les régions homologues au génome, ainsi que toute séquence ajoutée
entre ces deux régions. Le squelette du plasmide est quant a lui dégradé, de la méme fagon qu’un

plasmide suicide.

Brievement, pour transformer Neisseria, un stock congelé est inoculé sur GCB agar puis
incubé une nuit a 37°C avec 5% de CO.. Le lendemain, quelques colonies sont prélevées et

étalées sur une nouvelle gélose GCB. Ensuite, 10 pyl d’ADN plasmidique sont déposés
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directement au milieu de I'étalement. La gélose est alors incubée a 37°C avec 5% de CO,pendant
6 heures ou jusqu’a I'apparition de croissance visible. La croissance a I'’endroit exact ou la goutte
d’ADN avait été déposée est finalement prélevée et étalée sur une nouvelle gélose GCB
contenant I'antibiotique de sélection approprié. Le lendemain, I'identité des colonies transformées
ayant poussé sur le milieu sélectif est vérifiée par PCR de colonies avant d’en faire un stock dans

du GCB avec 15% de glycérol, qui est entreposé a -80°C.

3.3.1 Délétion de gspA

La région génomique contenant le géne gspA et ses environs a été amplifiée a partir
d’ADN génomique de N. meningitidis 2C4.3 extrait via le kit QlAamp (QIAGEN), avec les amorces
NMV0044_flank_F et NMV0044_ flank_R, puis clonée dans le vecteur pGEM-T-easy (PCR
Cloning Kit, Promega). Une partie centrale du géne gspA a été enlevée a l'aide des enzymes
BsaBl et Aval et le géne de résistance a I'érythromycine, amplifié par les amorces ERAM3 et
ERAMup, y a été inséré en utilisant 'enzyme T4 DNA polymérase (NEB) pour générer des bouts
francs, formant le plasmide pGEM::NMV0044::Ery (tableau 2). Apres linéarisation par EcoRl,
Cette construction a finalement été transformée dans N. meningitidis 2C4.3 WT pour générer la
souche AgspA (KO).

Tableau 2 : Liste des plasmides utilisés

Nom du plasmide Description / Utilisation Origine
pGEM::NMV0044::Ery gspA interrompu par I'érythromycine (KO) Cette recherche
pGEM::Km Vecteur Promega
pOEgspA::Km gspA sous le contréle du promoteur fort ppilE (OE) Cette recherche
pGEX::NMV0044 Vecteur d’expression de gspA taguée au GST, Cette recherche

inductible a 'PTG

pComplind::Cm Vecteur d’intégration chez Nm, dans une région (leva et al., 2005)

intergénique

pKOYebN::Cm Vecteur d’intégration chez Nm, remplagant le géne (Veyrier et al., 2011)

non essentiel YebN

pK18mobSacB Utilisé comme cible pour I'activité endonucléase de ATCC87097
GspA
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3.3.2 Surexpression et complémentation de gspA

Un plasmide de complémentation préalablement construit a été utilisé (Veyrier F., non
publié). Celui-ci s’'intégre dans une région intergénique éloignée et contient un promoteur fort
(pilEp). 1l est sélectionné grace a une cassette de résistance a la kanamycine. Le géne gspA,
obtenu par PCR avec les amorces GspABspHIF et GspAPstIR, a été digéré par BspHI/Pstl et
sous-cloné dans ce plasmide digéré par les enzyme Ncol et Pstl pour donner pOEgspA::Km. Ce
plasmide contenant le géne sous contrdle de pilEp a été linéarisé par Dralll et transformé dans
N. meningitidis WT, générant la souche OE (N. meningitidis 2C4.3 pilEp-gspA). Cette souche
posséde donc une copie intacte de gspA, en plus d’'une copie sous un promoteur fort ailleurs

dans le génome.

Pour générer la souche complémentée N. meningitidis 2C4.3 AgspA-pilEp-gspA (Compl),
le plasmide précédemment détaillé pOEgspA::Km a été introduit par transformation dans la
souche N. meningitidis AgspA. Celle-ci a donc une copie non fonctionnelle de gspA, en plus d’une
copie fortement exprimée. Elle possede donc a la fois la résistance a I'érythromycine (provenant

du plasmide KO) et a la kanamycine (provenant du plasmide OE).

3.4 Expression et purification de la protéine GspA

Le géne gspA de N. meningitidis 2C4.3 avec son promoteur a été amplifié a I'aide des
amorces POEG44F et POE44R, puis a été cloné dans le plasmide d’expression pGEX-4T1 (GE
Healthcare), qui couple la protéine a un tag GST (glutathion S-transférase) ainsi qu’un site de
clivage par la thrombine. Ce plasmide a ensuite été transformé dans E.coli BL21(DE3) pour
exprimer la protéine de fusion GST-NMV0044 (GST-GspA).

3.4.1 Induction et lyse

L’expression de GST-GspA a été induite par [lajout dIPTG (isopropyl
thiogalactopyranoside) a 0.5 mM dans une culture en phase exponentielle (DOg00=0.6). Aprés
16h d’induction a 37°C, la culture a été centrifugée a 3500 g pendant 20min a 4°C, puis
resuspendue dans du PBS froid. La lyse a été effectuée par 5 cycles de sonication 15s ON/30s
OFF (Branson sonifier 450) dans un bain de glace. Le lysat a par la suite été centrifugé a 21000

rpm pendant 30min a 4°C.
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3.4.2 Chromatographie d’affinité

La résine GlutathioneSepharose 4B (GE Healthcare) a été utilisée pour purifier la protéine
de fusion GST-GspA grace a son tag GST. Le lysat cellulaire a été mélangé a 4ml de résine, et
le mélange a été incubé avec faible agitation a 4°C pendant 2 heures. La solution a ensuite été
transférée dans une colonne de verre, puis le filtrat a été évacué. La résine a ensuite été lavée
trois fois avec du PBS, aprés quoi 5 ml de tampon d’élution (Tris 50mM, glutathion 10mM pH8)
ont été ajoutés. Aprés 15 minutes d’incubation a température piéce, la premiére élution a été

récupérée.

La protéine de fusion a été purifiée par dialyse a 'aide d’'une membrane présentant un
seuil de 8000 Da, qui devrait laisser passer le glutathion mais pas la protéine de fusion. 6 dialyses
de 4 a 16 heures chacune ont été réalisées dans un tampon de dialyse (Tris 50mM, NaCl 200mM

pH 8), sous agitation a 4°C.

3.4.3 Clivage du tag GST et purification de la protéine non taguée

Etant donné la faible taille attendue de ~11kDa de GspA, la GST a été clivée de la protéine
de fusion purifiée par la thrombine, au cas ou ce tag affecterait I'activité de la protéine. Le kit
Thrombin CleanCleave Kit (Sigma) a été utilisé en suivant ses recommandations. Le clivage a
été effectué pendant 48 heures a 4°C. Les protéines libres ont ensuite été purifiées par une
seconde chromatographie d’affinité. Celle-ci est identique a la premiére chromatographie
détaillée ci-haut. La protéine a été conservée a -80°C dans du glycérol 10%, ce qui n’a pas affecté

significativement son activité a long terme, lorsque comparée a une purification fraiche.

3.5 Etudes in vivo, tests phénotypiques

3.5.1 Courbes de croissance

Des stocks congelés de chaque souche de N. meningitidis 2C4.3 (WT, OE, KO et Compl)
ont été inoculés sur milieu GCB et incubés 16h a 37°C avec 5% de CO,. Une suspension de
chaque souche a ensuite été préparée a une densité optique a 600 nm (DOsoo) de 0.1 dans du
milieu GCB liquide. 2 ml de chacune ont été transférés dans un tube de culture de 12 ml, puis
incubés sous agitation (300 rpm) a 37°C sans CO.. La densité optique a été mesurée toutes les

heures pendant 8 heures ou jusqu’a I'atteinte de la phase stationnaire.
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3.5.2 Sensibilité au pH, au stress oxydatif, a la mutagenése et aux métaux

pH : Du milieu GCB agar a été préparé a différents pH allant de 5 a 10 en y ajoutant du HCI ou
du NaOH a 5M. Pour chaque souche de N. meningitidis testée (WT, OE, KO), une culture
provenant d'un stock congelé a été resuspendue a une DOsoo=1, correspondant a ~5x108
cellules/ml. Ensuite, chaque suspension a été diluée en série (1:10) jusqu’a 107, avant de
déposer une gouttelette de 7.5 ul de chaque dilution sur les géloses de différents pH. Les géloses
ont finalement été incubées jusqu’au lendemain, aprés quoi le nombre de CFU (unité formant
colonie) dans chaque gouttelette a été déterminé. Cette technique de dilution en série et
d’inoculation par goutte est référée comme test de spotting dans ce rapport. L'expérience a été

réalisée a 4 reprises indépendantes.

Métaux : Des milieux GCB agar ont été préparés avec 25, 50, 100 uM de différents métaux, soit
le zinc (ZnSO4, Sigma), le manganése (MnSO., Anachemia), le magnésium (MgSQO4, Sigma) et
le nickel (NiSO4, Sigma). Un test de spotting a été réalisé sur ces milieux. Le zinc a également
été testé a 200, 300, 400 et 500 uM de la méme fagon. Chaque expérience a été réalisée en

triplicata.

Mutagenése physique (UV) : Un test de spotting a été réalisé sur des géloses GCB. Celles-ci
ont par la suite été exposées aux UV provenant de la lampe a UV de la hotte biologique pendant
0, 6, 12, 18 et 24 secondes. Aprés 16 heures d’incubation, le nombre de CFU ayant survécu a la

mutagenése a été calculé. L'expérience a été effectuée a deux reprises indépendantes.

Mutagenése chimique (EMS) : Des suspensions a DOgp=0.2 ont été préparées pour chaque
souche (Nm WT, OE, KO), aprés quoi de I'éthyl méthanesulfate (EMS, Sigma) a 10% v/v a été
ajouté. Ce mélange a été incubé 15, 30 ou 45 minutes a 37°C avant de centrifuger la suspension
2 minutes a 9000 rpm et de procéder a deux lavages avec du PBS. Le culot cellulaire a finalement
été resuspendu dans du milieu GCB liquide, et un test de spotting a été réalisé sur milieu GCB.

L’expérience a été réalisée a deux reprises indépendantes.

