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Abbréviations

2DE : électrophorese a deux dimensions
ATCC : American Type Culture Collection
ADN : acide désoxyribonucléique

dNTP : désoxynucléotides

EMBL : European Molecular Biology Laboratory
EDTA : ethylenediamine tetra acetic acid
EELS : Electron Energy Loss Spectroscopy
EFTEM : Energy-Filtered TEM

EryR : resistant a I'érythromycine

IEF : I1so Electro Focalisation

kDa : kilo Dalton

LAB: bactéries lactiques

M : molaire

MCD or CDM: milieu chimiqguement défini
MRS : milieu de Man, Rogosa and Sharpe
ODgoo Densité Optique a 600 nm

pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

RNA : acide ribonucléique

ROS : espéeces réactives de I'oxygéne
RT-gPCR : Reverse-Transcription quantitative Polysagion Chain Reaction
SDS : sodium dodecyl sulfate

SEM : Scanning Electron Microscopy

SIMS : Secondary lon Mass Spectrometry
subsp : sous-espéce

TEM : Transmission Electron Microscopy

ufc : unité formant colonie
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1 INTRODUCTION

Lactobacillus sakeiest une bactérie lactigue alimentaire, fréquemmnisolee de
produits animaux tels la viande, le saucisson sedeopoisson fumé mais aussi d’autres
produits comme la choucroute ou le levdin.sakeifait partie de la flore naturelle de la
viande fraiche, son habitat préférentiel, et eniatgvia flore dominante lors de la
conservation sous vide et au froid.

Les lactobacilles sont généralement connus poupawe étre exigeants en fer pour leur
croissance. La séquence du génome de la souclmkei 23K a cependant révélé un
équipement complet dédié au métabolisme du fer chde espece. Cette derniére possede
des régulateurs de transcription fer-dépendanta damille Fur (Ferric Uptake Regulator),
des transporteurs, a force proton-motrice et de %P Binding Cassette, présentant de
fortes homologies avec des systémes décrits chaztrds espéces et impligués dans le
transport du fer libre et complexé, ainsi gu'untalzse héme-dépendante. Le but de ce projet
de thése est de comprendre pourquoi une bactppartanant a un groupe décrit pour ne pas
avoir besoin du fer, posséde pourtant un équipem@mnétique dédié au métabolisme de ce

métal.

La premiere question de cette étude a donc étgadeir si cette bactérie pouvait
réellement utiliser le fer.

La deuxiéme question était de comprendre comneantdgulateurs de transcription
fer dépendants contribuaient a cette réponse.

La troisieme question était de savoir quel éeaddvenir intra cellulaire du fer.

Pour bien comprendre l'intérét polur sakeid'utiliser le fer, nous présenterons une
revue bibliographique qui dans un premier tempsté&'essera a I'habitat de sakei.Nous
nous intéresserons ensuite plus particuliereméaspecel. sakeipour détailler quels atouts
elle possede vis-a-vis de cet habitat. Enfin, nexygdorerons les moyens d’utilisation et de
régulation du fer chez les bactéries, un élémedisfprensable pour certaines espéces et a
premiére vue non essentiel pour d’'autres. Nousomercomment des espéces de différents
habitats capturent, stockent et gerent cette ressou

Nous montrerons, par nos résultats, uesakein’est en fait pas indifférente a la
présence de fer, notamment sous forme complexéte @ssource lui permet d’accroitre sa
survie en phase stationnaire. Pour démontrer liactation de fer dans le cytoplasme, nous



avons développé une méthodologie d’analyse quiseeorr une approche de microscopie
électronique, la perte d’énergie. Cette techniqoesra permis de réaliser une cartographie
fine du fer intracellulaire.

Nous montrerons qug L. sakeiutilise les sources de fer de son environnememtéca)
chacun des régulateurs Furldesakeiappartient a une famille fonctionnelle différeetea un
réle différent dans la physiologie de la bactéti@i g le fer et I'neme induisent des réponses
différentes.

Nous étudierons l'implication de différents systénde transport dans le métabolisme du fer.

Nous présenterons nos différents résultats etdesppctives qu’ouvre cette étude.

Ce projet de thése a été financé par une allocatienrecherche du Ministére de
'Enseignement Supérieur et de la Recherche (ME&Rhené au sein de I'équipe Flore
Lactique et Ecosystémes Carnés (FLEC), Unité MibetdRecherche MICALIS de I'INRA de
Jouy en Josas.



2 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 L’écosysteme des produits carnés

2.1.1 Introduction générale

Les produits carnés représentent une grande &adiétproduits de consommation
courante dans l'alimentation humaine. Ces prodiiisigine animale, frais ou transformés,
sont principalement issus de viandes bovine, per@nine ou de volailles et constituent un
ecosysteme a la fois riche et sélectif pour lesévas résidentes. Les produits carnés frais, en
particulier les viandes rouges peuvent étre cogssra froid selon 2 modes : conservation a
I'air ou sous atmosphére modifiée. Si dans le peeras la composition gazeuse est unique,
elle est variable dans le second cas, avec absiengaz dans le cas de la conservation sous-
vide et avec utilisation de concentrations difféesren @, CO, et N; suivant les pratiques de
conservation sous atmosphere protectrice. Les tgpesonservation influencent de maniere
diverse les especes bactériennes. Cependant fidggerdies atmosphéres gazeuses agissent de
pair avec le substrat lui-méme. En effet, la contfmrsbiochimique de la matrice, combinée
a ces atmosphéres variables et stressantes, vétwemsle véritables barriéres sélectives
(Leistner, 1992) favorables aux especes les mialaptaes au substrat (Labadie, 1999).
Méme si la composition des viandes est dépendant®iigine et de I'espéce animale dont
elles sont issues, elles partagent des caraagresticommunes (Fischer & Augustini, 1977).
Les viandes contiennent peu de peptides et d’acidésés assimilables directement par les
bactéries et sont pauvres en glucose. En revardtles, sont riches en fer et en lactate et
possedent un pH acide proche de 5-6. Une telle asitign que nous pourrions consideérer
comme pauvre, associée aux modes de conservatifsoidet avec des teneurs variables en
gaz, va sélectionner une flore spécifique de ladéa

Méme si ils sont initialement stériles, les musci@smaux sont contaminés par
différentes especes bactériennes provenant desaaxiiftuir ou flore intestinale) ou de
'environnement de conditionnement (Smat al, 2006). Les especes qui colonisent
I'environnement carné peuvent étre divisées el gmupes i) les bactéries pathogénes pour
'Homme, ii) les bactéries d’altération de la viandeiie} les bactéries positives pour
I'écosysteme carné (Champomier Verges al, 2010). Des méthodes de conservation

associées a des regles d’hygiéne strictes sonsmisecuvre afin de limiter le développement
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des flores négatives et de potentiellement favogstui des flores positives. Comme nous
'avons déja dit, pour les bactéries résidentes cdé écosystéme, ces méthodes de
conservation constituent de véritables conditioms stkess : variations de la teneur en
oxygene, basse température, salinité ou encorefigaitins du pH. De plus, les aliments a
base de muscles transformés sont trés sensibleséaukons d’oxydoréduction dues a la
présence d’especes réactives de I'oxygene (Moyrissal, 1998). Le hachage par exemple,
augmente la surface du produit carné en contaat kvenilieu et libére entre autres des
molécules oxydantes comme le fer ou 'héme quilgseat les réactions redox (McBrid

al., 2007). Ce procédé peut ainsi entrainer une ifibibide certaines espéces, comme
Yersinia enterocoliticaDoherty et al, 1995). Cet effet barriere (Leistner, 1992) eshalo
délétére pour certaines especes, notamment leérieact’altération ou pathogénes, ou au
contraire peut favoriser le développement d’espposgives, appartenant le plus souvent au
groupe des bactéries lactiqgues, comme I'espkecesakei Le fait de provoquer le

développement de flores positives fait appel 2otéon de bioconservation.

2.1.2 Bactéries pathogeénes de la viande

Heureusement pour les produits carnés, qu’ils nsofeais ou transformés, la
contamination par des bactéries potentiellemengel@uses pour la santé du consommateur
n'est qu'occasionnelle. Le taux acceptable de comation par ces especes répond a des
normes strictes au niveau national ou européerpr@soa chaque espéce, et fait I'objet de
nombreux contrbles depuis I'éleveur jusqu’aux atslide découpe et de transformation. Les
bactéries pathogenes le plus souvent incriminées & cas d'infections alimentaires dues
aux produits carnés sorischerichia coliO157:H7 (Nastasijevieet al, 2009), Listeria
monocytogenesStaphylococcus aureu€lostridium perfringensClostridium difficile (Broda
et al, 2009, Moschonast al, 2009),Salmonella spget CampylobacterCes flores ne sont
pas en mesure de dominer la flore naturelle etom¢ donc généralement présentes qu’en
faibles quantités. De ce fait, elles ne modifieas pes qualités organoleptiques et visuelles
des produits, ce qui rend leur détection plus d#dic Leur pouvoir pathogéne est
généralement trés élévé et quelques bactéries peaudir (100 cfu/gramme pouristeria
par exemple) a rendre les consommateurs malades.

Rappelons cependant que 25% des cas de toxiioriscalimentaires sont dues aux
produits carnés. Méme si le nombre de cas d’irdastbaisse, la crainte des consommateurs
conduit & une demande pour une meilleure qualiggéhjque des aliments avec un minimum

de procédés, peu de conservateurs ou d’additife etaintient des qualités organoleptiques.
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2.1.3 Bactéries d’altération de la viande

Contrairement aux especes pathogenes, ces espatgsidnnes n’engendrent pas
systématiquement de risques sanitaires gravesi@@onsommateur mais elles constituent en
revanche un probleme économique important poupteducteurs de la filiere viande. Un
développement important de ces bactéries, ou lduptmn de certains métabolites génerent
des modifications du godlt, de la couleur ou deebkdure du produit. Ces altérations sont
généralement bien visibles : gonflement de I'endupd| odeur désagréable ou modification de
la couleur du produit. Ceci conduit au retrait daramé et a la destruction pure et simple de
lots entiers de viande.

Dans la viande bovine, les espéces d'altération ples fréquemment retrouvées sont
Pseudomonas fragi Pseudomonas putigda Pseudomonas fluorescensBrochothrix
thermosphactaainsi que des entérobactéries des gelmeterobacter Hafnia, Serratig
Acinetobactemou Providencia Il a également été décrit des espéce€ldstridiumainsi que
quelques especes de bactéries lactiques des deueasnostocWeissellaet Carnobacterium
(Champomier Vergest al, 2010).

L’especeP. fragi est frequemment isolée de la viande bovine cogseau froid, sur
laquelle son développement en grande quantité gr@/on aspect poisseux. Cette espéce de
I'environnement étant psychrotrophe, elle constitne flore qui se développe aisément dans
les abattoirs ou elle va coloniser la surface desdes stockees.

B. thermosphactaest une bactérie qui se développe sur la viandz @eomme
conséquence la production d’'une odeur rance (Hiceti al, 2006). Alors que la viande
constitue une niche écologique importante pourecaspece,B. thermosphactaest
relativement sensible aux procédés de transformatela viande. Ainsi, elle se développe
aisément a la surface de pieces de viande stockéi$eéremment en aérobiose ou
anaérobiose mais elle n’est capable de croitre symela viande hachée issue de pieces
stockées en conditions aérobies (Crovdewl, 2010).

Dans la viande, le développement deuconostoc gasicomitatuproduit du gaz
conduisant au gonflement de I'emballage, a une aede et a un verdissement de la viande
rouge (Vihavainen & Bjorkroth, 2009). D’autres b&Ewts lactiquesyeissella viridescenst
Weissella hellenicaconduisent également a des phénomenes daltéralgo la viande
(Champomier Vergegt al, 2010). A noter que les genrésuconostocet Weissalasont

génétiguement proches (Schillingdral, 2008).



2.1.4 Bactéries positives de la viande

Ces bactéries sont inoffensives aussi bien posauiéé humaine que pour le produit, et
peuvent pour certaines étre bénéfiques au protes. especes du groupe des bactéries
lactiques constituent généralement la majeure @i ces bactéries. Les bactéries de ce
groupe possedent un rdle important dans I'éconandestrielle pour la production et la
conservation de nombreux produits alimentairesost aussi décrites comme ayant un effet
positif sur la santé humaine (Williams, 2010). bestéries lactiques qui colonisent la viande
appartiennent aux especés sakej Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fuchuenss
Lactobacillus plantarumou encore des bactéries du geRexliococcus D’autres especes
n'appartenant pas au groupe des bactéries lactigaesléveloppent également comme
Staphylococcus xyloses$ Staphylococcus carnosus

Ces especes, qui peuvent se développer en grandresur la matrice carnée, sont
capables de produire des molécules antibactérigbaeiriocines, acide lactique et®d) et
d’entrer en compétition pour les nutriments avec datres especes de I'écosysteme. Elles
génerent donc une barriere naturelle contre d’'awtspeces négatives de I'écosysteme. Ces
aptitudes a dominer I'’écosysteme font que certaespeces commie sakeietS. xylosusont

utilisées depuis les années 1950 comme fermentdggpuoduction du saucisson sec.

2.1.5 Bioconservation

La bioconservation est une méthode naturelle deserwation des aliments. Elle est
définie comme ['utilisation de la flore naturellel @e ses métabolites pour conserver les
aliments (Stiles, 1996, Champomier Verges al, 2010). On parle alors de cultures
protectrices qui sont décrites comme “des cultargsgonistes, ajoutées aux aliments pour
inhiber la croissance de bactéries pathogenes atfonger leur durée de conservation en
modifiant le moins possible leurs qualités orgapttpies” (Lucke, 2000). Les bactéries
lactiques jouent ici un réle majeur car elles smopres a la consommation (QPS = Qualified
Presumption of Safety) et durant la modification lat conservation, elles dominent
naturellement la flore endogene de nombreux preditinotamment les viandes (Vignab
al., 2008).

Encore controversée dans les produits de la me¥o(L2010), la bioconservation des
produits laitiers et carnés grace aux bactérieglaes est en plein essor. Les bactéries
lactiques ont une large distribution naturelle dees produits de consommation quotidienne.

Dans la viande, I'espede. sakeireprésente la flore dominante utilisée dans de meaxb
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procédés industriels et serait alors un candidathd& pour la bioconservation. Pour mieux
comprendre I'implantation de cette espéce dansakaice carnée, nous allons commencer par

présenter cette bactérie.

2.2 Lactobacillus sakei

L’origine du nom de cette espece trouve ses ra@ne$934 lorsqu’elle est isolée en
tant que contaminant de la fermentation de l'ala®lriz japonais, le saké (Katag#i al,
1934, Kagermeier-Callaway & Lauer, 1995). Initialsmhnomméd.. sake elle est rebaptisée
L. sakeien 1997 selon les recommandations deTruper etade(Truper & de Clari, 1997).

L'hétérogénéité phénotypique de l'espece et laipitgavec une autre espece résidente
de la viandel. curvatus ont par le passé rendu difficile l'identificatioarrecte des souches
de L. sakei La fermentation du mélibiose et I'hnydrolyse dardinine par la voie arginine
désiminase sont deux criteres phénotypiques ilg#ur distinguer les deux espécds :
sakeiest positif aux deux tests tandis dueurvatusy est négatif (Montel, 1985, Klekt al,
1996a). Par ailleurs, des expériences d’hybridaiDiN-ADN ont montré que.. curvatuset
L. sakei sont clairement séparés au niveau génomique avaosnde 50% d'identité
(Champomieret al, 1987). Alors que I'hétérogénéité phénotypiqud’espéce était connue,
des travaux récents ont révélé également la grdivéesité génomique de I'espece avec 25%

de variation de la taille des génomes (Chaiétbal, 2009).

2.2.1 Habitats de I'espéce

La viande est I'habitat naturel desakeiméme si son réservoir naturel reste inconnu.
L’espéecelL. sakeimontre une large diversité de profils fermentaitasyendant difficile a
classer sur cet aspect phénotypique. Des hybriga#d®N-ADN sur 13 souches ont permis
de démontrer qu’il s’agit pourtant d’un groupe gamue homogene (Champomiet al,
1987). Cette homogénéité a été confirmée par lagatix ultérieurs d’autres équipes
(Korkealaet al, 1988, Hertekt al, 1991, Kleinet al, 1996a). Nous savons aussi queakei
devient la flore dominante lorsque la viande esseovée sous vide.

Plusieurs études ont montré guesakeiétait capable de mener une fermentation naturelle
dans différents produits comme le salami grec ($ane¢ al, 1994) ou la saucisse seche
italienne (Conteret al, 2005) mais n'est pas retrouvée dans la sauciéskesturque
(Adiguzel & Atasever, 2009).. sakeiest cependant une des bactéries le plus fréquemmen

utilisée comme culture starter pour la fermentatten la viande (Ammoret al, 2005a,
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Cocconcelli, 2007). Ajoutée a 4@fu/g, elle peut atteindre i@fu/g dans le produit fini
(Ammor et al, 2005b).

Cependant, la viande n'est pas l'unique écosystdimentaire oll. sakeipeut étre
trouvée. Quelques souches ont été isolées deldgaside la choucroute, du levain et du
poisson fumé (Champomier Vergesal, 2002) et méme récemment d'anchois crls ou salés
ou de poulpe seché salé (Najjerial, 2008) et de Kimchi (Par&t al, 2008).

Par ailleurs, la présence desakeia été décrite dans les feces humains (Wattet,
2001, Heiliget al, 2002, Dal Bellcet al, 2003, Chiaramontet al, 2009, Qinet al, 2010) et
on a estimé sa concentration & &fli/g de féces. Il a été montré également que lgainactus
digestif murin, son implantation n’est que transgo(Chiaramonteet al, 2009). On peut
cependant penser que cette espece appartient aobiote d'animaux utilisés pour la
production de viande, bien que sa présence n'at guaore été décrite chez d'autres
mammiféres que I'Homme et seulement récemment dessintestins de salmonidés
(Balcazaret al, 2007).

2.2.2 Adaptation a son habitat

L. sakeise présente sous forme de batonnets (Figure t)deseextrémités arrondies
(0,6 20,8 um par 2 a 3 um de long), souvent caushdrréguliers particulierement en phase
stationnaire de croissance et groupés par pairehaimes courtes. Le GC% du chromosome
est de 42-44 mol%. Aucune croissance n'est posaildlg°C méme si la plupart des souches
peuvent pousser de 4°C a 429C.sakeiappartient au groupe hétérofermentaire facultatif
(Klein et al, 19964, Stiles & Holzapfel, 1997).

