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Contribution a I'étude de la régulation des génes flagellaires de

Brucella melitensis
SCHIAVOLIN Lionel

Résumé

Brucella est une bactérie pa : i laire de bon nombre de mammiféeres

ainsi que de I’homme. Celle-ci a toujours été considérée comme non flagellée depuis sa
découverte en 1887. Cependant, une quarantaine de genes répartis en 3 loci et impliqués dans
I’assemblage et le fonctionnement du flagelle ont été mis au jour ces derniéres années dans les
génomes de B. melitensis, B. suis et B. abortus. De plus, des résultats obtenus dans notre
laboratoire mettent en évidence d’une part, I'implication de ces genes flagellaires dans la
virulence de B. melitensis et d’autre part, I’existence d’un systeme de régulation de leur
expression chez cette méme bactérie.

Le premier objectif de ce travail consiste en 1’éclaircissement de nos connaissances du
systtme de régulation de l’expression des genes flagellaires chez B. melitensis. Afin d’y
parvenir, nous allons essayer de déterminer la place des genes fIgE et fliC dans la hiérarchie
d’expression des geénes flagellaires. Pour ce faire, nous allons d’abord mesurer in vitro
I’activité du promoteur du gene fIgE codant pour les protéines du coude. Cette mesure sera
effectuée chez des souches mutées pour les genes ficR et fliF, pouvant tous deux correspondre
a des genes de classes inférieures, ou pour f/iF uniquement a un gene de la méme classe, selon
le modele de régulation. Notons que ficR et fliF codent respectivement pour un régulateur
transcriptionnel impliqué dans la régulation des genes flagellaires et pour les protéines du
MS-ring du corps basal. Ensuite, nous déterminerons la classe a laquelle le géne fliC
appartient via 1’étude in vitro de la production de la flagelline (F1iC), monomére du filament,
chez des mutants des genes fliF et flgE, appartenant a des classes inférieures par rapport a f7iC
quelque soit le modele de régulation, excepté celui de L. monocytogenes ou fliF, flgE et fliC
appartiennent a la méme classe.

L’expression d’un géne codant pour une partie distale du flagelle en infection de
macrophages n’a jamais été mise en évidence chez B. melitensis. Le second objectif de ce
travail visera donc a évaluer, dans ces conditions, I’activité du promoteur du gene fIgE, codant
pour les protéines du coude, la premiére structure extracellulaire.

Le dernier objectif de ce travail visera a éprouver la fonctionnalité d’un codon stop
scindant la protéine FliF en deux en estimant la taille de cette protéine. Afin d’y parvenir, la
protéine FliF, agrémentée d’un tag en N-terminal, a été résolue sur gel de polyacrylamide et
révélée a I’aide d’anticorps spécifiques dirigés contre ce tag.
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Introduction

Les bactéries du genre Brucella sont décrites comme non flagellées, malgré la
présence de tous les génes nécessaires pour I’assemblage d’un flagelle. L’importance de
I’étude du systéme flagellaire de Brucella réside dans le fait que certains de ces génes sont
nécessaires a 1’établissement d’une infection chronique en modéle murin. La premicre partie
de ce document traitera donc de la structure du flagelle, de la régulation de son assemblage et
enfin, des Brucellae en général et de Brucella melitensis 16M en particulier.

1 Le flagelle bactérien

Le flagelle bactérien est une structure complexe hélicoidale composée de trois parties
distinctes. La premiére correspond au corps basal (basal body), permettant I’attachement de la
structure flagellaire aux membranes bactériennes. C’est également au niveau du corps basal
que s’effectue I’initiation du mouvement de rotation du flagelle conférant la mobilité a la
bactérie. La deuxiéme partie, le coude (hook), est une structure courbe et extracellulaire
faisant le lien entre le corps basal et la derniere partie, le filament, qui forme la plus grande
partie du flagelle. La structure peut étre assimilée a une seringue capable de sécréter
différentes protéines dont la flagelline qui constitue le filament (Chiu et al. 2006) (Fig.1).

oITIn
i
lagellar
filament
Hook [ 4
Central
channel Figure 1
Représentation schématique du
flagelle  bactérien  composé
d’un corps basal, d’un coude et
d’un filament.
ST (Adapté de Yonekura et al. 2000)
Basal body OM: membrane externe

PG: peptidoglycan
IM: membrane interne
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Figure 2. Assemblage du flagelle chez Salmonella. Les structures entre les crochets doivent étre
assemblées avant I’utilisation de I’appareil de sécrétion flagellaire qui permettra I’assemblage de la
majorité des pieces suivantes. Cette figure montre bien que I’assemblage du flagelle se fait de maniére
séquentielle, des structures proximales aux structures distales (Macnab 1996).
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Figure 3

Schéma des différents types de bactéries flagellées, que sont
B les bactéries monotriche (A), lophotriche (B), amphitriche
(C) et péritriche (D). (http://en.wikipedia.org/wiki/Flagellum)

distinctes, la phase de "run" au cours de laquelle
la bactérie est propulsée vers I’avant et la phase
de "tumble" au cours de laquelle la bactérie
s’arréte et se réoriente. La différence entre ces
deux phases correspond a une modification du
6 sens de rotation du flagelle, anti-horloger et

Run X horloger, respectivement.
(http://www.uccs.edu/~rmelamed/MicroFall2002/

A
/ Chapter%?204/movement.jpg)
4

Tumble
Figure 4
Représentation schématique : mouvement orienté
“ Run d’une bactérie. On peut observer deux phases




Le flagelle est constitué d’environ 25 protéines différentes s’assemblant selon une
hiérarchie logique, a savoir des parties les plus proximales aux plus distales, donc des
composants insérés en membrane interne a ceux situés dans 1’espace périplasmique,
imbriqués en membrane externe et enfin ceux se trouvant dans le milieu extracellulaire (Fig.2).
En effet, il est impossible que la mise en place de la partie extracellulaire, par exemple,
précede celle des pieces 1’attachant a la paroi bactérienne.

Si I’on tient compte du fonctionnement du flagelle, le nombre de genes nécessaires
s’éleve a environ 50, incluant donc les genes codant pour les protéines de la structure
flagellaire, ainsi que ceux codant pour la régulation de son assemblage et enfin, pour le
systéme de chémotactisme'.

Ces différents génes sont organisés en un ensemble d’opérons’, dont I’expression est
coordonnée. Par exemple, Escherichia Coli et Salmonella enterica serovar Typhimurium sont
pourvues, respectivement, de 15 et 17 opérons regroupés sur trois régions chromosomiques.
Notons que l'ordre des genes dans ces opérons et I'ordre de leur expression représentent
I’ordre des protéines dans I’appendice flagellaire (Macnab 1996). Ces deux y-protéobactéries
sont les bactéries les mieux décrites dans la littérature, et dans le cas qui nous intéresse, leurs
flagelles respectifs ont été particulierement bien étudiés. Nous nous baserons donc sur ces
deux modeéles afin de mieux comprendre ce qu’est un flagelle bactérien ainsi que la maniere
dont les bactéries I’assemblent.

Enfin, le nombre de flagelles et leur arrangement autour de la bactérie varient selon
I’espece. Les bactéries monotriches présentent un seul flagelle, c¢’est le cas de Campylobacter
Jejuni et Caulobacter crescentus, alors que les bactéries dites péritriches, comme E. coli et
Salmonella, sont pourvues de plusieurs flagelles répartis de maniére homogene autour de la
cellule. Les bactéries lophotriches, comme Spirillum spp., possédent plusieurs flagelles se
projetant a partir d’'un méme pdle. Et enfin, les bactéries amphitriches présentent un flagelle
de part et d’autre de la cellule, comme par exemple certaines especes d’Helicobacter. Notons
qu’il existe également des bactéries lopho-amphitriches, comme Anaerobiospirillum
succiniciproducens, possédant plusieurs flagelles groupés a des poles opposés (Fig.3).

1.1 Fonctions

Le role principal du flagelle est de permettre a la bactérie de se mouvoir, spécialement
chez les bactéries se trouvant dans un environnement liquide ou semi-solide. Cette fonction
est généralement associée au systéme de chémotactisme. En effet, imaginons un milieu
hétérogene avec des zones riches en nutriments, si la bactérie effectue des mouvements non
dirigés pour atteindre ces zones, elle risque d’y arriver moins rapidement et de consommer
plus d’énergie qu’une bactérie attirée par ces sources et donc capable d’effectuer des
mouvements orientés (Fig.4). Enfin, cette fonction est importante pour la virulence de
certaines bactéries, comme Helicobacter pylori, dans le sens ou la mobilité est cruciale pour
une colonisation de 1’estomac (Ottemann & Lowenthal 2002).

' Systéme, composé de récepteurs et des protéines assurant la transduction du signal jusqu’au flagelle, permettant
a la bactérie d’orienter ses mouvements en fonction de la présence de solutés dans le milieu extracellulaire.

bl —~ . e . " o 5 A2 n

“ Unité de transcription constituée de plusieurs génes contrélés par un méme promoteur.
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D’autres fonctions, comme [’adhésion, peuvent étre associées au flagelle. Le filament
du flagelle de Pseudomonas aeruginosa, pathogéne opportuniste des voies respiratoires
d’individus immunodéprimés notamment, est capable de lier la mucine’ et aider ainsi la
colonisation des voies respiratoires par la bactérie (Lillehoj et al. 2002).

La sécrétion, inhérente a I’assemblage du flagelle, peut également servir a la
translocation de protéines indépendantes de la structure flagellaire vers le milieu
extracellulaire. Chez Campylobacter jejuni, un des nombreux pathogenes du tube digestif, le
flagelle est impliqué d’une part dans la mobilité de la bactérie et d’autre part, via son systéme
d’exportation flagellaire, dans la sécrétion d’au moins un facteur de virulence permettant
I’adhésion aux cellules épithéliales et influengant donc [I’invasion de ces dernicres
(Song et al. 2004).

De méme, chez Yersinia enterocolitica, cet appareil d’exportation est impliqué dans la
sécrétion d’une phospholipase associée a la virulence (Young et al. 1999).

Enfin, le flagelle peut aussi étre impliqué dans la régulation de la virulence. Chez
Proteus mirabilis, pathogéne de 1’épithélium des voies urinaires, la rotation du flagelle est
influencée par la présence d’une surface solide proche de la bactérie, et les modifications de
rotation régulent la différentiation de la bactérie et I’expression des geénes impliqués dans la
virulence (Belas & Suvanasuthi 2005).

Chez Salmonella enterica serovar Typhimurium, le flagelle, en percevant une
diminution de I’humidité ambiante, est d’une part capable de stopper sa propre biogenése en
empéchant la sécrétion et la production des monomeres de flagelline, et d’autre part, capable
d’inhiber 1’expression d’autres génes de virulence dont ceux impliqués dans I’assemblage du
systéeme de sécrétion de type IV (Wang et al. 2005).

Chez Legionella Pneumophila, pathogéne intracellulaire des macrophages et des
amibes, un facteur sigma’, 6°®, encodé par le géne flid et associé a la régulation des génes
flagellaires, contribue a de multiples facettes de la virulence de cette bactérie en régulant
I’expression d’effecteurs impliqués a la fois dans I’échappement de la fusion phago-
lysosomale ainsi que dans I’induction de la mort des macrophages. Notons que Legionella est
mobile mais ne posseéde pas de systeme de chémotactisme, mobilité augmentant 1’occurrence
des contacts avec les cellules hotes (Molofsky et al. 2005).

L’accession a la mobilité n’est donc pas la seule fonction du flagelle et des genes
associés a son assemblage. Nous pouvons remarquer que flagelle et génes flagellaires sont des
facteurs de virulence importants, et donc sujet a une pression de sélection d’autant plus que
certains organismes hotes sont capables de reconnaitre les monomeres de flagelline
spécifiquement par I’intermédiaire du TLR-5, de la famille des "Toll-like receptor" qui sont
des récepteurs membranaires induisant une réponse immunitaire (Ramos et al. 2004), et
indépendamment de la voie des TLR, par I'intermédiaire d’une protéine inconnue activant la
protéine Ipaf impliquée dans 1I’apoptose (Miao et al. 2006).

” Protéine glycosylée abondante au niveau du mucus des voies respiratoires.
* Sous-unité de I'ARN polymérase bactérienne nécessaire a I'initiation de la transcription
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Figure 5
(A) Reconstitution du corps basal a partir d’images prises en microscopie électronique (Thomas et al. 2001)
(B) Schéma du corps basal (adapté de http://www.genome.ad.jp/kegg/)
OM: membrane externe, PG: peptidoglycan, IM: membrane interne et les différents anneaux
protéiques L-ring (L), P-ring (P), MS-ring (MS) et C-ring (C)

Figure 6.

(a) cf. Figure 5A

(B) Représentation schématique de
I’interaction possible entre les
divers constituants du C-ring et le
MS-ring. (Lowder 2005)




1.2 Structure et assemblage

Afin de mieux comprendre ce qu’est un flagelle, nous allons nous intéresser aux
différentes protéines qui le constituent, a partir des modeles que sont £. coli et Salmonella.

1.2.1 Corps basal

Cette premicre partie du flagelle se met en place dans I’espace situé entre les deux
membranes, interne et externe, des bactéries a Gram négatif ainsi que sur la face
cytoplasmique de la membrane interne. Chez les bactéries a Gram positif, cette structure
s’ancre au niveau de la membrane interne et de la couche de peptidoglycan, étant donné
I’absence de membrane externe. Le corps basal est constitué de quatre anneaux protéiques
(trois chez les Gram positif), d’une tige centrale, d’un appareil de sécrétion et enfin, d’un
moteur moléculaire composé d’un rotor et d’un stator (Fig.5).

1.2.2 Structure en membrane interne

Le premier anneau du corps basal, appelé MS-ring (M pour "membrane" et S pour
"supramembrane") prend position au niveau de la membrane interne via le "Sec pathway™", et
est compos¢ de plusieurs copies de la protéine FliF. C’est sur la partie périplasmique de cet
anneau que viendront s’ajouter les protéines de la tige centrale (Macnab 2003).

Le second anneau, ou C-ring (C pour "cytoplasm"), est constitué¢ de plusieurs copies
de trois protéines différentes, FliG, FliM et FliN (Fig.6). La premiére protéine, FIliG,
constitue le rotor du flagelle. En effet, cette protéine posseéde des interactions électrostatiques
avec la protéine MotA, qui forme avec MotB le stator (Zhou et al. 1998). La seconde protéine,
FliM, est impliquée dans la modification du sens de rotation du rotor, et donc du MS-ring, de
la structure tige-coude et du flagelle, modification engendrée par 1’action du systéme de
chémotactisme (Toker et al. 1996). Quant a la derni¢re, FliN, elle interagit avec FliH, un
composant de 1’appareil de sécrétion flagellaire (Gonzalez-Pedrajo et al. 2006).

Une fois assemblés, les MS- et C-ring constituent un site d’ancrage propice a
I’assemblage du systeme de sécrétion flagellaire. Celui-ci permet 1’exportation des
différentes protéines qui constitueront les structures proximo-distales que sont les tige
centrale, coude et filament ainsi que la jonction coude-filament. Comme nous pouvons le
constater sur la figure 1, chaque structure forme un tube creux par lequel sont sécrétées les
protéines qui s’assembleront pour former les structures suivantes. Remarquons que seuls les
deux derniers anneaux, P et L-ring, ne sont pas exportés par ce systéme spécifique, mais bien
par le systéme Sec.

Cet appareil de sécrétion flagellaire est constitué de six protéines membranaires, dont
FIhA et FIhB, interagissant les unes avec les autres et avec les MS- et C-ring (Fig.7). La
protéine FlhB, apres autoclivage du domaine cytoplasmique, voit son affinité pour les
protéines a sécréter modifiée.

5 o z e o . T . o .
” Systeme de sécrétion bactérien pouvant également servir a I’insertion de protéines membranaires
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Figure 7
% Représentation schématique de I’appareil

de sécrétion flagellaire et des interactions
entre ces composants.

CYTOPLASM CM: membrane cytoplasmique
(McMurry et al. 2004)

Figure 8. Représentation schématique de la rotation du flagelle a I’aide d’un gradient électrochimique
de protons (http://www.web.virginia.edu/Heidi/chapter17/Images/8883n17 33.jpg).




Cette modification permet ainsi la sécrétion des protéines du filament aux dépends de
celle des protéines de la structure corps basal-coude (Ferris et al. 2005, Minamino & Macnab 2000,).
Ce clivage de FIhB empéche donc qu’il y ait compétition pour I’exportation entre ces
différentes protéines. FIhA, quant a elle, voit son domaine transmembranaire interagir avec
celui de la protéine FliF, ce qui supporte 1’'idée que le MS-ring est nécessaire pour un bon
ancrage de cet appareil au niveau de la membrane interne (Kihara et al. 2001).

Nous retrouvons également au niveau de cet appareil de sécrétion les protéines FliH et
Flil (Fig.7). Cette derniere est une ATPase permettant la sécrétion active des protéines des
structures suivantes, alors que FIliH régule négativement I’activité ATPasique de FIil
(Fan & Macnab 1996, Minamino & Macnab 2000,). Ces deux protéines sont capables in vitro de lier
les phospholipides d’E. coli ce qui, ajouté a I’interaction entre FIiN et FliH, contribuerait a la
proximité de ’appareil de sécrétion avec le C-ring et a la cohésion entre les divers éléments
de cet appareil (Auvray et al. 2002). Notons que la sécrétion des protéines flagellaires nécessite
des protéines chaperonnes comme FliJ qui, soit empéchent 1’agrégation et/ou la dégradation
de ces protéines dans le cytoplasme ou dans [’espace périplasmique, soit facilitent leur
sécrétion, ou bien les deux (Macnab 2003).