Stress oxydatif : La méthode d'inhibition de disque a été utilisée pour déterminer la sensibilité
au stress oxydatif des mutants de gspA. Pour ce faire, des cultures de chaque souche ont été
resuspendues dans du GCB liquide a DOsgo = 0.3, puis étalées sur des géloses GCB. Des disques
de papier Whatman de 6 mm ont ensuite été imbibés avec 10 ul de peroxyde d’hydrogéne a 500
mM (H202, Sigma), ou de paraquat & 100 mM (C12H14Cl2N2, Sigma). Les disques ont été déposés
sur la gélose ensemencée, et ceux-ci ont été incubés 16h a 37°C. L’expérience a été réalisée en

triplicata. Les disques d’inhibitions ont par la suite été mesurés a la régle.
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3.5.3 Morphologie et piliation : Microscopie électronique a transmission (TEM)

1 ml de suspensions a DOey0=0.5 a été préparé pour chaque souche (Nm WT, OE, KO,
Compl) dans du GCB liquide et transféré dans une plaque de culture cellulaire non traitée a 12
puits, contenant des grilles de cuivre pour le TEM (formvar/carbone 200 mesh, TEDPELL). La
plague a ensuite été incubée 6 heures a 37°C sans agitation pour permettre aux bactéries d’y
pousser et de développer leur pili. Les cellules ont par la suite été fixées pendant 16 h en y
ajoutant une solution a 2.5% de glutaraldéhyde dans du tampon cacodylate 0.05 M. 3 lavages de
30 minutes chacun ont ensuite été réalisés avec du tampon cacodylate a 0.05 M supplémenté de
3% de saccharose. Finalement, les grilles ont été contre-colorées a I'acide phosphotungstique
(PTA) 1 % pendant 15 secondes. Cette coloration excessive diminue la qualité de I'image des
cellules, mais augmente le contraste de leur pili qui sont autrement difficiles a distinguer.
L’expérience a été reéalisée a deux reprises indépendantes, et des images représentatives de
chaque souche sont présentées, a I'exception de la souche complémentée qui présentait un bruit

de fond trop fort pour y distinguer des pili.

3.6 Etudes in vitro

3.6.1 RT-qPCR

Extraction d’ARN : Les quatre souches de N. meningitidis (WT, gspA OE, KO, Compl) ont été
cultivées en triplicatas sur milieu gélosé a partir d’'un stock glycérol congelé. La croissance a par
la suite été étalée sur de nouveaux milieux GCB, puis incubée 6 heures a 37°C avec 5% de COs.
L’ARN a ensuite été extrait a I'aide du kit Qiagen RNeasy Mini kit en suivant le protocole du

fournisseur.

Transcription inverse (RT) : 1 uyg d’ARN de chaque échantillon a été dilué dans 19 pl d’eau,
avant d’étre incubé 10 minutes a 55°C. 1 pyl de DNAse | Amp grade (Invitrogen) et 2 yl du tampon
fourni avec I'enzyme ont ensuite été ajoutés a chaque tube. Le mélange a par la suite été incubé
30 minutes a 37°C, puis 10 minutes a 75°C, aprés quoi 2 pl de Random Primers (Invitrogen) ont
été ajoutés. Le tout a ensuite été incubé 10 minutes a 85°C. La réaction de transcription inverse
(RT) a par la suite été réalisée a I'aide de 'enzyme RevertAid H Minus Reverse Transcriptase
(Thermo) en suivant le protocole du fournisseur. Un contrOle sans RT a été utilisé pour déterminer

si 'extraction d’ARN était exempte d’ADN génomique contaminant.

qPCR : Les gPCR ont été réalisées a partir de 10 ng d’ADNc dans un volume final de 10 pl avec
le kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo) dans le thermocycleur StepOne Plus (Applied
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Biosystems) en suivant les recommandations du fournisseur. L’endogéne de référence utilisé est
gyrA (Gomes et al., 2018). Les amorces utilisées sont listées dans le tableau en annexe. Les
valeurs de fold change ont été calculées par la méthode des AACT (Livak & Schmittgen, 2001).
Les moyennes et écarts-types ont été obtenus de ftriplicatas biologiques provenant d’extraction
d’ARN indépendantes.

3.6.2 Tests d’activité endonucléase
Sur des plasmides entiers

L’activité endonucléase de la protéine purifiée GspA a été évaluée sur plusieurs plasmides
entiers ; pComplnd, pKOYebN, pGEM::NMV0044, pGEM, pOEgspA, et pK18mobSacB. Pour ce
faire, environ 100 ng de chaque plasmide ont été incubés pendant 2 heures avec différentes
concentrations de la protéine GspA dans 20 pl de tampon NEBuffer 3.1 1x (concentrations finales
de 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 100 ug/ml BSA), dans lequel de nombreuses
enzymes commerciales ont une activité endonucléase optimale. Le mélange a ensuite été migré
sur un gel d’'agarose a 1% en présence de GelStain (Biotium) pour visualiser les différentes
conformations des plasmides. La révélation du gel a été réalisée par I'appareil GelDoc XR

(BioRad) avec les parameétres par défaut.

Comme contrlle, la protéine a été inactivée a 95°C pendant 10 minutes avant d’'étre
ajoutée au plasmide. Dans un autre contrdle, 20 unités de Sall, une enzyme de restriction qui
coupe les deux brins d’ADN a un seul endroit du plasmide pComplnd, ont été ajoutées au lieu de
GspA pour linéariser complétement ce plasmide. Pour évaluer la nécessité en magnésium de la
réaction d’endonucléase, du tampon identique au NEBuffer 3.1 a été préparé sans magnésium,
et différentes concentrations de MgCl; y ont été ajoutées. Chaque expérience a été réalisée a

plusieurs reprises de facon indépendante, et des résultats représentatifs sont présentés.
Sur des fragments d’ADN

Pour identifier plus précisément I'endroit ou GspA coupe dans le plasmide pGEM::Km, 12
fragments de ~500 pb de ce plasmide couvrant toute sa séquence ont été amplifiés par PCR
avec une polymérase Phusion (NEB), puis purifiés (QlIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Ensuite,
les terminaisons 5’ de ces produits ont été radiomarquées par la T4 polynucleotide kinase
(Epicentre) dans un volume de 10 ul contenant 100 nM d’oligonucléotides, 1x de tampon PNK
(Promega), 0.2 pl d’enzyme et 1 ul de y-32P ATP. Cette réaction a été incubée pendant 30 minutes

a 37°C, puis stoppée par inactivation 5 minutes a 70°C. Chaque fragment marqué a ensuite été
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mélangé a 1x de tampon NEBuffer 3.1 et a la protéine purifiee GspA, comme décrit dans la
section précédente. Comme contréle, les fragments de PCR 1 et 4 ont également été mis en
contact avec une quantité saturante de I'enzyme de type « nicking » Nt.BsmAl (NEB), qui
posséde un seul site de reconnaissance dans le fragment 4 (contrdle positif), et aucun dans le
fragment 1 (contrble négatif). Aprés l'ajout de tampon de chargement au formamide, les
échantillons ont été chauffés a 95°C et immédiatement refroidis sur glace pour dénaturer les deux
brins d’ADN. Ceux-ci ont par la suite été migrés sur un gel dénaturant de polyacrylamide a 8%
(urée 8M) aux cétés de marqueurs de taille. Le gel a finalement été séché sur un Gel Dryer 583
(BioRad), puis exposé 16h dans une cassette au phosphore avant d’étre imagé par un Typhoon
FL9500 (Amersham).

Une expérience similaire a été réalisée avec d’autres potentielles cibles de I'activité
endonucléase de GspA ; un produit de PCR provenant d’'une région de N. meningitidis MC58
(sérogroupe B) contenant une copie de la séquences répétées (amorces sRNABiotF et SRNAR),
et un autre produit contenant également plusieurs RS mais cette fois provenant de N. meningitidis
2C4.3 (amorces RS_gspA _2C4.3_F/R). Ici, les amorces étaient préalablement radiomarquées,

donnant lieu a des produits de PCR marqués au 3?P.

3.7 Tests de transformation

La compétence naturelle des mutants de N. meningitidis a été évaluée de fagon
quantitative par des transformations en milieu liquide avec deux plasmides. pCompind d’abord,
qui ne posséde aucune copie de la RS et s’intégre dans une région intergénique (leva et al.,
2005). pKOYebN quant a lui, posséde plusieurs copies de la RS, et s’intégre a la place du géne
yebN. La protéine YebN étant associée au transport du manganéese (Veyrier et al., 2011), sa

délétion n’a aucun effet en conditions de croissance normales.
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Pour chaque test, le plasmide a préalablement été linéarisé par une enzyme de restriction.
Puis, 100 ng ont été ajoutés a 100 pl de suspension de chaque souche de N. meningitidis (WT,
OE, KO, Compl) a DOsgo=1 en triplicatas. Du MgSO4 a également été ajouté a chaque réaction a
une concentration finale de 10 mM afin de favoriser 'import d’ADN. Les réactions ont par la suite
été incubées 3 heures a 37°C, aprés quoi elles ont été diluées en série dans du milieu GCB
liquide. Enfin, 30 pl de chaque dilution ont été étalés sur GCB agar avec I'antibiotique approprié
et incubés 20 heures pour permettre le décompte de CFU transformées. Pour obtenir le nombre
de CFU totales de chaque réaction, 30 ul de chaque dilution ont également été étalés sur milieu
GCB agar sans antibiotique. Les ratios CFU transformées / 10° CFU totales ont par la suite été
calculés. Chaque expérience a été réalisée a au moins trois reprises indépendantes en triplicatas.
La moyenne et I'écart-type sont présentés. Des one-way ANOVA avec des comparaisons

multiples de Tukey ont été utilisés pour I'analyse statistique via le logiciel Graphpad Prism 7.00.

34



4 RESULTATS

4.1 Activité endonucléase de GspA in vitro

4.1.1 Digestion de plasmides entiers

En premier lieu, nous avons voulu vérifier si la protéine GspA posséde une activité
endonucléase in vitro, tel que prédit par son unique domaine fonctionnel GIY-YIG. Suite a la
purification de la protéine, son activité endonucléase a été évaluée en l'incubant présence de
différents plasmides circulaires, et en comparant les conformations de ces plasmides avant et
aprés l'ajout de GspA par électrophorése sur gel d’'agarose (figure 9). Plusieurs conditions ont
été testées, a commencer par la concentration de GspA nécessaire au clivage de 'ADN
plasmidique. En I'absence ou en concentration trés faible de GspA, le plasmide est retrouvé
majoritairement sous la forme surenroulée. La forme circulaire relachée (nicked) ainsi que linéaire
sont également présents, mais en faible quantité relative. Ce profil de migration est typique pour
un plasmide extrait par un kit sur colonne. En effet, la conformation native d’un plasmide est la
forme surenroulée, mais quelques copies dégradées ont plutdt une forme linéaire (cassure
double-brin) ou encore différentes formes circulaires relachées (cassures d’un seul brin, plusieurs

bandes de cette conformation peuvent étre observées selon le nombre de cassures).

La conformation circulaire relachée augmente par rapport a la forme surenroulée suite a
I'ajout d’au moins 1.32 uM de GspA, signifiant que cette protéine clive un seul brin d’ADN (figure
9A). Cet effet est maximal avec 5.28 uM de GspA. Si 'enzyme est inactivée a la chaleur avant

l'incubation avec le plasmide, cette activité endonucléase est perdue.
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Figure 9 : GspA est une endonucléase de type nicking magnésium dépendante
A. Effet de la protéine purifiée GspA sur le plasmide entier (surenroulé) pGEM::NMV0044.
B. Effet de la concentration en magnésium sur I'activité endonucléase de GspA. Le plasmide pGEM::NMV0044
a été utilisé. Lorsqu’indiqué, 5.28 uM de protéine a été utilisé.
C. Veérification du type de coupure causée par GspA sur le plasmide pComplind. Lorsqu’indiqué, 5.28 uM de
protéine a été utilisé. 20 U de Sall ont été ajoutés au dernier puit pour linéariser le plasmide.
Les pictogrammes a gauche représentent les conformations possibles du plasmide, soit de haut en bas ; circulaire
relaché (nicked), linéaire et surenroulé. La condition GspA+95°C signifie que la protéine a été inactivée a la chaleur
avant lincubation avec le plasmide. Les images montrées sont représentatives d’au moins deux expériences
indépendantes.