Figure 1: morphologie del. sakei observée par microscopie électronique a balayage
(Plateforme MIMA2, Massy, France).

=



Pour mieux comprendre les facteurs impliqués daumptation del. sakeia la
viande, il est intéressant de considérer cet enmgment comme un substrat nutritionnel
permettant le développement sélectif de diverspgoes bactériennes qui y coexistent, y
croissent et rivalisent.

Parmi ces contraintes technologiques et nutritikessbactéries de la viande doivent se
procurer des éléments essentiels a leur dévelopgenmamment le fer.

L’arginine présente dans la viande peut étre cditde par I'arginine desiminase
(Zunigaet al, 1998, Champomier Verges al, 1999). Le glucose et le ribose sont les sucres
principaux de la viandd.. sakei23K posseéde peu de transporteurs pour l'assiomlates
sucres. On note la présence de six systemes phompsférase (PTS) pour importer le
glucose et le mannose, le N-acétylglucosamineruetdse, le saccharose, le tréhalose et le
cellobiose. Certaines souches ldesakeisont aussi capables de fermenter le lactose et le
galactose (Laurett al, 1996).L. sakeiest hétérofermentaire facultative, ainsi la ferragan
des héxoses est homolactique et réalisée par gbeahnaérobie. Le ribose, I'arabinose et le
gluconate sont eux fermentés par la voie hétéiglast aussi appelée voie phosphocétolase.
Des voies cataboliques existent pour trois carbiatgd :i) le glycérol,ii) le malate etii) le
citrate (Chaillouet al, 2005). LeD-lactate et le.-lactate sont produits pendant la fermentation
des sucres, mais seule lHactate déhydrogénase est présente, la convatgiofactate er-
lactate étant catalysée par une lactate-racémaaler@diet al, 1998). La séquence du génome
a également permis d’identifier des genes donptteduits seraient impliqués dans des voies
cataboliques atypiques pour des lactobacilles, cerarcatabolisme de l'acide sialique et la
voie glycolytique alternative du méthylglyoxal etén conditions de carence en glucose.

La séquence du génome de la soucheakei23K a permis de mieux comprendre
quels peuvent étre les facteurs d’adaptation de espece a I'écosysteme carné (Chaidbu
al., 2005). La viande est un substrat riche en pretiibérant des acides aminés pendant son
vieillissementL. sakei23K est une bactérie auxotrophe pour tous lessac@thinés exceptés
les acides aspartique et glutamique, probablemaehas par déamination de l'asparagine et
de la glutamine (Lauredt al, 1996, Chaillowet al, 2005).

Les procédés technologiques de traitement dealadei générent des changements de
teneurs en oxygene et de potentiel redox, condugda formation de molécules toxiques
comme I'ion superoxyde () et d’hydropéroxydes organiquds.sakeiest aussi capable de
croitre a basse température (4°C) et jusqu’a 9%ete(Marceawt al, 2004), des conditions
rencontrées lors du stockage ou de la conservdésrproduits carnés. L'analyse du génome a
révélé qud.. sakei23K est bien équipée pour faire face aux variatidioxygene et possede

notamment des enzymes permettant d'éliminer legcespréactives de l'oxygéne : elle
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possede une superoxyde-dismutase (SodA), deux Néwdases (Nox), quatre péroxydases
et une catalase heme-dépendante (KatA) (Chagtlal, 2005).

Aucune protéine contenant des domaines de fixaiomucus n’a été identifiée mais on
retrouve de nombreux clusters génétiques CSC @hisvf Surface Complexes) qui
pourraient étre impliqués dans I'adhésion a la itattarnée. Une protéine candidate pour la
formation de biofilm montre 37% d’homologie avecpeotéine BAP (Biofilm Associated
Protein) décrite che8. aureugLasa & Penades, 2006).

Une autre originalité a également été dévoileeordlque les lactobacilles sont
considérés comme une exception dans le monde nmearalr ils n’exigent pas de fer pour
leur croissance (Archibald, 1983, Bruyneeélal, 1989, Weinberg, 1997, Imbert & Blondeau,
1998), le génome a révélé la présence de genestipimment impliqués dans le
métabolisme du fer. Aindi. sakeipossede deux opérons codant pour des ABC traespsrt
potentiellement impliqués dans le transport de demplexé dont un de type Fhu, deux
opérons codants pour des ABC transporteurs a Masgarer de type MtsABC, trois
régulateurs de transcription de la famille Fur (leedptake Regulator) ainsi qu’un régulateur
de type DtxR, sans oublier la catalase (KatA) héldygendante déja connue (Knaaifal,
1992). Par allleurd,. sakeine possede pas de voie de synthése de I'henst.dbac logique
de penser que l'adaptation de sakeia I'écosystéme carné puisse également passer par
une/des fonctionalité(s) en lien avec le métabdigin fer et de 'heme dont la viande est

riche.

L. sakeisemble donc étre une bactérie lactique bien adapta niche écologique ou
elle est naturellement présente. En particuliandlyse du génome met en avant la présence
d’équipements spécifiques permettart.ssakeide gérer les stress oxydants, les sources de
carbone et les éléments essentiels, ainsi que aléeper et de coloniser la surface de la

viande.

2.2.3 Diversité de I'espéce

Des études basées sur des caractéristiques bigaesnet physiologiques ont décrit
une grande hétérogénéité phénotypique des souehessadkei Des empreintes protéiques
cellulaires totales et une analyse RAPD (Randomiyphfied Polymorphic DNA) ont
conduit a conclure que I'espéte sakeipourrait étre divisée en deux sous-groupes (Kéein
al., 1996b, Berthier & Ehrlich, 1999). Ces sous-graupent décrits comme les deux sous-

especes. sakeisubspsakeiet L. sakeisubsp.carnosus McLeodet al (McLeod et al, 2008)
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ont examiné en 2008 la biodiversité de 10 soucleds. dakeiisolées de I'alimentation en
utilisant des tests phénotypiques et des technid@espreinte protéomique identifiant deux
groupes génétiques. Cependant, ces groupes géwtigusont pas corrélés avec des groupes
phénotypiques obtenus en analysant la fermentd@srsucres. Chailloet al (Chaillouet al,
2009) en 2009, aprés analysesilico du genome dé.. sakei23K ont identifie 27 ilots
génomiques et prés de 50 génes probablement issusradsferts horizontaux. Des
expériences d’hybridation soustractive ont pernidedtifier de nouveaux genes absents de
la souche séquencée. Une collection de 73 souéhasiennées pour représenter une large
diversité d’origine de substrats carnés et de zgeegraphiques a été criblée sur la présence
ou l'absence d'une soixantaine de génes discrimatssi, une dizaine de clusters de
souches ont été décrits. L'étude révele une largedsion de l'origine des souches au sein
des clusters. Cette étude a également révéléffésedices de taille des génomes de I'espece
L. sakej s’étalant de 1815 kb a 2310 kb soit pres de 28%attiation. On notera ici que la
taille moyenne des génomes ldesakeisubspsakeiest de 2100 kb contre 2000 kb pour la
sous especearnosus rendant ce caractere non efficace pour distinde®rsous-espéeces.
Cette étude, menée sur un pannel plus large queet&dente (73 souches contre 10) montre
clairement que I'espede sakeiest représentée par un ensemble de 10 clustepsnggres.

En se référant au systéme de classification dghligtbasé sur des profils protéiques et
principalement sur celui de la protéine Gap, lassespecearnosusreprésenterait 7 clusters
et la sous-espéamkei3 clusters. Une hétérogénéité génomique ressoseimudes clusters,
tels par exemple, des réarrangements génomiques,indégrations ou des délétions.
L’ensemble de ces observations suggére des phéesradaptatifs de I'espéce aux différents
habitats qu’elle colonise.

2.2.4 Utilisation pour la bioconservation

Dans les produits carnés, sa capacité a coloneteécosysteme fait de sakeiun
candidat intéressant pour la bioconservation. (899 lil a été observé que des souches de
bactéries lactiques isolées de plats cuisinés @& tbaviande montraient des effets inhibiteurs
sur la croissance de monocytogenest E. coli O157:H7 (Bredholet al, 1999). Les cinq
bactéries lactiques utilisées pour I'étude appartam toutes a I'espede sakeiet il a alors
été proposeé pour la premiére fois d'utiliser cetpece comme culture protectrice pour la
conservation des produits carnés. En effesakeipeut produire du péroxyde d’hydrogene a
partir de I'oxygéne et les souches produisant doxyéle d’hydrogene ont souvent des effets

antibactériens contre des contaminants dans larinoer (Condon, 1987). Cependant, la
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production de péroxyde d’hydrogene peut affecteulalité du produit fini en apportant entre
autre des défauts de coloration ou une saveur rhexel et al, 1998). Toutefoisl.. sakei
posséde une catalase heme-dépendante (KatA) quit tédpéroxyde d’hydrogene et est
active dans I'écosysteme carné riche en heme ceniirnise ce probleme. Comnhe sakei
23K ne possede pas de voies cataboliques poutafhise et la tyrosine (Chailloat al,
2005), elle ne produit pas d’amines biogénes refagbur la santé humaine. On note
également la présence de quelques génes qui pirétre impliqgués dans la production
d’hypothiocyanate, molécule bactériostatique etiic@ontre les bactéries a Gram négatif,
bien que leur fonction n’ait pu étre démontrée é3mt al, 2008).

Une autre caractéristigue importante pour la kiseovation est la capacité des
bactéries a produire des bactériocines. Bien qeédaence du génome de la souche 23K ne
révele pas de genes complets codant pour des ibaoiés, I'especk. sakeiest connue pour
étre productrice de ces molécules. Les bactérisgpneduites par des souched dsakeisont
appelées sakacines. Les sakacines K, A, M, P, X @&t la lactocine S ont été isolées et
caractérisées de souched.dsakei(Sobrinoet al, 1992, Tichaczekt al, 1994, Hugat al,
1995, Champomier Verges al, 2002, Simoret al, 2002, Vaughaet al, 2004) et possedent
des effets inhibiteurs contre des especé&nidrococcusde Carnobacterium et contreL.
monocytogenesDe plus, il a été montré que des cultures deollse L. sakeil0A, non
bactériocinogenique, pourraient prolonger la dud@gservation de plats de viande préparées
(Vermeirenet al, 2006b).L. sakeiposséde egalement la capacité a inhiber la craiesael.
monocytogenedans le saumon fumé, sans produire de sakacinaffa@ al, 2001), et de
Listeria innocuadans le jambon en tranches (Hegekeal, 2007). Une souche de sakeia
montré, lorsqu’elle est combinée aveccurvatus une activité anti-isteria sur la viande de
bceuf fraiche et sur la viande de volaille (Daetwal, 2008). En utilisant des cultures starters
sélectionnées a partir de la flore endogéne, ilpessible d’améliorer la sécurité sanitaire
pendant la préparation de saucissons secs framgaighibantL. monocytogeneéTalon et
al., 2008).

Outre sa faculté a produire des composés antiiiatsél. sakeipourrait priver les
bactéries pathogenes ou d’altération de certaiegsources, que ce soit les sucres ou bien
encore des éléments essentiels a leur développearante le fer. Cette derniére hypothese a
d’ailleurs été formulée par Kett alen 1995 (Kotet al, 1995). En effet, le fer est un élément
essentiel a la croissance des bactéries pathogériBaltération (Champomiest al, 1987,
Ratledge & Dover, 2000). Dans ce cas, si la flandogene, par définition importante et
adaptée, est capable d’'importer le fer, elle ppotentiellement les espéces indésirables de

cette ressource. Contrairement aux bactéries lagiggt notamment aux lactobacilles, des
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bactéries commEk. monocytogenesont affectées dans leur développement en abslenics
(Simonet al, 1995, Jiret al, 2006).Cet effet n'est d’ailleurs pas sans rapgalae des plus
importantes défenses innées du corps humain @ kst virtuellement inaccessible ¢£0/1)

pour les bactéries pathogenes (Bulml, 1999).
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2.3 Homeéostasie du Fer et de I'Heme chez les bactéries

2.3.1 Aspects généraux

Le fer est I'un des éléments les plus abondant3aue. Il représente pres de 34% en

masse de la planéte (Morgan & Anders, 1980). Apparit a la premiére série des métaux de
transition, il possede une excellente conductigéé électrons. Cette propriété en fait un co-
facteur essentiel dans les systémes biologiques, bdetéries a 'Homme. Les besoins
intracellulaires en fer peuvent représenter jusdu886 du poids sec chez les bactéries (Rouf,
1964). Bien qu’il s’agisse d’'un élément tres abandih est trés peu accessible.
En présence d’oxygéne, le fer est rapidemment ozpdé formes d’oxydes de Fell (rare), de
Felll ou Fell/lll qui sont minéralisés respectivathen wustite, hématite et magnétite. En
solution, le fer est présent sous deux formes imsq ferreuse (Fell), en conditions
réductrices (solubilité 0,1 M a pH 7) ou ferriqée(ll), soluble en milieu acide (et seulement
10*M a pH 7).

Dans notre atmosphére, riche en oxygéne, le fee lest donc majoritairement
minéralisé et peu accessible pour les bactériks fedeudomonas fluorescefidirleau et al,
2000),Listeria monocytogeng8archini & Cowart, 1996) oégrobacterium tumefaciergui
peuplent les milieux acellulaires, aquatiques osole En conditions anaérobies, le fer libre se
trouve sous forme réduite ou ferreuse soluble e ptcessible aux organismes vivants. Ces
conditions sont par exemple rencontrées par lete@s du tractus digestif, les bactéries des
fonds marins ou les bactéries utilisées dans lasdd’épuration qui sont des environnements
pauvres en © Quel que soit leur habitat, environnement ouésyst biologique, la plupart
des bactéries doivent faire face a une carence pegetuelle en fer (Weinberg, 1978).

L’'Homme et les animaux acquierent le fer par imentation, méme s'’ils absorbent
mieux le fer de la viande (fer héminique) que distes (fer non héminique). Dans les
systemes biologiques, le fer est trés raremeng liar il est trés réactif et la majorité de cet
élément est sous forme de fer héminique, c'estealiédi a la molécule de protoporphyrine IX
(PPIX). Plus de 95% du fer dans le corps humairogstisé a I'intérieur des cellules, inclus
le plus souvent dans des protéines a héme ou hémoms comme I’hémoglobine dans les
érythrocytes ou la myoglobine dans les muscledetet 'héme restant sont extracellulaires
et sont peu tolérés par I'organisme qui les prendrarge rapidemment grace a des protéines
circulantes comme la transferrine pour I'ion fer llwemopexine pour la molécule d’heme.

Finalement, dans les fluides humains, le niveatedéisponible est si bas que ceci les rend
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bactériostatiques (Griffiths & Williams, 1999). Lebactéries pathogenes sont donc
confrontées a une faible accessibilité au fer @uét al, 1999). Des bactéries commne
aureusou L. monocytogenesnt absolument besoin du fer pour se multipliete€h s’en
procurent aux détriments de leur hbte ce qui cdnduk processus infectieux (Skaar &
Schneewind, 2004, Jiet al, 2006). Pour ces bactéries, il s’agit d’un sigpalr activer
I'expression d’'un panel de protéines nécessairassarvie et a la colonisation, comme des
génes codant pour des transporteurs ou des hémesysi

Le fer possede un rble important comme centre lyt@pae d’enzymes
d’oxydoréduction. Ces enzymes sont impliquées damsnsport d’électrons, I'activation de
I'oxygéne, la résistance aux stress péroxydeshtaogynthése et la synthese de molécules
comme les acides aminés ou I’ADN. La quantité danézessaire pour assurer une croissance
optimale est propre a chacune des especes baogsien si elles sont difficiles d’acces, les
ressources en fer pour les bactéries sont nomtwelsefer est donc un élément important
pour le développement bactérien mais aussi pourdéence lors d’infections, c’est pourquoi
beaucoup d'études ont été menées chez des espditeganes.

Comme pour les nutriments, les bactéries doivardurauler le fer dans leur
cytoplasme contre son gradient de concentrationeetnéme si le fer est soluble. Cette
accumulation exclut les transports par diffusian@e qui ne pourraient permettre d’assurer
les besoins. C’est aussi vrai pour la molécule mdéui malgré sa potentielle diffusion au
travers des porines de la membrane externe deérieach Gram négatif (Genco & Dixon,
2001), ne peut pas diffuser librement au travers membranes plasmiques des bactéries
(Light & Olson, 1990, Létofféet al, 2006). Ceci nécessite alors des systémes detndns
spécialisés qui utilisent de I'énergie.

Dans I’heme, le fer est encore plus réactif, silisation doit également étre finement
régulée car 'heme peut présenter un effet toxigmer les cellules bactériennes a trop forte
concentration. Le seuil de sensibilité a 'hémeevaelon les especes. Ainsi, on observe une
toxicité chez Helicobacter pylori dés 15,6 nM (Senkovichet al, 2010) alors que
Corynebacterium diphteriageut tolérer jusqu’a 10 uM (Bibb & Schmitt, 2010).

La surcharge en fer ou en héme étant toxique lpsractéries, leur acquisition et leur
utilisation doivent donc étre finement réguléesishiles genes impliqués dans I'utilisation du
fer sont exprimés quand le fer est présent a lisweles genes impliqués dans son acquisition
qui sont plus fortement exprimés en cas de faibdance dans des espéces corameli
ou Salmonella typhimuriunfHantke, 2001). La disponibilité en fer est perguweniveau du

cytoplasme par des régulateurs de transcriptioci@ses, fer-dépendants, le plus souvent de
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la famille des Ferric Uptake Regulators (Fur). Gégulateurs sont généralement des
répresseurs en présence de fer. lls vont se fiverpaomoteurs de génes de transport par
exemple. Ceci permet a la cellule de mainteniraux tonvenable de fer.

Pour résumer, le fer est un élément abondant @wslet al, 2003, Morgan &
Anders, 1980), important pour la cellule, difficilfacces et tres réactif. Nous allons
maintenant détailler les propriétés des sourcdsrde portée des bactéries, et quels systéemes
ces dernieres ont développé pour acquérir et regeteslément.