La rotation du flagelle est donc engendrée par un moteur constitué d’un rotor composé
de plusieurs copies de la protéine FliG (C-ring), dont il a été question précédemment, et d’un
stator. Ce dernier, composé d’une dizaine de canaux a protons comprenant chacun 4 protéines
MotA et 2 protéines MotB, est la derniere piece associée a la membrane cytoplasmique et elle
ne s’y insererait probablement pas avant I’assemblage du rotor. Ce stator, également attaché
au niveau de la couche de peptidoglycan via MotB, utilise le gradient électrochimique de
protons, existant entre 1’espace périplasmique et le cytoplasme, pour faire tourner le rotor et
donc le flagelle. Le passage des protons a travers ces canaux engendre des modifications
conformationelles du stator, ce qui permet au rotor d’effectuer une étape rotatoire élémentaire,
apres quoi les protons sont transloqués dans le cytoplasme. Le stator, retrouvant ainsi sa
conformation initiale, est dés lors capable d’accepter d’autres protons qui a leur tour vont
permettre une nouvelle étape rotatoire du flagelle, et ainsi de suite jusqu’a I’obtention de
rotations completes du flagelle (Blair 2003, Sowa et al. 2005) (Fig.8).

La sécrétion des protéines flagellaires est donc ATP-dépendantes, alors que la rotation
du flagelle dépend d’un gradient électrochimique de protons ou encore, d’ions sodium via les
protéines PomA et PomB notamment, chez les bactéries halophiles comme Vibrio
alginolyticus (Yakushi et al. 2006).

1.2.3 Structure de I’espace périplasmique et de la membrane externe

Une fois I"assemblage de 1’appareil de sécrétion terminé, les protéines de 1’espace
périplasmique peuvent étre sécrétées et s’assembler. Les protéines sécrétées, FliE, FlgB, FlgC
et FlgG, constitueront la tige centrale comprise entre membrane interne et membrane externe.
L’assemblage de cette tige est précédé par ’exportation de FlgJ, protéine de coiffe® qui se fixe
a la tige centrale en formation et favorise ainsi sa pénétration dans la couche de peptidoglycan
via son activité muraminidase permettant une dégradation locale de cette couche de muréines
(Hirano et al. 2001, Macnab 2003).

® Protéine également capable d’organiser les protéines sécrétées, du moins dans le cas du filament, mais surtout
d’empécher leur dissémination dans I’espace périplasmique ou dans le milieu extracellulaire.
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Figure 10. Représentation schématique des deux types de régulation possible pour le controle de la
longueur du coude (Minamino & Pugsley 2005).




Viennent s’ajouter a cette structure les deux derniers anneaux protéiques, les P- et
L-ring (P pour peptidoglycan et L pour lipopolysaccharide), qui s’organisent autour de la tige
au niveau de la couche de peptidoglycan et de la membrane externe, respectivement. Ces deux
structures composées de plusieurs copies de la protéine Flgl pour le P-ring et FigH pour le
L-ring, sont exportées dans I’espace périplasmique par le systetme Sec (Macnab 2003). Notons
que Flgl possede une chaperonne spécifique, FIgA, empéchant probablement sa dégradation
dans I’espace périplasmique (Nambu & Kutsukake 2000).

Apres ’assemblage du corps basal, qui traverse les deux membranes de part en part,
les protéines des structures extracellulaires, a savoir le coude et le filament, peuvent étre
sécrétées et s’assembler.

1.2.4 Le coude

La production du coude (Fig.9), composé de la protéine FIgE, s’effectue apres
remplacement de la protéine de coiffe de la tige centrale (FlgJ) par FlgD, protéine de coiffe du
coude. L’élongation du coude s’arréte précisément a une longueur de 55nm, les mécanismes
qui controlent cette élongation restant encore ambigus. Cependant, deux protéines, FliK et
FIhB, semblent y contribuer, ainsi que la vitesse de polymérisation de la protéine FIgE qui
forme le coude. Une premiére hypothese serait que le C-ring constitue un genre de doseur et
une fois celui-ci remplit, [’exportation de la protéine FIgE peut commencer, celle-ci se
terminerait suite a un changement de spécificité de 1’appareil de sécrétion (cf. FIhB point
précédent) (Fig.10a). La seconde hypothése serait que le début de cette polymérisation
enclenche un compte-a-rebours a la fin duquel, soit la spécificité de 1’appareil d’exportation
change, soit I’exportation des protéines de la tige et du coude ralentit drastiquement. La
protéine FliK, quant a elle, agirait comme une regle flexible se situant a I'intérieur du coude
en formation et interagissant d’'un coté avec FlgD et de l'autre avec FIhB
(Minamino & Pugsley 2005, Moriya et al. 2006) (Fig.10b). Une fois cette longueur atteinte, la
protéine de coiffe du coude est remplacée par plusieurs copies de deux protéines (FlgK et
FlgL), qui formeront une jonction entre le coude et le filament (Macnab 2003).

A B

Hook

Basal
Body

Export apparatus

Figure 9
(A) Image en microscopie électronique du corps-basal et du coude (Makishima et al. 2001)
(B) Schéma du corps basal et du coude (adapté de http://www.genome.ad.jp/kegg/)
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Figure 11

(A) Représentation tridimensionnelle de la protéine de coiffe du filament (FliD). (B-C) vues du dessus
et de coté. Les monomeres de flagelline, passent par I’intérieur du filament (monomeéres en jaune), pour
aboutir a son extrémité au niveau de la protéine de coiffe (rouge). Ceux-ci sortent (fleches noires vers
le haut) entre les différents domaines flexibles de la coiffe et sont arrangés selon un motif bien précis.
Chaque ajout d’un monomeére (mauve) au polymére induit des changements conformationnels au
niveau de la protéine de coiffe (fleches noires tournantes) permettant la création d’un nouvel espace
pour la sortie d’un nouveau monomere (Yonekura et al. 2000).
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Figure 12

Les génes de classe 1 induisent I’expression des genes de classe 2 dont la plupart sont impliqués dans
la formation du "basal body-hook". Deux autres genes de cette classe, flid et flgM, sont également
transcrits. Le premier code pour un activateur transcriptionnel des génes de classe 3, le facteur 6™°, et
le second pour un facteur anti-c, FIgM, qui séquestre 6°* et inhibe son activité. De ce fait, I’expression
des genes de classe Il ne s’effectue qu’apres assemblage du "basal body-hook". En effet, une fois cet
assemblage accompli, FIgM est sécrété seul, et 6™ libéré induit I’expression des génes de classe 3. On
assiste donc a un couplage entre assemblage et expression de genes (adapté de Aldridge et al. 2003).




1.2.5 Le filament

Une fois cette jonction assemblée, les protéines de coiffe du filament (FliD) sont
sécrétées et s’assemblent en pentamere. Au fur et a mesure que les monomeres de flagelline
sont sécrétés, FliD s’¢éloigne de la jonction coude-filament en assemblant la flagelline pour
former le filament. Ce complexe pentamérique, avec un domaine supérieur plat et des
domaines flexibles, agence les monomeres de flagelline selon un motif comparable a un
escalier en spirale (Yonekura et al. 2000) (Fig.11). La derni¢re étape de I’assemblage du flagelle
consiste donc en la formation du filament dont 1’élongation, contrairement a celle du coude,
n’est pas controlée. En effet, FliD ne semble présente que pour assembler la flagelline et pour
empécher la perte de celle-ci dans le milieu extracellulaire. La croissance continuelle du
filament le rend de plus en plus fragile du fait de sa longueur, ce qui augmente les probabilités
qu’il se brise. Néanmoins, celui-ci est capable de s’allonger a nouveau car un export continu
de protéines de coiffe jusqu’a I'extrémité du filament permet la sécrétion et 1’assemblage
sélectif de monomeres de flagelline (Homma & lino 1985).

Le filament constitue donc la partie la plus longue du flagelle, pouvant atteindre
jusqu’a 15um de long, et est constitué¢ de 20.000 a 30.000 monomeres de flagelline, sa vitesse
de rotation pouvant atteindre 20.000 rpm (Japan Nanonet bulletin, 11th issue february 2004).

2 Régulation de I'assemblage du flagelle

La synthese et le fonctionnement du flagelle requiérent environ 2% de 1’énergie
métabolique d’une bactérie (Aizawa 1996), d’ou I’intérét d’avoir un systeme de contrdle qui,
d’une part empéche la syntheése d’un flagelle si celui-ci s’avere inutile, et d’autre part arréte
I’assemblage de ce flagelle, si une pi¢ce importante pour son fonctionnement vient a manquer
ou est défectueuse.

Les régulations de I’expression des genes flagellaires et de 1’assemblage du flagelle
sont également bien décrites chez Salmonella et E. coli. Ces deux entérobactéries sont
caractérisées par un point de contréle majeur dans l’assemblage du flagelle (Fig.12),
n’autorisant pas la production de flagellines avant que la structure corps basal-coude soit
fonctionnelle pour les sécréter. L’existence de ce point de contrdle est a 'origine de la
classification des geénes flagellaires en trois catégories distinctes. Les genes de classe I, codant
pour des activateurs transcriptionnels, initient la synthése du flagelle en activant les génes de
classe II, ces derniers étant impliqués dans I’assemblage de la structure corps basal-coude. Les
genes de classe 11, quant a eux, sont impliqués dans la formation du filament, de la jonction
coude-filament, du stator et du systéme de chémotactisme (Chilcott & Hughes 2000).

Récemment, un systéme de régulation non hiérarchique a €té mis au jour chez Listeria
monocytogenes, pathogéne intracellulaire de 1’homme comme Brucella. Le régulateur
transcriptionnel MogR réprime 1’activité de ’ensemble des geénes flagellaires suite a un
changement de température lors de 1'infection de 1’hote, ce qui évite I’assemblage fortuit de
ses flagelles, susceptibles de provoquer une réaction immunitaire de [’hote apres
reconnaissance de ces derniers. Etant donné qu’il n’existe pas de hiérarchie complexe, les
genes flagellaires sont répartis en deux classes, la premiére correspondant aux activateurs
transcriptionnels et la seconde aux geénes impliqués dans [’assemblage du flagelle
(Shen et al. 2006).




Caulobacter crescentus, chez qui le systeme flagellaire est également bien décrit, est
une a-protéobactérie non-pathogéne bien plus proche de Brucella qu’E. coli et Salmonella.
C’est pourquoi nous allons uniquement nous attarder sur son systéme de régulation.

2.1 Le cycle cellulaire de Caulobacter crescentus

Comme chez C. crescentus 1’assemblage du flagelle et la division cellulaire sont
intimement liés, nous allons donc dans un premier temps nous plonger dans le cycle cellulaire
de cette bactérie (Fig.13). C. crescentus est caractérisée par deux formes distinctes, les formes
flagellée et pédonculée.

swarmer (SW),  stalked (ST) | predivisional (PD) q daughters
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pole
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pole ST
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synthesis TSRS
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Figure 13
Cycle cellulaire de C. crescentus. Les évenements morphogéniques et du cycle cellulaire
correspondent respectivement aux barres gris-claires et gris-foncées (Jacobs-Wagner 2004).

La bactérie flagellée (SW) et mobile se déplace dans son environnement aquatique a la
recherche d’une niche capable de soutenir sa différenciation en cellule pédonculée (ST). Une
fois cette niche atteinte, la cellule se différencie en cellule ST en éjectant notamment son
flagelle, en se fixant a 1’aide d’une zone adhésive ("holdfast") sur son substrat et en formant
un pédoncule ("stalk") au niveau de cette zone. La bactérie va également entamer un cycle de
division cellulaire commengant par la réplication de I’ADN. Ces différents processus sont
suivis d’une ségrégation chromosomique et d’une élongation de la cellule pour former la
cellule prédivisionnelle (PD). Lors de cette étape d’élongation de la cellule PD, la bactérie va
synthétiser un flagelle a [’opposé du pole pédonculé. Les deux cellules filles néoformées vont
donc se séparer pour donner une cellule ST et une cellule SW, on parle de division
asymétrique dans ce genre de cas puisque les deux cellules filles sont différentes. La cellule
ST entame ainsi, jusqu’a épuisement local des ressources, des divisions cellulaires répétées a
la maniere d’une cellule souche, alors que la cellule SW part a la recherche d’une nouvelle
niche (Jacobs-Wagner 2004).
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Figure 14. Régulation hiérarchique de I’assemblage du flagelle chez C.crescentus (Muir Gober 2004).
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Figure 15. Régulation du régulateur de réponse global CtrA au cours du cycle cellulaire.
(Adapté de Skerker & Laub 2004)




2.2 Régulation de I'assemblage du flagelle chez C. crescentus

[’assemblage du flagelle de C. crescentus est caractérisé par le méme point de
controle que celui décrit pour Salmonella et E. coli (cf. précédemment), en dépit d’un
mécanisme de couplage différent. Il présente en plus un second point de contrdle, antérieur au
précédent, qui correspond a I’assemblage des MS- et C-ring et de 1’appareil de sécrétion en
membrane interne.

La régulation de I’expression des genes flagellaires s’effectue a différents niveaux qui
sont transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel.

Etant donné I’existence d’un second point de contrdle, les différents genes flagellaires
peuvent étre répartis en quatre classes distinctes, a savoir les classes I, II, III et IV. L unique
gene de la premiere classe code pour le régulateur de réponse global CtrA. Les geénes de
classe II, quant a eux, sont impliqués dans 1’assemblage des MS- et C-ring, et de 1’appareil de
sécrétion flagellaire. Une fois ceux-ci assemblés et donc le premier point de contrdle passé,
les génes de classe III sont exprimés ce qui permet la formation du reste du corps basal, du
coude et de la jonction coude-filament. Enfin, les geénes de classe IV, codant pour les trois
flagellines principales (FIjJKL) sont exprimés suite a I’assemblage du coude correspondant au
second point de contrdle (Muir & Gober 2001, Mangan et al. 1995) (Fig.14). L’expression des genes
d’une classe et, dans certains cas, 1’assemblage de leurs protéines dans la structure flagellaire
naissante sont donc nécessaires pour 1’expression des génes des classes suivantes. Il s’agit
d’une notion importante pour comprendre la suite des événements.

2.2.1 Régulation transcriptionnelle

Le régulateur de réponse global CtrA

CtrA est un régulateur de réponse contrdlé par différentes kinases senseurs répondant
a la progression du cycle cellulaire. L’expression du géne ctr4 nécessite le facteur o', facteur
sigma de maintenance’. CtrA est impliqué dans le contrdle temporel de la réplication de
I’ADN, donc de la division cellulaire ainsi que dans le développement des organelles polaires
que sont le flagelle et le pédoncule (Fig. 15). Dans la cellule flagellée, CtrA, sous sa forme
phosphorylée (CtrA-P), réprime I’initiation de la réplication de I’ADN.

Lors de la différenciation de la cellule flagellée en cellule pédonculée, CtrA-P est
dégradé, ce qui entraine une initiation de la réplication du matériel génétique. Suite a cette
initiation, le géne ctrd est exprimé. La quantité de CtrA dans la cellule prédivisionnelle en
voie de division augmente, et celui-ci s’y fait de nouveau phosphoryler. Cette activation de
CtrA en CtrA-P va induire notamment la production d’un flagelle. En effet, CtrA-P contrdle
I’expression des génes tardifs du cycle cellulaire, mais surtout dans le cas qui nous intéresse,
I’expression des genes flagellaires de classe II et du systtme de chémotactisme
(England 2001, Jones et al. 2001).

7 — r » £ " - - . . . . ce
Facteur de transcription impliqué dans I’expression des génes de base nécessaires a la survie de la bactérie.
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Les génes de classe 11 et 111

Les genes flagellaires de classe II sont également sous le contréle d’un promoteur
nécessitant le facteur o’°. Ces différents génes sont donc impliqués dans I’assemblage des
MS- et C-ring, et de I’appareil de sécrétion flagellaire.

Outre ces genes structuraux, on retrouve également ceux codant pour le régulateur
transcriptionnel FIbD ainsi que pour le facteur sigma alternatif, o>*. Ces deux protéines, ainsi
que I'IHF®, sont nécessaires pour I’expression des genes des classes suivantes impliqués dans
la formation du reste du corps basal, du coude et du filament (Wu et al. 1995, Muir & Gober 2005).
Remarquons que FIbD réprime la transcription de bon nombre de geénes de classe I, ainsi que
sa propre transcription ce qui empéche la formation d’un second flagelle au niveau de la
cellule prédivisionnelle (Muir et al. 2005).

2.2.2 Regulation post-traductionnelle

Le premier point de contrdle, visant a s’assurer que la structure en membrane interne
est achevée, consiste en une régulation post-traductionnelle de FIbD par au moins deux
protéines, une kinase encore inconnue et la protéine FliX, toutes deux dépendantes, d’une
maniere ou d’une autre, du cycle cellulaire (Muir et al. 2005, Mohr et al. 1998).