Puisqu’un site de liaison a un métal a été prédit par bio-informatique dans le domaine
fonctionnel GIY-YIG de GspA, la nécessité d’un cofacteur pour 'activité endonucléase de cette
protéine a été évaluée. Plusieurs métaux ont été testés : calcium, potassium, zinc, manganeése,
nickel, cuivre et magnésium. Ces métaux sont tous des cations divalents nécessaires a I'activité
de plusieurs enzymes bactériennes (Vashishtha et al., 2016). Une faible activité endonucléase a
été observée en présence de nickel et de manganése. Cette activité était maximale en présence
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de magnésium. Cependant, aucune activité n’a été associée au zinc, cuivre et calcium (données
non montrées). Différentes concentrations en magnésium ont donc été testées (figure 9B). 50mM
de Mg?* sont nécessaires a une dégradation significative de plasmide surenroulé par GspA, mais
la digestion n’est pas compléte. Une concentration supérieure n’a pas été testée. Plusieurs temps
d’incubations ont également été testés. 2 heures étaient suffisantes pour une digestion maximale
du plasmide surenroulé, et prolonger I'incubation jusqu’a 24 heures n’a pas augmenté davantage

cette activité (données non montrées).

Finalement, une expérience complémentaire a été réalisée pour confirmer que la digestion
par GspA se traduit bel et bien par de 'ADN circulaire relaché et non de I'’ADN linéaire (figure
9C). Pour ce faire, un controle supplémentaire a été ajouté dans lequel le plasmide est digéré par
une enzyme de restriction commerciale qui clive les deux brins d’ADN a un site unique, ce qui
linéarise ce dernier. Dans cette condition, la bande correspondant a 'ADN linéarisé migre plus
loin que la bande obtenue par la digestion avec GspA, ce qui confirme que GspA ne clive qu’un
brin d’ADN.

Afin d’orienter nos recherches sur la spécificité des coupures simple-brin occasionnées
par GspA, des expériences similaires ont été reproduites avec de nombreux plasmides différents,
dont certains avec plusieurs copies de la séquence répétée et d’autres sans ; pGEM, pOEgspA,
pGEX::NMV0044, pK18mobSacB, pKOTriad. Dans nos conditions, peu importe le plasmide
utilisé, I'ajout de GspA se traduit toujours par une augmentation significative de la forme circulaire
relachée. Cette digestion n’est par contre jamais compléte puisqu’il reste toujours un peu de la

conformation surenroulée (données non montrées).

4.1.2 Digestion de produits de PCR

Toujours dans l'optique de définir la spécificité de coupure de la protéine GspA, des
fragments d’ADN linéaires plus petits ont également été mis en présence de celle-ci. Pour vérifier
leur digestion, une technique plus sensible que I'électrophorése sur gel d’agarose a di étre
utilisée. Les fragments d’ADN ont d’abord été marqués avec l'isotope radioactif 32P avant d'y
ajouter GspA. Ensuite, le mélange ADN-GspA a été migré sur gel de polyacrylamide, qui offre
une meilleure résolution que I'agarose (figure 10). L'utilisation de la radioactivité permet de
détecter des fragments d’ADN présents en trés faible quantité, dans le cas ou la coupure par

GspA n’est pas systématique.

Puisque GspA montrait une bonne activité endonucléase de type nicking sur le plasmide

pGEM::Km entier (données non montrées), ce dernier a été divisé en 12 fragments se
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chevauchant, d’environ 500 pb, par différentes réactions de PCR. Il est important de noter que
ce plasmide ne contient aucune copie de la séquence répétée. La protéine purifiée GspA a
ensuite été ajoutée a chacun de ces fragments radiomarqués, avant de procéder a
I'électrophorése (figure 10A). Comme contréle, une enzyme de restriction commerciale de type
nicking a été ajoutée au fragment de PCR #1 et #4. Celle-ci posséde un site unique de clivage
dans le fragment 4 (contréle positif), et aucun dans le fragment 1 (contrdle négatif). Effectivement,
suite a I'ajout de cette enzyme au fragment #4, on observe I'apparition d’'une bande a environ 130
pb, alors qu’aucune différence n’est visible dans le fragment #1. Dans ces conditions, I'ajout de
GspA aux fragments de pGEM::Km n’entraine pas le clivage de ces derniers, puisqu’aucune
nouvelle bande n’apparait en présence de la protéine. Cependant, les fragments #10 a 12 sont

difficilement analysables en raison d’artéfacts au niveau du gel.

Afin de vérifier 'hypothése comme quoi GspA aurait peut-étre un site de reconnaissance
ou de clivage au niveau de la séquence répétée, I'expérience a été répétée en utilisant des
fragments d’ADN radiomarqués contenant une ou plusieurs copies de cette RS (figure 10B et C).
A partir d’'un produit de PCR de la souche N. meningitidis MC58 (1x RS), 'ajout de GspA se
traduit par I'apparition d’'une bande nette d’ADN de faible poids moléculaire (figure 10B). Cette
bande indique que GspA coupe a un endroit de cet ADN. En utilisant un autre produit de PCR
provenant de la souche 2C4.3 de N. meningitidis (4x RS), un résultat similaire est observé (figure
10C).

En résumé, une activité endonucléase de type nicking a été confirmée chez la protéine
purifiée GspA in vitro. Celle-ci clive un seul brin d’ADN dans une variété de plasmides surenroulé,
indépendamment de la présence de la séquence répétée. Sur des produits de PCR radiomarqués

(non-surenroulés), une méme activité a été observée uniquement lorsqu’ils contiennent la RS.
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Figure 10 : Recherche de la spécificité du clivage de GspA par cartographie d’ADN radiomarqué

Le plasmide pGEM::Km, qui ne contient pas la séquence répétée, a divisé par PCR en 12 fragments, qui ont
ensuite été radiomarqués en 5’, puis incubés avec ou sans GspA. L’ADN a ensuite été dénaturé avant d’étre
analysé sur gel d’acrylamide. Nt.BsmAl est une nickase qui posséde un site de reconnaissance dans le
fragment PCR4, mais pas dans le fragment PCR1. Le gel a été surexposé pour révéler les fragments d’ADN

présents en faible abondance. Les colonnes extérieures représentent des marqueurs de taille.

La méme expérience a été réalisée, cette fois sur un produit de PCR provenant d’'une région d’ADN
génomique de la souche N. meningitidis MC58 contenant une copie de la séquence répétée. L’'astérisque

rouge indique un fragment obtenu uniquement en présence de GspA.

Méme expérience, sur un produit de PCR d’une région de la souche N. meningitidis 2C4.3 contenant plusieurs
copies de la RS. Le gel a été surexposé pour montrer les fragments présents en faible quantité. L'astérisque

rouge indique un fragment obtenu uniquement avec GspA.
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4.2 Etudes phénotypiques de GspA in vivo

Puisque I'activité endonucléase de GspA a été confirmée in vitro, nous avons voulu étudier
l'impact de cette protéine sur différents processus physiologiques de la bactérie N. meningitidis.
Pour ce faire, plusieurs mutants de la souche N. meningitidis 2C4.3 ont été créés. Dans un
premier mutant, le géne gspA a été inactivé par linsertion d’'un géne de résistance a
I'érythromycine : GspA KO (AgspA). Dans un second, un promoteur fort a été associé au géne
gspA et réintroduit ailleurs dans la bactérie, menant a une surexpression de la protéine GspA :
GspA OE (overexpressed, pilEp-gspA). Finalement, un troisieme mutant a été créé, dans lequel
gspA a d’abord été inactivé, puis réintroduit ailleurs sous un promoteur fort. Cette souche,
appelée GspA Compl (complémenté, AgspA-pilEp-gspA), permet de s’assurer que tout
phénotype observé dans le mutant KO est di a 'absence d’expression du gene gspA et non aux
manipulations génétiques que cette souche a subies. Pour vérifier la surexpression, la délétion
et la complémentation de gspA dans ces mutants, leur ARN a été extrait et une RT-qPCR a été
réalisée contre le transcrit codant pour GspA (figure S1). Les souches KO et Compl expriment
environ 70 fois plus la protéine GspA par rapport a la souche sauvage (WT), tandis que la souche
KO en exprime une quantité indétectable. Ces résultats suggérent que les mutants générés sont

de outils adéquats pour étudier les fonctions biologiques de GspA.

Etant donné que GspA n’était qu’une protéine hypothétique avant cette étude et qu’elle
ne possede qu’une faible homologie avec d’autres protéines mieux caractérisées, plusieurs tests
phénotypiques ont di étre réalisés sur les quatre souches (WT, OE, KO, Compl) afin de trouver
les fonctions potentielles de cette nouvelle protéine. L'ensemble des expériences ou aucune

différence significative n’a été observée entre ces mutants est présenté dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Récapitulatif des phénotypes testés ou GspA ne semble pas avoir d’implication

Phénotype testé Méthodes utilisées Conditions testées

Croissance Croissance en milieu liquide (DO600) Avec ou sans COz, avec ou
sans agitation

Croissance en milieu solide (CFU, test

de spotting)
Sensibilité au pH Croissance en milieu solide (CFU, test pH 5-10
de spotting)
Résistance au stress Disque d'inhibition H202, tBOOH, paraquat
oxydatif
Croissance en milieu solide (CFU, test
de spotting)
Croissance en milieu liquide (DO600)
Résistance a la Mutagenese physique uv
mutagenése
Mutagenése chimique EMS
Sensibilité aux métaux Disque d'inhibition Manganeése, fer, cobalt,
magneésium, zinc, nickel,
cuivre, cadmium et aluminium
Croissance en milieu solide (CFU, test
de spotting)
Croissance en milieu liquide (DO600)
Morphologie et piliation = Microscopie électronique a Milieu liquide riche (GCB)

transmission

H202 : peroxyde d’hydrogene, tBOOH : t-butylhydroperoxyde, UV : ultraviolets, EMS : éthyle méthanesulfonate,
DO600 : Absorbance mesurée a une longueur d’'onde de 600 nm.

4.2.1 Tests de croissance

En premier lieu, 'impact de I'expression de gspA sur la croissance de N. meningitidis en
milieu optimal a été évalué (figure 11). Cette expérience était nécessaire avant tout autre test
phénotypique, car la majorité de ces derniers implique la croissance de suspensions bactériennes
et le dénombrement des unités formant colonie (CFU). Une différence de croissance entre les
souches en conditions normales aurait donc biaisé tout test ultérieur. Pour monitorer la croissance
des bactéries en milieu liquide sous agitation, la densité optique a été mesurée périodiquement.
On observe pour chaque mutant une courbe correspondant aux trois phases de croissances ;
phase latente, phase exponentielle et phase stationnaire. Les quatre courbes se superposent
précisément, indiquant qu’aucune différence de croissance significative n’est associée a la

mutation de gspA. Chaque culture entre en phase exponentielle aprés une heure d'incubation
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lors de laquelle le temps de génération est de 20 minutes, et atteint un plateau dés la quatriéme
heure. Puisque la densité optique refléte la quantité totale de cellules, mortes comme vivantes,
on n'‘observe pas de phase de déclin suite a une incubation prolongée (données non montrées).
Dans ces conditions, on peut en conclure que GspA n’est pas une protéine essentielle a la

bactérie.