2.3.2 Sources de Fer dans I'environnement bactérien

2.3.2.1 Sources de fer libre

Malgré sa forte abundance sur Terre, le fer litsetes peu accessible biologiguement et
n’est disponible qu’en conditions anaérobies owcéites.

Fer insoluble ou minéralisé

En conditions aérobies, le fer est présent majoeinent sous forme ferrique et se
trouve minéralisé sous des formes tres difficil@scks pour les bactéries. La réduction du fer
ferrigue en fer ferreux est une étape primordiadarpncorporer le fer dans les enzymes.

Alors que cette étape est généralement cytoplamigertaines bactéries ont
développé des systemes de réductases extracelduldont I'existence a été a plusieurs
reprises mentionnée (Schroderal, 2003). L'activité de telles enzymes a été détedans
des bactéries comnhke monocytogenesu I'enzyme serait liée a la surface ou sécréads ¢t
milieu. Cette activité est dépendante de la présehc NADH, de flavine mononucléotide
(FMN) et de M@* mais I'enzyme n’a pu étre purifiée (Barchini & Cany 1996). La seule
réductase extracelullaire qui ait été isolée eké e Mycobacterium paratuberculosimais
chez qui la flavine ne semble pas requise poutiViée (Homuthet al, 1998). Cette activité
réductase extracellulaire a pourtant pu étre dégechez. coli, Pseudomonas aeruginosa
S. typhimuriun{Vartivarian & Cowart, 1999).

Grace a cette activité, le fer insoluble ou minééapourrait constituer une source pour de

nombreuses bactéries.
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2.3.2.2 Sources de fer complexé

Heme

La forme la plus abondante de fer dans les systdnwdogiques (a hauteur de 95%)
est le fer héminique ou heme. Nommé hémine lorégder est oxydé ou hématine lorsqu’il
est réduit, pour une meilleure compréhension, Bera utilisé que le terme héeme.

L’heme est une molécule circulaire, la protoporpigiX, contenant en son centre un atome
de fer lié par quatre résidus pyrolle (noyau tétralke). Les porphyrines sont les co-facteurs
enzymatiques les plus colorés et les plus abondiamts la nature (Modun & Williams, 1999),
que ce soit dans la chlorophylle (Mg-tétrapyrrae)’hémoglobine (Fe-tétrapyrrole).

L’heme peut représenter pour les bactéries seitsonrce de fer et de porphyrine pour
des especes comrie aureugSkaaret al, 2004b),Enterococcus faecali@rankenbergt al,
2002), ouHaemophilus influenzaéMorton et al, 2009), soit uniqguement une source de
porphyrine comme chez I'espécactococcus lacti$Pedersert al, 2008).

Hémoprotéines

Dans les systemes biologiques, la quasi-totalité 'Hiéme est associée aux
hémoprotéines comme I'hémoglobine ou la myoglolmunepeuvent constituer elles-mémes
des sources de fer et/ou de porphyrine pour leghes.

L’hémoglobine (80 kDa) est la protéine de transpler I'oxygene, qui est localisée
dans les érythrocytes. Elle se présente sousraefdiun tétramere @et 20) et chaque sous-
unité fixe une molécule d’héme de facon covalehteémoglobine, ajoutée dans un milieu
déplétée en fer, est suffisante comme seule salecker pour supporter la croissance de
bactéries comm¥ersinia pestigThompsonret al, 1999) ouNeisseria meningitidigBracken
et al, 1999).

La myoglobine (17 kDa) est une protéine abonddates le muscle et lui confere sa
couleur rouge. Contrairement a I'hémoglobine, I'eeniest pas lié de facon covalente a la
protéine et aucun systeme de transport spécifigqu dnyoglobine n’a été décrit. Aucune
interaction directe de la myoglobine avec la swafébactérienne n’a été montrée jusqu’a
présent, et il est donc vraisemblable que I'ufiidade la myoglobine reléve des systemes de

transport d’héme uniquement.
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Hémopexine et Haptoglobine

Dans certaines circonstances, comme lors de ka digs érythrocytes, I’heme et
I’'hnémoglobine peuvent se retrouver libres dansriautation sanguine.

Molécule hautement réactive, 'héme est fixée imiae&ment par 'hémopexine
(Tolosano & Altruda, 2002). L’hémopexine constituee source de fer pour certaines
bactéries comméd. influenzae Ainsi, le systeme HxuCBA dél. influenzaeest capable
d’utiliser spécifiqguement le complexe héme-hémopexcomme source de fer et d’heme
(Miethke & Marahiel, 2007). Récemment, l'intéractidle HxXuA avec 'héme ou I'heme-
hémopexine a été démontrée (Foureieal, 2011).

L’hémoglobine libre n'est pas tolérée par le cogie est donc rapidemment prise en
charge par I'haptoglobine. Ce complexe haptoglobémoglobine peut également constituer

une source de fer ou d’heme pour des bactéries ednmeningitidigLewis & Dyer, 1995).
Transferrine/lactoferrine

Les protéines synthétisées par I'hGte pour fixkyuetransporter le fer libre, telles que
la transferrine et la lactoferrine constituent é@sarvoir important de fer pour les bactéries.

La transferrine est une protéine du sérum, eitgptatie du systéeme immunitaire inné
et sert au transport et au contréle de la condsrale fer libre. Elle est constituée d’'une
seule chaine protéique bilobée d’approximativer8@rikDa.

La transferrine possede deux sites de fixationedulfe site a est plutét associé a la fixation
du fer a bas pH et est localisé dans la région Mminale. Le site b est localisé dans la
région C-terminale et fixerait le fer a des valedespH neutres ou physiologiques. Ces sites
semblent posséder des roles fonctionnels dist{rtescher & Huehns, 1968). La transferrine
n'est généralement saturée qu'a 30% soit envirdnm@/100 ml de fer alors qu’elle peut en
fixer jusqu’a environ 360 mg. La transferrine hungapossede une forte affinité pour le fer
ferrique (Felll) de I'ordre de FBM™ & pH 7.4, qui décroit avec la baisse des valearsH
(Aisenet al, 1978, Moos & Morgan, 2000).

La lactoferrine est une glycoprotéine présentesdes sécrétions, comme le lait ou la
salive, qui fixe le fer. Bien que présentant ungefadessemblance avec la transferrine, la
lactoferrine n’est que peu décrite comme sourcéedsi ce n'est pour les especes du genre
Neisseria (Schryvers & Morris, 1988, Legraiet al, 1993). En revanche, son pouvoir
antibactérien est souvent mentionné (Gonzalez-Ghetval, 2009). Elle pourrait étre utilisée

comme agent antibactérien en thérapeutigue hun{@ohoa & Cleary, 2009) et elle est
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utilisée pour limiter la contamination bactériersug la viande aux Etats-Unis (Al-Nabulsi &
Holley, 2007, del Olmoet al, 2009) mais pas en Europe ni en Australie
(http://www.meatupdate.csiro.au/new/Activated%2Qbéerrin.pdf).

2.3.2.3 Autres sources de fer

Sidérophores

Les sidérophores, molécules de taille inférieuekda, sécrétés pour acquérir le fer
de nombreuses sources, par certaines bactériemyedesPseudomonagCornelis, 2010) ou
les Staphylococc{Beasley & Heinrichs, 2010), peuvent constituer soerce de fer pour les
bactéries qui cohabitent au sein du méme enviroenenmAinsi, certaines bactéries ne
produisent pas de sidérophores mais se serverdguwkepcoduits par d’autres especes comme
c'est le cas pourl.. monocytogenegSimon et al, 1995, Jinet al, 2006), P. fragi
(Champomier Vergest al, 1996) ou encor&. aureugGrigg et al, 2010). Cette derniere
espece est ainsi capable a la fois d’en produidéugtiser ceux produits par d’'autres espéeces.

Ferritines de I'hGte

Les ferritines constituent une famille de moléswphériques destinées a séquestrer le
fer dans le cytoplasme des cellules eucaryotes @ipracaryotes et en cas de carence
fournissent le fer a la cellule. En cas de lyse lalecellule, elles se retrouvent dans
'environnement et pourraient ainsi constituer useurce de fer pour les bactéries

(Wandersman & Delepelaire, 2004).

S. aureuscomme source de fer

Une étude a montré gqu® aeruginosaetait capable de lyser et d'utilis&: aureus
comme source de fer (Mashbwhal, 2005). L'analyse de I'expression de génes, isdeiit
conditions de carence en fer chezaeruginosamenée en co-culture av8c aureusmontre
que P. aeruginosapercoit cette co-culture comme une condition dredamnce en fer. Les

mécanismes conduisant a la lyseSdaureusie sont pas encore bien compris.

2.3.3 Transport du fer par les bactéries

Pour importer le fer au travers de la membransnpigue, les bactéries font appel a
des systemes qui utilisent de I'énergie. Ce soittdss systemes de transport a force proton

motrice qui se servent du gradient de protons @épér des pompes pour accumuler des
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composeés contre leur gradient de concentrationottules plus souvent des systemes ATP
Binding Cassette (ABC).

Les bactéries ont développé des stratégies vgp@@sse procurer le précieux métal
de transition qu’est le fer. Son transport par bestéries doit étre considéré selon trois
aspects 1) la nature du fer (libre ou lié)i) la nature de la paroi bactérienne (mécanismes
différents pour les bactéries a Gram positif etnGraegatif) etiii) la nature de I'interaction
avec |'élément: directe (impliguant un contact avia bactérie) ou indirecte par
I'intermédaire d’un composé produit par la bactélties complexes formés par ces molécules
avec le fer ou I’'hneme sont alors reconnus par despteurs a la surface des cellules. Cela
représente au final cing voies d’acquisition dugar les bactéries dont la figure 2 est une

représentation schématique.

Figure 2 : Acquisition et devenir du fer et de I'hnéme cHeg bactéries. Présentation des
principales sources de fer et d’héme de I'enviromeret des bactéries. Cing types de systemes
d’acquisition ont été décrits. Le fer et 'héme tsospectivement représentés par une petite

sphére et un octogone rouges [selon (Anzaldi & §kE4.0)].
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Chez les bactéries a Gram négatif, les sourcesedesont transportées vers le
cytoplasme en empruntant des voies spécifigues delechéma suivant (Figure 2 i) : un
récepteur spécifique a la membrane externe, unttipeonavette périplasmique (PBP =

periplasmic binding protein) qui va permettre denerde substrat vers un transporteur ABC a
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la membrane interne (Braun, 2001). Les systemeazjdisition du fer sont généralement bien
décrits chez les bactéries pathogénes (Jacqued,, 20andersman & Delepelaire, 2004) et
plus particulierement chez. coli, Serratia marcesceny¥. pestigPerry & Brubaker, 1979) ou
encoreH. influenzagStull, 1987)

Chez les bactéries a Gram positif, l'utilisation du moins la démonstration de
I'utilisation de différentes sources de fer comnae ttansferrine, I'hémoglobine ou la
myoglobine a été démontrée plus récemment quelebearam négatif (Modun & Williams,
1999 , Drazelet al, 2000 , Sebulsket al, 2000, Vanderpool & Armstrong, 2001 , Taylor &
Heinrichs, 2002, Leet al, 2002, Mazmaniaet al, 2003). Contrairement a celle des bactéries
a Gram négatif, I'enveloppe des bactéries a Grasitipest composée d’'une seule membrane
mais surtout d’'une paroi épaisse. Cette paroimststructure complexe composée de saccules
de muréine et de polysaccharides, d’acides téicesicet de protéines difficile a traverser
(Navarre & Schneewind, 1999).

Chez les bactéries a Gram positif, les sourceferdsont prises en charge suivant un
schéma qui différe de celui des bactéries a Gragatiié des protéines affines liées a la paroi
ou a la membrane (équivalentes aux protéines masveis bactéries a Gram négatif) sont
secondées par un ABC transporteur qui permet |lsagasau travers de la membrane
plasmique. Il peut exister plusieurs récepteurscsié qui utilisent un systéme ABC commun
(Figure2 iv) (Krewulak & Vogel, 2008). Les protémaffines sont exposées a la surface.
Elles sont soit liées grace une extrémité aminategle hydrophobe dans la membrane
plasmique soit liees de facon covalente au peplydage grace a la présence d’'un motif de
type LPXTG (ou NPQTN) dans leur région carboxy-teate. Cette liaison au
peptidoglycane est obtenue par l'action d’enzymesgcislisées appelées sortases ou
transpeptidases (Ton-That al, 2004, Maresso & Schneewind, 2006). Il existe gesyde
sortases (A, B, C et D) mais seule I'implications ddeux premieres est avérée dans le

métabolisme du fer.

2.3.3.1 Acquisition du fer libre

Acquisition directe

Du fait de la faible solubilité du fer, ce modectjuisition du fer libre n’est possible
que pour le fer ferreux (Fell) et dépend de sysgesiteés dans la membrane plasmique.

Si des systemes de transport a force proton neadiectype MntH, initialement décrits
pour le transport du manganése, ont été montréériexgntalemnt capables d’'importer le

Fell comme par exemple chéz lactis (Turneret al, 2007), dans la majorité des cas pour
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traverser la membrane plasmique des bactéries ra Gégatif ou a Gram positif, le Fell est
pris en charge par des systemes de transport ae RgpABC Ferrous iron transport),
représenté cheg. coli en figure 3 (Cartroret al, 2006). Ces systéemes de type Feo ont été
particulierement bien décrits chEz coli (Kammleret al, 1993) ouL. monocytogene@lin et

al., 2006).

Figure 3 : Systeme FeoABC. Représentation schématiqueadquisition du fer Fell par le
systeme Feo chdz coli. (Cartronet al, 2006).

] Outer membrane

-\‘:.‘-:\:\\E\\-:“ N = _:- N\
v.ﬁ?;\\\\;\.\Pormj
ANRRRRRRRR RN

Periplasm

N Cytoplasmic membrane

ChezE. colile systeme est constitué de 3 protéines : FeodB le¢ FeoC. La protéine
FeoA est une petite protéine de 75 acides aminégslddonction est inconnue. La protéine
présente des similarités dans sa séquence pegtidigqae le domaine C-terminal du régulateur
DtxR suggérant une fonction liée a la régulationlpder. La protéine FeoB est une perméase
utilisant I'énergie issue du GTP grace a sa réfieterminale qui présente des homologies
avec des domaines de protéines G. Enfin, la p@féaoC est une petite protéine de 78 acides
aminés qui posséde des répétitions de cystéinellagles a celles nécessaires a la fixation
de clusters Fer-Soufre, ainsi qu’'un domaine hébce-hélice dans sa région amino-terminale
ce qui suggere une fixation a 'ADN et donc unecton de régulateurs de transcription
redox et/ou métal dépendant.

Par ailleurs, une implication de FeoB dans la leimae a été montré chdz
monocytogeneglin et al, 2006) mais aussi chextreptococcus suiArandaet al, 2009).
Chez ces espéces une régulation par le régulasssctiptionnel Fur a en outre été montrée.
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Des homologues du systéeme Feo sont retrouvéesdshebpmbreuses especes a Gram
positif et a Gram négatif (Cartrat al, 2006). Les génomes de différentes bactérieglaesi
en hébergent également et leur fonctionnlité avé&étrée chestreptococcus thermophilus
lors de son interaction avec une autre bactérigqles Lactobacillus delbruecki(Herve-

Jimenezet al, 2009).
Acquisition indirecte du fer libre par les sidéroptores

La synthese de sidérophores constitue le mode umae probablement le plus
performant, d’acquisition du fer par les bactériksst tres répandu et tres étudié chez les

bactéries a Gram négatif.

Figure 4 : Exemples de sidérophores représentatifs et [gnaducteurs naturels. Les ligands
impliqués dans coordination du fer sont surlignésatécholates en rouge, phénolates en
orange, hydroxamates en jaune paleaydroxy-carboxylates en vert clair, et lascéto-

carboxylates en bleu-vert (Miethke & Marahiel, 2p07
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Les sidérophores sont de petites molécules, duailke inférieure a 1 kDa et
hautement électronégatives, qui fixent le fer tgrel avec une tres forte affinité, supérieure a

10°M™ (Crosa & Walsh, 2002, Andrevet al, 2003). lls sont classés en trois voire quatre
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groupes principaux (Figure 4) selon la nature gand pour le fer i) les hydroxamatesi)
les catécholates @t) les carboxylates et un groupe émergent iv) méategligands (Miethke
& Marahiel, 2007).

Les sidérophores sont synthétisés dans le cytoplasn réponse a une faible

disponibilit¢ en fer intracellulaire et exportés uposolubiliser le fer dans le milieu
environnant. Plus de 500 sidérophores, aussi bimz ¢tes bactéries a Gram positif que
négatif, ont été décrits (Wandersman & Delepel&igd4).
Il existe deux voies principales de biosynthese sidérophores (Barry & Challis, 2009) :
'une menée par une famille multienzymatique moilelgdou Non Ribosomal Peptide
Synthetase = NRPS) (Crosa & Walsh, 2002) et l'adite NRPS indépendante (NRPS
Independent Synthetase = NIS) (Challis, 2005).

La voie NRPS est utilisée pour la biosynthese idérgphores de type catécholate
comme l'entérobactine H. coli, de Shigella spp de Salmonella entericat deKlebsiella
spp, la yersiniabactine d€ersinia spp la pyochéline et la pyoverdine & aeruginosala
vibriobactine deVibrio choleraeet la mycobactine dil. tuberculosigMiethke & Marahiel,
2007).

Les hydroxamates et carboxylates sont eux géméealeassemblés par la voie NIS
(Challis, 2005). Cette voie de synthése, moinsi®éque la voie NRPS, fait intervenir de
nombreuses enzymes telles que des monooxygénasssdétarboxylases, des amino-
transférases, des acyltransférases, des aminolayades et les aldolases (Challis, 2005).
Parmi les sidérophores synthétisés par cette voieetrouve I'aérobactine d&. coli,
I'alcaligine deBordetella pertussi®t Bordetella bronchisepticet la staphylobactine ds.
aureus(Miethke & Marahiel, 2007).

Il existe également un mode de synthése qualifighdide comme c’est le cas pour la
pétrobactine cheBacillus anthracisqui fait intervenir les voies NRPS et NIS (Barry &
Challis, 2009).