Les souches mutées pour un des genes impliqués dans la formation correcte des
MS- et C-ring et de I’appareil de sécrétion flagellaire sont donc incapables d’exprimer les
genes de classes III et IV. Seule une mutation au niveau du gene fIbD, de type gain-de-
fonction, restaure I’expression de ces geénes, suggérant que I’activité de FIbD est également
régulée par la progression de l’assemblage du flagelle (Dutton et al. 2005). Il s’agit d’un
régulateur transcriptionnel phopshorylable faisant partie d’un systéme a deux composantes
dont la kinase senseur n’est pas encore connue, celle-ci étant néanmoins dépendante du cycle
cellulaire. La protéine FliX, quant a elle, est capable d’inhiber I’activité de FIbD jusqu’a
I’obtention d’une structure en membrane interne complete. De plus, certaines mutations du
geéne fliX restaurent également I’expression des génes de classes III et IV, ce qui est en accord
avec ce schéma de régulation (Muir et al. 2005).

2.2.3 Reégulations post-transcriptionnelle et traductionnelle

Une fois ce premier point de controle passé, les geénes des classes III et IV sont
transcrits. Cependant, les ARNm codant pour une des flagellines principales du filament, FIjK
(classe 1V), ne sont traduits qu’apres 1’ajout des protéines des génes de classe III sur le corps
basal pour former la structure corps basal-coude. Il s’agit du second point de contréle. Celui-
ci fait intervenir différentes protéines, encore inconnues excepté FIbT, qui sont capables de
lier I’extrémité 5 UTR de ’ARNm fIjK. Celles-ci empéchent la traduction de cet ARNm, et
donc la production de la flagelline FIjK, en stimulant sa dégradation, et ce jusqu’a ce que la
structure corps basal-coude soit formée et puisse sécréter les monomeres de flagelline. La
régulation post-transcriptionnelle de cet ARNm permet donc d’empécher une production de
flagellines, susceptibles de polymériser dans la cellule si la structure flagellaire naissante est
incompétente pour la sécrétion (Mangan et al. 1999, Anderson Gober 2000). Cependant, peu de
choses sont encore connues concernant le lien entre FIbT et I’achévement de la structure corps
basal-coude.

¥ Integration Host Factor : protéine permettant la formation de complexes ADN-protéines comme lors de la
réplication de I’ADN et lors de la régulation de la transcription a longue distance.
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Figure 16.

Micrographie électronique a balayage de Brucella melitensis (http://www.visualsunlimited.com/)




Ajouté a cela, il existe une autre protéine impliquée dans la régulation de I’ARNm
K, la protéine FlaF, antagoniste de FIbT, sous contrdle du cycle cellulaire. Un mutant AflaF,
dépourvu du gene flaF, n’est pas a méme de synthétiser la flagelline FIjK car I’ARNm est
instable, malgré la capacité de ce mutant a assembler le corps basal et le coude. Dans le cas
d’un double mutant AflaF/ AfIbT, pouvant également assembler la structure corps basal-
coude, celui-ci est capable de synthétiser la flagelline mais ne posséde pas de filament. Ainsi,
FlaF est nécessaire pour la stabilité de cet ARNm, ainsi que pour 1’assemblage ou la sécrétion
de la flagelline. (Llewellyn et al. 2005).

Ces différents systemes de régulation montrent d’une part que 1’assemblage du flagelle
est un processus trés complexe et d’autre part, le role important que doit jouer cette structure
dans la survie de la bactérie, vu la quantité considérable d’énergie allouée a son assemblage et
son fonctionnement.

3 Brucella

3.1 Historique

Les bactéries du genre Brucella sont responsables d’une des anthropozoonoses
majeures au niveau mondial, la brucellose, dont le réservoir animal constitué de nombreux
mammiferes terrestres s’est étendu aux cétacés et pinnipeédes vivants dans les eaux entourant
I’Europe et I’Amérique du Nord.

Cette maladie a été caractérisée pour la premiére fois au 19° siécle par des médecins
militaires anglais basés sur I'ile de Malte.)L’agent causal, nommé initialement Micrococcus
melitensis, est isolé par David (Brucg en 1886 a partir de rates de militaires décédés suite a
cette maladie. Cette derniere, appelée a 1’époque fievre de Malte, ou encore fievre ondulante,
est ensuite décrite dans de nombreux autres sites dans le monde. Il s’agit d’une maladie sévere
et incapacitante mais rarement fatale. Parallelement, en 1895, une nouvelle bactérie, appelée
Bacillus abortus est isolée chez des bovins exhibant des avortements a répétition. Vingt ans
plus tard, une fois la relation entre ces deux pathogenes établie, la création du genre Brucella,
et des especes B. melitensis et B. abortus est proposée (en I’honneur des travaux de Bruce)
(Maurin 2005).

Quatre autres espeéces sont ensuite caractérisées, B. suis, B. ovis, B. canis et
B. neotomae infectant respectivement les suidés, les ovins, les canidés et le rat du désert
(Etats-Unis). Plus récemment, deux nouvelles bactéries du genre Brucella ont été isolées a
partir de mammiferes marins, a savoir B. cetaceae et B. pinnipediae, infectant respectivement
cétacés et pinnipedes (Bricker et al. 2000).

3.2 Description

Brucella est une a-protéobactérie appartenant a la famille des Rhizobiacées
(Moreno et al. 1990, Yanagi et al. 1993). Celle-ci reprend notamment les bactéries des genres
Bartonella et Rickettsia, pathogeénes intracellulaires des animaux et, Rhizobium et
Agrobactérium, symbiotes et pathogeénes des plantes. Les Brucella sont des coccobacilles a
gram négatif mesurant 0.6-1.5um de long et 0.5-0.7pum de diamétre (Fig.16), non sporulées et
non mobiles (Corbel 1997), malgré la présence des génes impliqués dans la formation d’une
structure flagellaire. Brucella est une bactérie aéro-anaérobie car elle est capable de survivre
dans un environnement oxygéné, mais sa niche de réplication "favorite" est pauvre, voire
dépourvue, en oxygene (Kohler et al. 2002).
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Figure 17. Incidence annuelle de la brucellose (Pappas et al. 2006)




Il s’agit de pathogenes intracellulaires facultatifs, méme si le terme intracellulaires,
facultativement extracellulaires parait mieux approprié (Kohler et al. 2003). En effet, sa niche de
prédilection est l’environnement intracellulaire de cellules hotes dans lesquelles elles
subissent une réplication massive, suivie d’un éclatement de la cellule hote ce qui permet par
la suite une propagation vers les cellules voisines.

Les cibles de Brucella sont les cellules phagocytaires professionnelles de type
macrophages-monocytes, mais également les cellules du trophoblaste qui sont des phagocytes
non-professionnels, ce qui provoque fréquemment I’avortement du feetus lourdement infecté
chez les femelles gestantes (Gorvel & Moreno 2002).

Le génome de Brucella est composé de deux réplicons circulaires, qui dans le cas de
B. melitensis, mesurent 1.17 et 2.1Mb. Toutes les espéces présentent cette organisation, mis a
part B. suis biovar 3 qui ne possede qu’un chromosome de 3.2Mb. Les génomes de
B. melitensis 16M (Delvecchio et al. 2002), de B. abortus (Sanchez et al. 2001) et B. suis
(Paulsen et al. 2002) ont €té séquencés, ce qui a notamment donné lieu a I’annotation des genes
flagellaires de B. melitensis 16M (Fretin et al. 2005), stimulant ainsi 1’étude de ces derniers.

Enfin, il faut savoir que Brucella est considérée depuis des décennies comme une
arme bactériologique potentielle, et plus récemment, comme potentiellement utilisable a des
fins bioterroristes (Hilleman 2002).

3.3 Epidémiologie

La brucellose est encore endémique a I’heure actuelle dans certains pays du bassin
méditerranéen dont des pays européens (comme |’Italie, la Grece et surtout 1’Espagne), dans
certaines régions d’Afrique et d’Amérique Latine, au Moyen-Orient et en Asie de 1’Ouest
(Fig.17). L’OMS dénombre environ 500.000 nouveaux cas par an chez 1’homme
(Pappas et al. 2006). Le réservoir animal est constitué de mammiferes d’élevage et de la faune
sauvage, aussi bien terrestres que marins’ (Bricker et al 2000, Godfroid 2002).

La voie de contamination principale pour I’animal est vraisemblablement digestive, la
seconde étant la contamination génitale. Les animaux infectés répandent les bactéries dans
leur environnement par leurs féces, dans le lait ou dans les produits d’avortement dans le cas
des femelles infectées (Maurin 2005).

Dans les pays développés, la brucellose chez I’homme est généralement considérée
comme maladie professionnelle, étant donné que les personnes les plus atteintes sont les
éleveurs, fermiers, vétérinaires, personnels d’abattoirs et de laboratoires travaillant sur
Brucella (Young 1995, Robichaud et al. 2004). La transmission peut se faire de facon directe
par contact avec des animaux infectés (voie cutanée, conjonctivale et par les muqueuses) ou
par inoculation accidentelle de vaccins animaliers, et de facon indirecte par voie aérienne ou
alimentaire apres ingestion de produits laitiers contaminés et non pasteurisés ou de viandes
insuffisamment cuites. La transmission interhumaine, rarissime, peut se faire par voie sexuelle
(Staszkiewicz et al. 1991) et selon toute vraisemblance, par voie digestive dans le cas du
[| nourrisson via le lait maternel. Remarquons que cette transmission a I’homme représente dans
la plupart des cas une impasse €pidémiologique, étant donné que celui-ci n’est pas contagieux,
ce qui traduit une non-adaptation de Brucella a I’hdte humain, qui est qualifi¢ généralement
d’hote accidentel (Michaux-Charachon 2002).

? Isolats de cétacés et de pinnipédes vivants dans les mers et océans bordant I'Europe et I’ Amérique du Nord
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Le pouvoir infectieux de ce pathogene est relativement élevé car I'ingestion de dix a
cent bactéries par voie aérienne suffit a déclencher la maladie (Maurin 2005).

3.4 Pathologie, traitement & Prophylaxie

Apres une période d’incubation, variant d’une semaine a deux mois et plus, chez
I’homme, la brucellose primaire ou aigué débute par une septicémie d’origine lymphatique, au
cours de laquelle les bactéries, infectant les cellules du systeme réticulo-endothélial'’,
provoquent une fievre ondulante due a leur multiplication.

Il y a ensuite apparition d’une brucellose focalisée secondaire et tardive, six mois
apres la précédente, en 1’absence de traitement ou si celui-ci n’a pas été suffisant. Cette forme
est caractérisée par des foyers infectieux isolés, faisant la gravité¢ de la maladie, et qui sont,
entre autres, ostéo-articulaire, neurologique (méningites), hépatique, génital ou cardiaque avec
pour ce dernier une mortalité dans 80% des cas.

Enfin, la forme chronique ou tertiaire est notamment caractérisée par de la névralgie,
des douleurs musculaires et ostéo-articulaires avec ou sans foyers infectieux. Un traitement
antibiotique tardif peut-étre efficace dans le premier cas, alors que dans le second, il s agit
habituellement d’une hypersensibilité¢ retardée (type IV) aux constituants de Brucella
(Young 1995, Maurin 2005).

B. melitensis et B. abortus sont les especes le plus souvent responsables des infections
humaines, les plus graves étant causées par B. melitensis car celle-ci est mise en cause lors
d’infection cardiaque (endocardite). B.canis et B. suis peuvent aussi infecter 1’homme
(Corbel 1997). Chez la femme enceinte, la bactérie peut provoquer des avortements, des
accouchements prématurés et la mort in utero du foetus dans 10 a 46% des cas (Khan et al. 2001).
Enfin, deux cas de brucellose potentiellement liée aux souches marines ont été décrits aux
Etats-Unis (Sohn et al. 2003).

Les traitements antibiotiques en monothérapie, ou en polythérapie de courte durée,
sont liés a des €checs thérapeutiques ou des rechutes apres arrét du traitement.

Ainsi, dans le cas de la brucellose aigué, le traitement que préconise I’OMS est la prise
de doxicycline pendant six semaines, associée a la streptomycine pendant deux semaines ou a
la rifampicine pendant un mois et demi. Chez la femme enceinte, le traitement est composé¢ de
cotrimoxazole seul ou en association avec la rifampicine.

Le traitement de la brucellose focalisée est identique au précédent avec toutefois une
durée minimale d’environ deux mois et demi a plus de six mois, accompagné parfois d’un
traitement chirurgical du foyer infectieux (Maurin 2005).

Le meilleur moyen d’éviter la transmission a I’homme est évidemment 1’action directe
sur le réservoir animal, principalement sur les animaux d’élevage, a savoir les bovins, suidés
et ovins, étant donné la difficulté d’agir sur la faune sauvage. Le contrdle se fait aussi bien sur
un plan médical, par vaccination avec des souches vivantes atténuées, que sur un plan
sanitaire, par dépistage et abattage des animaux infectés. Du fait d’une infection d’origine
alimentaire possible, la pasteurisation du lait est également contr6lée (Corbel 1997). A ce jour,
aucun vaccin efficace et toléré par I’homme n’a encore été développé (Ko & Splitter 2003).

' Cellules précurseurs de macrophages se trouvant dans le foie, la rate, la moelle et les ganglions lymphatiques.
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Figure 18. Structure schématique du Lipopolysaccharide des Brucella spp. (Cardoso et al. 2006)
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Figure 19. Modéle du trafic intracellulaire d’une bactérie du genre Brucella dans un macrophage.
Comparaison entre souche sauvage et mutant virB™ (Celli & Gorvel 2004).




3.5 Facteurs de virulence & pathogénie

La pérennité des Brucellae dans 1I’environnement dépend de leur capacité a infecter les
animaux. En effet, elles ne peuvent survivre bien longtemps en dehors de leur hote étant
donné [I’absence de sporulation. Cette infection, comprenant I’invasion de [’hote,
I’établissement de la maladie et [’échappement au systtme immunitaire nécessitent
I’utilisation de facteurs de virulence par le pathogene.

I’hote. A cet égard, la bactérie doit éviter d’étre reco w?p/ ce dernier. C’est pour cette raison
que le lipopolysaccharide (LPS) de Brucella, qui confrairement a celui des entérobactéries
n’est pas une endotoxine, est capable de moduler la réponse immunitaire de 1’hote
(Cardoso et al. 2006). Il s’agit de 1’antigeéne le plus immunogene de Brucella. Celui-ci est pourvu
d’une chaine O-polysaccharidique, chez B. melitensis, B. suis et B. abortus (Fig.18). On parle
de phénotype lisse (S-LPS) lorsque cette chaine est présente, et de phénotype rugueux
(R-LPS) en absence de celle-ci. Les mutants de type R-LPS, chez ces trois especes, sont
moins virulents que leur souche sauvage respective. Par contre, dans le cas de B. canis et
B. ovis, il y a production naturelle d’un R-LPS dépourvu de cette chaine, ces souches étant
néanmoins virulentes (Ko & Splitter 2003). Par conséquent, B.canis et B.ovis doivent
probablement posséder un autre mécanisme pour moduler la réponse immunitaire, ou leur
R-LPS est suffisant pour une infection canonique.

Avant I’infection d’une cellule, Brucella se We face au systéme immunitaire de

Le contact avec la cellule hote, qui se fait au niveau des "lipid rafts' "', est au moins

facilité par un sucre particulier, composé de plusieurs monomeres de B-1,2-glucan cyclique
(Arellano-Reynoso et al. 2005). Suite a ce contact, la bactérie est internalisée par un mécanisme de
type "zipper-like" impliquant, entre autres, des récepteurs aux fibronectines et lectines, de
petites Rho-GTPases et des filaments d’actines (Gorvel et al. 2002) (Fig.19).

Une fois entrée dans la cellule hote et ce, quelque soit le type cellulaire, Brucella va
suivre un trafic endosomal normal et se localiser d’abord dans une vacuole présentant des
marqueurs membranaires de I’endosome précoce, puis de 1’endosome tardif. Par apres, La
bactérie va quitter cette voie de digestion intracellulaire en inhibant la fusion avec les
lysosomes, permettant ainsi sa survie a 'intérieur des phagocytes. Notons que des mutants
inaptes a synthétiser le B-1,2-glucan cyclique sont incapables d’empécher la fusion phago-
lysosomale (Arellano-Reynoso et al. 2005).

Une fois le trafic détourné, la bactérie va induire une augmentation de pH dans ce
phagosome menant au développement d’une vacuole réplicative possédant des marqueurs
propres au réticulum endoplasmique. La maturation de ce phagosome nécessite, entre autres,
I’appareil de sécrétion de type IV (Gorvel et al. 2002), encodé par 1’opéron virB, homologue a
celui d’Agrobacterium tumefaciens codant pour des protéines impliquées dans le transfert
d’effecteurs protéiques et du plasmide Ti dans le noyau des cellules de la plante hdte ou
encore homologue a I’opéron pt/ de Bordetella pertussis codant pour des protéines impliquées
dans la sécrétion d’effecteurs protéiques dans le milieu extracellulaire favorisant I’entrée de la
bactérie dans une cellule animale hote (Ugalde 1999).

"' Domaine membranaire spécialisé enrichi en lipides et protéines caractéristiques.
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Figure 20. Représentation schématique des 3 loci flagellaires de B.melitensis 16M (Thése D.Fretin 2003)
* Codon stop dans la CDS
B Shine-Dalgarno potentielle (site de liaison du ribosome)




La bactérie subit des attaques anti-microbiennes importantes lorsqu’elle se trouve a
I’intérieur des macrophages. Cependant, le LPS de Brucella, en plus de moduler la réponse
immunitaire, confeére a la bactérie une résistance a ces attaques (Cardoso et al. 2006).