WT
OE
KO
Compl

U B

Temps (h)

Figure 11 : Croissance en milieu liquide des différents mutants de GspA
L’expérience a été répétée trois fois de fagons indépendantes. Les moyennes et écarts-types sont présentés.

4.2.2 Sensibilité au pH, au stress oxydatif, a la mutagenése et aux métaux

Puisque la surexpression ou la délétion de GspA n’entraine pas d’avantage ou de déficit
de croissance en conditions optimales, nous avons voulu évaluer la croissance des quatre
souches lorsque celles-ci sont soumises a différentes conditions et stress. Une différence de
croissance entre les mutants pour une condition donnée serait un bon indicateur de la fonction
biologique de GspA.

Plusieurs techniques ont été utilisées pour étudier différents stress, soit la mesure de la
densité optique, le décompte de CFU, l'inhibition de disque ou encore le test de spotting. Ce
dernier a 'avantage de pouvoir cribler de nombreuses conditions de fagon rapide. Il a été utilisé
pour évaluer notamment la sensibilité des mutants au pH ainsi qu’a de fortes concentrations de
différents métaux (tableau 3). Aucun mutant ne s’est démarqué des autres souches lors de ces
tests, signifiant que GspA n’a probablement pas de fonctions associées a 'homéostasie des

métaux ou au transport de protons (données non-montrées).
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Pour écarter la possibilité que GspA soit impliquée dans la réponse au stress oxydatif, la
technique d’inhibition de disque a été utilisée (figure 12). 2 agents oxydants ont été testés sur les
différents mutants de GspA ; le peroxyde d’hydrogéne (500 mM H»O3) et le paraquat (100 mM).
Dans les deux cas, la zone d’inhibition de chaque souche est identique. Dans ces conditions,

GspA n’a aucune fonction évidente dans la réponse au stress oxydatif.
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Figure 12 : Sensibilité au stress oxydatif des différents mutants de GspA
La technique d’inhibition de disque a été utilisée. La moyenne et I'écart-type de 3 réplicas sont affichés. H202 :
peroxyde d’hydrogene.

Le potentiel role de GspA dans la réparation de 'ADN a également été évalué. Chaque
souche a été soumise a deux types de mutagenése. La mutagenése physique d’abord, a été
réalisée en exposant des géloses fraichement ensemencées a des rayons ultraviolets, qui
causent des mutations aléatoires dans le génome de la bactérie. Quant a elle, la mutagenése
chimique a été réalisée par exposition a I'éthyle méthanesulfonate (EMS), qui cause des
mutations ponctuelles menant a des substitutions de nucléotides. Dans les deux cas, le taux de
survie des bactéries n’était pas significativement différent entre les mutants, suggérant que GspA

n’aide pas a la réparation de ce genre de dommages a 'ADN (données non-montrées).

4.2.3 Morphologie et piliation des mutants de gspA

Puisque le géne gspA se trouve a proximité immédiate de génes codants pour les pili dans
N. meningitidis 2C4.3 et que la séquence répétée est souvent retrouvée prés de ces génes, la
piliation des mutants de GspA a été évaluée par microscopie électronique a transmission, de
méme que leur morphologie cellulaire (figure 13). Puisque le bruit de fond des images provenant
de la souche complémentée était trop fort pour y distinguer des pili, cette souche est exclue de

cette analyse et devra étre réimagée. Pour les trois autres souches (WT, OE, KO), la morphologie
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caractéristique des Neisseria pathogénes a été observée, soit des diplocoques a surface
rugueuse. Aucune différence n’a été constatée par rapport a la taille des cellules. Plusieurs pili
ont pu étre observés dans chaque mutant. Leur nombre et longueur n'ont pas été évalués en
raison du faible nombre de cellules analysables, mais aucune différence flagrante n’a été
constatée entre ces mutants. GspA ne semble donc pas avoir d’effet observable sur la piliation

des cellules.

500 nm
Mag : 15 000x

»

Figure 13 : Piliation des mutants de GspA chez N. meningitidis
A. Souche WT B. Souche OE  C. Souche KO
Les images ont été obtenues en microscopie électronique a transmission aux grossissements indiqués. Des cellules
représentatives de deux expériences indépendantes sont montrées. Les panneaux de droite représentent un zoom sur
les panneaux de gauche. Le focus a été fait sur les pili plutdét que sur la bactérie.
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4.3 Etudes transcriptomiques

En plus de la recherche de phénotypes associés aux mutations de GspA, I'hypothése
comme quoi cette protéine pourrait étre un régulateur transcriptionnel a été vérifiée. Pour ce faire,
I'ARN des souches WT, OE et KO a été extrait, et des RT-gPCR ont été réalisées sur différentes
cibles (figure 14). La souche Compl n’ayant pas encore été créée a cette étape du projet, le
transcriptome de celle-ci n’a pas été évalué. Deux stratégies ont été utilisées pour déterminer des
cibles potentielles de GspA. La premiére cible I'expression de génes entourés de nombreuses
copies de la séquence répétée. La seconde cible quant a elle les génes situés a proximité
immédiate du géne gspA. Aucune différence significative entre les 3 souches n’a été trouvée pour
une cible donnée, a l'exception de /IdA. Les écarts-types sont cependant assez grands,
probablement en raison de la variabilité intrinséque des Neisseria ou d’une transcription inverse
sous-optimale. Une surexpression de NMV0034 et NMV1689, deux protéines hypothétiques,
semble étre associée a la souche KO. Cependant, l'inverse n’est pas observé dans la souche
OE, donc ce résultat aurait besoin d’étre confirmé a l'aide de la souche complémentée. Le
transcrit correspondant a la L-lactate déshydrogénase (LIdA) est significativement surexprimé
dans la souche OE et sous-exprimé dans la souche KO. Cette protéine est impliquée, mais non
nécessaire, dans l'utilisation du L-lactate comme source de carbone (Erwin & Gotschlich, 1996).
Selon ces résultats, GspA ne semble pas étre un important régulateur transcriptionnel. Une

analyse plus large comme du séquencage d’ARNm pourrait confirmer cela.
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Figure 14 : Expression relative de génes associés a la séquence répétée ou a gspA
Les moyennes et écarts-types de 3 réplicas biologiques provenant d’extractions d’ARN différentes sont présentés. La
ligne pointillée indique I'expression basale de la souche WT, établie a 1. L’échelle est en base logarithmique. L’analyse
statistique a été réalisée par des tests de Student non-pairés. ** : p-valeur < 0.01.
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4.4 Implication de GspA dans la compétence naturelle de N. meningitidis

Les éléments répétés sont souvent impliqués dans le transfert horizontal de génes, et tout
particulierement chez les Neisseria. En effet, dans ce genre bactérien, la compétence naturelle
est sélective pour 'ADN provenant d’espéces trés proches contenant au moins une copie de la
DNA-uptake sequence (DUS). En absence de ce court élément répété, la fréquence d'import et
d’intégration de 'ADN exogéne dans le chromosome de Neisseria est trés faible (Frye et al.,
2013). Pour vérifier si la protéine GspA, intimement reliée a la RS, posséde un réle dans la

compétence naturelle de N. meningitidis, des tests de transformation ont été réalisés.

Lors de ces tests, de 'ADN plasmidique a été utilisé, contenant a la fois un ou plusieurs DUS,
des régions d’homologie avec le génome bactérien ainsi qu’'une cassette de résistance a un
antibiotique. Ces plasmides possédent les caractéristiques nécessaires a leur intégration par
double recombinaison homologue dans le chromosome de la bactérie, en plus de permettre la
sélection des clones transformés par croissance sur milieu avec antibiotique. Dans chaque test
de transformation, une quantité fixe d’ADN plasmidique est ajouté a une suspension de chaque
souche de N. meningitidis (WT, OE, KO, Compl). Ce mélange est incubé quelques heures, avant
d’étre dilué puis étalé sur gélose avec et sans antibiotiques. Le nombre de colonies ayant poussé
sur milieu avec antibiotique représente alors le nombre de clones transformés, qu'il est possible

de normaliser sur le nombre total de colonies ayant poussé sur milieu non sélectif.

4.4.1 Transformation d’un plasmide ne contenant pas la séquence répétée

Les premiers tests de transformations ont été réalisés avec le plasmide pComplind, qui ne
contient pas la RS (figure 15). Dans ces conditions, trés peu de colonies transformées étaient
obtenues, et ce peu importe la souche utilisée. Avec moins de 1 transformant par million de CFU,
les écarts entre les souches ne sont pas statistiquement significatifs a I'exception de la souche
surexprimée comparée a la sauvage. Cet écart ne refléte cependant pas un phénotype biologique
puisqu’aucune différence n’est détectée entre la souche délétée et la surexprimée ou
complémentée. L'absence de phénotype flagrant indique que GspA n’est pas impliquée dans la

compétence naturelle de N. meningitidis dans ces conditions.
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Figure 15 : Test de transformation avec le plasmide pComplind
Du plasmide pComplnd, qui ne contient pas la RS, a été ajouté a des suspensions de N. meningitidis. Le taux de
transformation a ensuite été évalué. L’expérience a été réalisée en triplicatas biologiques a 4 reprises indépendantes.
Les moyennes et écarts-types sont présentés. ns: non significatif, *: p-valeur < 0.05 (1-way ANOVA avec
comparaisons multiples de Tukey).

4.4.2 Transformation d’un plasmide contenant la séquence répétée

Des tests similaires ont été réalisés avec un second plasmide, pKOYebN, qui lui posséde
plusieurs copies de la RS mais ne s’intégre pas au méme endroit que pComplnd (figure 16). Dans
ces conditions, la souche sauvage donne lieu a environ 15 transformants par million, soit
beaucoup plus que la méme souche avec le premier plasmide. Lorsque GspA est surexprimé, le
nombre de colonies transformées diminue significativement (-3.75x). Au contraire, lorsque GspA
est délétée, ce nombre augmente considérablement (5.7x), soit de 20 fois celui de la souche OE.
Le phénotype de cette derniere souche est parfaitement complémenté lorsque gspA est

réintroduit sous un promoteur fort (Compl), avec environ 4 transformants/million.

47



1000 n=9

c

é *kk%k > do e %k

o — 1 ]| 1

E ns A A

. 100 I 1 _AZI-EA_

o Axa

)

+ 10

: Trr?

=

S 1

Y— Vv

& v

o

= 0.1 . . : .
WT OE KO Compl

Souche de N. meningitidis

Figure 16 : Test de transformation avec le plasmide pKOYebN
Similaire a la figure précédente, mais avec le plasmide pKOYebN qui contient plusieurs copies de la RS. L’'expérience
a été réalisée en triplicatas biologiques a trois reprises indépendantes. Les moyennes et écarts-types sont présentés.
ns : non-significatif, **** : p-valeur < 0.0001 (1-way ANOVA avec comparaisons multiples de Tukey).

On peut donc constater qu’en présence de la RS dans le plasmide transformant, GspA
diminue la fréquence de transformation de fagon significative. En effet, le taux de transformation

est inversement proportionnel a I'expression de cette protéine.