La biosynthése et la sécrétion des sidérophotessssciée a la synthése de récepteurs
pour récupérer les complexes ferri-sidérophoresndieu (Figure 5). Ces récepteurs sont
parfois capables de reconnaitre plusieurs sidéregh®ar ailleurs, certaines especes comme
L. monocytogenegSimon et al, 1995, Coulangest al, 1996) sont capables d'utiliser des
sidérophores qu’elles ne produisent pas, voire neelyisent aucun sidérophore mais sont
capables d'utiliser ceux produits par d’autres espale leur environnement. On parle alors

de l'utilisation de xénosidérophores comme cRe#ragi (Champomier Vergest al, 1996),
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L. monocytogenedin et al, 2006),Neisseria gonorrhoeagStrangeet al, 2011) ouS. aureus
(Sebulskyet al, 2000, Skaaet al, 2004b).

Chez les bactéries a Gram négatif, un réceptdéué slans la membrane externe,
délivre les complexes ferri-sidérophores aux rémagt situés dans la membrane
cytoplasmique. CheE. coli, 6 récepteurs (Cir, FecA, FepA, FhuA, FhuE et FRont
capables de reconnaitre des sidérophores varigsle seule I'entérobactine est synthétisée
(Hantke, 2001). Ces récepteurs, localisés danstabrane externe, sont bien décrits et pour
certains cristallisés comme FepA (Buchaeamal, 1999) et FhuA (Fergusaet al, 1998). lIs
constituent de larges porines qui forment des tamxdéta fermés par leur extrémité amino-
terminale (Cornelis, 2010). Ces récepteurs néesgdite I'énergie qui leur est transmise par
le systeme TonB (Letain & Postle, 1997 , Moeck &uffan, 1998), qui transfére I'énergie de

la membrane interne a la membrane externe (Beaah 1999).

Figure 5: Représentation schématique de I'acquisition @u par [I'utilisation des
sidérophores chez une bactérie a Gram né@adudomonalselon (Cornelis, 2010)].
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Certaines bactéries a Gram positif, com®e aureus produisent également des
sidérophores (Courcet al, 1997, Daleet al, 2004a, Parlet al, 2005). Cette espece produit
4 sidérophores différents : la staphyloferrine A,staphyloferrine B, l'auréochéline et la
staphylobactine (Dalet al, 2004a). Les complexes ferri-sidérophores peuggetreconnus
par au moins 4 systemes de transport décrggABC, fhuABC, sitABC, et sSABCD
(Sebulskyet al, 2000, Morrisseyet al, 2000, Cabrer&t al, 2001, Sebulsky & Heinrichs,
2001, Daleet al, 2004a, Daleet al, 2004b). Par exemple, le systeme SirABC reconnait
spécifiguement la staphylobactine (Dateal, 2004b).
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2.3.3.2 Aquisition du fer complexé

2.3.3.2.1 Acquisition indirecte

Elle se fait par I'intermédaire des sidérophoregs efficaces pour solubiliser le fer,
les sidérophores s’averent également tres efficpces récupérer le fer complexé a la
transferrine ou & la lactoferrine. Leur affinitégrélevée pour le fer ferrique, ™ pour
I'entérobactine (Loomis & Raymond, 1991), surpasslte de la transferrine, T8M a pH 7.4
(Aisenet al, 1978) ce qui conduit a la récupération du ferlparsidérophores, eux-mémes
capter ensuite par les bactéries. Cependant, damsilieu circulant, comme la circulation
sanguine, certaines bactéries peuvent avoir in@réisposer d’'un systéeme d’acquisition
directe du fer complexé, sous peine de voir lewsi-sidérophores se diluer dans

I'environnement.

2.3.3.2.2 Acquisition directe

Plusieurs especes bactériennes ont été décribesmeaapables d'utiliser le fer de la
transferrine et de la lactoferrine directement. &ample, la transferrine constitue une source
de fer utilisée par des bactéries commefragi (Champomier Verge®t al, 1996), C.
diphteriae (Schmitt, 1997) ou encol®. aureuset Staphylococcus epidermidislodun et al,
1998) respectivement dans et sur I'h6te. C’est deizseriaque le systeme a été le mieux
détaillé (Schryvers & Morris, 1988).

Chez Neisseria l'acquisition du fer a partir de la transferrise fait grace aux
Transferrin Inding proteins TbpA et TbpB et a partir de la lactofernpae LbpA et LbpB que
I'on appelle aussi récepteur bipartite. Les germant pour ces protéines sont arrangés en
opérons (Legrairet al, 1993) et régulés par le fer, probablement viarégulateur de la
famille Fur (Schryvers & Morris, 1988). Des mutandgficients des protéines ThpB
(Andersonet al, 1994) et LbpB sont toujours capables, mais meffisacement, d’acquérir
le fer (Schryvers & Stojiljkovic, 1999). Ceci suggégque le systéme ancestral repose sur
TbpA et LbpA et fait de ThpB et LbpB des protéimgs accélerent I'acquisition (GrayOwen
& Schryvers, 1996, Schryvers & Stojiljkovic, 19%etzeret al, 1999, Siburet al, 2009).
L’identité de séquence des Thbp avec le récepteusia@érophores FepA de coli (Buchanan
et al, 1999) et d'autres protéines Ton-B dépendantaggese que ces protéines sont des
protéines de la membrane externe chez les bactééfi@am négatif (GrayOwen & Schryvers,

1996) formant un canal pour le fer.
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TbpA et TbpB sont de grandes protéines (TbpA ~KDA et TbpB ~66 a 85 kDa) qui
se fixent sélectivement a la transferrine ou aatddferrine de I'néte ou d’espéces proches
(Schryvers & Morris, 1988, GrayOwen & Schryvers9ap Cette sélectivité est attribuée aux
protéines TbpB et LbpB qui intéragissent avec chades lobes de la transferrine et de la
lactoferrine (Linget al, 2010). CheMoraxella catarrhalis une sélectivité de TbhpB pour la
forme chargée de la transferrine humaine a été diééw(Yu & Schryvers, 1993, Retzer
al., 1999). Cette sélectivité peut étre due a la natibn de conformation de la transferrine
entre la forme chargée (holo ou fermée) et la fodéwhargée du fer (apo ou ouverte) (Jeffrey
et al, 1998).

Les liaisons qui existent entre TbpB et I'holofis&errine humaine (hTh) sont fortes
et nécessitent une dénaturation par chauffage é&empce d'urée et SDS pour étre rompues
(Vonder Haaret al, 1994). Du c6té de la transferrine, de nombreugtiges issus de
différentes régions de la protéine sont reconnuslgarotéine ThpB. La fixation de ces
peptides est observée qu’ils appartiennent a ue dobl'autre de la transferrine. Des études
suggerent que les protéines TbpBMNlemeningitidiset M. catarrhalis sont bilobées et que
chacun des lobes interagit avec ceux de la tramsferExpérimentalement, les protéines
TbpB et LbpB ne sont pas indispensables mais @émettent d’augmenter l'efficacité
d’acquisition et d’assurer la sélectivité vis-a-diss protéines de I'h6te (Retzetral, 1999,
Ling et al, 2010). La transferrine ainsi disposée pres deséimes TbpA va alors étre
déchargée de son fer et ce dernier va étre acheraiséle périplasme par TbpA. Une fois
dans le périplasme, le fer est pris en charge psupdotéines périplasmiques telles que FbpA
chezH. influenzagKhanet al, 2007). FbpA conduit alors le fer vers un ABC spaorteur de
la membrane interne pour qu’il soit internalisé.fdratéine FbpA est nécessaire a I'utilisation
du fer a partir de différentes sources comme léofaxine mais pas a partir des sources
héminiques (Khanet al, 2007, Siburtet al, 2009, Ling et al, 2010) et favoriserait

directement le passage du fer au travers de la mamlexterne (Figure 6).
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Figure 6 : Utilisation du fer complexé a la transferrine pla gonorrhoeaeles protéines
TbpA et TbpB constituent le récepteur a la membeaterne. Dans le périplasme, le fer est
séquestré par la protéine FbpA qui le dirige varanembrane plasmique. Ce processus

requiert I'énergie délivré par le complexe TonB-BxiexbD (Siburtet al, 2009).
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Les bactéries a Gram positif, comi@eaureusS. epidermidiou L. monocytogenes
sont également capables d'utiliser la transferco@me seule source de fer pour assurer leur
croissance. Ched.isteria, l'utilisation de la transferrine a été démontréeigmaucun
transporteur spécifique n’'a été détecté €lial, 2006).

Les espéeces. aureuset S. epidermidisexpriment a leur surface des récepteurs
spécifiques a la transferrine (Modehal, 1994). lls correspondent a une protéine unique de
42 kDa identifiee sur gel d’acrylamide nommee a@ment Tpn (Transferrin-binding
protein). Ces récepteurs sont saturables et régalée fer au moins chex. epidermidislls
montrent également une meilleure affinité pour riengferrine humaine. La dissociation
transferrine / récepteur ne s’effectue qu’a rettient haute température soit 37°C p8ur
epidermidiset 65°C poulS. aureugModunet al, 1994), assurant une forte affinité dans leurs
habitats respectifs, a savoir la peau et les flumdracellulaires ou de telles températures ne
peuvent étre atteintes. MémeSsiaureusest capable de synthétiser 4 sidérophores diti@ren
(Sebulskyet al, 2000, Daleet al, 2004a, Daleet al, 2004b), dans un tampon PBS, ces
derniers ne permettent pas de capturer le fer ttartaferrine alors qu8. aureusest toujours
capable de croitre (Modumet al, 1998). Ceci montre qu’il existe bien un autre mod
d’acquisition qui est médié par le récepteur ardmgferrine (Moduret al, 1998). Comme

chez les bactéries a Gram négatif, ce mode d’atignisnécessite de I'énergie. Cependant
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I'acquisition du fer a partir de la transferrinstee mal comprise (Moduet al, 1994, Modun
et al, 1998, Modun & Williams, 1999, Taylor & Heinrich2002, Parket al, 2005). Les
différentes études menées pour comprendre et ndéfirir la protéine impliguée dans le
transport ont, dans un premier temps, montré glagissait d’'une protéine de la glycolyse,
glyceraldehyde 3 phopho dehydrogénase GAPDH (Maguilliams, 1999). Cependant,
une étude ultérieure contredit le réle de la GAR&Happortant que la mutation du g€
n'influence pas la fixation de la transferrine (Taay& Heinrichs, 2002). Les auteurs de cette
étude suggerent alors qu’une autre protéine dasirfommeée SbtA (Surface binding protein
A) possédant un motif LPKTG serait impliquée. Uriedé ultérieure a montré que cette
protéine de fixation de la transferrine est codéeym géne appartenant a un groupe de genes
codant pour des protéines de surface, le clustkr(lron-regulated surface determinant)
(Mazmaniaret al, 2002, Mazmaniaet al, 2003). Parallelement, une autre équipe avait mis
en évidence ce méme cluster de genes regulé ferdée nommdrp (Fur regulated proteins)
en décrivant 2 protéines induites en absence deFfpA et FrpB, de 40 kDa et 87 kDa
respectivement (Morrissest al, 2002). Cette équipe a montré que ces protéiriaiant pas
requises pour assurer la croissancesdaureusen conditions limitantes en fer, notamment
dans le sérum, ou les hémoprotéines sont absentes.

Ces différentes études montrent qu'il est diffiail'identifier et de caractériser le ou
les systéme(s) d’acquisition du fer complexé ardmgferrine chez les bactéries a Gram

positif.

2.3.3.3 Acquisition de I'hnéme

Rappelons tout d’abord que I'heme (~620 Da) epabke de diffuser liborement au
travers des porines de la membrane externe deérieach Gram négatif (Genco & Dixon,
2001). Cependant, a I'image du fer, I'heme ne popas étre accumulé dans le cytoplasme ce
qui rend cette contribution négligeable pour ldasgance et le maintien des bactéries.

Avec prés de 30 récepteurs de la membrane exitwnaus, la description des
systemes de transport de 'heme des bactéries ra Gégatif est bien plus étoffée que celle
des systémes de méme fonction chez les bactéri€rain positif (Wandersman &
Stojilikovic, 2000). La plus grande partie des ésignenées sur les sytemes de capture de
'héme a été réalisée sur les bactéries a Gramtifhégh moins d’informations sont
disponibles sur les voies de capture de 'heme &webactéries a Gram positif méme si des

connaissances ont été apportées ces dernieresannée
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Trois modes majeurs d’acquisition ont été décititszcles bactéries a Gram négatif et deux

chez les bactéries a Gram positif.

2.3.3.3.1 Acquisition directe chez les bactéries a Gram riegat

Un premier systeme bien caractérisé implique désdin directe de I'heme ou de
protéines a heme, comme I'hémoglobine ou le coreple&moglobine-haptoglobine, a des
récepteurs spécifiques TonB dépendants de la membrderne.

Une fois dans le périplasme, 'hnéme est alors prischarge par des protéines navettes
périplasmiques (PBP = Periplasmic Binding Proteirtyansporté dans la cellule par des ABC
transporteurs. Les systemes les mieux étudiés IsosystemehenR-henSTUV chez.
enterocolitica(Stojiljkovic & Hantke, 1992, Brackest al, 1999), le systembmuRSTUV
chezY. pestis(Hornunget al, 1996, Thompsoret al, 1999), le systtmshutASTUV chez
Shigella dysenteriag Eakanunkulet al, 2005, Burkhard & Wilks, 2007), le systeme
phuRSTUVW chezP. aeruginosglLanskyet al, 2006, Hoet al, 2007, Tong & Guo, 2007)
et henR chez Serratia marcescen¢Benevides-Matoset al, 2008, Benevides-Matos &
Biville, 2010).

2.3.3.3.2 Le récepteur bipartite

Décrit chez N. meningitidis le récepteur HpuAB constitue le second mode
d’acquisition de I'heme (Lewis & Dyer, 1995). HpuAdst composé d’'un récepteur externe
TonB-dépendant HpuB et d’'une lipoprotéine accessdpuA (Lewis & Dyer, 1995, Lewist
al., 1997) qui est analogue au récepteur bipartieteahsferrine Tbpl /Tbp2 (Cornelissen &
Sparling, 1994, Andersoet al, 1994, Perkins-Baldingt al, 2004). Il a été montré que le
récepteur bipartite HpuAB d¥. meningitidisest capable de transporter la porphyrine intacte
depuis I’hémoglobine ou le complexe hémoglobinetbglpbine (Lewiset al, 1998).

2.3.3.3.3 Acquisition indirecte chez les bactéries a Granatiég

Un dernier mode d’acquisition de 'héme est congpdsin récepteur a la membrane
externe, d'un ABC transporteur et d’hémophoresaeeitulaires. Ceci correspond a un mode

d’acquisition indirecte de I'heme. Le mieux déidt le systemdéasR-hasADERhezS.
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marcescengGhigo et al, 1997, Cescaet al, 2007, Létofféet al, 2008). Les hémophores
servent a capter 'neme libre ou a I'extraire désibprotéines du milieu externe et a le mener
vers la surface bactérienne ou le complexe interagéc un récepteur spécifique aux
hémophores, TonB-dépendant (Woloszcetikl, 1980, Zouwet al, 1999, Benevides-Mataet

al., 2008). Comme pour le récepteur-transporteur dageocié a la membrane externe, HasR
posséderait une extension amino-terminale prolopgéeine sorte de bouchon qui viendrait
fermer le tunnel, formé par le reste du récepteansda membrane (Tong & Guo, 2009).
L’heme est ensuite pris en charge par une prot@mette puis un ABC transporteur.

E. coli K12 n’est pas naturellement capable d'utiliseefite. Si elle exprime le récepteur
HasR, elle devient en mesure de se servir de I'h@réffé et al, 2006). Ainsi, il a été
montré que dans cette condition, l'utilisation deine passe par les protéines DppA ou
MppA également connues comme transporteurs de titilesp Ces protéines constituent les
PBP et 'ABC transporteur DppBCDF permet a I'hemnee tdhverser la membrane interne
(Létoffé et al, 2006).

2.3.3.3.4 Acquisition directe de I'héme chez les bactérieanfspositif

Chez les bactéries a Gram positif, c’est cBeaureugjue le transport de ’'heme a été
le mieux étudié. L’espécB. aureuspossede un systeme complet d’acquisition de I'heme
codé par un cluster de génes nomrisgs pour iron-regulatedsurface determinants dont
I'organisation génétique est représentée ci-des@eigare 7). Il est important de noter qu'il
s’agit ici du systeme mis en jeu dans l'utilisatida la transferrine. Un tel systeme est
€galement présent chez dautres especes notammesit padthogenes comme.
monocytogene<Clostridium tetaniou B. anthracis(Figure 9). En plus du systeme s,
aureuspossede un systeme moins étudié nommeé Hts (Hearesgort System) (Skaar &
Schneewind, 2004).
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Figure 7. Représentation schématique des régions génomapgzst pour les composants
des systemes Isd ch&z aureusLes trois lignes représentent les trois regiofisogliques
distinctes présentes chez cette espece (Skaar &eBeind, 2004). Les génes en bleu
représentent les protéines ancrées a la surfacenparotif LPXTG, en rouge par un motif
NPQTN, en jaune les composants du transporteur ABEn vert les protéines dégradant

'héme.

isdB isdA el isaolfisde]isar [ srnB]fiSae}

m isdH fhs ]— Staphylococcus aureus
— e —

Au cours de l'infectionS. aureusibére I’'hnémoglobine des érythrocytes en produisant
des hémolysines (gértda). L’hémoglobine relarguée va ainsi pouvoir étrdiséie par la
bactérie (Mazmaniaat al, 2003).

Le processus de capture proprement dite commefars @ar la fixation de
I’'hnémoglobine, ou du complexe hémoglobine-haptogieba la surface bactérienne grace aux
récepteurs spécifiqgues IsdB et IsdH (Figure 8).ehie est alors extrait de I'hnémoglobine
grace aux protéines IsdA et IsdB, transféré a ¢aepre de paroi IsdC et traverse ensduite la
membrane plasmique grace aux protéines de tramisiocesdD, E et F. Les protéines
réceptrices IsdA, IsdB et IsdH, possedent un nbahcrage LPXTG alors que la protéine
« navette » IsdC possede un motif NPQTN qui pourpaermettre d’ancrer plus
profondémment la protéine et ainsi de transpott@me au travers de la paroi (Zlet al,
2008b, Torreset al, 2006). Une analyse par dichroisme magnétiquellaire (DMC) de la
protéine IsdA recombinante & aureussuggere qu’elle serait liée par un résidu tyrosine
une molécule d’heme de facon penta-coordonée (cooestle cas pour IsdC) avec un haut

niveau énergétique (Vermeirehal, 2006a).
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Figure 8 : Représentation schématique de I'acquisitionctirede 'héme ches. aureus
[selon (Tong & Guo, 2009)].
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Une étuden vitro récente (Liuet al, 2008) a montré que 'héme peut étre directement
transféré des protéines IsdA vers IsdC grace ardesactions proté€ine-protéine et que ce
processus est rapide et dirigé par affinité.