Notons que le systeme régulateur a deux composantes, BvrR/BvrS, homologue au
systtme Chvl/ChvG de Sinorhizobium meliloti et d’A. tumefaciens, et la protéine Omp25'
sont impliqués tous deux dans le contrdle de la surface de la bactérie et dans I’interaction avec
la cellule hote (Guzman-Verri et al. 2002, Lopez-Goni et al. 2002).

[’analyse des genes impliqués dans la réplication intra-vacuolaire suggere que cette
niche réplicative est pauvre en acides aminés et en nutriments. En effet, des mutants des voies
de biosynthese des acides aminés et d’autres métabolites survivent dans la cellule hote mais
n’arrivent pas a se répliquer massivement. De plus, cette niche est probablement & pH neutre
avec une pression partielle en O, faible car la bactérie se multiplie activement en conditions
de microaérobie et d’anaérobie et a des pH supérieur a 5. Enfin, des ions NOj3 sont
disponibles dans ces compartiments et peuvent étre utilisés pour la respiration anaérobie et/ou
la production de composés azotés. Ces bactéries sont donc capables de survivre dans les
macrophages en empéchant, ou en étant résistants a, ses mécanismes microbicides. Elles
semblent également capables de produire tous les métabolites nécessaires pour leur survie et
d’effec?.\er tout type de respiration (Kohler et al. 2003).

/ Notons que/les genes flagellaires sont impliqués, d’une maniere ou d’une autre, dans
I’inféction du modeéle murin.

3.6 Genes flagellaires de B. melitensis 16 M

En 1998, trois homologues des genes flagellaires fliF, flgE et fliC, sont découverts
chez B. abortus, ceux-ci se retrouvant chez toutes les espéces de Brucella (Halling 1998). Au
total, Quarante-quatre genes, homologues a des genes flagellaires d’E. coli ou de
Sinorhizobium meliloti, une espéce proche de Brucella, sont répartis sur trois loci différents
situés sur le petit chromosome (Thése D.Fretin 2003, Chain et al. 2005) (Fig.20). La séquence
codante des genes fliF et flhA est interrompue par un codon stop (UAG). Aucun homologue
des geénes du systeme de chémotactisme n’est présent dans le génome de B. melitensis 16M.
Notons que B. suis et B. abortus présentent la méme distribution mais fliF" et flhA sont
dépourvus de codon stop interrompant leur séquence.

Les différences principales entre le systeme flagellaire de Brucella et celui de la
plupart des autres a-protéobactéries est la présence de trois loci flagellaires pour Brucella,
contre un chez ces derni¢res. Par exemple, pour S. meliloti, les différents genes flagellaires
sont regroupés en un locus d’environ 45kb (Sourjik et al. 1998). De plus, ces bactéries sont
munies d’un systeme de chémotactisme et d’au moins trois flagellines différentes contre une
seule chez Brucella.

Par contre, on retrouve, entre autres, un homologue du gene /767 et du gene flaF, qui
sont impliqués chez C. crescentus dans la régulation post-transcriptionnelle de la flagelline
(cf. Point 2.2.3), ainsi que des ORF’s de fonction inconnue conservées chez S. meliloti
(These D.Fretin 2003).

2 g . . , ’ oge. 7 . . .
"2 Protéine de la membrane externe impliquée dans la perméabilité membranaire dans un environnement acide.
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Etant donné que des Brucellae flagellées n’ont jamais été mises en évidence
auparavant, il a été postulé que ces genes flagellaires étaient cryptiques, d’autant plus que les
deux genes cités plus haut semblent écourtés. Un screening de mutants transpositionnels de
B. melitensis en souris a cependant permis de mettre en évidence récemment I’implication du
géne fliF', ou du moins sa partie amont, dans le processus d’infection d’un modele murin, a
savoir la souris BALB/c (Lestrate et al. 2003).

Suite a cela, des mutants flagellaires pour les geénes fliF' (MS-ring), flhA (appareil de
sécrétion), motB (stator) flgl (P-ring), flgE (coude) et fiC (filament) ont été construits. Ces
différents mutants sont tous atténués en souris BALB/c a partir de quatre semaines post-
infection. En effet, aprés une semaine d’infection, aucune diminution du nombre de bactéries
in vivo n’est observée, ce qui signifie que I’expression de ces génes est nécessaire pour établir
une infection chronique chez la souris (Fretin et al. 2005).

Par contre, aucune atténuation n’est observée ex vivo, a savoir lors d’infection de
cellules HeLa"? et de macrophages bovins (modéles cellulaires) pour ces mémes mutants. Les
genes flagellaires ne sont donc pas nécessaires pour la survie et la réplication de la bactérie
dans une cellule hote qu’elle soit phagocytaire professionnelle ou non. Cependant, le
promoteur du gene fliF est actif au cours de I’infection de ces cellules eucaryotes. En effet,
alors qu’aucune fluorescence n’est détectée sur milieu solide, la GFP sous le contréle du
promoteur pfliF est produite entre 12H et 36H post-infection, et ce pour la plupart des
bactéries, marquées a I’aide d’un anticorps anti-LPS, présentes dans ces cellules
(Fretin et al. 2005).

En ce qui concerne la régulation de I’expression des genes flagellaires, un mutant
délété pour le gene vjhR, qui est un régulateur transcriptionnel associé au quorum sensing”,
voit I'activité du promoteur pfliF étre fortement diminuée en milieu liquide riche, alors que
chez la souche sauvage, ce promoteur est actif en début de phase exponentielle (DOg4,n=0.3).
De méme, un mutant AvjbR, chez qui le géne vjbR n’est plus fonctionnel, est incapable
d’exprimer fliF lors d’infection en cellules, ce qui suggére que vjhR est un activateur
transcriptionnel du gene fIiF. Notons que ce régulateur induit aussi I’expression de 1’opéron
virB codant pour le systeme de sécrétion de type IV, et qu’il constitue donc un régulateur
majeur de I’expression des genes virulence, ou tout au moins de I’expression des genes
flagellaires et I’opéron virB et ce, en réponse a un changement de la densité de population de
ces bactéries (Delrue et al. 2005).

La protéine FtcR", encodée par un gene situé dans le premier locus flagellaire
(Fig.20 - 2¢2), posseéde un domaine de type régulateur de réponse et un domaine de liaison a
I’ADN. Le régulateur FtcR semble donc faire partie d’un systéme a deux composantes encore
inconnu. Cependant, celui-ci ne posseéde pas I’aspartate habituellement phosphorylé, ce qui
laisse penser que ce régulateur est probablement dépourvu de partenaire. De plus, le géne qui
I’encode est conservé chez d’autres a-protéobactéries, comme S. meliloti et A. tumefaciens.

'3 Cellules cancéreuses humaines du carcinome du col utérin.

" Mécanisme par lequel les bactéries évaluent leur densité de population et peuvent ainsi modifier I’expression
de certains genes.

" Pour "Flagellar two-component Regulator"
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Ce réglhéur transcriptionnel est impliqué dans I’expression des genes flagellaires. En
effet, le promoteur du gene fIiF" (pfliF’), un des premiers genes flagellaires a étre exprimé dans
les différents modeles de régulation, est actif en début de phase exponentielle de croissance en
milieu liquide chez B. melitensis suite a I’intervention directe du régulateur transcriptionnel
FtcR. Celui-ci agit également sur la production des protéines FIE et FIiC, méme si son mode
d’action sur leur géne respectif n’est pas encore connu (Léonard et al. 2006).

Le mutant AficR présente le méme phénotype qu’un mutant pour un géne flagellaire.
Celui-ci n’est pas atténué en infection cellulaire mais bien en souris, quatre semaines post-
infection. Enfin, ["activité de VjbR sur les genes flagellaires semble médiée par FtcR puisque
le phénotype d’un mutant AvjhR peut étre complémenter par une expression plus importante
du geéne ficR. Par conte, dans le cas contraire, le phénotype d’un mutant AficR n’est pas
complémenté par un apport en trans de vjbR. 1l faut néanmoins noter que la complémentation
du mutant Avj/bR donne un phénotype amoindri par rapport a celui de la sauvage, dans le sens
ou I’activité du promoteur étudié, ici de nouveau fIiF, est moindre (Léonard et al. 2006).

D’une maniere générale, ces observations suggerent que les geénes flagellaires ne sont
pas cryptiques et, qui plus est, ceux-ci sont essentiels pour la pathogénicité de la bactérie.
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Objectifs de ce mémoire

Depuis sa découverte en 1887, Brucella est décrite comme une bactérie non flagellée.
Cependant, des recherches récentes ont montré la présence de genes impliqués dans
I’assemblage et le fonctionnement du flagelle (Halling 1998, Delvecchio et al. 2002, Fretin et al. 2005).
De plus, des résultats obtenus dans notre laboratoire mettent en évidence d’une part,
I’implication de ces génes dans la virulence de la bactérie (Lestrate et al. 2003, Fretin et al. 2005) et
d’autre part, I’existence d’un systéme de régulation de leur expression (Lé(_(;i% etal. ZQW

nsis. Afin d’y
ns la hiérarchie
d’expression des genes flagellaires. Pour ce faire, nous all mesurer in Vitro
I"activité du promoteur du gene fIgE (pflgE), pouvant correspondre a un gene de classe 11
(comme chez E. coli, Salmonella et L. monocytogenes) ou de classe III (C. crescentus) selon
le modele de régulation. Cette mesure sera effectuée chez des souches mutées pour les génes

ficR et fliF, pouvant correspondre respectivement a des genes de classe I et II. Ceci nous

permettra donc de déterminer la classe a laquelle appartient le gene fIgE.

Ensuite, nous déterminerons la classe a laquelle le géne f7iC appartient via I’étude in
vitro p ction de la flagelline (FliC), monomere du filament, chez des mutants des
genes(fliF'|et flgE/ appartenant a des classes inférieures par rapport a fliC quelque soit le
model ré , excepté celui de L. monocytogenes (cf. point 2 intro).

Jusqu'a présent, I’expression des genes flagellaires, lors d’une infection en
macrophages, n’a été vérifiée que pour le gene fliF, codant pour le MS-ring, structure
flagellaire en membrane interne (Fretin et al. 2005).

L’expression d’un géne codant pour une partie distale du flagelle ex vivo n’a donc
jamais été mise en évidence chez B. melitensis. Le second objectif de ce travail visera donc a
évaluer, dans ces mémes conditions, 1’activité du promoteur du geéne fIgFE, codant pour les
protéines du coude, la premicre structure extracellulaire.

Enfin, le géne fliFF de B. melitensis voit sa séquence codante étre interrompue par un
codon stop (UAG), contrairement a celle de ses homologues, B. abortus et B. suis. Si un tel
codon stop au milieu d’une séquence codante est fonctionnel, il induit la production d’une
protéine incomplete pouvant donc étre inactive.

Le dernier objectif de ce travail visera donc a éprouver la fonctionnalité de ce codon
stop en estimant la taille de la protéine produite. Afin d’y parvenir, la protéine FIliF,
agrémentée d’un tag en N-terminal, a été résolue sur gel de polyacrylamide et révélée a I’aide
d’anticorps spécifiques dirigés contre ce tag.
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Résultats & discussion

1 Régulation de I'expression des génes flagellaires

1.1 Etude de la régulation du géne fIgE /uv}’
La premiére expérience a consisté en ’analyse de 1’activité in vitro du pflgE, a I’aide
d’une fusion transcriptionnelle entre ce promoteur et la séquence codante de Ila
-galactosidase, chez la souche sauvage et chez les mutants AficR et AfliF, afin de déterminer
sa place dans la hiérarchie de régulation des genes flagellaires de B. melitensis.

Le plasmide utilisé, le pPBBR1-pflgE-lacZ, disponible au laboratoire dans la souche
sauvage et les mutants AffcR et AfliF, a été construit par Ingrid Antoniotti (stage DES). Pour
information, le pflgE additionné du codon start du géne fIgE a été cloné en phase avec le géne
lacZ, codant pour la B-galactosidase. Notons que le codon start utilisé ne correspond pas a
I’ATG prédit de la banque de données car des expériences antérieures utilisant ce dernier
n’ont donné aucun résultat. Il s’agit en fait du 3°™ ATG situé¢ dans la méme phase que I’ATG
prédit (Fig.21).

Amont/ Promoteur SIgE Aval
GTTGCCAATGAGCCTCTACGGTATGATGCGGACCGGTGTTTCGGGAATGAATGC
ATG prédit
ATG utilisé

Figure 21. ATG utilisé pour la construction des plasmides pBBR 1-pflgE-lacZ et pBBR1-pfIgE-gfp.

1.1.1 Activité du’promoteur de flgE en milieu liquide riche

Une culture par clone est lancée a une DOgoonm de 0.05 a partir de précultures
inoculées la veille. Aprés 12 heures sous agitation a 37°C, nous arrétons la croissance des
cultures et mesurons la DOgyonm, c€ qui nous donne une information sur la taille de la
population bactérienne. Une fois les différentes cultures traitées (cf. 5.3 mat&méth), nous les
mettons en présence d’ONPG'® pour doser I’activité de la f-galactosidase. Apres quatre
minutes, I’hydrolyse de ’ONPG est stoppée et nous mesurons la DOgsyonm pour chaque
échantillon afin de déterminer la quantité d’ONP produite apres la réaction.

'® L’ONPG est hydrolysé par la B-galactosidase, ce qui libére du galactose et de I’orthonitrophénol (ONP) qui
est jaune en milieu basique, permettant ainsi une quantification.
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Figure 22. Dosage de I’activité de la B-galactosidase exprimée a partir du promoteur du gene fIgE
apres x heures de culture. Les résultats sont exposés en unités Miller.




Les résultats sont exposés en unités Miller, unités arbitraires proportionnelles a une
augmentation de la quantité¢ d'ONP par minute et par cellule. Celles-ci présentent l'avantage
d'étre de l'ordre de plusieurs centaines lorsque la B-galactosidase est présente dans la cellule et
d'au maximum dix lorsque I'enzyme est absente (Miller 1972).

Chez le mutant AfliF, I’activité de la B-galactosidase s’éleve a 234 UM, cette activité
étant comparable a celle de la souche sauvage (222 UM). Par contre, chez le mutant AficR,
celle-ci n’est que de 51 UM (Fig.22). Cela signifie, d’une part, que I’expression du geéne flgE
n’est guere influencée par I’absence du gene fIiF et de son produit et d’autre part, I’expression
de ce gene est dépendante de la présence du geéne ficR, probablement de son produit. Ainsi,
I’activation du pflgE par FtcR se réalise sans passer par la régulation du pfliF par ce
régulateur. Sachant que chez le mutant AficR, il n’y a pas d’activit¢ du pfliF
(Léonard et al. 2006), il est donc plus que probable que les génes f1iF et flgE fassent partie de la
méme classe.

[1 faut néanmoins rester prudent face a ces résultats. En effet, étant donné I’utilisation
d’un plasmide a moyen nombre de copies, les différentes bactéries ne possedent pas moins de
10-15 copies de la fusion promoteur-/acZ. De ce fait, I’activité mesurée doit sans doute
dépasser de loin I’activité réelle, qui serait mesurée dans le cas d’un remplacement allélique
de la séquence codante du geéne fIgE par celle du géne lacZ.

Enfin, I’absence d’un contrdle négatif ne facilite pas I’interprétation d’autant plus que
I’activité de la [B-galactosidase chez le mutant AficR portant le plasmide d’intérét est
relativement élevée. Ainsi, la comparaison entre l’activité de la B-galactosidase chez ce
mutant et chez une souche présentant le pBBR1-/acZ sans promoteur aurait été intéressante,
afin de vérifier I’absence d’expression basale du géne /acZ a partir du pfIgE.

1.2 Etude de la régulation de la protéine FIiC

Etant donné que chez C. crescentus, il existe une régulation post-transcriptionnelle de
I’ARNm fljK, codant pour une des flagellines principales du flagelle (cf. 2.2.3 intro) et que
chez B. melitensis, le promoteur du gene f1iC, codant pour la flagelline, est actif pendant toute
sa croissance en milieu liquide riche (J.Ferooz thése en cours) et donc que I’ARNm f1iC est

probablement tout le temps produit, 1’étude suivante a été réalisée au niveau protéique.

1.2.1 Expression de la flagelline chez différents mutants

La production de la protéine FliC, monomere de flagelline constituant le filament, a
été étudiée a 1’aide d’anticorps polyclonaux spécifiques de celle-ci chez la souche sauvage et
les mutants AfliF, AfIgE et AfliC. Ces mutants ont été construits par remplacement du géne
d’intérét par la cassette apha4 contenant un geéne de résistance a la kanamycine
(J.Ferooz these en cours).
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WT  AfliF  AgE  AfliC

Figure 23. Western blot a I’aide d’anti-FliC sur la souche sauvage (WT) et les mutant AfliF, AfIgE et
AfliC en début de phase exponentielle (DO4p0~0,2) apres 7 heures de culture. 20u1 d’échantillons par
puits a une DOy de 6.




Une culture pour chaque souche est initiée a une DOgoonm de 0.05 a partir de
précultures ensemencées la veille. Lorsque les bactéries se trouvent en début de phase
exponentielle (DOgponm~0.2), au moment ou les genes flagellaires sont exprimés, nous traitons
les différentes cultures et un Western blot est réalisé sur chaque échantillon a [aide
d’anticorps de lapin dirigés contre la protéine FliC, reconnus par des anticorps de singe
anti-IgG de lapin et couplés a la peroxydase pour la révélation.