Des expériences complémentaires ont été réalisées pour déterminer si la linéarisation du
plasmide était nécessaire a son intégration dans le chromosome de N. meningitidis (données
non-montrées). De fagon générale, aucune différence significative n’a été observée pour une
méme quantité de plasmide circulaire et linéaire. Les taux de transformation sont sensiblement
les mémes et les différences entre les souches testées ne changent pas. Ces résultats indiquent
que la bactérie importe autant de I’ADN circulaire que linéaire, et qu’elle linéarise avec sa propre

machinerie enzymatique 'ADN exogéne.
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5 DISCUSSION

Ces travaux mettent en lumiére une courte séquence répétée de 25 pb (RS), présente en
plusieurs centaines de copies dans le génome de plusieurs membres de la famille Neisseriaceae
ainsi que dans d’autres espéces bactériennes en plus faible nombre. Suite a une analyse bio-
informatique poussée, une protéine hypothétique a été identifite comme interagissant
probablement avec cette RS. Cette protéine, que nous avons appelée GspA (GIY-YIG small
protein A), est en effet quasi systématiquement entourée de nombreuses copies de la RS dans
tous les génomes analysés, et est généralement absente des génomes dans lesquels on ne
retrouve aucune RS. Ce rapport présente une caractérisation fonctionnelle de la protéine GspA,

dont les résultats obtenus sont discutés ci-dessous.

5.1 Etudes phénotypiques et transcriptomiques

De nombreux tests phénotypiques ont été réalisés dans le but de déterminer les fonctions
biologiques de la protéine GspA chez la bactérie pathogéne N. meningitidis. Le choix de ces tests
était principalement basé sur l'identité des génes entourés de plusieurs copies de la RS, dont
plusieurs sont associés au métabolisme de métaux, a la piliation ainsi qu’a la réparation de 'ADN.
En effet, une de nos hypothéses était que GspA interagit avec cette RS pour effectuer un réle de

régulation d’expression génique.

En conditions optimales, la délétion ou surexpression de GspA n’a aucun effet sur la
croissance et la morphologie de N. meningitidis. Cette protéine n’est donc pas essentielle au
métabolisme de la bactérie en milieu riche. Nous avons ensuite soumis les quatre mutants de
GspA (WT, OE, KO, Compl) a différents stress environnementaux et physiologiques pour tenter
d’associer cette protéine a un stress particulier. Aucune différence marquée n’a été décelée entre
les mutants lorsque la bactérie est exposée a différents pH ou encore a la présence de fortes
concentrations de différents métaux. De la méme fagon, une exposition aux rayons UV ou a
'agent mutagéne EMS n’a pas davantage affecté un mutant par rapport a un autre. Finalement,
l'induction chimique de stress oxydatif n’a également pas révélé de phénotype flagrant. Selon ces

résultats, GspA n’est pas impliquée dans la réparation d’ADN ou la réponse au stress.

La RS est fréquemment retrouvée autour des génes codants pour les différentes pilines
comme PilC1, PilC2, PilH-I-J-K (figure 5). De plus, le géne gspA est situé immédiatement en
amont du géne pilC2. Pour vérifier si GspA avait un impact sur la piliation de N. meningitidis,

chaque mutant a été observé en microscopie électronique a transmission, ne révélant aucune
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différence. Cette analyse phénotypique caractérise le nombre et la longueur des pili, mais ne
permet pas de vérifier la composition précise de ces derniers dans chaque mutant. L’expression
de PilC2 a donc été vérifiée par RT-gPCR, ne révélant aucun écart significatif entre les souches.
Une analyse transcriptomique des autres pilines n’a pas été réalisée, mais pourrait
potentiellement révéler une régulation du métabolisme de synthése des pili par GspA. Il serait
aussi nécessaire de réaliser un western-blot en avec des anticorps anti-PilE afin de comparer

leur abondance dans les mutants de gspA.

La RS est également présente en plusieurs copies autour de protéines d’acquisition, de
stockage et de régulation du fer, comme Tbp1, LbpA-B, FetA et TruA (figure 5). Nous avons donc
voulu vérifier si une carence en fer plutdét qu'une forte concentration de ce métal aurait un effet
sur I'expression de gspA. Encore une fois, aucune différence significative n'a été démontrée,
suggérant que GspA n’est pas associée au métabolisme du fer. Par contre, on a observé une
légére surexpression de /ldA dans la souche OE ainsi qu’une sous-expression dans la souche
KO. Ce géne code pour une lactate déshydrogénase, qui permet la croissance avec du L-lactate
comme seule source de carbone, un composé non produit par les cellules humaines mais qui
peut étre retrouvé dans le nasopharynx, lieu de colonisation primaire de N. meningitidis (Erwin &
Gotschlich, 1993). Puisque cette espéce posséde deux enzymes aux fonctions identiques (Erwin
& Gotschlich, 1996), il pourrait étre pertinent d’évaluer I'expression de la seconde
déshydrogénase. Si un résultat similaire est observé, des tests de croissance sur lactate
permettront d’évaluer si cette régulation transcriptomique a des conséquences biologiques, ce

qui définirait une fonction supplémentaire de GspA.

La majorité des génes flanqués par la RS sont intimement associés a la virulence de N.
meningitidis, incluant ceux mentionnés précédemment dans I'acquisition de fer (compilé dans
Rohde & Dyer, 2003). En effet, Tbp1 (Transferrin-binding protein) permet l'utilisation de la
transferrine humaine comme source de fer, un attribut unique aux Neisseria pathogénes
(Cornelissen et al., 1992). Similairement, LbpA (Lactoferrin-binding protein) permet d’arracher le
fer de la lactoferrine de I'héte (Pettersson et al., 1994). N. meningitidis ne posséde pas de
sidérophores, mais peut se servir de ceux produits par les bactéries environnantes grace a la
protéine FetA (ferric enterobactine transporter) (Beucher & Sparling, 1995). Non reliées au
métabolisme du fer, les génes opaA-B-C sont eux aussi entourés de la RS et associés a la
virulence de ce pathogéne. Ces protéines sont essentielles a I'invasion de la bactérie dans les
cellules épithéliales (compilé dans Hauck & Meyer, 2003). Les génes codant pour les différentes

pilines sont également essentiels a la virulence, puisqu’ils permettent 'adhésion initiale de la
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bactérie aux cellules épithéliales de I'héte (Nassif et al., 1994). Pour ces raisons, il serait trés
pertinent d’évaluer la virulence des mutants de GspA in vivo. Plusieurs modéles murins
permettent d’étudier la pathogénicité de N. meningitidis dans la souris, qui n’est normalement pas
susceptible a la colonisation par ce pathogéne (Johansson et al., 2003; Yi et al., 2003;
Zarantonelli et al., 2007). D’autres expériences ex vivo pourraient également fournir des
informations précieuses sur I'impact de GspA sur la virulence. Par exemple, la capacité du sérum

humain de tuer la bactérie pourrait étre évaluée, tel que décrit dans (McQuillen et al., 1994).

5.2 Activité endonucléase in vitro

Nous avons démontré in vitro que GspA est une endonucléase de type « nicking », aussi
appelée NEase (Nicking Endonuclease) ou nickase. En effet, lorsque purifiée et mise en présence
d’ADN plasmidique surenroulé, celle-ci est capable de cliver un brin d’ADN. Cette activité a été
observée avec de nombreux plasmides différents, ce qui souléve plusieurs hypothéses ; (1) GspA
reconnait une structure particuliere d’ADN comme la forme surenroulée, ou alors (2) GspA
reconnait un profil de méthylation particulier. Par contre, entre nos mains, GspA n’a jamais été
en mesure de digérer totalement 'ADN plasmidique de la forme surenroulée vers la forme
circulaire relachée, et ce dans toutes les conditions testées. Cette derniére observation indique
que la condition optimale de I'enzyme n’a pas été atteinte, qu’une trop faible concentration a été
utilisée ou encore que son activité est trés rapidement perdue dans les conditions testées.
Certaines endonucléases nécessitent de 'ATP pour leur activité catalytique, notamment celles
associées a des systéemes de restriction-modification dépendants de la méthylation (Dryden et
al., 2001). Ce paramétre devrait donc également étre testé. Afin de prouver que le clivage simple
brin de 'ADN observé est bel et bien di a GspA et non a une DNAse contaminante, il sera
important de générer des variants de la protéine, mutés a plusieurs acides aminés clés comme
le site prédit de liaison a un métal, puis de comparer leur activité endonucléase. Ces expériences

permettraient également de confirmer les sites catalytiques de GspA.

Pour vérifier 'hypothése comme quoi GspA peut potentiellement reconnaitre ou cliver
’ADN au niveau de la séquence répétée, certains plasmides testés contenaient plusieurs copies
de cette derniére, tandis que d’autres n’en contenaient pas du tout. Puisqu'une activité
endonucléase a été démontrée dans tous ces plasmides, il semble que la séquence nucléotidique
de la RS n’est pas nécessaire au clivage de I’ADN par I'enzyme dans ces conditions. Cependant,

on ne peut pas exclure la possibilité que la spécificité de cette enzyme puisse étre différente in
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vitro lorsque la protéine est pure par rapport a in vivo lorsque celle-ci est en présence d’autres

potentiels effecteurs protéiques.

Pour préciser le ou les sites de reconnaissance de 'enzyme GspA, une seconde approche
a été utilisée. Des produits de PCR provenant de différentes sources ont été radiomarqués au
32P en 5', puis exposés a la protéine purifiée GspA. Les deux brins d’ADN ont ensuite été
dénaturés, puis les fragments ont été séparés par électrophorése et visualisés grace a leur
radioactivité. Cette méthode a 'avantage de permettre I'utilisation de petits fragments d’ADN, en
plus de permettre I'observation de fragments en trés faible concentration. Un plasmide ou une
activité endonucléase avait déja été observée par la méthode précédente a été divisé en plusieurs
produits de PCR marqués, puis testé par cette seconde technique. Etonnamment, il nous a été
impossible de détecter des produits de clivage par cette approche. Une hypothése pouvant
expliquer que le plasmide entier est digéré par GspA mais pas lorsqu’il est fragmenté par PCR
est que l'enzyme reconnait une structure secondaire particuliere de 'ADN, comme un
surenroulement, ou bien une modification spécifique de '’ADN comme la méthylation qui aurait
été perdue pendant la PCR. Plusieurs enzymes bien connues possédent ces caractéristiques,
comme les topoisomérases qui clivent uniquement 'ADN surenroulé (Corbett et al., 2005), les
hélicases qui dénaturent ’ADN aux origines de réplication (Windgassen et al., 2018), ainsi que
toutes les enzymes de restriction de type IV qui reconnaissent '’ADN méthylé (Loenen et al.,
2014).