Pishanyet al ont montré que les protéines IsdA et IsdB Sleaureussont exprimées
différemment en fonction du statut en fer de latérde. Moins le fer est disponible, plus les
protéines IsdA et IsdB sont exposées a la surfac&hbenne. Lorsque les conditions ne sont
pas trés limitantes en fer, les protéines IsdB sefAl sont peu présentes a la surface
bactérienne. En revanche, lorsque les conditiom&deent plus limitantes, ces protéines sont
distribuées plus abondamment et uniformément aulface bactérienne. De plus, les
protéines IsdA et IsdB colocalisent a la surfacetdréenne (Pishcharst al, 2009).

Les protéines Isd (IsdH, IsdB, IsdA, IsdC et Isg@ajtagent une conformation proche
et possedent un motif NEAT poMEAr iron Transporter. Leur appellation résulte du fait de
leur présence dans des génes proches de génefigiotéa transport de ferri-sidérophores.
Ces motifs répétés ont été identifies et définis lgmuipe de Andradest al en 2002 en
alignant de nombreux genes et opérons impliqués léatmansport du fer avec pour béseA
chezE. coli (Andradeet al, 2002). Ces motifs de 125 résidus sont exposéssarface en
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simple ou multiple copie(s) dans la séquence et Bomlus souvent retrouvés chez des
espéces pathogénes commenonocytogenesu S. aureus

Il est possible de distinguer 4 familles de NEA) la premiére principalement représentée
dans la protéine IsdH servirait de récepteur antbgobine et a I'haptoglobineii) la
deuxieme présente dans IsdC servirait a fixer I'®éin) la troisieme servirait d’adhésing)
guant a la derniére sa fonction n'est guere défiRipaet al, 2006). Ainsi, au sein d’'une
méme protéine, il peut exister des spécialisatfonstionnelles si plusieurs motifs NEAT
sont présents comme c’est le cas de la protéine ¢&lS. aureuqPilpa et al, 2009). Les
motifs NEAT sont aussi retrouvés dans la protésaEl deS. aureusou ils servent a la
fixation de 'héme (Grigget al, 2007).

Chez B. cereuset B. anthracis des protéines impliquées dans la virulence,
homologues aux protéines de la couche S (S-Layendimpy protéines), possedent ces
motifs NEAT et sont capables de fixer et dirigéeine vers le systéme Isd (Tarlovsiyal,
2010, Daouet al, 2009). Ceci conforte I'importance des motifs NEAdns les phénoménes
d’acquistion et transport de I'héme mais suggérssiague les systemes Isd ou Hts et
homologues peuvent acquérir I'hneme a partir d’aupretéines de surface.

ChezC. diphteriag les récepteurs de membrane externe sont absentsamme le

systéme TonB. Une protéine HemT-like, HmuT, jouelai rble de récepteurs a heme
(Schmitt & Drazek, 2001, Burkhard & Wilks, 2008).efendant, la capture de I'héme
nécessite la présence d’ABC transporteurs foncélsnmon seulement ché&z diphteriae
(Burkhard & Wilks, 2008) mais aussi ch8z pyogene§lei et al, 2002, Bate®t al, 2003,
Lei et al, 2003) efS. aureugSkaaret al, 2004b). Che&. pyogenesies protéines de surface,
nommeées Shr ou Shp, et la lipoprotéine d'un ABQidparteur, HtsA ou SiaA, ont été
récemment décrites (Liu & Lei, 2005, Zktal, 2008a). La protéine Shr & pyogenepeut
fixer ’lhéme et le transférer a la protéine de tima de 'heme Shp (Zhet al, 2008a). Shp
peut alors a son tour transférer 'lhéme a I'apapnat HtsA (ou SiaA) qui a été caractérisée
récemment et qui permet le transport de 'hemenéets la paroi (Sooét al, 2008).

Ces difféerents exemples relatent la diversité éémes pouvant étre impliquées dans

les processus d’acquisition de I'hnéme chez lesShiast

Déterminants structurels qui assurent la fixation & I’'hnéme aux protéines Isd

La protéine IsdC possede une structure partieubérle site de fixation de 'heme se
trouve repoussé a l'extrémité du coeur hydrophobemndnt une structure proéminente en

épingle a cheveux sur laquelle vient reposer I'héBtearpet al, 2007). Le fer de 'heme est
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penta-coordonneé car il est pris en charge par felBg, ce qui le déplace du plan tétrapyrolle.
Sur la face opposée de I'héme, un petit fragmeptigigque hélicoidal forme une sorte de

levre qui vient embrasser 'hneme. Cette caractqust structurelle, ou I'hnéme se trouve

comme pinceé a I'extrémité, pourrait jouer un rodasl le mécanisme de fixation/relargage de
I’'héme par des changements de conformation.

La structure de la protéine ISdE révéle une tagieldilobée ou une seule molécule
d’héme se lie dans le sillon formé par ces deuxedobt seuls 19% de I'héme restent
accessibles. Une poche hydrophobe va assurerisariiaau noyau tétrapyrolle. Le fer de
I’'hnéme y est héxacoordoné dans un axe formé paésidu Met-78 de la région N-terminale

et un résidu His-229 de la région C-terminale (Gegal, 2007).
Ces deux exemples montrent que malgré une capeamiténune de fixation de la
molécule d’heme, les résidus nécessaires a ladixde I'héme chez ces deux protéines sont

différents.

2.3.3.3.5 Acquisition indirecte de I’'heme par production dimgphores cheB. anthracis

B. anthracisest la seule espéce a Gram positif dans laquettapgture de I'héme par
des hémophores a été décrite (Figuiie€)dStauffet al, 2008). Cette espece posséde pourtant
un systeme Isd proche de celui®leaureusa quelques différences prés (Maressal, 2006,
Gatet al, 2008). Elleposséde deux protéines IsdX1 et IsdX2, codéesegagdnessdAl et
isdA2, que I'on ne retrouve ni dans le systeme Is@&daureusi dans les systemes Isd de
Clostridium tetaniou L. monocytogenggFigure 9) (Maresso & Schneewind, 2006, Falaan
al., 2009)]. Ces protéines sont en fait des hémophquéssont sécrétés dans le milieu
extracellulaire. IsdX1 est capable de récupéramiib de I'hémoglobine et de la transférer a
IsdC ou IsdX2 (Fabiaret al, 2009). IsdX2 est également sécrétée mais unée pdes
protéines restent associées a la cellule. Le sgstéthdeB. anthracispasse ensuite par les
mémes étapes que chgzaureusAlors que le rble de IsdX1 est bien éclairci,ulfas études

restent a mener pour mieux définir le role et talsation de IsdX2 (Fabiagt al, 2009).
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Figure 9 : Régions génétiques des systemes Isd-like thezonocytogenes, C. tetagii B.
anthracis[selon (Skaar & Schneewind, 2004)]. Les génes en kkprésentent les protéines
ancrées a la surface par un motif LPXTG, en rouge ym motif NPQTN, en jaune les

composants du transporteur ABC et en vert les ipresgédégradant 'lheme.

Wﬂ"isﬁ[;‘s#w ST OMNEIR ST Listeria monocytogenes:

tdrA isdC LW isdDflisdEfisdF 4 cydD Clostridium tetani
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2.3.3.4 Senseurs et systemes d’efflux de I’lheme

Du fait de sa toxicité, 'neme est un composé darmoncentration intracellulaire doit
étre finement régulée. Certaines especes ont désloppé des systéemes sensibles a la
présence de I'héme a leur surface. C'est le cdiesfgece pathogere. aureugjui est capable
de s’accomoder de la présence de fortes concamtsadiheme.

Cette adaptation est due a I'implication du systémdeux composants, HssRS pour Heme
Sensing System, dans la régulation de I'opémAB codant pour le systeme d’efflux d’héme
HrtAB, Heme Regulated Transport system (Friedmiaal, 2006, Torre®t al, 2007).

Le systeme a deux composantes HsSRS est constitue protéine senseur histidine kinase
HssS et d'un régulateur HssR. Lorsque la protéieeseur HssS percoit I'heme, elle
phosphoryle le régulateur HssR qui va se fixer @& séquence inversée répétée en amont du
génehrtA activant alors sa transcription (Staeffal, 2007).

Chez S. aureus une analyse des protéines modulées par 'hémerarénque la
protéine HrtA codant pour une ATPase était exprid@dois plus en réponse a la présence
d’héme. La protéine HrtA est nécessaire a la ptioiecontre les effets toxiques de I'heme.
Un mutant dans le gene de cette protéine induititnp@rtante réponse transcriptionnelle en
présence d’héme se rapportant a la réponse sttin¢®tauffet al, 2008). La protéine HrtB
possede le role de perméase dans le systeme (lneeimal, 2006). ChezS. aureus
I'inactivation des génelsrtA ethrtB conduit a un fort défaut de croissance lorsquenti est
la seule source de fer. Ce phénomeéne n’est pasvebleesque le FeSCOconstitue la source
de fer (Friedmaret al, 2006). De plus, I'inactivation des gerte$sAB ou hssRSonduit & une

virulence plus importante (Torregt al, 2007). En fait, le systéme HrtAB permet I'efflde
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I'excédant d’heme intracellulaire, préservant alasiellule des effets toxiques de la molécule

et assure ainsi ’lhoméostasie de 'hneme (Toetes, 2007).

Des systemes a deux composants ont été détectzs dds especes comne
epidermidis S. saprophyticysB. cereuset B. anthracis L. monocytogenest E. faecalis ce
qui en fait un systéme propre aux bactéries a Qrasitif (Torreset al, 2007) méme s'il
n'est pas retrouvé cheB. subtilis (Stauff et al, 2007). Une étude récente montre que le
systeme mis en évidence ch&zanthracisest plus réactif / sensible a 'neme que celubde
aureus(Stauff & Skaar, 2009).
Le systeme de transport est également présentcdtheizes bactéries comni& agalactiae
(Fernandezt al, 2010) B. anthracis(Stauff & Skaar, 2009) dt. lactis (Pederseret al,
2008).
La régulation du systeme d’export de 'heme paytéme senseur/regulateur n’a été jusqu’'a

présent rapporté que chBzaureugt chezB. anthracigAnzaldi & Skaar, 2010).

ChezL. lactis (Pederseret al, 2008) et cheB. anthracis(Stauff & Skaar, 2009), la
mutation des génes homologudstAB deS. aureusonduit a une sensibilité a I'neme. Chez
L. lactis les génes homologue$h&tAB (ygfCBA sont spécificiquement induits par 'heme et
les protéines codées par ces opérons possedemrtméomologie avec les protéines HrtA
(45 a 46%) et HrtB (26 a 29%) & aureusNotons ici la présence du geygfC, codant pour
un régulateur de transcription potentiel, ce qunisie confirmer qu’a la différence de.
aureuset B. anthracis les homologuehbrtAB deL. lactis ne répondraient pas a un systeme a
deux composantes (HssRS) (Pedeetesd, 2008, Fernandezt al, 2010).

Plus récemment, il a été décrit clzagalactiada présence d’homologues aux gehg#B
ainsi que deux opérons semblables a ceuk.dactis ici nommeéspefAB et pefRCD pour
porphyrin-regulatecfflux (Fernandezt al, 2010). Le geneeR code pour un régulateur de
transcription, capable de se fixer spécificiquemeaunt promoteurs dpefAB et pefRCD et
d’en activer la transcription. Le régulateur PetRfige aux promoteurs en présence d’heme
ou de porphyrine IX (PPIX) de facon dose-réponsed#pendemment de la présence de fer.
De facon trés intéressante, en dessous de 1 pNhd'lifmais pas de PPIX) les gémetAB
sont trés peu activés contrairement aux opépefise qui suggéere des réles spécifiques pour

ces deux types proches de systemes d’efflux (Fdezat al, 2010).

Ainsi, les systémes senseur/expulseur d’héme pgezmeale maintenir une croissance

cellulaire en présence de fortes concentrationgndéh Ceci montre que les bactéries ont
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développé des mécanismes pour se protéger des effdstes de 'heme en jaugeant sa

concentration dans le milieu extracellulaire.

2.3.4 Devenir du fer et de I'heme dans le cytoplasme

Lorsque I'on parle du devenir du fer intracellubginous entendons généralement I'ion fer
ainsi que le fer inclus dans les porphyrines denmblécule d’héme. Cependant, ces deux
formes de fer peuvent avoir des destinées biegrdiites comme le schématise la figure 10.
Le fer et I'heme sont utilisés dans de nombreuseactions biologiques comme la
photosynthése, la fixation de I'azote ,JN la méthanogénése, la production et la
consommation de I'hydrogéne {H la respiration, le cycle de Il'acide trichlorotdqée
(TCA), le transport de I'oxygene, la régulation gknes, la synthese et la réparation d’ADN
(Andrewset al, 2003).

Figure 10: Devenir du fer dans le cytoplasme [selon (Anz&l&kaar, 2010)]

Co-facteur d'hémoprotéines :respiration, catalase - Heme L e Co-facteur protéique
\ OXygénases e /
Toxicité : dommages a 'ADN, autres mécanismes Séquestration cytoplasmique Toxicité : réaction de Fenton

2.3.4.1 Devenir du fer

2.3.4.1.1 Co-facteur protéigue

Le fer est un élément vital pour les bactériegqjoeest en grande partie di a son
implication dans de nombreux processus physiolagqu

C’est un co-facteur incorporé dans des enzymeslian avec le métabolisme
énergétique comme les hydrogénases de type 1RibRe6chet al, 2004) convertissant les
protons H en dihydrogéne ce qui permettrait principalemenmaintien du potentiel redox
cellulaire en diminuant le pouvoir réducteur deddlule. Ces hydrogénases, en collaboration
avec les formate-déhydrogénases, participent asfed d’électrons, grace au fer, dans les
fermentations d’acides aminés. (Graentzdoesdteal, 2003). En s’incluant dans des clusters

fer-soufre, le fer posséde aussi un role danxédidin de I'azote en étant partie intégrante du
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co-facteur FeMo-co des nitrogénases a molybdenmcipalement décrites chez les
microorganismes diazotrophiques (Rubio & Ludder®&0

C’est aussi un co-facteur d’enzymes impliguéessdansynthése de ’ADN depuis
longtemps connues chd& subtilis (Arceneaux & Byers, 1977). Son implication dans la
protection contre les agents alkylants est égalerbiem connue chekE. coli. Chez cette
espece, en réponse aux agents alkylants, il ywciimah de I'expression des gerada, alkA,
alkB et aidB. Le génealkB code pour la protéine AIkB fer-dépendante qui ese
dioxygénase permettant la réparation de 'ADN, ench@gé par ces méme agents alkylants.
AlkA catalyse la déméthylation oxydative des basest C de 'ADN impliquant l'alpha-
cétoglutarate, I'oxygéne et le Fer (Fell) qui varpettre de restaurer les bases A et C non-
méthylées (Wrzesinslkit al, 2010).

Toujours en lien avec les acides nucléiques, igpéemet de réguler I'expression de
nombreux genes grace a des régulateurs de tramscrier-dépendants. En tant que co-
facteur de ces régulateurs, le fer permet la réignlale nombreuses fonctions, aspect que
nous traiterons plus tard. Il permet notammenétulation de systemes d’acquisition comme
le cluster de génes pour la biosynthése de I'agiildgdroxybenzoique (DHBA = chélateur de
fer) et de sidérophores comme le catéchol cBeeptomycegPatzer & Braun, 2010). Il
permet aussi la régulation de la transcriptionaerant le réle de co-facteur du régulateur Fnr
(Greenet al, 1996). Le fer des clusters Fe-S inclus dans cegateurs de transcription Fnr

permet la transcription de génes en réponse axdiarfRalphet al, 2001).
2.3.4.1.2 Toxicité

Le fer réduit, Fell, présent dans le cytoplasmeuesélément tres réactif qui peut
conduire a des réactions non souhaitées et toxjguasles cellules (Halliwell & Gutteridge,
1984, Touati, 2000) et a la formation d’'espécestiéas de I'oxygene (ROS). L'une des
réactions les plus connue est la réaction de FeR@iag) + H:0, — FE (aq) + OH aq) + OH)
qui conduit a la formation du radical hydroxyle.sQadicaux attaquent I’ADN et les lipides
membranaires.

D’une maniere générale, les bactéries a Gram pasitit plus sensibles a 'héme que les
bactéries a Gram négatif (Anzaldi & Skaar, 2010&né si la toxicité de I'hneme est connue
depuis longtemps, tous les mécanismes aboutissaett@ toxicité n’'ont pas encore été

élucideés.

39



L’heme peut s’intercaler dans les membranes etysatades réactions redox non souhaitées.
Méme si cet aspect peut étre di a la présencerdm fson centre, des porphyrines sans fer
peuvent aussi étre toxiques pour la cellule ($kopiic et al, 1999, Maet al, 2009).

Inclus dans les clusters fer soufre (Fe-S), leptséde un role clé dans la résistance
aux stress oxydants en tant que senseur intramedude ces stress et de la limitation en fer.
Plus de 100 protéines contenant des clusters F#-8té& décrites (Kiley & Beinert) et sont
impliquées dans de nombreux processus comme lagpmihese ou la respiration (Benjamin
et al, 2010).

Dans le systeme SoxRS, décrit cEezoli, qui régule I'expression de genes impliqués
dans la réponse au stress superoxyde, la protéxie fossede un cluster Fe-S (Kebal,
2003, Benjamiret al, 2010).