Nous pouvons observer que la protéine FliC (29kDa) est exprimée chez la souche
sauvage ainsi que chez les mutants AfliF et AflgE, avec une taille proche des ~27kDa, la
bande étant située entre les protéines de 27 et 33.8 kDa de I’étalon, ce qui correspond a la
taille de la flagelline (29kDa). Comme attendu, le mutant Af/iC' ne présente pas de bande a
cette taille (Fig.23).

La production de flagelline est donc indépendante de 1’expression des genes fliF et
flgE, ainsi que de la production des protéines pour lesquelles elles codent et donc de leur
assemblage, si celui-ci se produit. Tout ceci nous laisse penser que 1’expression des geénes
flagellaires n’est pas un systéme hiérarchique comme chez la plupart des bactéries flagellées.
Dans la logique d’un systéme hiérarchique, I’absence des génes codant pour les protéines du
corps basal, comme fliF, et du coude, comme fIgE, engendrerait une non production des
protéines du filament.

De plus, cette flagelline n’est pas produite chez une souche mutée pour le geéne ficR,
codant pour le régulateur transcriptionnel du méme nom (Léonard et al. 2006).

Il a c%*/ été découvert précédemment que chez un mutant AficR, le pfliF n’est pas
actif et les protéines FIgE et FliC ne sont pas produite (Léonard et al. 2006). Nous avons montré
que le pflgE n’est pas actif chez ce méme mutant, que le pflgE est actif chez un mutant AfliF’
et que la protéine FliC est produite chez des mutants AfliF" et AflgE. Tout ceci nous laisse
penser que le régulateur transcriptionnel FtcR pourrait activer tous les geénes flagellaires en
méme temps et que, comme chez L. monocytogenes, il n’existe que deux classes de genes
flagellaires. La premiere classe composée du géne codant pour 1’activateur transcriptionnel
FtcR et la deuxieme classe composée de tous les autres genes flagellaires.
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Figure 25

(A) Introduction du produit PCR dans le pBBR 1-gfp

(B) Profil électrophorétique d’une PCR diagnostic du pflgE effectuée a I’aide des amorces 1 et igfp
(taille attendue : 758pb).




2 Activité du promoteur pflgE lors d’une infection en cellules

Afin d’étudier I’expression ex vivo d’un geéne codant, pour une partie distale du
flagelle, nous avons fusionné la séquence amont du géne@codant pour rotéines du
coude, la premicre structure extracellulaire, avec la séque odante de la/GFP présente sur
le plasmide pBBR1-gfp.

=
2.1 Construction du plasmide pBBR1-pflgE-gfp

Le geéne flgE se retrouve au niveau du premier locus flagellaire (Fretin et al. 2005)
(Fig.20). Contrairement a la plupart des genes flagellaires, fIgE ne semble pas en opéron avec
d’autres genes étant donné la région intergénique de 411 nucléotides le séparant du gene ficR
en amont et les 124 nucléotides en aval qui le sépare du géne fIgK.

Les 579 nucléotides précédant le 3™ ATG du géne fIgE ont été amplifiés par PCR a
partir d’ADN génomique de B. melitensis 16M, a 1’aide des amorces 1 et 2 présentant
respectivement en 5” un site de restriction Asp718 et BgllI (Fig.24).

Amont/ Promoteur SIgE Aval

Site Asp718

4 Site Bel 1I
- PR ﬂ

Figure 24. Amplification de la région amont du gene fIgE.

Nous avons ensuite cloné le produit PCR dans un plasmide intermédiaire, le pGemT-
easy, afin de faciliter par la suite la restriction des deux extrémités de 1’amplicon par les
enzymes adéquates. Le plasmide pBBR1-gfp est également restreint a I’aide de ces deux
enzymes en vue d’un clonage directionnel de notre promoteur au devant de la séquence
codante de la GFP (Fig.25a).
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Une fois la ligation effectuée, le plasmide est transformé dans des E. coli DH10B. Les
bactéries transformées ont été ensuite sélectionnées par résistance a I’ampicilline. Cette
construction a finalement été validée par séquengage aprés qu’'une PCR diagnostic (Fig.25b),
a I’aide de I’amorce 1 et de [’amorce igfp s’hybridant au niveau de la séquence codante de la
GFP, ait confirmé la présence de notre séquence d’intérét. Enfin, ce plasmide recombinant a
été introduit dans des Brucellae par conjugaison bactérienne via des E. coli S17 et les
Brucellae résistantes au chloramphénicol ont été sélectionnées pour la suite.

2.2 Activité du promoteur lors d’une infection en cellules

Afin d’étudier 'activité du promoteur pflgE en condition infectieuse, nous avons
infectés des macrophages bovins SV40, au laboratoire de haute sécurité (BL3), a 1’aide de
différentes souches de B. melitensis possédant la construction plasmidique.

Les macrophages, apres fixation sur des coverslips, ont été infectés avec une MOI
d’environ 300 bactéries par cellule. Aprés une incubation d’une heure a 37°C, au cours de
laquelle les bactéries infectent les macrophages, le milieu de culture de chaque puits a été
remplacé par du milieu additionné de gentamicine afin d’éliminer les bactéries(extrace airef)
n’ayant pu entrer dans les macrophages. Apres un certain temps, choisi par I’expérimentateu
(dans notre cas: 3h, 24h et 48h), le milieu contenant la gentamicine est remplacé par du
paraformaldéhyde afin de fixer les cellules et les bactéries.

Une fois fixées, nous perméabilisons les cellules en dehors du BL3 et les Brucellae
sont marquées a 1’aide d’anticorps de souris anti-LPS. Ceux-ci sont par la suite mis en
présence d’anticorps de chévre anti-IgG de souris couplés a I’Alexa568, ce qui permettra de
mettre en évidence la membrane externe des Brucellae a 1’aide d’un microscope a
épifluorescence.

Les macrophages ont donc été infectés par la souche sauvage de B. melitensis et un
mutant AficR contenant tous deux le pPBBR1-pflgE-gfp. Nous avons également utilisés une
souche de B. melitensis contenant le plasmide sans promoteur et une autre sans plasmide
comme contrdles négatifs, afin d’apprécier respectivement, I’absence de production basale de
GFP et la fluorescence intrinseque des bactéries (autofluorescence). Enfin, une souche
sauvage contenant ce méme plasmide pourvu d’un plac constitutif a été utilisée comme
contrdle positif.

Il est important de souligner que I'outil utilis¢ ne nous donnera que des résultats
qualitatifs contrairement a un test B-gal qui lui est capable de nous donner des informations
quantitatives. En effet, la GFP utilisée ne permet pas de déterminer la valeur exacte du niveau
d’expression d’un géne mais elle autorise plutdt la comparaison par rapport a une condition
ou la GFP n’est pas exprimée et une ou elle est exprimée de maniére constitutive par un
promoteur fort (p/ac), donc une estimation de type : promoteur éteint, actif, trés actif. Il est
important de souligner que la fluorescence autorise une étude individuelle des bactéries alors
que I’hydrolyse du X-gal par la B-galactosidase ne nous renseigne que sur une activité globale
d’une population bactérienne.
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Figure 26

Micrographies en épifluorescence de la cinétique d’infection des macrophages par B. melitensis. Le contraste de
phase (DIC) nous indique la position générale de la cellule hote, alors que le marquage anti-LPS, en rouge,
individualise les bactéries et enfin, la GFP, en vert, constitue notre test. La barre micrométrique équivaut a 1pm.
(A) Controéles négatifs et (B) positif. (C) Souche sauvage et (D) mutant AficR portant le pBBR 1-pflgE-gfp.

Quel que soit le temps d’infection, nous pouvons observer une absence de signal pour
la souche sauvage sans plasmide et pour celle portant le pPBBR1-gfp sans promoteur ainsi que
la présence d’un signal fort pour la souche sauvage contenant le pBBR1-plac-gfp (Fig.26a-b).
De méme quel que soit le temps d’infection, nous pouvons remarquer la présence d’un signal
pour la souche sauvage portant le pPBBR1-pflgE-gfp, et dans le cas du mutant AficR, par
contre, nous pouvons observer une absence de signal, ce qui confirme les résultats exposés ci-
dessus (point 1.1.1) (Fig.26¢-d).

Ces résultats indiquent donc que le géne fIgF, codant pour une partie extracellulaire du
flagelle, est exprimé lors d’une infection en cellules. Cependant le profil exact d’expression
au cours du temps est indéterminable avec cet outil. En effet, étant donné la stabilité de la
GFP utilisée, ’extinction d’un promoteur apres activation ne pourra étre observée que de

|

|

maniére décalée, a savoir une douzaine d’heures apres 1’arrét de production de la GFP. Cela |

signifie qu’un signal a 24h PI pourrait trés bien correspondre a une production continue de
GFP depuis 12h PI ou a une production ponctuelle de GFP entre 12h et 24h PI.

De méme, pour le point 3h, la présence d’un signal pourrait aussi bien provenir des
GFP produites des le début d’infection. Notons que la GFP n’est pas produite avant infection
des macrophages (résultats non montrés).




3 Analyse de la protéine FliF marquée avec le tag HA

Afin de déterminer la fonctionnalité du codon stop amputant la séquence du gene fliF,
nous avons procéd¢é au marquage de la partie N-terminale de la protéine a I’aide du tag HA.
Cette protéine recombinante a été exprimée chez la souche sauvage et le mufant AficR. Aprés
migration sur gel d’électrophorése, la protéine marquée a été ensuite révélée a Iaide
d’anticorps spécifique du tag.

3.1 Construction du plasmide pBBR1GW-fliFHA-lacZ c’l

Le géne fliF constitue le premier géne d’un opéron a hauteur du premier locus
flagellaire. En amont de celui-ci, nous retrouvons le géne f7iC' codant pour la flagelline et en
aval, le géne BMEIIO153 codant pour une protéine hypothétique (Fig.20). La séquence
codante du géne fIiF est interrompue par un codon stop (TAG) et suivie-douze nucléotides
plus loin d’un codon GTG codant pour la Valine et pouvant servir de codon d’initiation de la
traduction de la partie 3° de ce gene (Fig.27). Notons que le géne flid de Salmonella, pour ne
citer que celui-la, présente comme codon start le codon GTG (Ohnishi et al. 1990).

Amont/ Promoteur SliF Aval

stop

TGACCGCGTCGCTTGAACAGTAGGTTGCGAGCCATGTGGACGACAGCATCCGCA

AGTAGGT séquence Shine-Dalgarno
TAG codon stop

GTG codon start présumé

Figure 27. Séquence qui entoure le codon stop scindant en deux la séquence codante du géne fliF.

Les 335 nucléotides précédant le codon start du gene f7iF ainsi que ce dernier ont été
amplifiés par PCR a partir d’ADN génomique de B. melitensis 16M, a I’aide des amorces 1 et
2 présentant respectivement en 5’ un site Gateway attB1 et la séquence codant pour le tag. Le
reste de la séquence codante du geéne fliF' et les 48 nucléotides en aval ont été également
amplifiés, a [’aide des amorces 3 et 4 possédant respectivement en 5° la séquence codant pour
le tag (5°-tatccttatgatgttcctgattatgca-3') et le site Gateway attB2.
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Figure 28

(A) Insertion par PCR du tag HA, ou His6 apres le
codon start du gene f7i

(B) Profil électrophorétiqueé’d’une PCR diagnostic du
pfliF-fliFHA effectuée a I’aide des amorces 1 et 4
(taille attendue : 2141pb)




Une fois ces deux fragments amplifiés, ceux-ci sont utilisés comme template apres
réhybridation afin d’obtenir, par amplification PCR, a I'aide des amorces Gateway 1 et 4, la
construction contenant le promoteur pf/iF’ suivi du gene fliF° contenant le tag en 5° (Fig.28a).
Nous avons ensuite cloné cette séquence dans un vecteur pourvu d’une cassette Gateway et
susceptible de se répliquer chez E. coli et Brucella, c’est le cas du pPBBRIGW-lacZ. Ce
clonage s’effectue en deux étapes a 1’aide du systeme Gateway (cf. 3.7 Mat&méth). Apres
construction de ce plasmide d’expression, celui-ci a été validé par séquencgage apres qu’une
PCR diagnostic ait confirmé la présence de notre séquence d’intérét (Fig.28b). Ce plasmide a
ensuite été introduit dans la souche sauvage de B. melitensis et dans le mutant AficR par
conjugaison a I’aide d’E. coli S17.

3.2 Expression de la protéine recombinante

Pour des raisons de facilité, [’expérience se déroule en condition non infectieuse ce qui
pourrait sembler futile étant donné la participation du géne fIiF" dans la virulence de la bactérie
lors d’infection en souris. Cependant, il est bon de rappeler que ce gene est ¢galement
exprimé in vitro en début de phase exponentielle de croissance (Fretin et al. 2005).

La démarche expérimentale est la suivante. Deux cultures pour chaque souche portant
le plasmide et une culture pour la souche sauvage sans plasmide ont été lancées a une DOgg
de 0,05 a partir de précultures inoculées la veille. Lorsque les bactéries se trouvent en début
de phase exponentielle (DOgpp ~0.2), au moment ou les genes flagellaires sont exprimés, une
culture de chaque souche est inactivée. Afin d’obtenir un point en phase stationnaire
(DOgoo > 1) lorsque les genes flagellaires sont éteints, nous procédons a I’inactivation des
autres cultures le lendemain. Les échantillons sont ensuite traités et séparés en SDS-PAGE,
aprés quoi la protéine marquée est révélée a 1’aide d’anticorps de souris dirigés contre le
tag HA et reconnus par des anticorps de cheévre anti-IgG de souris et couplés a la peroxydase
pour la révélation.

Nous pouvons observer premicrement que la protéine exprimée dans la souche
sauvage et dans le mutant AficR présente un poids moléculaire d’environ 27kDa, ce qui
correspond a la protéine tronquée (26,62kDa). Cela signifie que le stop est fonctionnel et que
la protéine entiére, qui présente un poids moléculaire estimé a 63.25kDa, n’est pas produite
dans ces conditions expérimentales, a savoir in vitro en culture liquide de milieu riche
(Fig.29).

Figure 29

Western blot a I’aide d’anti-HA sur la

souche sauvage (1) et le mutant AficR

(3) contenant le pBBRIGW-flifHA-lacZ

en debut de phase exponentielle, sur la
AIVage (2) et le mutant AficR

plasmide en phase
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Nous pouvons remarquer que le mutant AficR exprime également cette protéine. Or, il
a été montré précédemment que le promoteur de ce géne n’était pas actif chez ce mutant que
ce Soit in vitro ou ex vivo (Thése S.Léonard 2005).

L’hypothese serait que, dans ces conditions et vu I'utilisation d’un pBBR, le nombre
de copies du gene fliF soit tellement élevé que des répresseurs éventuels finiraient par étre
titrés, n’empéchant donc pas I’expression du gene.

La protéine est exprimée en début de phase exponentielle. Par contre, en phase
stationnaire, nous pouvons observer une bande de faible intensité si I’on augmente le temps
d’exposition. Il ne semble donc pas y avoir de dégradation spécifique de I’extrémité
N-terminale. Cependant, nous ne pouvons nous en assurer ¢tant donné 1’absence de controle
de charge. La quantit¢ de protéines est moindre en phase stationnaire, ce qui pourrait
s’expliquer par le fait que la croissance de la population bactérienne n’est pas accompagnée
d’une production de la protéine marquée. Celle-ci serait donc exprimée de maniére ponctuelle
en début de phase exponentielle et diluée au fur et a mesure des divisions bactériennes.

En ce qui concerne la production de la protéine tronquée, plusieurs hypotheses
peuvent étre avancées. Premicrement, il est possible qu'un mécanisme de "readthrough"
permettant de passer outre le codon stop existe chez B. melitensis. Cependant, celui-ci ne
serait pas actif dans ces conditions, alors que dans d’autres conditions comme I’infection de
macrophages, par exemple, ce mécanisme serait a I’ceuvre.

Ce genre de processus, existant aussi bien chez les procaryotes que chez les
eucaryotes, implique toutes modifications touchant différents constituants de la machinerie
traductionnelle, impliquée dans la production de protéines a partir d’ARNm. Ces
modifications sont susceptibles de moduler la compétition entre les facteurs de terminaison'’
et certains ARNt'® pour le site A de la grosse sous-unité ribosomique, lorsque cette derniére
se situe au niveau d’un codon stop (UAG, UAA ou UGA). Il y a donc "readthrough" lorsque
la balance penche en faveur de la liaison d’un ARNt au niveau du codon stop et terminaison
de la traduction dans le cas inverse, lorsque la balance penche vers la liaison du facteur de
terminaison.

Nous retrouvons notamment ces modifications sous forme de mutation au niveau des
facteurs de terminaison (Karow et al. 1998), des ARNt (Herring & Blattner 2004), des protéines
ribosomales de la petite (Inaoka et al. 2001, Robert et al. 2003) et de la grosse sous-unité

(O’Connor et al. 2004), ainsi que des mutations touchant les ARNr (Arkov et al. 1998, Gregory et al.
1994, Pagel et al.1997).

Il va de soi que si certaines mutations augmentent le "readthrough" des codons stop,
d’autres augmenteront la fidélité¢ de la traduction (Pinard et al. 1994, Inaoka et al. 2001). Méme si
encore aucun schéma constant n’a été découvert, il est également important de souligner que
le contexte nucléotidique, entendons par 1a les nucléotides de I’ARNm entourant le codon
stop, influence notablement le "readthrough" (Arkov et al. 1998).