Nous avons par la suite démontré par la méme technique que des produits de PCR
provenant de différentes régions génomiques de N. meningitidis MC58 et 2C4.3 étaient clivés par
GspA. Similairement aux digestions de plasmides entiers, la digestion de ces produits de PCR
était incompléte, confirmant que les conditions optimales de I'enzyme ne sont pas atteintes ou
qgu’une trop faible quantité a été utilisée. Malgré la présence de plusieurs copies de la RS dans
un substrat d’ADN, une seule bande additionnelle a été détectée en présence de GspA. On ne
peut cependant pas exclure que GspA clive au niveau de la RS. En effet, le marquage en 5’ de
I'ADN avant I'ajout de GspA ne permet pas de discriminer plusieurs coupures d’'un méme brin. Il
serait pertinent de réitérer I'expérience, cette fois en marquant 'ADN aprés l'incubation avec
GspA. Le marquage additionnel ou en paralléle des extrémités 3’ avec I'enzyme transférase
terminale permettrait €galement d’obtenir une image plus précise de nombre et de I'emplacement

des coupures occasionnées par GspA.
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A ce jour, la spécificité de reconnaissance et de clivage de GspA n’est pas encore trés
claire. Plusieurs expériences supplémentaires pourraient définir cette spécificité, a commencer
par tester davantage de plasmides, de produits de PCR mais aussi de 'ADN lambda. Il serait
également pertinent de tester I'activité endonucléase sur de 'ARN, de I'ADN simple-brin, ainsi
que sur des ADN avec différents profils de méthylation. Les produits digérés par GspA peuvent
ensuite étre analysés par « run-off sequencing ». Cette technique est basée sur le séquencgage
Sanger. Lorsque la polymérase rencontre une coupure sur un brin d’ADN, celle-ci se détache et
arréte l'incorporation de nucléotides. En comparant les profils obtenus, il est possible de
déterminer précisément quel brin d’ADN est clivé et a quel endroit. Une analyse in silico permet
ensuite de déterminer si le site de clivage est a proximité d’une séquence nucléotidique

conservée (Xu et al., 2007).

La grande maijorité des endonucléases de restriction clivent les deux brins de 'ADN. La
sous-famille 1l regroupe entre autres des homodimeéres dont chaque monomeére clive un brin

d’ADN, ou encore des monomeéres avec deux sites catalytiques. Ces caractéristiques sont
exploitées pour créer des nickases artificielles, pour lesquelles la dimérisation est bloquée
(Higgins et al., 2001) ou bien le second site catalytique est inactivé (Zhu et al., 2004). Les
nickases se divisent en deux groupes. Le premier groupe, dit de type V, est systématiquement
associé a des méthyltransférases qui reconnaissent les mésappariements G-T afin de réparer
ces derniers. Le second, de type N, s’apparente aux enzymes de restriction en possédant une
séquence de reconnaissance spécifique de 3-7 pb (Roberts et al., 2003). Selon nos résultats, il
est difficile de déterminer a quelle classe de nickase GspA appartient. Une fagon simple de savoir
si 'enzyme appartient au groupe V serait de tester son activité sur des ADN avec un
mésappariement G-T. Cette technique a déja été utilisée pour caractériser des protéines
similaires dans N. gonorrhoeae (Kwiatek et al., 2010). |l est également possible qu’en conditions
physiologiques, GspA s’homodimérise pour former une enzyme de restriction de type IIP (Chan
et al., 2011; Loenen et al., 2014). Cependant, cela signifierait que sa forme monomérique est
prédominante et active lors de nos tests in vitro. Une chromatographie d’exclusion stérique en
conditions natives permettrait de caractériser I'oligomérisation potentielle de GspA. Cette
technique sépare a l'aide d’'un tamis moléculaire les différentes formes multimériques de la
protéine selon leur taille, et permet d’analyser la quantité relative de chacune (Sakashita et al.,
2018).
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5.3 Rdles de GspA dans la compétence naturelle de N. meningitidis

Puisque l'activité endonucléase de GspA a été confirmée in vitro, nous nous sommes
penché sur les conséquences biologiques de cette activité. Pour ce faire, nous avons généré des
souches de N. meningitidis avec le géne gspA muté. Nous avons ensuite évalué la compétence
naturelle de chacune de ces souches en présence d’ADN plasmidique, a l'aide de tests
quantitatifs de transformation. Nous avons démontré in vivo que l'expression de GspA est
associée a une diminution de la compétence naturelle de N. meningitidis. En effet, une souche
surexprimant GspA montre des taux de transformation plus faibles que la souche sauvage, alors
gu’une souche ayant le géne gspA inactivé est transformée avec beaucoup plus de succes. Pour
affirmer avec certitude que ces écarts sont dus a GspA, une souche dite complémentée a été
créée. Celle-ci donne un phénotype similaire a la souche surexprimant gspA, confirmant que ces
phénotypes sont causés par la protéine GspA. Cependant, ces résultats ont été obtenus
uniqguement avec un plasmide qui contient plusieurs copies de la séquence répétée (RS). Lorsque
les mémes expériences ont été réalisées avec un plasmide n’en contenant pas, aucune différence
statistiquement significative n’a été observée entre les mutants. Ces résultats corroboreraient une
hypothése ; in vivo, GspA reconnait et clive ’ADN au niveau de la RS, ce qui réduit sa fréquence
de recombinaison au génome et donc, diminue le nombre de transformants obtenu. En absence
de la RS dans I’ADN transformant, GspA ne le clive pas, donnant un taux de transformation stable
méme lorsque la protéine est délétée ou surexprimée. Pour conclure avec certitude que la
différence de niveau de compétence entre les souches de N. meningitidis est bien due a la
présence de RS dans I'ADN ftransformant, il sera nécessaire de répéter I'expérience avec

plusieurs autres plasmides sans ou avec la RS, en plus de faire varier son nombre de copies.

Pour confirmer les résultats des tests de transformation, une seconde approche pourrait
étre utilisée afin de quantifier la compétence naturelle des différents mutants de GspA. A la place
d’'un géne de résistance a un antibiotique, I'opéron luxCDABE de la bactérie Photorhabdus
luminescens pourrait étre cloné dans des plasmides intégratifs sous un promoteur fort. Cet
opéron, lorsqu’intégré dans le génome de N. meningitidis, rend la bactérie luminescente
lorsqu’elle est métaboliquement active (Agnememel et al., 2016; Guiddir et al., 2014). Suite a des
transformations en milieu liquide, la luminescence pourrait directement étre évaluée par un
lecteur de plaque, ce qui donnerait une quantification fiable et sensible du nombre de
transformants en temps réel, tout en évitant les inconvénients du décompte des CFUs. Cette
technique a déja été testée avec succés chez Acinetobacter baylyi, une autre bactérie

naturellement compétente (Santala et al., 2016).
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A ce jour, on ne sait pas a quel niveau de la compétence naturelle GspA agit. En effet,
trois étapes de la compétence pourraient étre affectées ; (1) I'import d’ADN, (2) le traitement de
'ADN au niveau du périplasme et sa translocation, et (3) la recombinaison au génome
chromosomique. Plusieurs approches peuvent étre utilisées pour déterminer I'étape qui est en
jeu. La premiére implique le marquage fluorescent de 'ADN transformant, qui peut étre fait avec
du Cy-3. Lorsqu’une culture de Neisseria est mise en présence de 'ADN-Cy3, puis traité a la
DNase pour éliminer ’ADN non-incorporé, il est possible de visualiser 'ADN intracellulaire de
fagon précise en microscopie a fluorescence (Gangel et al., 2014b). Une analyse d’'image permet
ensuite de compter les bactéries fluorescentes dans un champ donné, ou méme de quantifier
l'intensité de fluorescence par cellule (Hepp et al., 2016). Cette premiére expérience devra étre
réalisée dans une souche mutée pour le géne recA, essentiel a la recombinaison dans le
chromosome bactérien, pour éviter la perte du signal lors de l'intégration. Pour vérifier si I'étape
de translocation au travers de la membrane interne est impliquée dans linhibition de la
compétence naturelle par GspA, les mémes expériences devraient étre répétées dans des
souches avec le géne comA délété. ComA est la protéine transmembranaire responsable de la
translocation de 'ADN transformant du périplasme vers le cytoplasme. Si les mémes résultats
sont obtenus lorsque ComA est délétée, cela signifierait que GspA agit en amont de la
translocation cytoplasmique, et donc au niveau de I'import dans le périplasme (Gangel et al.,
2014a). La derniére étape de la compétence naturelle chez les Neisseriaceae, la double
recombinaison homologue au génome chromosomique, est la plus difficle a étudier
indépendamment des étapes d'import et de translocation de 'ADN transformant. Concrétement,
si les expériences proposées pour identifier l'influence de GspA dans l'import et la translocation
de I'ADN ne révélent aucun écart significatif entre les mutants, alors c'est I'étape de
recombinaison qui est affectée, auquel cas il faudra étudier une potentielle interaction avec les
protéines DprA, Ssb et RecA qui contréle la recombinaison (Berge et al., 2003; Hovland et al.,
2017).

La découverte de GspA comme étant un inhibiteur de la compétence naturelle dans
certaines conditions a des conséquences biologiques majeures. En effet, puisque la compétence
est un mécanisme d’évolution et d’adaptation important via les transferts horizontaux de génes,
inhiber cette caractéristique semble a premiére vue nuisible a la bactérie. Cependant, plusieurs
inconvénients sont associés a la compétence, dont des colts énergétiques importants, ainsi que
la possibilité de remplacer des genes sains par des génes tronqués ou mutés. Les Neisseria sont
naturellement compétentes de fagon constitutive, c’est-a-dire sans contrainte de phase de

croissance ou de stress particulier, chose quasi unique a ce genre bactérien (Seitz & Blokesch,
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2013). Ainsi, il n’est pas surprenant d’y retrouver plusieurs mécanismes régulateurs, tant positifs
que négatifs. Deux mécanismes de régulation négative ont déja été démontrés chez ces espéces.
Le premier est la sélectivité qu'ont les Neisseria pour capter uniquement de 'ADN provenant
d’autres Neisseria, caractérisé par la présence d’'une courte séquence répétée dénommeée DUS.
Ce favoritisme est assuré par les pilines a la surface des pili de type IV(Cehovin et al., 2013a).
Le second est assuré par la protéine PilV, qui inhibe I'import d’ADN par antagonisme de la piline
ComP (Aas et al., 2002). Ces deux mécanismes agissent donc uniquement sur I'étape d'import

de 'ADN, mais pas sur la modification de cet ADN ni sa recombinaison au génome.