La synthéese des clusters Fe-S est régulée paspardbilité en fer et I'état d’'oxydation de la
cellule grace a trois régulateurg JscR,ii) OxyR etiii) Fur (Schwartzt al, 2001, Benjamin

et al, 2010). Lorsque la protéine IscR posséde un ¢luseeS intact, elle réprime la
transcription de la machinerie Isc, responsableadgnthese de base des clusters Fe-S, et de
pres de 40 génes chBzcoli (Giel et al, 2006). Indépendemment de son cluster Fe-S (Nesbit
et al, 2009), IscR est impliguée avec OxyR et Fur dangfulation de la machinerie Suf
(Patzer & Hantke, 1999), une autre voie de syntldeseclusters Fe-S. Sous forme oxydée,
IscR et OxyR activent la transcription de Suf, tooinme Fur en cas de carence en fer. Chez
la bactérie phyto-pathogéreswinia chrysanthemila machinerie Suf est également contrélée
par le régulateur Fur (Nachet al, 2001).

Ainsi, la machinerie Suf serait synthétisée priat@ment en cas de stress oxydant ou de
carence en fer (Outtest al, 2004, Benjamiret al, 2010).

2.3.4.1.3 Séquestration du fer

Le fer étant un élément tres réactif, une foissdancytosol bactérien, il est important
pour les bactéries de le maintenir séquestré soeifoume stable.

Les ferritines, au sens large, permettent de Sécueet minéraliser le fer. Elles
représentent une classe de protéines répandueteste@rmaux, les plantes ainsi que chez les
bactéries. Il en existe trois typep jes ferritines, trouvées chez les procaryotesgatement
chez les eucaryoted,) les bactérioferritines, uniquement présentes dbezeubactéries,

capables de fixer I'heme (Andrewst al, 1995, Carrondo, 2003) eii) les ferritines
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dodécamériques de type Dps pounakbinding PPotein from Sarved cells, présentes
uniquement chez les procaryotes mais ou ellestsemteprésentées, (Smith, 2004). Les Dps
servent a la fois a séquestrer le fer et a protBgBN (Smith, 2004). Les deux premiers
types de ferritines sont formés de 24 sous-unit#s gue les Dps ne sont formées que de 12
sous-unités. Ces trois formes de stockage du fergmé coéxister au sein d’'une méme espece
(Andrewset al, 2003).

Les ferritines possédent un réle double, d’'une eldes constituent une forme de réserve lors
de carence en fer et d’autre part elles protegentellules des espéces réactives de I'oxygene
(Chasteen & Harrison, 1999).

ChezE. coliet chezE. chrysanthemiui possédent toutes deux des génes codant pour
une ferritine et une bactérioferritinénA et bfrA respectivement, des mutanfthA et
ftnA/bfrA présentent des difficultés a croitre en milielenaé en fer mais seulement apres
une pré-culture dans un milieu riche en fer (Ab@ehraniet al, 1999, Boughammouret al,
2008). Ceci montre que les ferritines ont a la toigdle protecteur et aussi un réle important
dans la fourniture de fer en cas de carence.

L’incorporation du fer dans les ferritines est iz grace a la protéine Dpr (Dps-like Protein
regulator) qui favorise I'incorporation du fer ddas protéines Dps (Pulliainet al, 2005).

Chez le pathogéne humain et por@treptococcus suigles mutations Dpr ou Dps
rendent la bactérie sensible aux stress péroxydakéeent sa croissance (Pulliainenal,
2005). La resistance a un antibiotique fer-dépendarstreptonigrine, est plus faible dans le
mutantdpr indiquant un plus grand pool de fer dans le cgsiple. La surexpression de Dpr
augmente cette résistance suggérant une meillégeestration du fer (Pulliaineet al,
2005).

Cette capacité de séquestrer le fer par les fezgtest un facteur important dans les processus
de virulence. Chek. monocytogenes (Dussurget al, 2005), un mutantipsest sensible au
stress péroxyde, au stress froid ou chaud et pesme croissance ralentie en faible et forte
concentration en fer. Cette mutation réduit égatentee production du facteur de virulence,

listerio-lysine O, dé.. monocytogeneg®ussurgeet al, 2005).
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2.3.4.2 Devenir de I'héme

Une fois dans le cytoplasme, I'heme peut étresdtiBoit comme une source de porphyrine

sSoit comme une source de fer.

2.3.4.2.1 Les utilisations principales

Chez certaines bactéries, comme chez les eucarydieme peut étre incorporé dans
la catalase (de type KatA) ce qui va permettreidendtation du péroxyde d’hydrogene selon
la réaction : 2H0O, — O, + 2H,0. Cette réaction va permettre aux bactéries dexnriesister
aux stress oxydants comme chez des espéces tedles gspkei(Hertel et al, 1998),S. aureus
(Masmoudiet al, 2011) ou encor®. aeruginosa(Ma et al, 1999). Chez cette derniere,
I'hnéme peut aussi étre séquestré dans des fesiitteles que la bactérioferritine Bfrqui
contribuerait a augmenter l'activité catalase amrigssant I’'heme a I'enzyme (Abdul-Tehrani
et al, 1999, Maet al, 1999) lorsque les conditions deviennent limitante

L’heme est connu pour son role dans la respiratian il est incorporé dans les
cytochromes respiratoires. Ces cytochromes respigat constituent les accepteurs finaux
d’électrons qui vont réduire I'oxygéne en eau eéspnce d’'ions H C’est beaucoup plus
récemment qu'on a montré que certaines espéecesiitaires comme les bactéries lactiques
tellesL. lactisou E. faecalispouvaient aussi respirer (Pederseial, 2008, Brooijmangt al,
2009).

L’heme peut étre incorporé dans d’autres protéimkes membranes que les
cytochromes impliquées dans la réduction des oxydesmanganese et de vanadium
extracellulaire cheBShewanella oneidens{Myers & Myers, 2004) ayant ici une utilisation a
but nutritif en solubilisant ces éléments pourdiute.

2.3.4.2.2 Libération du fer

Les heme-oxygénases représentent une famille atéipes qui peuvent se fixer a
I'héme et le dégrader, libérant ainsi le fer quutpétre utilisé pour les besoins cellulaires.
C’est aussi un moyen de détoxification de I’hem&spnt chez de nombreuses espéces comme
NeisseriaClostridium Listeria, Campylobacteou Pseudomonas

Une fois dans le cytoplasme, 'héme est pris eargd par les protéines IsdG et Isdl
chezS. aureusou par HmuO che€. diphteriag conduisant a I'extraction du fer de I’heme

(Schmitt, 1997, Skaaet al, 2004a, Wuet al, 2005). La séparation de I'heme et du fer
42



conduit a la libération du Fell et de staphyloldliau de biliverdine (Frankenberg-Dinkel,
2004). Ces protéines sont également représentées dgs espéces comri®inococcus
radiodurans P. aeruginosaAgrobacterium tumefacienst des cyanobactéries (Anzaldi &
Skaar, 2010).

ChezE. coli, la prise en charge de I'heme par une protéingype Dyp-peroxidase
(YfeX) conduit a la libération du fer en restitudatprotoporphyrin IX intacte (Létoffét al,
2009).

2.3.5 Régulation du fer intracellulaire par les bactéries

Il existe des régulateurs de transcription quiulégt la concentration du fer
intracellulaire en fonction de sa disponibilité epordonant la transcription de génes
impliqués dans son acquisition ou sa séquestratiammajorité des bactéries régulent ainsi
leurs besoins en fer grace aux régulateurs Furpeuic Uptake Regulator (Abdul-Tehragti
al., 1999, Escolaet al, 1999, Hantke, 2001, Braun, 2003).

2.3.5.1 Les réqulateurs de transcription fer-dépendanta émmille Fur

La famille la plus représentée de régulateursrdestription fer-dépendant est la
famille Fur. La protéine la plus décrite de cetimille est la protéine Fey étudiée chek.
coli (Hantke, 1981). Cette protéine Eyest définie comme un senseur de fer, répresseur de
I'expression de genes codant pour les systemegu&ton du fer. Les régulateurs de la
famille Fur sont trés répandus chez les bactétiés mombre détecté d’homologues ne cesse
d’augmenter. En 2007, Lee et Helmann estimaient teambre a environ 800 (Lee &
Helmann, 2007). Aujourd’hui, ce nombre dépasse3¥30 homologues (PFAM PF01475
~3416 et EMBL Interpro IPR002481 ~5131).

Ces différents homologues peuvent étre divisésois classesi) la plus documentée
est constituée des homologues Fur qui régulentiéustasie du fer dans la cellule et peuvent
aussi étre impliqués dans I'acido-résistance (KaHoster, 1996) ou la protection contre les
stress oxydant (Escolat al, 1999, Touati, 2000, Hantke, 2001, Horsbugghal, 2001b,
Baichooet al, 2002, van Vlietet al, 2002, Lee & Helmann, 2007, Giedroc, 2009, Lopez-
Gomollén et al, 2009, Jittawuttipokaet al, 2010),ii) la deuxieme classe contient des
protéines Fur-like qui contrélent I’homéostasieuttas métaux comme le zinc (Zur) (Gaballa
et al, 2002), le nickel (Nur) (Aret al, 2009) ou le manganese (Mur) (Lee & Helmann, 2007,

Plateroet al, 2007) et enfinii) les protéines de la troisieme classe, type PegRpécialisent
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dans la réponse au stress oxydant mais ne soulineatement impliquées dans la réponse au
fer (Fuangthonget al, 2002, Mongkolsuk & Helmann, 2002, Fuangthong &rklnn, 2003,
Moore et al, 2004, Brenott al, 2005, Hillmannet al, 2009, Giedroc, 2009, Jacquanett
al., 2009). L’alignement de membres de la famille Fumctionnellement séparés montre

gu’ils partagent une structure commune conservaerele présente la Figure 11.

Figure 11: Alignement de séquences de membres des soulkefafir, Zur et PerR (Sheikh
& Taylor, 2009). La structure secondaire de la ¢ret Fuy. deV. choleraeest représentée

au-dessus de I'alignement.
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2.3.5.1.1 Les Fur

Ces régulateurs sont qualifiés de répresseurdifppsiest-a-dire qu’ils se fixent a
I’ADN en présence de fer comme co-répresseur (Amslet al, 2003).

Les protéines de la famille Fur sont de petitdetdi~135 résidus) et présentent une
séquence en acide aminé assez conservee. Cesn@soseint généralement associées en
homo-dimeres dont la conformation change lors dixddion du co-represseur fer (Escoédr
al., 1999). Chaque dimere contient 2 domaines : unaittenamino-terminal de fixation a
I’ADN, résidus ~ 1 a 83, et un domaine carboxy-teahde dimérisation, résidus ~ 84 a 135
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(Pohlet al, 2003, Pecquelet al, 2006, Sheikh & Taylor, 2009). La résolution detiaucture
cristalline du régulateur Fur de. aeruginosaFurr) a montré qu’en I'absence de fer les
régions amino-terminales de chacun des monomeneklaient assez éloignées (Patlal,
2003) ce qui est cohérent avec une moindre affalitéégulateur pour '’ADN, dans cette
condition physiologique.

Deux sites distincts de fixation des métaux omt éécrits. D’apres la structure
cristalline de la protéine Fey(Pohlet al, 2003), un premier site se trouve dans le dom@éne
dimérisation ou le zinc, utilisé pour I'étude, &ésixacoordonné par les chaines latérales des
résidus His-86, Asp-88 (bidentate), Glu-107, Hig- &2 une molécule d’eau. Le second site se
trouve a l'interface des domaines de fixation &M et de dimérisation, le zinc se trouvant
tétracoordonné par les chaines latérales des s8dide32, Glu-80, His-89 et Glu-100.

Des expériences d’échange de métaux (zinc pasdenplent indiquer un échange possible au
site 1 qui serait alors le site régulateur depkura position entre les domaines amino- et
carboxy-terminaux du site 2 en ferait le site aation du zinc structural (Pobt al, 2003).
D’autres études, basées sur des mutations poredusdalisées sur les protéines Fur d’autres
especes commB. subtilis S. typhimuriumet V. cholerae(Fur,) montrent que seules des
mutations dans le site 2 altérent la fixation du Agnsi, l'idée la plus soutenue actuellement
est que le site 2 serait le site régulateur alaeslg site 1 ne jouerait qu’un rdle secondaire
voire gu’il n’y aurait pas de zinc structural [potevue (Lee & Helmann, 2007)]. Cette
hypothése est confortée par une simulaitiosilico de la protéine Fag (Ahmadet al, 2009).

Les resultats de cette simulation suggérent qeéde2 serait en fait le site senseur du fer de
la protéine. Elle suggére également que le Fe#tyhéxacoordonné ce qui est en accord avec
'idée soutenue par Lee & Helmann (Lee & HelmanQQ?. Différentes études sur la
protéine Fuy. deV. choleraemontrent également que des substitutions dantel@ sannulent

la réponse au fer alors que des substitutions le@agige 1 ne conduisent qu’a une réduction de
la réponse. Ces études confortent I'hypothese flérenpar Lee et Helmann (Lee & Helmann,
2007, Sheikh & Taylor, 2009).

2.3.5.1.2 Modes d’action de la protéine

La présence de fer va donc le plus souvent coa@uia répression de I'expression des
genes de transport ou de synthése de sidérophatastéinsi une surcharge cytosolique de
fer.

Les protéines cytoplasmiques de séquestratioredutdlles les ferritines, sont elles

produites en présence de fer et de Fur. Gheoli, des génes codant pour des protéines a fer
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(sodB, a cluster Fe/SacnA fumA-B ou de séquestration du fdsfr, ftnA) sont ainsi plus
transcrits en présence de fer et de Fur, exeptelpagene codant la ferritingff) chezH.

pylori (Delanyet al, 2001b), ou étonnamment, seul I'apo-Fur se fiXéABN [pour revue
(Andrewset al, 2003, McHugtet al, 2003)].

i) Fixation directe de la protéine a 'ADN.

La fixation a ’ADN en présence du co-répressedt Bleque I'accés du promoteur a
'ARN polymérase, empéchant la transcription desegecibles. A l'inverse, en absence de
son co-répresseur, le répresseur libére la régiomgirice de génes cibles, la polymérase
pouvant alors démarrer la transcription (de Loresizal, 1987, Escolaet al, 1999).

A cOté de ce mécanisme classique, la protéing@&uir aussi fixer la molécule d’heme.
En effet, Fur est une protéine riche en Histidirgre 11) (Hantke, 1981), un ligand de
choix pour la molécule d’héme. Ainsi, Smigh al. ont montré que la protéine [uétait
capable de fixer la molécule d’héme, vraisemblaklenau méme site (résidus Histidine) que
le manganése utilisé pour mimer le fer (Snethal, 1996). Ces auteurs ont observé par
dichroisme circulaire que I'hnéme comme le manganesdifiaient la conformation de R
faisant ainsi de Fur une protéine capable de répodidectement a la présence d’héme dans
le cytoplasme.

Pour assurer sa fonction, la protéine Fe-Fur negibrune séquence opératrice sur
I’ADN appelée boite Fur, située dans la région ptsioe des genes cibles (de Loremtal,
1987, Escolaet al, 1999). La séquence de la boite Fur est consemntte les especes mais
ses interprétations sont variées.
Des expériences de protection a la DNAse | de sipeomoteurs de genes régulés par Fur
chezE.coli ont permis de définir une séquence consensus aiofixdu réegulateur Fe-Fur (de
Lorenzoet al, 1987, Escolaet al, 1999). La protection observée est de l'ordre @ei3 et il
est généralement admis que cette protection cantéerpoite Fur consensus de 19 pb,
GATAATGATAATCATTATC, qui est soit inversée repétéde Lorenzoet al, 1987) soit
vue comme la succession (6-6-1-6) de I'hnéxamere WAT (Escolaret al, 1999, Hantke,
2001). A l'origine, la séquence Fur-box était cdgsée comme le site de fixation d’'un seul
homo-dimere Fur (de Lorenai al, 1987). De plus récentes études cBegubtilissuggerent
un motif minimum inversé répété de 15 pb (7-1-fréeenté dans la Figure 12, qui est
nécessaire a la fixation d’'un dimere, ainsi le emssis de 19 pb permettrait la fixation de 2

homo-diméres Fur (Baichoo & Helmann, 2002).
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Les nombreuses études menées sur les régulatenedtd famille conduisent en effet,
a controverser la séquence Fur-box. Par exem@iide cheB. subtilisa conduit a une
réinterprétation de la séquence consensus. L'amalgsl9 séquences promotrices de géenes
démontrés expérimentalement comme régulés par dusler un consensus de 21 pb. Ce
consensus serait constitué de la répétition defsnogiptamériques inverses répétés (7-1-7) et

se recouvrant [(7-1-7) pour Fur cheB. subtilis(Figure 12) (Baichoo & Helmann, 2002).

Figure 12 : Comparaison des interprétations de la Fur-b@kofs (Baichoo & Helmann,
2002)]. (A) La Fur box classiquement décrite (19mplersée-répétée) (B) Fur-box constituée
de répétitions de I'héxamere NATWAT. (C) Fur-boxposée cheB. subtilisconstiuée de 2
heptameéres inverses répétés se chevauchant [(@} tefjstituant une séquence de 21 pb.

A.
GATAARTGATAATCATTATC
> -
B.
GATH.HLI‘EATJ‘L:\;I'CA"I‘T ATC
C.

> =
t-?A‘I'ARImTME‘CP:‘TTﬁTCa

Alors que la protéine Fus se fixe au promoteur du gef@B (acquisition du fer)
(Delanyet al, 2001a), pour réprimer sa transcription en préselecfer, grace a une boite Fur
consensus (Escolat al, 1999), elle se fixe aussi au promoteur du gégnéferritine) grace a
une séquence operatrice qui ne correspond pas olleeFur, ce qui entraine I'activation de
la transcription de ce gene (Delaetyal, 2001b). Cette fixation de Fur se fait sans |'aide
co-facteur Fell et ce dernier réduit I'affinité Bar pour ’ADN (Delanyet al, 2001b, Ernset
al., 2005). Dans le promoteupf?, la protéine apo-Fur protége jusqu’a 3 régiong-g6b; -
49/-85 ; -110/-148). Chacune de ses régions possedeicléotide sensible a la DNAse | en
son centre. Les auteurs suggerent donc que les sigesx de chaque région sont liés
indépendamment et simultanément par Fur plutbétduéacon coopérative ainsi la paire de
bases non protégée correspondrait a la jonctiae &g protéines.