"7 Protéine soluble qui, suite a la reconnaissance des codons de terminaison dans les ARNm, termine la
traduction

'® ARN qui transporte un acide aminé spécifique et qui vient le placer a I'extrémité de la chaine polypeptidique
en cours de synthese sur le ribosome, de fagon que chaque acide aminé occupe son emplacement exact dans la
séquence
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Notons que chez E. coli, ce processus est dépendant de la densité de population. En
effet, le "readthrough" du codon stop UGA est plus important en début qu’en fin de phase
exponentielle, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que la production des ARNt et celle des
facteurs de terminaison évoluent en sens opposé durant la croissance de la population
bactérienne, modifiant ainsi la balance entre ces deux compétiteurs pour le site A
(Wenthzel et al. 1998). Cela signifie que le mécanisme de "readthrough" peut étre dépendant des
conditions environnementales dans lesquelles la bactérie se trouve.

Deuxiemement, nous n’avons malheureusement procédé qu’au marquage de
I’extrémité N-terminale de FliF, ce qui ne nous renseigne donc que sur la production de la
protéine tronquée ou de la protéine entiere. Nous pourrions trés bien imaginer que la seconde
partie de la protéine soit produite indépendamment et que ces deux sous-unités interagissent
par la suite pour former un complexe fonctionnel. Il est important de souligner que dix
nucléotides en amont du codon start présumé de la seconde partie du geéne fliF, nous
retrouvons ce qui semble étre une séquence de type Shine-Dalgarno'’, a savoir la séquence
AGUAGGU qui constitue un signal reconnu par le ribosome pour I’initiation de la traduction
(Fig.27). 1l est donc possible que les deux parties de la protéine FliF soient produites
indépendamment.

Enfin, nous pourrions trés bien admettre, premi¢rement, qu’il n’existe pas de
mécanisme de "readthrough" chez B. melitensis et deuxiemement, que la seconde partie de la
séquence codante ne soit pas traduite. Ainsi, seule I’extrémité N-terminale de la protéine FIiF
serait produite.

Etant donné la complexité de la structure de la protéine FliF, a I’heure actuelle peu de
choses sont encore connues quant aux domaines qui la constituent. Chez Salmonella, il
semblerait que la partie N-terminale de la protéine permette notamment l’ancrage en
membrane, |’assemblage des différentes sous-unités entre elles, ainsi que I’interaction avec
FIhA (Kihara et al. 2001). Une étude effectuée chez C. crescentus montre que I’extrémité
C-terminale cytoplasmique permet I’interaction avec la protéine FliG, formant avec FliM et
FliN, le C-ring, anneau impliqué dans la rotation du flagelle et le changement de son sens
(Griinenfelder et al. 2003).

Ainsi, si la seconde partie de la séquence codante du geéne fliF n’est pas produite chez
B. melitensis, il n’y aurait plus de rotation du flagelle puisque cette partie interagit avec le
C-ring qui lui-méme interagit avec le stator (protéines Mot). Dans cette optique, on imagine
tres mal que la fonction de ce flagelle soit de conférer la mobilité a la bactérie. Il est important
de souligner que la séquence peptidique des protéines flagellaires est bien conservée d’une
espece a 'autre. Donc, les protéines conférant la mobilité au flagelle chez B. melitensis
divergeraient par rapport a leurs homologues chez B. suis et B. abortus ou chez d’autres
bactéries flagellées, or ce n’est pas le cas. Ceci pourrait néanmoins s’expliquer par le fait que
I’apparition du codon stop dans fliF' de B. melitensis est un événement relativement proche
d’un point de vue évolutif ou encore que ces protéines lies a la mobilité assurent d’autres
fonctions dans la bactérie.

' Séquence signal pour I'initiation de la traduction par le ribosome dont le consensus est AGGAGGU
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D’une maniere générale, étant donné I’utilisation de plasmides a taux moyen de
réplication (10 a 15 copies par bactérie) lors de I’étude de 1’expression du geéne fIgE et de la
production de la protéine FIiF marquée, il se peut trés bien que les résultats obtenus soient dus
a un titrage d’un répresseur inconnu a ce jour, cette hypothése étant étayée par ce qui suit dans
le point 1. Pour améliorer ces résultats, il serait donc plus judicieux d’étudier ce promoteur et
cette protéine a I’aide d’un plasmide a faible taux de réplication chez Brucella, comme un
pMR (1 a 2 copie(s) par bactérie), ou encore mieux, a I’aide d’un remplacement allélique du
promoteur ou du gene d’intérét pour qu’il n’y ait qu’une seule copie de notre construction
dans la bactérie. Il ne faut donc pas considérer les résultats concernant I’expression du gene
flgE et la production de la protéine FliF comme hautement représentatifs des véritables
conditions d’expression et production de ces derniers.

1 Systeme de régulation des génes flagellaires

Il ne semble pas exister de cascade de régulation semblable a celles d’E. coli,
Salmonella ou C. crescentus. En effet, au vu de résultats précédents et de ceux-ci, les génes
SliF, flgE et fliC semblent faire partie de la méme classe, la classe I, alors que le géne ficR
appartiendrait a la classe I, considérée comme encodant des activateurs transcriptionnels
capable d’initier la synthése du flagelle en activant les genes de classe II.

Si cette hypothése s’avere exacte, nous aurions affaire a un systéme similaire a celui
de la bactérie L. monocytogenes, mais pas identique étant donné que chez celle-ci, les genes
flagellaires, exprimés de maniére basale, y sont réprimés une fois la bactérie arrivée dans
I’organisme hote. Chez Brucella, ce serait I'inverse. Les geénes flagellaires ne sont pas
exprimés et ceux-ci sont activés une fois que certaines conditions (densité¢ de population,
bactéries dans une cellule hote,...) sont remplies.

Cependant, il est difficile d’imaginer qu’il n’existe que ce régulateur transcriptionnel
pour initier ou réguler I’expression de ces différents génes flagellaires. En effet, si nous
comparons, chez B. melitensis, les profils d’expression des différents genes flagellaires
étudiés jusqu’a présent, nous pouvons remarquer que le profil d’activité du pfliC est différent
de celui des pfliF et pflgE, le premier €tant continu tout au long de la croissance de la bactérie
en milieu liquide riche (J.Ferooz thése en cours) alors que celui des pfliF et pflgE est ponctuel en
début de phase exponentielle avec un optimum pour une DOgpp~0,2. De ce fait, il ne faut pas
proscrire 1’existence d’un répresseur empéchant I’expression des genes fliF et fIgE lorsque la
population bactérienne présente une DOgg¢ supérieure a ~0,2 ou d’un activateur, permettant
I’expression de ces deux genes en présence de FtcR lorsque la population bactérienne est en
début de phase exponentielle. Notons que I’expression du gene ficR est dépendante de la
présence du geéne vjbR (Léonard et al. 2006), codant pour un régulateur transcriptionnel associé
au quorum sensing, et celui-ci active également le pfliF. Ainsi, le régulateur VjbR pourrait
jouer ce role d’activateur dépendant de la densité de population et son géne pourrait faire
partie de la classe I.
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Afin de vérifier cette hypothése, nous pourrions étudier I’activité du pflgE et du pfliC
chez un mutant AvjbR, la premicre devant étre affectée et [’autre non. Si ce n’était pas le cas,
I’hypothese d’un autre activateur transcriptionnel que VjbR est a creuser.

Il serait intéressant d’étudier I’activité du promoteur du gene fIiC le long d’une courbe
de croissance chez un mutant AficR pour vérifier que le régulateur transcriptionnel agit bien
sur 1’expression de I’ARNm fIiC, étant donné que les seuls résultats liant ficR a fliC n’ont été
obtenus qu’a partir d’analyses protéiques. Ensuite nous pourrions nous attarder sur d’autres
génes potentiellement régulables par FtcR et VjbR, c.-a-d. des genes flagellaires pourvus
d’une séquence amont suffisante pour constituer un promoteur (Fig.20), de nouveau a 1’aide
d’une fusion transcriptionnelle entre les régions promotrices hypothétiques de ces genes et le
gene lacZ afin de vérifier I’existence d’un systéeme comparable a celui de L. monocytogenes
ou tous les geénes flagellaires sont régulés de la méme fagon par un régulateur transcriptionnel.
Si cette hypothese se confirme, il s’agirait du premier cas ou I’expression de tous les genes
flagellaires est activée de maniére non hiérarchique. En effet, dans le cas de
L. monocytogenes, les genes flagellaires sont exprimés a un taux basal et réprimés par le
régulateur transcriptionnel MogR.

Apres cela, il serait intéressant d’étudier la séquence consensus reconnue par les
régulateurs FtcR et VjbR au niveau des différents promoteurs qu’ils activent a I’aide de la
technique du footprinting et par alignements de séquence.

Nous pourrions cribler une banque de mutants transpositionnels réalisée a partir d’une
souche AffcR et AvjbR en détectant la récupération de I’expression des genes fliF et fIgE a
I’aide d’une fusion transcriptionnelle entre leur promoteur et le géne /acZ ou en mettant en
évidence une récupération de la virulence de la bactérie lors d’une infection de souris. Nous
devrions ainsi mettre le doigt sur un répresseur éventuel.

Notons que les expériences concernant 1’étude de 1’activité des promoteurs des genes
flagellaires ont été effectuées a 1’aide de plasmides @ moyen taux de réplication chez Brucella,
aussi bien dans le cadre de ce mémoire que dans celui de la thése de J.Ferooz et de I’article de
Léonard et al. Ainsi, la différence de profil observée entre les promoteurs pfliF, pflIgE et pfliC
pourrait tout simplement étre due a 1’utilisation de ces plasmides.

Enfin, en ce qui concerne la cascade de régulation, il est possible que chez
B. melitensis, les protéines d’une classe, dont I’assemblage est impliqué dans I’expression des
genes de la classe suivante, soient différentes de celles présentées dans les modeles connus.
Par exemple, dans le cas d’E. coli et Salmonella, la condition sine qua non pour que le géne
fliC soit exprimé, et que la flagelline soit produite, est la mise en place du coude et la
sécrétion de FlgM, le facteur anti-o”°. Par contre, chez C. crescentus, il n’existe pas de couple
facteur 028-FlgM. En fait, le géne codant une des flagellines principales, fIjK, est exprimé
aprés assemblage des deux anneaux en membrane interne (MS- et C-ring) et de I’appareil de
sécrétion flagellaire, et la flagelline FIjK n’est produite qu’apres assemblage des protéines
FlgE formant le coude.

Nous pourrions trés bien imaginer que chez B. melitensis, ce ne soit pas [’assemblage
de ces protéines du coude qui autorise la production de la protéine FliC mais une autre
protéine comme FIgK ou FIgL, constituant la jonction coude-filament. Ceci pourrait expliquer
la production de flagelline chez un mutant AfIgE.

Afin de vérifier cette hypothese, il suffirait d’étudier la production de la protéine FliC
chez un mutant AfIgK ou AflgL.
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2 Le pfigE est actif en infection de macrophages

Le promoteur du gene fIgE en infection de macrophages est donc probablement actif
entre 3h et 36h PI, méme si nous ne pouvons définir le profil exact d’expression avec le
matériel utilisé. Cela signifie que la bactérie exprime, en infection de cellules, un géne codant
pour une structure plus externe que celle déja étudiée, le MS-ring, encodé par le géne fliF
(Fretin et al. 2005). De plus, I"absence d’activité du pfIgE chez la souche AficR corrobore les
résultats obtenus plus haut.

En perspective, nous pourrions vérifier 1’expression d’autres genes flagellaires
présentant une séquence amont suffisante pour constituer un promoteur (Fig.20), de nouveau
a I’aide d’une fusion transcriptionnelle entre ces régions promotrices hypothétiques et le géne
codant pour la GFP. Ensuite, dans un autre ordre idée, nous pourrions tenter de détecter la
présence d’un flagelle a I’aide d’anticorps spécifique dirigé contre la flagelline lors d’une
infection de cellules eucaryotes et d’observer des coupes faites a partir de ces €chantillons au
microscope électronique.

Notons qu’il existe une solution permettant une étude quantitative des variations
transcriptionnelles a partir de la GFP. A I'aide d’un appareillage adapté et d’une GFP moins
stable, il est possible de mesurer les variations d’intensité¢ de fluorescence en fonction du
temps (Ronen et al. 2002). Pour une méme micrographie, un logiciel individualise les spots
lumineux, mesure leur intensité respective, intégre un facteur temps et réalise une moyenne.

3 La partie N-terminale de FliF est produite

Nous pouvons donc conclure qu’en culture de B. melitensis en milieu liquide riche,
I’extrémité N-terminale de la protéine FIiF est produite en début de phase exponentielle

Trois hypothéses intéressantes sont envisageables quant a 1’explication de ces
résultats. Premiérement, dans ces conditions, il n’y a pas de "readthrough" du codon stop, tout
simplement parce que la bactérie n’a pas 1’utilité¢ d’exprimer entierement FIiF in vitro. Nous
avons pu voir que le "readthrough" peut dépendre de la densité de population chez E. coli
(cf. 3.2) étant donné que la régulation de I’expression de certains ARNt et des facteurs de
terminaison peuvent étre dépendantes de la densité de population. Il existe évidemment une
panoplie de stimuli susceptibles d’agir sur ’activité de régulateurs transcriptionnels. A ce
titre, nous pourrions trés bien imaginer qu'un régulateur transcriptionnel de B. melitensis,
influencé par un stimulus présent uniquement en conditions infectieuses, induise d’une
maniére ou d’une autre un changement dans la balance ARNt/facteurs de terminaison
provoquant le "readthrough" des codons stop. Il est important de noter que FliF n’est pas le
seul gene dont la séquence est scindée par un codon stop. Nous pouvons notamment retrouver
parmi ces genes, le géne flhA4 et le géne de I’acylase impliquée dans le quorum quenching,
c.-a-d. la dégradation des molécules signal du quorum sensing (cf. 3.6 intro).

Deuxiémement, nous pourrions envisager que la seconde partie de la protéine est
produite indépendamment de la premicre. Une observation abondant dans ce sens est la
présence d’une séquence de type Shine-Dalgarno dix nucléotides en amont du codon start
présumé (GTG).
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Enfin, la derni¢re hypothése correspond aux absences de mécanisme de "readthrough"
et de production de la seconde partie de la protéine FliF dont nous avons déja discuté
précédemment dans la partie résultats et discussion (point 3.2).

Le marquage de I’extrémité C-terminale de la protéine FIliF constitue 1’élément clé
capable d’orienter les recherches a venir vers I'une de ces deux alternatives. Dans les cas
d’une absence de production de I’extrémité C-terminale, il serait intéressant de construire une
fusion traductionnelle entre la séquence protéique de la partie C-terminale et celle de la GFP,
et d’effectuer une analyse en infection de cellules afin de vérifier sa production dans ces
conditions. Cependant, ceci ne répondrait pas a la question de savoir s’il s’agit d’un
"readthrough" ou d’une production indépendante des deux parties de la protéine FliF. En
effet, il se pourrait trés bien que, tout comme le "readthrough", cette ré-initiation de la
traduction a partir de la séquence Shine-Dalgarno ne se réalise que dans certaines conditions.

Suite a cela, s’il y a apparition d’un signal en infection, il serait intéressant d’effectuer
la méme expérience en mutant correctement la séquence Shine-Dalgarno afin de déterminer
cette fois s’il s’agit oui ou non d’une production de la seconde partie de la protéine
indépendamment de la premiere.

Par contre, dans le cas d’une production de la partie C-terminale, nous pourrions
tenter de mettre en évidence une interaction entre ces deux sous-unités a 1’aide du systeme
double-hybride, du tap-tagging ou de la co-immunoprécipitation.

Nous pourrions par la suite muter cette partie de la protéine pour vérifier son
implication dans la virulence de la bactérie. Notons que ceci a déja été fait pour I’extrémité
N-terminale (Thése D.Fretin 2003) méme si cette mutation par insertion transpositionnelle a treés
bien pu empécher également la production de I’extrémité C-terminale.

Notons qu’en phase stationnaire, lorsque le promoteur du gene fliF
(Fretin et al. 2005) et donc lorsque la protéine n’est certainement plus produitg, €&t extyrémité
N-terminale semble toujours présente en des quantités toutefois moins i
Cependant, I’absence de contrdle de charge ne nous permet pas d’affirmer ceci. Il serait donc
intéressant de recommencer cette expérience en y détectant en plus une protéine dont le ratio
protéines/bactérie ne varie pas au cours de la croissance bactérienne.