Un dernier systéme, commun a la majorité des bactéries, sert a protéger les cellules contre
'ADN exogéne, principalement viral. Ces systémes, dits de restriction-modification (RM), se
basent sur la présence d’enzymes de restriction associées a des méthyltransférases. Ces
enzymes reconnaissent et clivent des séquences spécifiques d’ADN, parfois retrouvées dans
'ADN viral, tandis que les méthyltransférases modifient TADN de la bactérie pour protéger son
propre génome de ces enzymes. Les bactéries naturellement compétentes possédent
généralement plus de systémes RM que les autres, supportant leur réle dans la protection contre
I'ADN exogéne (Vasu & Nagaraja, 2013). Les Neisseria pathogénes sont reconnues pour en avoir
un nombre particulierement élevé, soit prés de 14 par souche (Rotman & Seifert, 2014). Une
étude montre méme que la distribution de ces systéemes coincide avec la distribution
phylogénétique des différents clades de N. meningitidis, favorisant les transferts horizontaux de
génes au sein d’'un méme clade mais inhibant les échanges interclades (Budroni et al., 2011).
Dans cette espéce, des systémes RM ont déja été directement associés a une diminution du taux
de transformation (Ambur et al., 2012). De plus, une étude récente publiée dans Cell en ao(t
2019 montre que ces systémes de protection sont exploités par les Neisseria commensales pour
tuer les Neisseria pathogénes (Kim et al., 2019). En effet, le profil de méthylation distinct des
espéces commensales rend leur ADN toxique pour N. meningitidis et N. gonorrhoeae lorsqu’il est
intégré a leur génome, puisque cet ADN peut alors étre clivé par les enzymes de restriction de la
bactérie, menant & sa mort. En raison de l'activité endonucléase de GspA ainsi que de son
implication dans la régulation négative de la compétence naturelle, il est plausible que cette
protéine fasse partie d’'un systtme RM non caractérisé. Pour confirmer cette hypothése, il faudra
déterminer la spécificité de clivage de GspA, et vérifier si une méthyltransférase connue chez les

Neisseria modifie la méme séquence.
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5.4 Nouvelle courte séquence répétée chez les Neisseria

A Torigine, le géne codant pour GspA a été mis en lumiére par une analyse bio-
informatique poussée d’'une séquence répétée non répertoriée chez les Neisseria. Cette courte
séquence est retrouvée plusieurs fois de part et d’autre de gspA dans presque toutes les espéces
possédant ce géne, mais est aussi retrouvée a proximité de plusieurs génes importants a la
bactérie, impliqués dans la réparation de I'ADN, la piliation et 'homéostasie des métaux. Une
hypothése a été soulevée comme quoi GspA et la RS avaient fort probablement un lien. Plusieurs
expériences ont tenté de révéler ce lien, mais les résultats ne permettent pas de confirmer ce lien
avec certitude. In vitro, la protéine purifiée est capable de cliver un brin d’ADN dans une variété
de plasmides entiers, sans spécificité particuliére pour la RS. Sur des produits de PCR par contre,
une activité endonucléase a été associée a GspA uniquement lorsque 'ADN contenant au moins
une copie de la RS. De plus, in vivo, la présence de cette RS dans un plasmide transformant
affecte grandement les taux de transformations obtenus avec différents mutants de GspA. Il n’est
pas exclu que GspA reconnaisse la RS mais clive 'ADN ailleurs. Pour vérifier cette hypothése,
une technique appelée EMSA (electrophoretic mobility shift assay) pourrait étre utilisée. Celle-ci
consiste a mettre en présence de GspA différentes constructions d’ADN, puis de faire migrer ces
ADN sur un gel de polyacrylamide en conditions non-dénaturantes. Si la protéine se fixe a 'ADN,
ce dernier sera ralenti et un écart (un shift) sera observé. Pour éviter la dégradation de 'ADN par
I'activité endonucléase de GspA, il suffit d’enlever le magnésium du mélange réactionnel, ce qui
rendra I'enzyme inactive sans toutefois empécher sa liaison (Saravanan et al., 2004).
Curieusement, cette méthode a déja été utilisée sur le domaine isolé GIY-YIG d’'une autre
protéine chez la plante Arabidopsis thaliana, associée a la réparation de 'ADN. Cette étude
démontre que ce domaine, qui est le seul domaine fonctionnel de GspA, se fixe préférentiellement
a des structures d’ADN ramifiées, comme les jonctions Holiday et les fourches de réplication
(Fukui et al., 2018). Ces résultats n’ont pas été reproduits entre nos mains avec GspA (données

non montrées), ce qui peut étre expliqué par la faible homologie entre leurs domaines GIY-YIG.

De facon intéressante, les systémes CRISPR sont également un moyen de défense des
bactéries contre 'ADN exogéne invasif. Il a été mentionné précédemment que la RS que nous
avons identifiée posséde certaines similarités structurelles avec les CRISPR, malgré I'absence
de protéine Cas (CRISPR-associated) dans la souche N. meningitidis 8013 (2C4.3) ici étudiée.
Une recherche de la RS dans CRISPR Database montre méme que celle-ci est un CRISPR
«confirmé» dans plusieurs espéces de Neisseria, dont N. meningitidis 8013

(https://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/), c’est-a-dire qu’elle répond aux mémes criteres que des
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CRISPR associés a des Cas. De plus, les protéines Cas sont presque toutes des endonucléases,
tout comme GspA (Makarova & Koonin, 2015). Cependant, il faut noter que GspA est beaucoup
plus petite que ces enzymes. Des expériences complémentaires dans cette direction seraient
donc pertinentes, notamment dans la souche N. meningitidis MC58 qui elle posséde un systéme
CRISPR-Cas9 fonctionnel (Zhang, 2017).

L’absence de conclusion ferme quant a I'association entre GspA et la RS n’enléve en rien
limportance potentielle de cette séquence répétée dans I'évolution des Neisseria pathogénes.
En effet, la localisation stratégique de ces répétitions autour des génes opa, pilC, pilE, fetA et
plusieurs autres laisse a penser que celle-ci serait impliquée dans la flexibilité génétique de ces
bactéries. Les protéines issues de ces génes ont toutes été associées aux phénomeénes suivants
; la variation antigénique et la variation de phase. La variation antigénique permet a un
microorganisme de modifier ses protéines de surface comme les pili afin de favoriser I'évasion
immunitaire ou I'adaptation a une nouvelle niche écologique. Quant a elle, la variation de phase
permet une expression différentielle de certaines protéines de surface au sein d’'une population
bactérienne, favorisant la survie de certaines cellules si 'environnement change (van der Woude
& Baumler, 2004). Une étude récente démontre I'implication concréte de certaines séquences
répétées dans la variation de phase chez N. gonorrhoeae (Zelewska et al., 2016). On pourrait
imaginer une fonction similaire de la RS, dont la structure secondaire en épingle suggére qu’elle

peut interférer avec la transcription des génes en aval.
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6 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ces travaux présentent la découverte d’une courte séquence de 25 nucléotides, répétée
plusieurs centaines de fois chez les Neisseria, tout particulierement dans les espéces
pathogénes. Cette RS s’amasse autour de plusieurs génes importants a la bactérie, ce qui
souleve I'hypothése qu’elle possede une fonction régulatrice importante comme de nombreuses
autres séquences répétées dans ce genre bactérien. Puisqu’un tel élément est tres difficile a
étudier in vivo en raison de sa taille et de son nombre de copies, nous nous sommes intéressés
a un potentiel effecteur protéique qui interagirait avec la RS. Une petite protéine hypothétique,
dénommée GspA dans cet ouvrage, a été sélectionnée en raison de sa forte cooccurrence avec
la RS. En effet, presque toutes les espéces ou la RS est retrouvée codent pour le géne gspA,
tandis que les espéces n'arborant pas la RS ne possédent pas ce gene. De plus, un trés grand
nombre de copies de la RS est retrouvé de part et d’autre du géne gspA dans plusieurs espéces,
dont le pathogéne Neisseria meningitidis. Une seconde hypothése a donc été émise, comme quoi
la protéine GspA interagit avec la RS pour effectuer un role régulateur, potentiellement associé a
la réparation de 'ADN, la réponse au stress, la transcription, ou a la compétence naturelle de la
bactérie.

Le premier objectif de cette étude était de déterminer si GspA posseéde une activité
endonucléase, comme le suggére son unique domaine fonctionnel. Cette protéine a donc été
exprimée dans E.coli, purifiée, puis étudiée in vitro. Nos résultats démontrent clairement une
activité de type nicking de GspA sur plusieurs substrats d’ADN, autant plasmidiques que
genomiques. Cette activité est dépendante de la présence de magnésium comme cofacteur, un
attribut typique des enzymes de restriction de type Il dont le potentiel biotechnologique en
ingénierie génétique est fortement établi. Cependant, il nous a été impossible de déterminer la

spécificité de clivage simple-brin de GspA, ni son site de reconnaissance.

Le second objectif de cette étude consistait a définir les fonctions biologiques de la
protéine GspA. Pour ce faire, des mutants de la souche N. meningitidis 2C4.3 ont été créés dans
lesquels le géne gspA est inactivé (KO), surexprimé (OE), ou complémenté (Compl). Ces
souches ont ensuite été soumises a de nombreux tests phénotypiques et transcriptomiques. Nous
avons démontré que GspA n’est pas une protéine essentielle a la bactérie. Nos résultats indiquent
également que cette enzyme n’est pas impliquée dans la piliation, la résistance a différents stress
physiologiques ou encore dans la réparation de 'ADN. Par contre, nous avons démontré une

fonction régulatrice importante de GspA dans la compétence naturelle de N. meningitidis face a
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de 'ADN plasmidique abritant la RS. En présence de cet ADN, la souche surexprimant GspA est
plus difficilement transformée, tandis que la souche délétée montre des taux de transformation
jusqu’a 10x supérieurs a la souche sauvage, indiquant que cette protéine est un inhibiteur fort de
ce mécanisme. Nous proposons que GspA reconnait de 'ADN exogéne contenant la RS et le
dégrade a l'aide de son activité endonucléase, ce qui a pour effet de prévenir son intégration
dans le génome (figure 17). Puisque plusieurs génes importants a la bactérie sont flanqués de la
RS, nous proposons que ce systéme soit un mécanisme de protection contre des recombinaisons

nuisibles pouvant compromettre la survie ou la virulence du pathogéne.

La RS est présente La RS est absente
dans I’ADN donneur de I’ADN donneur

1. Import sélectif d’ADN

oM
.~ -
A} ry4
PP \ ;
Q’ "
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{) 2. Clivage par GspA
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C O GspA

A 3. Recombinaison

NN\ ADN génomique

Figure 17 : Mécanisme d’action proposé de GspA dans la compétence de N. meningitidis
L’ADN exogéne est capté par les pili de la bactérie, qui se rétractent ensuite pour le rapprocher de la membrane
externe. L’ADN est alors importé dans le périplasme par la protéine transmembranaire PilQ. La protéine ComA permet
ensuite la translocation d’'un seul brin au travers de la membrane interne. Nous proposons ici que GspA est une
endonucléase qui clive 'ADN simple-brin uniquement lorsque celui-ci contient la séquence répétée (RS). Ces
fragments auraient alors une plus faible homologie avec le génome de la bactérie en raison de leur taille réduite, ce
qui diminuerait leur fréquence d’intégration a ce génome.
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Le troisiéme et dernier objectif était de caractériser expérimentalement les liens prédits in
silico entre GspA et la séquence répétée. Les résultats par rapport a cela sont peu conclusifs. In
vitro, cette enzyme clive un plasmide surenroulé sans influence de la RS, mais ne clive un produit
de PCR qu’en présence de cette répétition. In vivo, lors des tests visant a déterminer le niveau
de compétence des souches mutantes testées, la diminution du taux de transformation associée
a la présence de GspA n’est observée qu’en présence de RS dans le plasmide transformant. Des

tests complémentaires seront donc nécessaires pour confirmer la relation entre GspA et la RS.