Ceci a constitué la mise en évidence d’'une réguialirecte et activatrice de la protéine Fur

chezH. pylori (Ernstet al, 2005). Cette activation étant médiée par la pretapo-Fur.
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ii) Régulation indirecte grace a un ARN antisens

A cOté de cette activation directe, un mode dvatibn indirecte a été décrit. Une
analyse du modulon Fur chBz colia montré qu’il y avait a la fois des genes répsiraedes
genes induits par le régulateur Fur. Les genedtsgar Fur cheE. coline possédent pas de
séquence régulatrice de type Fur-box (McHegll, 2003) et aucune fixation de Fur n'a été
décrite sur ces promoteurs.

L’activation du geneodBpar Fur cheE. coliK12 a été bien étudiée. Il a été montré
que la protéine Fur faisait intervenir un élémaafpalindromique en +1 de transcription ainsi
gu’'une région de 14 pb AT-riche en aval (Dubrac &uati, 2000). Dans cette étude, un
systeme rapporteur $8dB-lacZ montre une activit@-galactosidase 7 fois plus élevée et que
’ARNmM de sodBest trois fois plus stable en présence de Fugé&magt une régulation post-
transcriptionelle. Dans une étude ultérieure, a&qigipe a montré que Fur ne modifiait pas la
transcription desodB le répresseur ne se fixant qu’avec une faiblenigdf au promoteur
PsodBet ne se liait pas non plus a ’TARNm suggéranintermédiaire dans cette régulation.
L’intermédiaire probable a 'activation de trangtion médiée par Fur a été décrit a la méme
période par une autre équipe (Massé & GottesmadR)20 s’agit d’'un petit ARN de 90
nucléotides nommé RyhB. Cet ARN est négativemenirét® par Fur de sorte que le taux de
RyhB est inversement proportionnel a celui des génduits par Fe-FusdhCDAB, acnA,
fumA ftnA, bfr et sodBchezE. coli (Massé & Gottesman, 2002). RyhB présentant urte for
homologie avec les séquences promotrices des gégekes, agirait donc comme un ARN
antisens, comme cela a été démontré chez les etearZe systeme d’activation indirecte de
la transcription médiée par RyhB requiert un auttermédiaire, la protéine Hfg. Cette
derniere se fixe aux ARNSs cibles, comme il a dé@@ rdontré pour d’autres systemes de
régulation impliguant des ARNs (Massé & Gottesm2002). Ainsi, la transcription des

genes cibles ne se trouve pas modifiée et RyhE fli@es que sur les ARN messagers.

Méme si ce mode d’activation indirecte a ouverhdevelles perspectives sur le mode
d’action du régulateur global Fur, ici décrit pdargénesodBvia un ARNs, ce mécanisme
n'est mis en évidence que dans quelques espécemednm E. coli et aussi chezZ.

chrysanthem(Boughammourat al, 2008).
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2.3.5.1.3 Les réqulateurs qui répondent a d’autres métaux

Les Zur

La capacité des membres de la famille Fur a régosiecifiquemerin vivoau zinc a
été montrée en parallele chezcoli (Patzer & Hantke, 1998) et ch&z subtilis(Gaballa &
Helmann, 1998).

ChezE. coli, la transcription de 2 opérons codant pour unésystde transport a été
montrée comme régulée par la présence de fer. @@®ms £nuA-znuBE codent pour un
systeme de transport spécifique du zinc (ZnuAB@s kouches mutantes de ces opérons
cultivées en présence d'un chélateur de fer (EDd®t) des difficultés de croissance mais
elles sont compensées par I'ajout de zinc. La pret8ur se fixe sur la région promotrice de
znuAet znuCB (Patzer & Hantke, 1998, Patzer & Hantke, 2000). &beurs, la protéine
Zurg; est une protéine sensible a de faibles concemtisatie zinc de I'ordre du femtomolaire
(Outten & O'Halloran, 2001, Outtest al, 2001). Ceci montre que les bactéries régulest tre
finement I'homéostasie des métaux méme si cesatsrne sont pas hautement toxiques pour
la cellule.

ChezB. subtilis la protéine Zur régule également deux opérondigungs dans le
transport du zinc mais a partir de deux promotelistants (Gaballa & Helmann, 1998).
Comme che&E. coli, un retard de croissance est observé dans lestauta ces systemes de
transport en présence d’EDTA, retard qui est corm@@ar I'ajout de zinc.
L’analyse globale du régulon Zur chBzsubtilisen utilisant des micropuces a ADN a permis
de détecter des genes supplémentaires réguléstpoetaombre a 3 opérons codant pour des
systemes de transport du zinc chez cette espécbali@at al, 2002). A partir de
l'alignement des 4 promoteurs régulés par Zur dBesubtilis les auteurs proposent de
définir une boite Zur de reconnaissance de I’ADN28epb contenant un seul motif 7-1-7
connu pour les boites des régulateurs de la farRille Ainsi, les protéines Zur chdéx
subtilis reconnaissent une séquence palindromique impanaitehe de la boite Fur mais
possédant trois bases en plus a chaque extrénal€€ &I AATNATTACGALtt (Fuangthong
& Helmann, 2003).

Les protéines de la sous-famille Zur montrent fome spécificité pour la régulation

de l'acquisition du zinc. Comprendre comment cesgines, si proches des protéines Fur,
sont devenues spécifiqgues a ce métal a été rerssibf@grace a la structure cristalline de la
protéine FurB deMycobacterium tuberculosi@_ucarelli et al, 2007). FurB est en fait une

protéine Zur car elle régule I'acquisition du zigtcelle est capable de se fixer au promoteur

des geneznuABC Les auteurs décrivent deux sites de fixation ddaincomme pour la
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majorité des protéines Fur. Cependant, le siterditseoordonné de facon tétrahédrique par
les chaines latérales des résidus His-81, His-88;4 et Asp-62 alors que dans le site 1 des
protéines Fur est coordonné de fagcon octahédrifee différences de coordination seraient la
clé de la sélectivité de la protéine Zur pour lecziEn effet, la superposition des régions
amino-terminales de fixation a 'ADN des protéinesr, et Zugi: ne montre guere de
différences (Lucarellet al, 2007). Le second site de fixation est considémme le site
structural de la protéine Zur.

Les Mur

De méme que pour les Zur, une sous-famille Mur &gilateurs Fur a été décrite.
Chez Sinorhizobium melilofiun répresseur Mur répondant spécifiqguement augar@se
régule un systeme d’acquisition de ce métal, leesys MntABCD (Platercet al, 2007).
Méme si ce répresseur est capable de se fixer greomoteur cible en présence de fer ou de
zinc, cette fixation est moins stable que celleégéa en présence de manganeése. Les auteurs
de cette étude montrent que la protéine Mur n'eglable de se fixer qu’avec une faible
affinité a une boite Fur consensus (de Loreetzal, 1987). En revanche, deux boites Mur
(MRS1 et MRS2) possédent des caractéres proprebaites Fur mais est spécifique a la
protéine Mur (MRS1 : TGCAATT-N7-AATTGCA et MRS2 :GCAAAT-N7-AATCGCA).
La protéine Mur possede une autre propriété prapla famille Fur qui est de se fixer a
I’ADN en dimere ou du moins deux monomeres. Uneeaptotéine Mur a aussi été deécrite

chezRhizobium leguminosarufiaz-Mireleset al, 2005).

Les Nur

Comme pour le represseur FurB (Zur) Metuberculosis une structure cristalline a
éte résolue pour la protéine Nur (Nickel uptakeutatgr) chezStreptomyces coelicol¢An et
al., 2009). La encore, malgré une forte homologie&atpience, des modifications de sites de
fixation du métal, de reconnaissance de I'ADN cadselot cette protéine vers une
spécialisation dans la réponse au nickel et comowe pertaines protéines Fur-like, PerR,

Vers une réponse au stress oxydant.
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2.3.5.1.4 Les régulateurs gqui répondent a d’autres signaux

Une sous-famille un peu a part chez les Fur-likecelle des protéines spécialisées
dans la réponse a d’autres signaux commes les sixgslants ou la disponibilité en heme :
PerR ou lrr.

Comme pour les régulateurs Fur, les PerR sontr@aesseurs en présence de fer,
sensibles a la présence d’oxydants. Ainsi, ilgsatiit un mécanisme particulier de régulation
meédié par le métal qui va transmettre I'oxydatiola @rotéine (Metal-Catalysed Oxidation :
MCO) (Mongkolsuk & Helmann, 2002, Postle, 1993, Keklelmann, 2006) pour des valeurs
de l'ordre du micromolaire de péroxyde d’hydrogéRerR est un régulateur global de la
réponse au stress oxydants chez plusieurs espaoeseB. subtilis S. aureusS. pyogenest
L. monocytogenefBsat et al, 1998, Horsburghet al, 2001b, Moore & Helmann, 2005,
Brenot et al, 2005, Reaet al, 2005, Giedroc, 2009). La protéine PerR contré@e |
transcription de génes impliqués dans la séquistirde fer, la réponse au stress oxydant
avec par exemple la catalase (Horsbueghal, 2001b, Horsburghet al, 2001a, Lee &
Helmann, 2006, Lee & Helmann, 2007).

La structure cristalline de la protéine apo-PerR Blesubtilis montre une forte
homologie structurelle entre les protéinespket PerRs malgré une faible homologie de
séquence, notamment dans les régions de fixatl#xDN et de dimérisation (Traoret al,
2006) dont les modeles se superposent avec peévilidn. Plus récemment, la structure de
la protéine active PegR comparée a la forme non-active montre de que testsre
secondaires sont similiaires pour les domaines NC derminals mais l'orientation d’un
domaine par rapport a l'autre est différente (Jaougtet al, 2009). Cette structure cristalline
confirme I'observation faite sur le cristal de kaperR qui montrait un site Zinc structural
coordonné par 4 résidus Cystéine et un site aetifgroordonné par des résidus Histidine et
Aspartate (Traoret al, 2006, Jacquamet al, 2009). Cette pentacoordination forme un site
pyramidal ou le résidu His93 occupe la positiorcale (Jacquamaedt al, 2009).

Les protéines PerR ch& subtilisreconnaissent une séquence qui differe de la boite
Fur consensus de 15 p ATAAT NATTATAA décrite chez cette espece (Fuangthong &
Helmann, 2003).
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2.4 Métabolisme du fer et de I'heme chez les Bactériésictigues

Alors que le fer est un élément central et esseptur la majorité des bactéries,
certaines semblent pourtant échapper a cette feégiedant longtemps, les bactéries lactiques
(LAB) ont fait figure d’exception (Archibald, 198Bruyneelet al, 1989, Weinberg, 1997)
qualifiée méme d’anomalie par certains auteursfaidude I'absence de besoins en fer pour
leur croissance. Que le milieu soit supplémentécarencé en fer, aucune différence de
croissance n’'était observable et les essais detéasation de production de sidérophores
furent sans succés (Pandetyal, 1994, Imbert & Blondeau, 1998). Cependant, dedeast
avaient montré la présence de fer associé au ddotérien de bactéries lactiques et
bifidobactéries (Kott al, 1995).

Le séquencage de plusieurs genomes de bactéctepiés a révélé I'existence chez
ces especes de genes impliqués dans le transpéet,dwire de cytochromes. Il a aussi été
montré que I'addition d’héme ou d’héme et de mémames conduisait a une augmentation
de biomasse et contribuait a rendre les bactéhigssrpsistantes aux stress oxydants et acides
par le biais de la respiration (Duweit al, 2001, Brooijmanst al, 2009, Lechardeuet al,
2011). Ces études détaillées ont montré que ceopime de respiration est observé pour les
especesL. plantarum Lactobacillus rhamnosusLactobacilllus brevis Lactobacillus
paralimentarius Streptococcus entericulsactococcus garviaetL. lactis (Brooijmanset al,
2009; Lechardeuet al, 2011). Ainsi, de nombreuses LAB sont équipéegtigmement pour
la respiration avec notamment la présence des geord cydAB (codant pour les
cytochromes de type bd) et des génes de synthéseé&teaquinones (Brooijmaesal, 2009,
Lechardeuet al, 2011).

Chez L. lactis la bacterie commence a respirer lorsque le ghiss raréfie. La
protéine du contréle catabolique CcpA est conseph&z les bactéries a Gram positif et
pourrait ainsi étre impliquée dans cette modifmatmétabolique. Une souche mutée du gene
ccpAdevient sensible a la présence d’heme. Sa presenciiit a I'arrét de la croissance et a
la mort cellulaire. Les metabolisms du fer, du casb et la respiration semblent donc étre
sous le contrdle du régulateur CcpA (Gaedwal, 2003). La présence d’héme dans le milieu
de culture del.. lactis permet a la bactérie de passer d’'un métabolismeefgaire a un
métabolisme respiratoire. Ceci conduit a une augmtien de la biomasse, une nette
amélioration de la survie en phase stationaireugtearéduction des stress oxydant (Rezatiki
al., 2004).
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Une étude globale de l'effet de 'heme et de Igiresion chezL. lactis a révelé peu de
modifications au niveau transcriptionnel (Pederssn al, 2008). Cette étude révele
notamment que les génes codant pour des fonctiées la la respiration, telles les
cytochromes bd, l'acquisition de I'heme ou la sgs#h de ménaquinones, sont exprimes
indéfferemment de la condition de culture. Cecignd que les cellules sont préparées a vivre
en milieu aéré en présence d’héme. Cette étudte rglaun groupe de genes est fortement
induit par la présence d’hémgfCBA(Pederseret al, 2008). Les auteurs montrent que cet
opéron code pour un systeme d’export proche de @détuit chezS. aureusHrtAB (Stauffet

al., 2008).Cette approche globale montre dudactisest prét a utiliser 'lheme mais qu’il lui

est aussi nécessaire de détoxifier cette moléaument réactive.

Figure 13 : Représentation schématique de la chaine deptreinminimale d’électrons chez
les bactéries lactiques. Les génes présentslchHactis sont indiqués en rouge en dessous. De
nombreuses bactéries lactiques utilisent les seu®@éme et de ménaquinones de

I'environnement mais sont incapables de les syisgééfLechardeuet al, 2011).
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2.4.1 Le cas delLactobacillus sakei

L. sakeiest la bactérie emblématique de la viande. Ele@snue pour posséder une
catalase héme-dépendante. Nous savonsLgwakeirequiert ’'héme pour l'activité de sa

catalase (Knaukt al, 1992, Hertelet al, 1998) et que cette espece est dépourvue de
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machinerie de synthése de I'heme (Chail&ilal, 2005). Dans I'étude de Brooijmans, elle
apparait comme une des seules bactéries lactiqgues’agugmente pas sa biomasse en
conditions permettant la respiration (Brooijmagisal, 2009). Alors qu’elle colonise un
ecosysteme riche en fer et en heme, peu de choses®nues de son rapport avec le fer et
I'héme.

L’'unité FLEC (équipe FLEC, UMR Micalis depuis japvi2010) a déterminé la séquence du
génome de la souche 23K, qui est apparue commeqaaidement bien adaptée a la viande.
En effet, la séquence révele entre autres une iptépui pourrait étre importante pour la
compétitivité de I'espeéce dans son habitat Icasakeiposséde des genes codant pour des
fonctions liées au métabolisme de I'hnéme et dGhillou et al, 2005).

La souchelL. sakei 23K est dépourvue de cytochromes respiratoiresie@eydABCD
(Chaillou et al, 2005, Brooijmanst al, 2009). En revanche, elle possede un cytochrome
P450, muté dans la souche 23K mais intact chezrd®et un homologue de cytochrome B5
a groupement prosthétiqgue heme (Chaikwal, 2005, Brooijmant al, 2009, Chaillouet

al., 2009). L’'analyse du génome a mis en lumiére $&xice de plusieurs systemes de
transport potentiels pour le fer : deux transpogede large spécificité pour le fer ou le
manganese et un systeme de type ABC qui présestiatieologies avec le systeme Fhu. Ce
systéme pourrait représenter un moyen fausakeide se procurer du fer complexé a un
sidérophore, voire de 'hnémeé. sakeine possede pas de systéme de transport de type Feo
pour le fer Fell.L. sakeipossede également trois régulateurs de transeripie la famille
Fur. Cet ensemble de génes codant pour des foacli@es au métabolisme du fer et de
I'hneme, parait suffisamment complet pour permettrgilisation des ressources de
I'environnement en fer. Cette panoplie n'est passvoquer celle de bactéries pathogenes et
particulierement celles qui peuvent résider dangdade commé.. monocytogenesuE. coli
(Brown & Holden, 2002)L. sakeifait donc figure d’exception parmi les bactériestifgues
colonisant un milieu riche en fer et en héme maisaspirant pas alors qu’elle utilise 'héme

pour sa catalase.
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3 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Nous savons quk. sakeiest une bactérie particulierement adaptée a lalams un
environnement riche en fer et qu’elle possede umnpégent génétique complet dédié a
l'utilisation de ce métal. Cette aptitude pourraitnstituer un facteur de compétitivité de
I'espéce dans I'écosystéme carné. Le but de caitrdw these est donc de mieux comprendre
le métabolisme du fer chéz sakei

Pour ce faire, nous avons souhaité répondre @aqrastions principales :

1) Est-ce qué. sakeiest capable d'utiliser certaines sources de fer ?
Pour répondre a cette question, nous avons midaee pne méthodologie d’analyse du fer
intracellulaire qui ne nécessite pas l'utilisatidglément radioactif. Nous avons testé I'effet
de sources de fer disponibles dans I'environnematurel del.. sakej sur sa croissance, sa
survie et sa capacité a accumuler ce fer dansydoplasme.
Cet aspect du travail est traité dans le chapigedlété valorisé par une publication (Duhutrel
et al, 2010).

2) A quoi servent le fer et I’'heme chiezsakei?

Nous avons souhaité répondre a cette question entdenps. Tout d’abord, sachant due
sakeipossede des régulateurs de transcription de ldidaRur, nous avons mené une étude
fonctionnelle afin de bien définir chacun de cesafmues et de leur attribuer un réle
physiologique. Cet aspect est traité dans le dagt et l'article qui en découle sera
prochainement soumis. Ensuite, comme le fer est [@oplupart des bactéries un élément
essentiel nécessaire a de nombreux processusagelylnous avons mené une analyse
globale et évalué par transcriptomique et protéamiq réponse de. sakeia la présence de
fer ou d’heme. Cette partie est traitée dans leitiea3 et fera également 'objet d'un

manuscrit.