L’obtention hypothétique de résultats identiques avec un contrdle de charge correct
pourrait donc s’expliquer par le fait que les protéines ont été produites de maniére ponctuelle
en début de phase exponentielle et puis diluées suite a la croissance de la population
bactérienne. Notons que chez C. crescentus, la protéine FliF est dégradée spécifiquement par
la protéine CIpAP suite a la reconnaissance par cette derni¢re d’un signal au niveau de
I’extrémité C-terminale de FIiF (Griinenfelder et al. 2004). Les deux sous-unités de cette protéase,
I'une liant I’ATP (A) et l'autre protéolytique (P), présentent des homologues chez
B. melitensis (BMEI0816-0874). S’il y a production de I’extrémité C-terminale de la protéine
FliF chez B. melitensis, il se pourrait que cette CIpAP hypothétique la reconnaisse, tout
comme chez C. crescentus, et induise sa dégradation. Etant donné que dans ces conditions,
I’extrémité N-terminale est produite seule (Fig.29), il n’existe donc aucun lien peptidique
entre ces deux parties. De ce fait, I’extrémité N-terminale n’est pas dégradée au méme rythme
que I'extrémité C-terminale hypothétique et est donc toujours présente en moindre quantité en
phase stationnaire.
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On pourrait s’intéresser un peu plus a cette protéase en marquant [’extrémité
C-terminale de la protéine FliF. Ceci permettrait d’une part de vérifier s’il y a production ou
non de cette derniere et d’autre part, d’étudier sa dégradation chez la souche sauvage et chez
un mutant pour les genes codant pour la protéine CIpAP.
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Matériel et méthodes

1 Souches bactériennes et plasmides

1.1 Souches bactériennes

E. coli DH10B

Cette souche est utilisée pour 1’amplification d’un plasmide ou d’un produit de ligation.
L’introduction de cet ADN circulaire s’effectue suivant la technique dite de transformation
bactérienne. Son génotype est le suivant : F~ mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15
AlacX74 deoR recAl endA1 araD139 A(ara, leu)7697 galU galK /" rpsL nupG.

E. coli DB3.1

Cette souche, résistante a la toxine CcdB grace a un alléle gyrA462, est utilisée pour
I’amplification de plasmide Gateway' . Son génotype est le suivant : F~ gyrd462 endA™ A(sr1-
recA) merB mrr sd20(rB ,mB’) supE44 aral4 galK2 lacY1 proA2 rpsL )" leu mtl1.

E. coli S17-14pir

Cette souche, résistante a la streptomycine (Sm"), a la spectinomycine (Sp) et au
triméthoprime (TpR), posséde le plasmide RP4 intégré dans son génome qui lui permet de
transférer par conjugaison un plasmide mobilisable pourvu d’une origine de transfert vers une
bactérie receveuse. Génotype: recA thi pro hsdR” M'RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7 lysogenized
with Apir phage.

Brucella melitensis 16M Nal®

La souche de référence utilisée tout au long de ce travail, B. melitensis biovar 1 16M,
présente un phénotype lisse et a été rendue résistante a l'acide nalidixique (Nal®) au
laboratoire de biologie moléculaire, FUNDP, Namur. Cette souche a été regue d’A.
MacMillan aprés isolement sur terrain en 1955. Les souches mutantes de B. melitensis 16M
AiF, MgE et AfliC ont été obtenues par remplacement du géne d’intérét par la cassette
apha4 contenant un géne de résistance a la kanamycine (J.Ferooz). La souche AficR a, quant a
elle, été obtenue par disruption intégrative et rendue ainsi résistante a la kanamycine (V.Haine).

1.2 Plasmides

pDONR201

Ce plasmide de 4470pb, congu pour le clonage intermédiaire par le systéeme Gateway de
fragments d’ADN d’intérét, contient des sites de recombinaison attP1 et attP2 situés de part et
d’autre d’une cassette contenant le géne ccdB, toxique pour certaines souches d’E. coli, et un
géne de résistance au chloramphénicol. Il porte également un geéne de résistance a la
kanamycine et une origine de réplication (pUC ori) pour E. coli. Il est utilis¢ dans des
réactions BP impliquant I’échange de la cassette contre un fragment d’intérét muni de sites
attB1 et attB2.

pBBRI1-gfp (Ouahrani-Bettache et al. 1999)

Ce plasmide de 6640pb, possede les genes de résistance a |’ampicilline et au
chloramphénicol ainsi qu’une origine de transfert (oriT). Il contient également I’origine de
réplication REP qui est compatible avec la machinerie de réplication de Brucella. 11 contient
par ailleurs un géne encodant la GFP, dépourvu de promoteur. Ce plasmide a taux moyen de
réplication (10 a 15 copies par bactéries) permet I’étude de I’induction de promoteurs.
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pBBR1GW-lacZ

Ce plasmide, congu pour I'é¢tude de I’activité¢ de promoteurs, posseéde le géne lacZ
dépourvu de son propre promoteur et des 17 premiers nucléotides de sa séquence codante au
niveau du site multiple de clonage du pBBRIMCSI. Il contient un géne de résistance au
chloramphénicol ainsi qu’une origine de transfert (oriT) et I’origine de réplication REP qui est
compatible avec la machinerie de réplication de Brucella. Enfin, il posséde une cassette
gateway, contenant un géne de résistance au chloramphénicol et le géne ccdB bordés des sites
de recombinaison attR1 et attR2, en amont de ce géne lacZ.

pBBRI1-pfigE-lacZ

Ce plasmide possede le promoteur pfigk et le I’ATG (non-prédit) du géne flgE en amont
du géne lacZ dépourvu de son propre promoteur et des 17 premiers nucléotides de sa
séquence codante. Il contient un geéne de résistance au chloramphénicol ainsi qu’une origine
de transfert (oriT) et I’origine de réplication REP qui est compatible avec la machinerie de
réplication de Brucella

2 Milieux de culture et antibiotiques

2.1 Milieux de culture

Pour la préparation d’un litre de milieu liquide LB ou 2YT :

Milieu Luria-Bertani (LB) | Pour 11 de milieu
Hydrolysat de cas€ine (peptone) 10g
NaCl (5¢
Yeast extract %g/
Milieu 2YT | Pour 11 de milieu
Hydrolysat de caséine (peptone) 16g N
NaCl rsﬁg? oo W7
Yeast extract g

Pour les formes solides, ajouter : - 12g/l d’agar pour le milieu LB
- 1g/l d’agar pour le milieu 2YT

2.2 Antibiotiques

Nom Abrév. | Solution de dissolution | Concentration stock
(1000X)
Acide nalidixique Nal NaOH 0,2N 25 mg/ml
Ampicilline Amp H,O 100 mg/ml
Chloramphénicol Cm Ethanol 100% 20 mg/ml
Kanamycine Kan H>O 50 mg/ml
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Mix PCR (50pl)

Réactifs Quantité
Tampon 5X correpsondant a I’enzyme 10ul
Mix dNTP (5mM chacun) 2ul
Primer amont (20uM) 1l
Primer aval (20uM) Tl
Polymérase (2U/pul) 0,5-1ul
ADN template ~20ng
H-,O bidistilée Porter a 50 pl

Lors d’une PCR dont les amorces sont bordées de site de recombinaison GW™ (a#B), la
concentration des primers utilisés n’est plus de 20 mais de 100puM.

Solutions (gel d’électrophorése)

Bromure d'éthidium Solution d’alourdisseur

Tampon TAE 50x

Solution de 2mg/ml H,0 glycérol 50%
EDTA 100mM

SDS 1%
Bleu de bromophénol

Tris-HCI pH 8,0 40mM
EDTA 50mM

Acide acétique froid
57,1ml/litre




3 Manipulations relatives a ’ADN

3.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Cette technique est utilisée pour amplifier rapidement un fragment d’ADN d’intérét
(amplicon). Les séquences bordant le fragment doivent étre connues pour pouvoir concevoir
des amorces oligonucléotidiques (encore appelées primers) qui leur sont complémentaires. La
matrice d’ADN est dénaturée par chauffage en présence d’un exces d’oligonucléotides et de
dNTP’s. Le mélange est ensuite soumis a une diminution de température (en fonction des
amorces), qui permet [’hybridation spécifique des amorces. La séquence comprise entre les
deux amorces est amplifiée par une ADN Polymérase thermorésistante (la 7ag DNA
Polymérase de Biotools ou I’Expand High Fidelity de Roche) a une température optimale
pour le fonctionnement de la polymérase. La 7Tag polymérase, vu le taux relativement élevé
de mutations introduites, est utilisée dans les cas de PCR diagnostiques alors que la High
Fidelity est utilis€ée dans les cas de clonage. Le cycle de dénaturation/hybridation/élongation
est répété 30 fois. Ce procédé fournit une amplification exponentielle d’un fragment d’intérét.

Programme

1. Dénaturation de Smin a 94°C (10min pour une PCR sur colonies).
2. 30 cycles d'amplification divisés en 3 étapes :

a. 30 secondes (ou Imin pour une amplification de fragments compatibles GW™)
a 94°C pour dénaturer.

b. 30 secondes (méme remarque que pour le point a) a X°C pour hybrider ou
X =Tm-10°C

c. Y minute(s) a 72°C pour I’élongation ou Y= la taille (en kb) du fragment a
amplifier.

3. Elongation finale de 10min a 72°C.

La température de melting (Tm) des amorces de moins de 20pb vaut 4(G+C) +2(A+T)
Ce calcul ne prend en compte que la partie s’hybridant au premier cycle de dénaturation mais
pas les ajouts de séquence en 5°.

Remarquons que I’ADN génomique peut étre remplacé par une culture bactérienne (PCR
sur colonies) sans extraction d’ADN. Les bactéries sont alors lysées lors de la premicre étape
de dénaturation a 94°C.

3.2 Electrophorese sur gel d’agarose

L’¢lectrophorese sur gel d’agarose permet la séparation, a 1’aide d’un courant électrique,
de fragments d’ADN en fonction de leur taille qui est estimée en faisant migrer parallelement
un marqueur de tailles connues de type HyperLadder. Le pourcentage d’agarose utilisé est
inversement proportionnel aux tailles des fragments a séparer (en général, utilisation d’un gel
d’agarose 1%). La révélation s’effectue a 1’aide de bromure d’éthidium (BrEt) qui émet a
622nm, une fois excité a 370-530nm et intercalé entre les bases d’un fragment d’ADN
bicaténaire. La fluorescence du BrEt est proportionnelle a la taille, ainsi qu’a la quantité
d’ADN présent. En conséquence, en connaissant la quantité¢ d’ADN des marqueurs de taille,
nous pouvons estimer la quantit¢ d’ADN du fragment en 'comparant les intensités de
fluorescence.
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Fabrication d’un gel

- Dissoudre en portant a a ébullition Y g d’agarose dans Z ml de tampon TAE 1X, ou Y/Z
représente le pourcentage en agarose.

- Une fois la solution refroidie, ajouter 5-10ul de BrEt et couler la solution sur un support
approprié muni d’un ou deux peigne(s) délimitant les puits.

- Apres polymérisation (minimum 15min), immerger le gel dans une cuve d'électrophorése
remplie de tampon TAE 1X (puits a charger coté cathode)

3.3 Restriction d’ADN plasmidique

Le clivage de I’ADN bicaténaire a des sites particuliers se fait par des endonucléases de
restriction qui reconnaissent de courtes s€quences, souvent palindromiques, de 4 a 6 paires de
bases.

- Prélever x nul d’ADN a restreindre en suspension dans de 1’eau distillée.

- Ajouter 1/10eme de tampon de restriction (10x) associé a I'enzyme.

- L'enzyme de restriction doit constituer au maximum 1/10éme du volume final c.-a-d. entre 2
et 10 unités d’enzyme par mg d’ADN (1 unité correspondant a la quantité d’enzyme
nécessaire pour restreindre compleétement 1ug d’ADN du phage A en 1 h. a 37°C dans un
volume de 25pul).

- Amener au volume final avec de I’eau bidistillée.

- Incuber le mélange au min. 1h30 a température optimale pour I’enzyme (souvent 37°C).

3.4 Minipréparation d’ADN plasmidique

Une minipréparation comprend 5 étapes : la lyse alcaline des bactéries, la précipitation des
protéines et des débris cellulaires, la précipitation de I’ADN plasmidique, le lavage de I’ADN
plasmidique et sa resuspension.

- Ensemencer 5ml de milieu liquide (LB + antibiotiques) avec une colonie isolée.

- Incuber la culture liquide une nuit a 37°C sous agitation.

- Centrifuger, Smin a 12500rpm, 1,5ml de la culture dans un eppendorf et éliminer le
surnageant. (Recommencer cette étape si plasmide a faible taux de copies)

- Resuspendre le culot bactérien dans 300ul de solution P1 (RNAse A 100 pg/ml, Tris-HCL
50mM pH 8.0, EDTA 10mM, a conserver a 4°C).

- Ajouter 300ul de P2 (NaOH 200mM, SDS 1%) et mélanger doucement en retournant
I’eppendorf, incuber Smin a température ambiante.

- Ajouter 300ul de P3 (Kac 3.0M, pH 5.5) et mélanger doucement de nouveau et incuber
10min sur glace (lyse alcaline des bactéries).

- Précipiter les protéines en centrifugeant a 12500rpm pendant 15min a 4°C et récupérer le
surnageant.

- Précipiter I'’ADN en ajoutant 0,7 volume d’isopropanol et agiter vigoureusement.

- Centrifuger a 12500rpm pendant 15min a 4°C et éliminer le surnageant.

- Laver I’ADN en ajoutant 300ul d’éthanol 70% (-20°) et centrifuger a 12500rpm pendant
Smin a 4°C. Ensuite éliminer prudemment 1’éthanol.

- Sécher le culot d'ADN.

- Resuspendre dans 30ul d’H,O bidistillée stérile.
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3.5 Purification de fragments d’ADN extraits d’un gel d’agarose

Suivre le protocole du DNA Extraction Kit de Fermentas. Ce protocole est prévu pour
extraire et purifier de I’ADN de plus de 120pb.

3.6 Séquencage de ’ADN

Le principe est une amplification incomplete d'’ADN par PCR di a 1’assimilation de
didéoxyribonucléotides marqués a la fluorescéine. Chacun de ces nucléotides possede un
fluorochrome de longueur d'onde d'émission différent, ce qui rend possible la lecture a partir
d'une seule réaction PCR. Aprés amplification, on utilise un séquenceur automatique qui
sépare les différents fragments d’ADN en fonction de leur taille et qui « lit » la séquence a
partir de I'extrémité 3.

La réaction de PCR de séquencage est basée sur le principe de Sanger (1977).
L'incorporation des didéoxyribonucléotides arréte la polymérisation ce qui permet d'obtenir
une population de brins tronqués représentant la séquence d'ADN. La concentration en ADN
matrice doit étre de 1 a 100ng pour un produit PCR et de 200 a 500ng pour de I’ADN
plasmidique. Lorsqu'on utilise un produit PCR, une purification préalable est nécessaire, elle
permet d'éliminer les amorces et les nucléotides qui interfereraient avec la réaction de
séquencage. La quantité d'amorce nécessaire doit étre de 3,2pM. Les produits de la réaction
sont séparés suivant leur taille par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence
d'urée. Les différents fragments sont détectés par un systéme optique relié a un ordinateur.
Notons qu’on utilise une seule amorce (5’2 3” ou 3°> 5°) pour le séquengage afin d’éviter
d’avoir des résultats ininterprétables.

3.7 Clonage par la technique Gateway

Le systeme Gateway, basé sur les réactions de recombinaison intervenant lors de
I’infection d’E. coli par le phage A, permet de réaliser en une seule étape des clonages
directionnels, contrairement au clonage classique par restriction-ligation. L’intégration du
phage A dans le génome d’E. coli implique la recombinaison entre des sites atfP et attB
présents dans les génomes phagien et bactérien, respectivement. Cette réaction d’intégration,
générant un prophage compris entre des sites affR et atfl. néoformés, est appelée réaction BP
dans le cas d’un clonage in vitro. Elle requiert deux enzymes : une intégrase (Int) codée par le
génome du phage ainsi que I'IHF (Integration Host Factor) d’origine bactérienne, toutes deux
constituants le mix BP clonase. Etant donné la réversibilité de cette intégration, L’ ADN
phagien peut étre excisé du génome bactérien par recombinaison entre les sites a#fR et attL.
Cette réaction d’excision, ou réaction LR, nécessitant les facteurs Int et IHF ainsi qu’une
excisionase Xis d’origine phagique, restituera les sites atP et a#/B d’origine. Dans le cas du
clonage Gateway™, les recombinaisons s’effectueront entre les sites at/B1, attB2 bordant un
produit PCR et les sites atP1, attP2 bordant une cassette, contenant le gene ccdB toxique pour
certaines souches d’E. coli (ccdA”), présente sur un vecteur donneur. La perte du géne ccdB
permettra donc de sélectionner les cellules transformées par ce vecteur d’entrée qui en résulte.

Afin d’augmenter 1’efficience d’une réaction BP, une linéarisation du plasmide donneur

par une enzyme de restriction coupant uniquement dans la cassette Gateway peut étre
effectuée. On réalise une restriction Ncol dans le cas du pDONR201
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Figure 30. Représentation schématique du systéme Gateway '™ (Lurin 2001)




La réaction BP permet I’intégration d’un fragment d’ADN d’intérét possédant des sites
attB1 et attB2 a ses extrémités dans un vecteur pPDONR pour obtenir le vecteur d’entrée. La
réaction LR, quant a elle, permet le transfert d’un fragment d’intérét d’un vecteur d’entrée
vers un vecteur de destination pour donner le vecteur d’expression (Fig.30).

4 Techniques relatives au materiel biologique

4.1 Conjugaison bactérienne

La conjugaison entre bactéries gram-négatives, qui s'opere via un pilus sexuel, est un
transfert horizontal de matériel génétique dans lequel une bactérie donneuse transfeére un
plasmide conjugatif contenant une origine de transfert vers une bactérie receveuse. La souche
donneuse posseéde le plasmide RP4, intégré dans son chromosome et non-mobilisable, codant
pour les protéines nécessaires au transfert conjugatif.