6.1 Perspectives
Potentiel biotechnologique

Plusieurs milliers d’enzymes de restriction ont été caractérisées au cours des derniéres
décennies, et quelques centaines sont maintenant commercialisées (Roberts et al., 2015). Ces
endonucléases possédent une spécificité de séquence qui en font un atout majeur en biologie
moléculaire. Leur capacité a couper 'ADN avec grande fidélité est exploitée dans plusieurs
systemes de clonage (Cohen et al.,, 1973), mais aussi pour cartographier T/ADN (Danna &
Nathans, 1972), étudier 'environnement épigénétique (Cohen-Karni et al., 2011) ou encore créer
des librairies d’ADN (de Wit & de Laat, 2012; Velculescu et al., 1995). Cependant, I'énorme
majorité de ces enzymes clive les deux brins d’ADN. A ce jour, seulement 15 nickases différentes
sont commercialement disponibles, reconnaissant au total 11 séquences spécifiques de 3-7 nt
(REBASE 08-01-2019; Roberts et al., 2015). Parmi celles-ci, toutes sauf 3 sont d’origine
synthétique, signifiant qu’elles proviennent d’enzymes de restriction conventionnelles qui ont été
modifiées pour ne cliver qu’un brin d’ADN (Zhu et al., 2004). En raison de leur rareté, ces
protéines ont été relativement peu exploitées par le passé, mais leur application plus fine que les
enzymes traditionnelles ouvre la porte a des technologies émergentes prometteuses. Plusieurs
de ces technologies visent I'amplification de matériel génétique, comme I'amplification par
déplacement de brin (SDA), 'amplification a cercle roulant (RCA), la réaction d’amplification
exponentielle (EXPAR) ou 'amplification par signal étendu de NEase (NESA)(Compilé dans Chan
et al., 2011). Les nickases sont également utilisées dans des technologies de séquengage (Song
et al., 2010), d’édition de génome (Smith et al., 2009; van Nierop et al., 2009), ou méme comme

moteur moléculaire (Bath et al., 2005).

Ce rapport présente la découverte d’'une endonucléase de type nicking possédant
probablement une spécificité de séquence. Celle-ci a été exprimée et purifiée dans E.coli, et a

montré une activité catalytique relativement stable, suggérant qu’elle pourrait étre produite de
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facon industrielle pour étre commercialisée. Le potentiel biotechnologique de cette protéine est
donc important, ce pour quoi il sera essentiel de caractériser ses propriétés biochimiques plus en
détail. La spécificité de reconnaissance et de clivage devra d’abord étre identifiée par run-off
sequencing de plusieurs constructions d’ADN clivées par 'enzyme. L’arrét du séquencage pour
un fragment donné indiquera précisément le site de coupure, et la comparaison de la séquence
avoisinant ce site entre plusieurs fragments permettra d’inférer la séquence de reconnaissance.
Ensuite, des cinétiques de clivage pourront étre réalisées, ce qui permettra notamment de
calculer la constante de Michaelis (Km) et de comparer I'activité de GspA a d’autres nickases ou
enzymes de restriction. Evidemment, la cristallisation de la protéine serait un atout majeur. Cela
pourrait étre fait en présence ou absence d’ADN pour montrer leur interaction, ce qui pourrait
révéler de précieuses informations sur le mécanisme d’action de GspA. Tous ces tests devront
étre faits sur plusieurs mutants de la protéine, caractérisés par des substitutions d’acides aminés
a des endroits prédits comme étant clés a I'activité de 'enzyme, par exemple le site de liaison au
magnésium. Ces mutants fourniront davantage d’indices sur le mécanisme d’action de GspA,
surtout par rapport a son domaine C-terminal qui n’est homologue a aucun domaine fonctionnel

prédit.
Autres pistes a explorer

La découverte d’une forte régulation négative de la compétence naturelle par GspA chez
N. meningitidis ouvre également la porte a de nombreuses expériences complémentaires in vivo.
D’abord, il serait intéressant d’évaluer les interactions possibles entre GspA et d’autres effecteurs
de la compétence par des analyses transcriptomiques et phénotypiques. Des tests de
transformation pourront étre réalisés sur des doubles mutants (délétion de GspA et d’autres
protéines impliquées dans la compétence) afin de situer ce nouveau régulateur dans les
mécanismes déja connus de compétence. L'utilisation d’ADN marqué avec un fluorochrome
permettra également de suivre I'étape d’'import d’ADN en microscopie dans les différents mutants.
Il sera ensuite possible de quantifier TADN importé dans les cellules. Finalement, I'implication de
GspA dans la compétence implique probablement des conséquences au niveau de la virulence
de N. meningitidis. Pour tester cette hypothése, des souris pourront étre inoculées avec chaque
mutant, et plusieurs paramétres pourront étre étudiés comme leur survie et le nombre de CFU

dans différents organes.
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Finalement, puisque GspA ainsi que la séquence répétée sont retrouvées dans d’autres
espéces bactériennes plus ou moins éloignées des Neisseria, incluant des espéces qui ne sont
pas naturellement compétentes, il sera pertinent d’étudier la protéine dans celles-ci pour tenter

de décrire un mécanisme général de cette nouvelle enzyme.

Pour conclure, I'activité endonucléase de type nicking de la protéine GspA caractérisée
dans cet ouvrage lui suggére un potentiel biotechnologique qu’il sera nécessaire d’étudier plus
en détail. De plus, GspA régule négativement la compétence naturelle de N. meningitidis et
potentiellement aussi de N. gonorrhoeae, deux pathogénes causant des millions d’infections
parfois mortelles partout autour du globe. La compétence naturelle des Neisseria pathogénes
leur a permis d’évoluer et de s’adapter a ’h6te humain, en plus de développer de nombreux
facteurs de virulence et de résistances aux antibiotiques. La découverte d’'une toute nouvelle
protéine impliquée dans ce phénomeéne permettra d’en connaitre davantage sur I'évolution de ce
genre bactérien, et ultimement aidera a prédire I'apparition de nouveaux pathogénes ou

I'évolution de ceux déja existants.
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ANNEXE | : FIGURES SUPPLEMENTAIRES
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Figure S18 : Expression relative de GspA dans les mutants
Les transcrits de gspA ont été quantifiés par RT-gPCR dans les quatre souches de cette étude. La moyenne et I'écart-
type de 3 réplicas biologiques provenant d’extractions d’ARN différentes sont présentés. Les mutants ont été comparés
au WT par des tests de Student non-pairés. * : p-valeur<0.05, ** : <0.01, *** : <0.001, **** : <0.0001
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ANNEXE Il : MATERIELS ET METHODES SUPPLEMENTAIRES
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qNMV_0034R
qlbpAF
qlbpAR
qNMV_0327F
qNMV_0327R
qfumcF
qfumcR

qTbpA_2C4.3_F
qTbpA_2C4.3 R

gLIdA_2C4.3_F

gqLIdA_2C4.3_R

qFetA_2C4.3_F

qFetA_2C4.3_R

qNMV_1689F
qNMV_1689R
qmrsABF2
qmrsABR2
gspAMC F
gspAMC R
qRT-ftsY-F
qRT-ftsY-R

qPilC2_2C4.3_F
gPilC2_2C4.3 R
gMntX_2C4.3_F
gMntX_2C4.3_R

gyrAF
gyrAR

pPGEM_SeqNick_F12
PGEM_SeqNick_F11
PGEM_SeqNick_F10

Tableau S1 : Liste des amorces utilisées

Séquence (5'2>3’)
GCAAACTTAAGAGTGTGTTGATAG
CCAAGAAGCTAAAGAGGTCCCATTCAGACG
GCAAGCTT
GTCTATCGGTAAACTCGCCAAATA
TTATCTGAAAGTCCGGGATTCTAG
GGTTCATGATGCAGCCTGCGGTTTAT
CGCCTGCAGGGGAATGACGGGCTA
GGGGGATCCATGCAGCCTGCGGTTT
CGGGAATTCCGGGCTAAATAATATCAAAC
GCCGTCTGAATGCTTTTTAGACATCTAAATC
TAGG

CCTCAAATGGTTCGCTGGG

TTTGTTCCGTCCGCTGAT
TCGTTGACCTGTTTGAAGTTG
TTCCGCAACCGCTATACC
AATCTCTGTCAATCGTCCTGTT
AACGCTACGGTTACAACT
CAAGCATGGCATCAACTC
TGTTCGTTGAAGCTGTTG
CGTCTATATGCCTGTTATCG
CGATAAAGACACTTGGGCGG
GCACTCGGACGGCAATATTT
TGTCTGCCATCAAAGCCTTG
ATCATTGTACCTTTCGCGCC
ACGCACAAAGACAAGCTGTT
CCAGCCGATTTCCAGATTCG
AAGCATTACCGAACTGAC
CTCGCCTAATTTCTTACCTT
TTTAATCAGCGTCGGTTT
GCACACTTTATCCACTTTG
GCGTTACATCTGATTTGGTGC

TGCAATTTCCAAGCCCTGTT
AAGTAGAATCTGAAGTTGCTCAA
CCTTTGACGCTTTCTGCTA
GGTTGGGCGTGTCTTTCAAT
CGTGGTGTTTGTCCTGATGG
CCACCCCGACTATCATGGAA
CCAAGCCGTTTATCAGCGAA
ACTCCGCTGCAAGACAGTTT
GAAAAGCGTACGTCGGGTAA
TAACGATCTGGCCGATGTGG

AGCTGGTGGGAGAAAATGAA
TGCTTGAAACCCAGGACAAT

79

Usage

PCR (érytromycineR)
PCR (érytromycineR)
PCR (gspA)

PCR (gspA)

PCR (gspA)

PCR (gspA)

PCR (pilEp-gspA)
PCR (pilEp-gspA)
PCR (KanamycineR)

PCR (KanamycineR)
gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR

gPCR (endogéne)
gPCR (endogéne)
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage



PGEM_SeqNick_F9
PGEM_SeqNick_F8
PGEM_SeqNick_F7
pPGEM_SeqNick_F6
PGEM_SeqNick_F5
PGEM_SeqNick_F4
PGEM_SeqNick_F3
PGEM_SeqNick_F2
PGEM_SeqNick_F1
PGEM_SeqNick_R12
PGEM_SeqNick_R11
PGEM_SeqgNick_R10
PGEM_SeqNick_R9
PGEM_SeqNick_R8
PGEM_SeqNick_R7
PGEM_SeqNick_R6
PGEM_SeqNick_R5
PGEM_SeqNick_R4
PGEM_SeqNick_R3
PGEM_SeqNick_R2
PGEM_SeqNick_R1

sRNABioF
sRNAR
RS_gspA_2C4.3 F

RS_gspA_2C4.3_ R

TTTCCCAGTCACGACGTTGT
GCCCACTACGTGAACCATCA

AGGGTTATTGTCTCATGAGCGG

GAATAGTGTATGCGGCGACC
AATAAACCAGCCAGCCGGAA
CAGCAGATTACGCGCAGAAA
CTCCAAGCTGGGCTGTGTG

CAGCTCACTCAAAGGCGGTA
GCATTCAGACGGCAATCACT

CTCCCATATGGTCGACCTGC
AAAATCATACAGCTCGCGCG

TGTCCTTTTCCCGTTCCACA

TCGACGGAGCCGATTTTGAA
GGCCCAATTCGCCCTATAGT
TCAAGCTCTAAATCGGGGGC
GCATCAGGTGGCACTTTTCG
ATGTGGCGCGGTATTATCCC
CTCTAGCTTCCCGGCAACAA
GCGTCAGACCCCGTAGAAAA
AGTTACCGGATAAGGCGCAG
TTTGCTGGCCTTTTGCTCAC

CGGCATTTTTATCAAATTCAAA

GCGGATTCGATAGAAAAACATC

GAGAGCGCAATTACTCGGGA

ACCCGATAAGTTTCCGTGCC

Toutes les amorces proviennent de Sigma-Aldrich.
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PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage

PCR avec radiomarquage
PCR avec radiomarquage
(MC58)
PCR avec radiomarquage
(MC58)
PCR avec radiomarquage
(2C4.3)
PCR avec radiomarquage
(2C4.3)
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