Protocole

- Préparer deux cultures : ensemencer, d’une part 10ml de LB liquide additionné
d’antibiotique(s) approprié(s) avec des E. coli S17-1 donneuses transformées avec le
plasmide d’intérét. D autre part, ensemencer 10ml de 2YT liquide d’une colonie de Brucella
receveuse (Nal®) et incuber ces deux précultures pendant une nuit a 37°C sous agitation.

- Le lendemain, prélever 1ml de la préculture de Brucella et placer le dans une eppendorf.
Ajouter 50ul d’E. coli S17-1.

- Centrifuger a 7000rpm pendant 1min et enlever le surnageant.

- Ajouter Iml de 2YT et resuspendre (lavage).

- Centrifuger a 7000rpm pendant 1min, enlever le surnageant et resuspendre dans 100ul de
2YT.

- Spotter sur une boite de 2YT sélectif.

- Incuber 4h a 37°C ou la nuit a température ambiante.

4.2 Transformation bactérienne

La transformation bactérienne consiste a introduire de 'ADN exogéne (dans ce cas, un
plasmide) dans une bactérie. Ceci nécessite un traitement préalable rendant paroi et membrane
bactériennes perméables a 'ADN : la bactérie est alors dite compétente. Un choc thermique
ou électrique doit alors étre appliqué pour induire I’entrée de I’ADN dans la cellule.

Transformation par choc thermique

Des bactéries gram-négatives E. coli en début de phase exponentielle de croissance
(DOg=0,6) sont rendues artificiellement compétentes par passage dans une solution
hypotonique de chlorure de calcium (CaCl2). Le calcium déstabilise la paroi de la bactérie qui
gonfle alors en prenant I'aspect d'un sphéroblaste. L'ADN plasmidique ajouté, formant avec le
calcium un complexe résistant aux désoxyribonucléases, adhérent a la bactérie. Celles-ci sont
ensuite soumises a un choc thermique qui permet au complexe d’entrer dans la cellule. Cette
méthode a été employée lors de I’utilisation de la souche E. coli S17-1/pir.
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Transformation

- Ajouter environ 10ul du mélange de ligation ou 10-100ng d'ADN plasmidique a 100ul de
cellules compétentes.

- Déposer 30min sur glace.

- Réaliser un choc thermique de 1min a 42°C.

- Ajouter 900ml de 2YT liquide.

- Agiter 30-60min a 37°C.

- Etaler sur boites de milieu sélectif et incuber une nuit a 37°C.

Notons que le temps d'incubation en milieu riche non sélectif permet d’une part aux
bactéries de se diviser ainsi que régénérer une paroi normale et d’autre part aux genes de
résistance introduits de s'exprimer. Les transformants sont ensuite sélectionnés sur milieu LB
contenant 1’antibiotique appropri€.

Transformation par choc électrique (électroporation)

Le principe visant a rendre les cellules perméables est ici le méme que dans le cas du choc
thermique, sauf que la solution hypotonique ne contient plus aucun sels. Cette méthode a été
employée lors de I’utilisation de la souche E. coli DHI10B.

Préparation des cellules électrocompétentes

- Inoculer 1 litre de LB liquide avec 1/200 du volume d'une culture fraiche de bactéries E.
coli DHI0B.

- Incuber les bactéries a 37°C sous agitation jusqu'a une DOggo de 0,6 (phase mi-log de
croissance).

- Placer la culture sur glace pour stopper la croissance, centrifuger a 4000rpm pendant 15min
(4°C)

- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 1 litre d'H,O bidistillée stérile froide.
Centrifuger comme précédemment.

- Resuspendre dans 500ml d'H,O bidistillée stérile froide et centrifuger.

- Resuspendre dans 20ml d'H,O bidistillée froide + 10% de glycérol.

- Centrifuger et resuspendre dans un volume final de 2ml d'H,O bidistillée stérile froide
+ 10% de glycérol. La concentration cellulaire est d'environ 1-3.10" cellules/ml.

- Aliquoter la suspension sur glace (100ul/eppendorf) et conserver a -80°C.

Electroporation

- Laisser dégeler les cellules €lectrocompétentes sur glace.

- Déssaler sur filtre I’ADN plasmidique d’intéréts pendant 30min (si vol > 5pul).

- Placer dans un eppendorf stérile sur glace 'ADN plasmidique, y ajouter 100ul de cellules
¢lectrocompétentes, mélanger délicatement et laisser la solution 1min sur glace.

- Transférer le contenu de 1'eppendorf dans une cuvette d'électroporation préalablement
placée sur glace.

- Placer la cuvette dans I'électroporateur et régler I'appareil (Capacité 25uF, Résistance 200
Ohms et ddp 1,9kV)

- Effectuer le choc électrique et ajouter rapidement 900ul de milieu riche 2YT.

- Transférer dans un eppendorf et laisser 30 a 37°C.

- Etaler sur milieu sélectif (100ul/boite) et incuber une nuit a 37°C.
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4.3 Infection de macrophages par Brucella

Préparation des macrophages

La veille, a partir de flasques de macrophages bovins en sous-confluence :

- Vider le surnageant.

- Ajouter 3ml de PBS+trypsine, en veillant a immerger le fond du flasque.

- Apres quelques secondes, vider le surplus de solution et incuber 10min a 37°C.

- Décrocher les cellules grace a 10ml du milieu RPMI complet de chez GIBCO®
(Invitrogen).

- Centrifuger la solution récoltée 10min a 200rpm et vider le surnageant.

- Resuspendre dans 1ml de RPMI complet et insérer 20ul dans une cellule de Thomas
(comptage).

- Multiplier par 2x10° la moyenne de trois lignes.

- Diluer pour arriver a une densité de 2x10° cellules/ml.

- Dispatcher 500ul par puits contenant chacun un coverslip (a observer en microscopie).

En parallele, ensemencer chacune des souches infectantes a tester dans 10ml de 2YT
additionné de(s) antibiotique(s) adéquat(s).

L’infection

- Laver par centrifugation (3500rpm pendant 10min) les cultures bactériennes et resuspendre
dans le méme volume de 2YT afin d’éliminer les antibiotiques.

- Prendre la DOggo (une DO de 1 équivaut a 3x10° bactéries/ml).

- Calculer le volume a ajouter a 6ml de RPMI complet en tablant sur une MOI d’environ 300,
soit 6x10° bactéries par ml.

- Mettre 500ul/puits de RPMI complet ensemencé.

- Centrifuger les plaques 10min a 1200rpm.

- Laisser incuber 1h a 37°C.

- Laver 2 fois chaque puits avec 500ul de PBS et remplacer par 500ul de RPMI complet
additionné de gentamicine afin d’éliminer les bactéries extracellulaires.

- Laisser incuber le temps désiré a 37°C.

- Quand le temps imparti est €écoulé, laver 3 fois avec S00ul de PBS.

- Fixer les cellules a 1’aide de 500ul de PFA 4%.

- Laver 3 fois au PBS.

- Transférer les coverslips dans une autre plaque contenant du PBS pour pouvoir les sortir du
BL3.

- Recouvrir la plaque de papier aluminium et conserver au frigo.

Calcul de 1a MOI

Pour chaque solution de RPMI complet ensemencé, effectuer des dilutions de 10 en 10
jusqu’a 107, Ensuite, disposer cote a cote 20ul des dilutions allant de 10* 2 107 sur une boite
de Pétri carrée inclinée. Sous leur propre poids, les gouttes traversent la boite. Il suffit alors de
la mettre a I’étuve et de dénombrer les colonies formées pour chaque dilution aprés 3 jours.
On n’additionne ensuite les nombres de colonies par dilution a partir de celles ou le nombre
de bactéries ne dépasse pas 150. Notons que pour celles ou il n’y a pas de colonies, le chiffre
alloué¢ sera 0,7 colonie. D’un autre cot€¢ nous additionnons les dilutions prises en compte.
Nous effectuons le rapport de la premiere valeur sur la seconde que nous divisons par le
nombre de cellules eucaryotes par puits.
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Solutions (Western blotting)

Tampon SDS-PAGE (10X) |

Tris base 30,35 ¢
Glycine 144 g
SDS 10g
H,O bidistillée Porter a 1 litre
Bleu de chargement (5X) Pour 10 ml
Glycérol S ml
b-mercaptoéthanol 2,5 ml
SDS lg
Tris 1M pH6.8 (312,5mM) 3,125 ml
Bleu de Bromophénol 0,5 mg
PBS (10X) pH 7.4 Pour 1 litre
KH,PO4 2¢g
Na,HPOg4 11,49 ¢
NacCl 80 g
KCl 2¢g
Solution de blocking | Pour 100 ml
Lait en poudre (5%) Sg
Tween20 (0,05%) 50 ul
PBS (1X) Porter a 100 ml
Solution de lavage Pour 1 litre
Tween20 (0,05%) 500 pl
PBS (1X) Porter a 1 litre
Towbin buffer
Tris base 58¢g
Glycine 29¢g
SDS 0,37¢g
Méthanol 200 ml
H,O bidistillée Porter a 1 litre




5 Techniques biochimiques

5.1 Marquage immunocytochimique

Le but de cette manipulation est de révéler la présence ou [’absence d’un composé
biologique a I’aide d’anticorps capables de s’y lier. La révélation effective se fait via un
second anticorps couplé a une molécule fluorescente et reconnaissant le premier.

Si la cible de l'anticorps réside a l’intérieur d’une cellule, il faudra au préalable
perméabiliser cette cellule pendant 10min avec du PBS additionné de BSA (1%) et de Triton
X100 (0,1%).

Protocole

- Dans une chambre noire saturée en eau, retourner les coverslips a marquer sur une goutte de
30l de solution PBS+BSA (1%) additionnée de 1’anticorps murin primaire anti-LPS 12G12
(dilué 500X) pendant 45min.

- Remettre les coverslips dans la plaque 24 puits et laver 3 fois avec 500ul de PBS.

- Dans une chambre noire saturée en eau, retourner les coverslips a marquer sur une goutte de
30ul de solution PBS + BSA 1% additionnée de I’anticorps caprin secondaire anti-anticorps
murins couplé a I’Alexa fluor® 568 émettant dans des longueurs d’onde correspondant au
rouge (dilution 1000X) pendant 45 minutes.

- Remettre les coverslips dans la plaque 24 puits et laver 5 fois avec 500ul de PBS.

- Retourner les coverslips sur lame et ajouter de I’antifading fournit par la firme Dako®.

- Mettre a I’obscurité pendant au moins trois heures.

5.2 Western blotting sur Brucella

Préparation d’extraits protéiques totaux

Une culture est au préalable inoculée a une DOy initiale de 0,05 a partir d’une préculture
fraiche, dans du milieu 2YT contenant les antibiotiques adéquats, et placée a 37°C sous
agitation. Des échantillons sont prélevés aux temps de culture souhaités, la DOgg est mesurée,
et les bactéries inactivées par une incubation de 1h dans un bain a 80°C. Ensuite, les
échantillons sont centrifugés a 4000rpm durant 20min, le surnageant éliminé et le culot
resuspendu dans du PBS 1X dans un volume tel que la DOgg finale soit égale a 6. Conserver
a—-20°C.

Electrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

Cette étape sert a séparer les protéines contenues dans I’échantillon en fonction de leur
poids moléculaire. Préparer le running gel comme indiqué ci-dessous puis couler la solution
entre deux plaques de verre préalablement fixées sur un support. Recouvrir d’éthanol la
surface en contact avec I’air le temps de la polymérisation. Préparer ensuite le stacking gel, le
couler sur le running gel et mettre un peigne le temps de la polymérisation.

Bouillir 20ul de chaque échantillon pendant 10min additionné de bleu de chargement
(5X), puis charger dans les puits du gel. Mettre un marqueur de poids moléculaire dans un
puits (BioRad prestained SDS-PAGE standards low range). Faire migrer dans du tampon
SDS-PAGE (1X) a 200 volts, 30mA, 100watts.
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Fabrication d’un gel (polyacrylamide)

Pour un petit gel running gel 12% en polyacrylamide stacking gel
Tris 1,5M (pH8.8) 2,0 ml 625 ul

Acrylamide mix 3,2ml 325 ul
(38,5%)

H20 bidistillée 2,7 ml 1,6 ml
APS 10% 80 ul 75 ul
TEMED 2,7 ul 2,5 ul

Révélation

solution d’anticorps laires / 2aires | Pour 100 ml
Lait en poudre lg
Tween20 (0,05%) 50 pl
Polysérum de lapin / Anti-rabbit+HRP 50 ul /20 pl
PBS (1X) Porter a 100 ml

Révélateur "maison" Pour 15 ml
ECL buffer 10 ml
Luminol 50 ul
Acide coumarique 25 pl
H202 3 ul




Transfert sur membrane de nitrocellulose

Apres migration sur gel, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
au moyen d’un appareil de transfert (semi dry) (Panther Semi-dry Electroblotter, model HEP1
OWL). Un courant électrique traverse le gel et la membrane pris en sandwich entre des
papiers Whatman imbibés de Towbin buffer. Appliquer 13volts, 3mA/cm2 de membrane, et
50watts, pendant 1 h.

Immunodétection

Apres transfert, la membrane va étre mise en présence d’anticorps primaires spécifiques
des protéines de Brucella étudiées, puis d’anticorps secondaires capables de se fixer aux
anticorps primaires. Ces derniers sont conjugués a la peroxydase, une enzyme qui catalyse
une réaction produisant de la lumicre, laissant alors une empreinte sur un film
autoradiographique.

a. Etape préliminaire de ""blocking"

Avant de mettre en présence les anticorps primaires, une étape préliminaire consiste a
saturer les sites non spécifiques de ces anticorps sur la membrane, pour éviter un bruit de fond
important lors de la révélation. Des protéines de lait sont utilisées a cette fin. Elles ne seront
déplacées que dans les zones de reconnaissance spécifiques de 1’anticorps lors de la
compétition avec ceux-ci. La membrane est incubée dans la solution de blocking au minimum
1h, ou bien toute la nuit a 4°C. Trois lavages de 10min seront effectués ensuite a I’aide de
PBS (1X).

b. Mise en présence de I'anticorps primaire
Pour détecter les monomeres de la flagelline de B. melitensis 16M, nous disposons de
polysérums de lapins, que nous diluons 2000x. L.a membrane est mise en présence de solution
d’anticorps primaires durant 1h30 sous agitation. Trois lavages de 10min sont ensuite
effectués dans la solution de lavage.

¢. Mise en présence de I'anticorps secondaire
Pour détecter les anticorps primaires issus du sérum d’un lapin nous utilisons un anticorps
anti-lapin couplés HRP (Horeseradish Peroxydase) une enzyme permettant un dégagement de
lumiere par l'oxydation d'un substrat peracide (le luminol) en un composé oxydé. Cet
anticorps est dilué 5000x et mis en présence de la membrane durant 1h30 sous agitation. Trois
lavages de 10min sont ensuite effectués dans la solution de lavage.

Révélation

La technique de détection utilise un révélateur "maison" et se déroule en chambre noire.
La membrane de nitrocellulose est mise en présence du révélateur, coté protéines, pendant
Imin dans le noir, ensuite recouverte d’un film plastique et exposée sur un film radio pendant
8-10min dans une cassette de révélation. Les bandes sont révélées par un bain de révélateur,
puis le film radio est passé une dizaine de secondes dans le fixateur. Enfin, il ne reste plus
qu’a rincer abondamment a I'eau de ville et laisser sécher.
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Solutions (Dosage)

Z buffer | pour 500ml (H,O bidistillée)
NazHPO4.7H20 8,05g
NaH2P04.H20 2,75g
KCl 0,375g
MgSO4.7H20 0,123g

Mettre a pH7.
Conserver a 4°C et ajouter 2,7ul/ml de B-mercaptoéthanol le jour de I'utilisation.

ONPG : dissoudre 200mg d’O-nitrophenylf-D-galactopyranoside dans 50ml de Z buffer en
vortexant pendant Smin Aliquoter et conserver a —20°C.




5.3 Dosage enzymatique de la B-galactosidase sur Brucella

Le dosage est réalisé sur une souche exprimant le géne rapporteur /acZ. Une culture est au
préalable inoculée a une DOgg initiale de 0,05 & partir d’une préculture fraiche, dans du
milieu 2YT contenant les antibiotiques adéquats, et placée a 37°C sous agitation. Des
échantillons sont prélevés aux temps de culture souhaités.

Protocole

- Prélever 1ml de culture en cuvette de spectrophotometre et prendre la DOg.
- Prélever 2ml de culture en eppendorf type 2 ml pour le dosage.
- Centrifuger a 13000rpm pendant Smin.
- Rapidement et délicatement éliminer le surnageant (aspirer).
- Resuspendre le culot dans 1200ul de Z buffer (+ f-mercaptoéthanol) (= concentration 0,6x).
- Déposez 200ul de chaque resuspension dans 800ul de Z buffer (= dilution 5x).
- Ajouter : - 3 gouttes de chloroforme
- 2 gouttes de SDS 0,1 %.
- Vortexer chaque tube pendant 10 sec.
- Déposez 200ul d'ONPG dans les tubes et incuber chaque tube durant 4min a 28°C.
- Stopper la réaction en ajoutant 500ul de Na,COs3 1M par tube.
- Eliminer les débris cellulaire en centrifugeant a 13000rpm pendant Smin.
- Récupérer 1ml de surnageant en cuvette de spectrophotometre et prendre DOy».
- Exprimer les résultats sous forme d’unités Miller selon la formule:
| (DO420 x 1000 x facteur de dilution)/ (DOggo X temps incubation en minutes)
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