3) Comment les différentes sources de fer utilessakeisont-elles transportées dans
le cytoplasme ?
Une analyse fonctionnelle des transporteurs aégtiisée afin de préciser leur spécificité et
d'évaluer leur implication dans la physiologie debhctérie. Cet aspect est traité dan$'Té 4

chapitre.
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4 RESULTATS

4.1 Chapitre 1 : les sources de fer utilisées pdr. sakei

4.1.1 Contexte et objectifs

Notre premier objectif de travail était de détaeremisiL. sakeiétait effectivement
capable d'utiliser des sources de fer présentes dan environnement carné telles que
I’'hneme, la myoglobine et 'hémoglobine mais auadiransferrine.

La démonstration de I'accumulation du fer chezlastéries nécessite généralement
I'utilisation de fer radioactif. L’'usage de compeséadioactifs ne permet pas de tester
aisément de nombreuses sources, hotamment lerfénigée.

Nous avons mis au point une méthode d’analyse mmumettant de tester ces
différentes sources de fer, non radioactives. Netens développé une méthode originale
jusqu’a présent jamais utilisée pour les bactéeiescollaboration avec une autre unité de
I'INRA (NuRéLICe) et une unité de I'Institut CuriMicroscopie lonique). Les résultats de

cette étude ont constitué un point de référence lpcsuite de notre travail.

4.1.2 Méthodologie

La souche dé&. sakeiutilisée dans cette étude est la souche 23K @ogéhome a été
séquencé (Chaillouet al, 2005). Ceci nous a permis les approches de ggmeti
transcriptomique et protéomique pour la suite detrevaux.

Le milieu utilisé est un milieu chimiquement défiMCD (Lauret et al, 1996).
Initialement, ce milieu n’est constitué d'aucuneise de fer si ce ne sont des traces que I'on
peut retrouver dans I'eau ou les ingrédients néiessa sa constitution.

La détermination de [l'utilisation de sources de e été réalisée par analyse
physiologique et par détection du fer dans le dgpe. Nous avons réalisé des suivis de
croissance et de survie en présence de différesuasces de fer. Pour détecter le fer
cytoplasmique, nous avons développé, avec la arbdlon de C. Bordat (NuRéLICe, INRA,
Jouy en Josas), une approche par microscopie@tepiie nous permettant de nous affranchir

de l'utilisation de sources de fer radioactives.

57



Cette approche est dite en perte d’énergie. Elle alicroscopie et spectroscopie ce qui
permet d’obtenir une cartographie fine du fer icéthulaire. Le principe est le suivant : le
faisceau d’électrons, d’énergie initiale E, en passau travers de I'échantillon deshydraté et
inclus dans une résine (épaisseur 40 nm) perd umegié AE qui est directement

proportionnelle a I'élément rencontré. On obtiemisa une image morphologique par

microscopie a 250 eV et une carte de distributiofed a 718 eV.
Figure 14: Principe de la microscopie électronique en pa'daergie (EELS).

Faisceau d'électrons Incident

Energy: E

LT
.

Electron réfléchi

AE

......
......
.t
o

.............
- .
....

-
o

Il :-' L :-' I :-’. " (

Elémentspecfique

Rayons X
E E-AE
Electrons Dispersés E l Electrons Disperses
Elastiques Inelastiquemnent

Electraons
MNon Disperses

Cette approche ne permet cependant que d’analysechamp réduit a quelques
cellules. Afin d’obtenir un champ plus large denBemble de la population bactérienne, nous
avons utilisé I'approche nanoSIMS (Secondary lors$/@pectrometry) en collaboration avec
J.-L. Guerquin-Kern du laboratoire de Microscopiaitjue de I'Institut Curie d’Orsay. Le
nanoSIMS est un procédé d'analyse qui permet égalente déterminer la compostion
chimique d'un échantillon. La technique consisbt®@barder la surface de I'échantillon avec

un faisceau d'ions dits primaires {@s1 O) et a identifier les ions secondaires ainsi cpi#s
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spectrometrie de masse (Figure 15). Cette anabftsetalisée sur une coupe adjacente aux

coupes utilisées pour I'approche de microscopietrique.

Figure 15: Principe de la spectrométrie de masse a ionisatcondaire (nanoSIMS)
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Les approches EELS et nanoSIMS sont apparuesdngéglémentaires et constituent un outil

efficace pour I'analyse du contenu cellulaire endies bactéries.

4.1.3 Résultats principaux

4.1.3.1 Effet physiologique des sources de ferlsusakei

Dans un milieu chimiguement défini supplémenténon avec différentes sources de
fer, nous n'avons pas observé de différences desamce, que ce soit au niveau de laddO
ou de la biomasse finale.

Nous avons observé que les sources de fer li@€YH-eSQ) ou complexé (Citrate
de fer, ferrichrome, ferrioxamine) ne modifiaierdspla survie en phase stationnaireLde
sakei Nous avons également cherché a mettre en évidepceduction de sidérophores mais

n'en avons pas détecté. En revanche, les sourcts #éminiques et la transferrine bovine
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permettent d’augmenter trés significativement lavisude L. sakeien phase stationnaire.
Alors qu’'en MCD, L. sakeisurvit au maximum 48h, I'ajout de transferrine démsnilieu
permet aux bactéries de survivre jusqu’a 96h @dtade sources de fer héminiques conduit a

une survie de 168h.

4.1.3.2 Analyse du fer intracellulaire

Dans un premier temps, nous avons adapté la methBdS a I'étude des bactéries.
En effet, la préparation d’échantillons pour la rogcopie électronique et le SIMS nécessite
la deshydratation de I'échantillon, processus potientrainer la perte des éléments du
cytoplasme. Nous avons contourné cette contraimteréalisant la déshydratation des
échantillons bactériens a l'acétone a basse tempérg-88°C) dans un appareil de
cryosubstitution AFS (Leica), apres cryofixationr pébongée sur miroir (Leica, MM8OE). La
deshydratation est réalisée en remplacgant I'ealigigtone puis I'acétone par la résine Spurr
(Wallis & Griffin, 1973) en remontant progressivamé& température de -88°C+20°C.

Nous avons montré que le fer est internalisé peafiellement a partir de sources de
fer héminique et dans une moindre mesure a patia dransferrine, ce qui est cohérent avec
les phénotypes de survie observés. Le Nano-SIM&frmé ces observations a I'échelle de

la population.

4.1.4 Publication 1 : Iron Sources Used by the Nonpathogec Lactic Acid Bacterium
Lactobacillus sakeias Revealed by Electron Energy Loss Spectroscopyhda

Secondary-lon Mass Spectrometry
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Lactobacillus sakei is a lactic acid bacterium naturally found on meat. Although it is generally acknowledged
that lactic acid bacteria are rare species in the microbial world which do not have iron requirements, the
genome sequence of L. sakei 23K has revealed quite complete genetic equipment dedicated to transport and use
of this metal. Here, we aimed to investigate which iron sources could be used by this species as well as their
role in the bacterium’s physiology. Therefore, we developed a microscopy approach based on electron energy
loss spectroscopy (EELS) analysis and nano-scale secondary-ion mass spectrometry (SIMS) in order to
analyze the iron content of L. sakei cells. This revealed that L. sakei can use iron sources found in its natural
ecosystem, myoglobin, hemoglobin, hematin, and transferrin, to ensure long-term survival during stationary
phase. This study reveals that analytical image methods (EELS and SIMS) are powerful complementary tools

for investigation of metal utilization by bacteria.

Most living organisms have requirements for iron, an ele-
ment which is indispensable for many cellular processes. Its
role in infection and virulence processes in pathogenic bacteria
has also been evidenced (reference 11 and references therein).
In the environment, iron cannot be used readily by bacteria
because of its insolubility. In response to iron deprivation,
microorganisms have thus developed sophisticated strategies
in order to capture and sequestrate iron. Gram-negative and
Gram-positive species generally synthesize extracellular sid-
erophores, low-molecular compounds with very high affinity
for ferric iron, and specific membrane receptors able to inter-
nalize iron-siderophore complexes (40). Some bacteria with
absolute iron requirements, such as Pseudomonas fragi, a meat-
borne species which does not produce siderophores, or the
pathogenic species Staphylococcus aureus, which produces only
three different siderophores, are able to use iron-siderophore
complexes produced by other bacterial species sharing their en-
vironment (10, 36). In animals, heme constitutes the major iron
source and is found in hemoproteins, such as hemoglobin and
myoglobin. Bacteria can also gain free heme from proteolysis or
oxidation of free hemoglobin issued from red blood cells. Other
mammalian iron sources can be found in nonheminic iron storage
and transport proteins, such as transferrin or lactoferrin.

Until recently, lactic acid bacteria were generally considered
to be a rare bacterial group having no iron requirement (7, 41).
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No growth differences were noticed when different lactic acid
bacterium species were tested in either iron-depleted or iron-
supplemented media, and attempts to characterize sid-
erophore production by these species were unsuccessful (22,
34). Recently, nonribosomal peptide synthesis pathways have
been detected with the genomes of two Lactococcus lactis
vegetal isolates (37). The authors of that study suggest that this
could account for siderophore production as it exists in other
bacteria (11), but this remains to be experimentally proven.
One species, Lactobacillus johnsonii, exhibits iron require-
ments when inosine and uracil are supplied as the sole nucle-
otide sources in a chemically defined medium (15). Heme
acquisition in Lactococcus lactis has been reported and is as-
sociated with the ability of the species to undergo respiration
(13). But iron per se is still considered to be dispensable for
these species, and heme is considered a heme source rather
than an iron source. Genome sequences of several lactic acid
bacteria have revealed that some species harbor genetic equip-
ment involved in iron transport (31). This is the case in Lac-
tobacillus sakei, a lactic acid bacterium particularly well
adapted to meat, in which it becomes the predominant flora.
Its genome has revealed some specific features that could ac-
count for its high adaptation to meat, including several puta-
tive iron transport systems and three iron-dependent transcrip-
tional regulators belonging to the Fur family (8). L. sakei lacks
classical respiratory cytochromes and is devoid of heme bio-
synthesis machinery, but a heme-dependent catalase has pre-
viously been reported (20, 26). The genome sequence of strain
23K showed the presence of putative cytochrome b5 (8) and a
mutated cytochrome P450 gene, this latter gene being intact in
some other L. sakei strains (9). This equipment may indicate
that iron and/or heme is transported into L. sakei cells.

61

010Z ‘6 U2IBI\ UO YN 1B Blo"wse wae wolj papeojumoq



Vor. 76, 2010

1,0E+10
1,0E+08 r

1,0E+06 -

CFU/mL

1,0E+04

1,0E+02

1,0E+00 T £ T T - » B
0 24 48 72 96 120 144 168
Time (h)

FIG. 1. Growth and survival of L. sakei 23K in MCD medium
supplemented with various iron sources. Open squares, control; open
circles, FeCls, 40 uM; open triangles, hematin, 40 wM; crosses, hemo-
globin, 10 wM; full squares, myoglobin, 40 wM; full circles, h-trans-
ferrin, 5 wM. Iron source concentrations were calculated to ensure the
same final Fe concentration. h-Transferrin concentrations ranging
from 1 to 20 uM were tested, but no difference was observed between
5 and 20 pM, so the 5 uM concentration was selected.

Numerous methods have been used to study metal-microor-
ganism interactions. An extensive review of methodological
approaches was done in 1997 (1). Recently, mapping of organic
polymers and the redox iron status of bacterial extracellular
matrixes have been studied by scanning transmission X-ray
microscopy (21, 32). Electron energy loss spectroscopy (EELS)
and/or electron spectroscopic imaging (ESI) techniques have
successfully been used in eukaryotic tissue investigation in or-
der to visualize ultrastructural localization of elements such as
calcium, phosphorous, oxygen, nitrogen, zinc, copper, other
light elements, and also iron (3, 5, 6, 17, 23-25, 39). EELS also
allowed identification of phosphorus and thus DNA in an ex-
tracellular matrix produced by a Gram-negative bacterial iso-
late involved in biofilm formation (2). The nitrogen distribu-
tion map created through EELS image analysis allowed the
localization of cyanophin, a cyanobacterial protein known for
functioning as temporary nitrogen, carbon, and energy stock
(27). Information on the cellular status of metals in bacteria is
difficult to obtain, since conventional preparations used for
electron-microscopic observations can alter structures, relo-
cate, and/or remove metal ions and probably other labile cy-
toplasmic constituents when processing at room temperature
(16). Secondary-ion mass spectrometry (SIMS) has been used
for a couple of years to investigate the isotopic composition of
microorganisms (33) and recently to identify uncultured mi-
croorganisms in complex ecosystems by using species-specific
oligonucleotide probes (29). Here, we developed an analytical
correlative imaging approach based on a combination of EELS
and SIMS, which revealed that growth of L. sakei in the pres-
ence of heminic compounds or transferrin leads to iron accu-
mulation in cells, which is correlated with a longer survival
during stationary phase.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strain and growth conditions. L. sakei 23K (8) was propagated on
MRS medium (12) at 30°C. For physiological studies the chemically defined
medium MCD (28) supplemented with 0.5% (wt/vol) glucose was used. MCD
medium contains no iron sources but contains possible traces of iron coming
from various components or distilled water. Incubation was performed at 30°C
with stirring at 70 rpm. Cell growth and viability were followed by measuring the
optical density at 600 nm (ODg,) on a visible spectrophotometer (Secomah) and
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FIG. 2. Histogram representing catalase activity of L. sakei cells
grown in MCD medium supplemented with heminic compounds (con-
trol, hematin, 40 wM; hemoglobin, 10 uM; myoglobin, 40 uM). Cata-
lase activity is expressed as micromoles H,O, consumed per minute
and per mg protein.

by the determination of the number of CFU ml ™! after plating serial dilutions of
samples on MRS agar. Plates were incubated under aerobiosis at 30°C for 30 h.
All the measurements were performed in at least three independent assays.
When needed, media were supplemented with freshly prepared filtered solutions
to obtain final concentrations of either 40 M FeCl; (Merck), 40 uM FeSO,
(Merck), 40 uM hematin (Sigma), 10 pM hemoglobin (Sigma), 40 pM myoglo-
bin (Sigma), 5 pM bovine holo-transferrin (h-transferrin; Sigma), 2.5 pM fer-
richrome (Sigma), 1 pM lactoferrin (Sigma), 40 wM desferrioxamin (Desferal;
Sigma) iron saturated with FeCl;, or 50 wM ferri tri-sodium citrate (Merck). Iron
depletion was obtained by addition of O-phenanthroline (Sigma) or 2,2 dipyridyl
(Sigma) at 200 puM or at 2 to 4 mM in liquid medium or agar medium, respec-
tively.

Catalase activity determination (adapted from the method of Sinha [38]).
Cells cultivated for 8 h in MCD medium supplemented with hematin, hemoglo-
bin, or myoglobin were collected by centrifugation (3,300 x g) for 10 min at 4°C,
rinsed twice in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0), and resuspended in the
same buffer at an ODgq, of up to 25. Cell suspensions (700 wl) were added to
500-mg glass beads (0.1-mm diameter; BioSpec Products) and disrupted on a
FastPrep apparatus (FP120; Biol01 Savant) by shaking twice for 20 s at speed 5,
with a cooling step between of 2 min on ice. After centrifugation for 10 min at
15,000 X g, the protein concentration was measured in the supernatant using the
Bradford method according to the manufacturer’s instructions (Coomassie pro-
tein assay reagent; Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Catalase activity was
determined with cell extract aliquots containing 100-pg proteins incubated in the
presence of 5 ml sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) and 4 ml H,O, (0.2
M). At 1, 3, 5, 8, and 10 min, 1-ml aliquots were removed and mixed to 2 ml
(potassium dichromate [50 g liter ~']-acetic acid [1:2, vol/vol]), then boiled for 10
min before the ODs,, was measured. Results are expressed as micromoles H,0,
consumed per minute and per mg of proteins. Three independent assays were
performed, and results are expressed as mean = standard deviation.

Sample preparation for EFTEM and SIMS analysis. Cells grown for 8 h and
30 min (ODgoy of ~1.4) in MCD medium supplemented with various iron
sources were harvested by gentle centrifugation at room temperature. A small
amount of bacterial pellet was quickly pushed in a spacer ring fixed with a
double-side rubber onto the specimen holder of a cryofixation device (Metal-
Mirror cryofixation system MMS80 E; Leica, Vienna, Austria) and impacted onto
a liquid nitrogen-cooled gold-coated copper block. The freeze substitution pro-
cess in pure dry acetone at —89°C for 3 days in a freeze substitution device (AFS,
Leica, Vienna, Austria), progressive infiltration in Spurr resin, a polymerization
step, and sectioning (Ultracut S microtome; Leica, Vienna, Austria) were per-
formed as previously described (4). Thin sections (50 nm thick) collected on
unfilmed grids were examined unstained on an energy-filtered transmission elec-
tron microscope (EFTEM), a CEM 902 Carl Zeiss (Oberkochen, Germany)
equipped with a charge-coupled-device camera, Mega View I1I FW (Olympus
Soft Imaging Solutions, Miinster, Germany), located at the Platform MIMA2
(INRA, Jouy en Josas, France). Acquisition, recording, and treatment of data
were obtained with graphical interface iTEM (Soft Imaging Company, Minster,
Germany).

EELS analysis procedure. In an electron microscope, electrons which have
been scattered in the specimen lose element-specific energies. These electrons
can be detected as a function of the energy lost through the specimen by the
means of an energy filter that permits recording element distribution images
(ESI) and spectra (EELS). Element-specific signals (elemental edges) are su-
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FIG. 3. Iron mapping of L. sakei cells cultivated in MCD medium supplemented with various iron sources: no iron (A); ferrioxamin, 40 pM
(B and C); myoglobin, 40 pM (D and E); and h-transferrin, 5 nM (F and G). ESI images obtained using EFTEM (cell scale) (panels A, B, D, and
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perimposed on a falling background. In this study we used parallel EELS
(PEELS) as an alternative to the EELS technique to identify iron; in this
technique an image of the spectrum is recorded by the camera and the resulting
spectrum represents the distribution of image pixel intensity as a function of
energy loss. iTEM software allowed us to remotely control the microscope and
camera for data acquisitions and to analyze energy-filtered images and spectra.
The ESI technique produces highly resolved element mapping of preparations
over relatively large areas, and the PEELS technique, suitable for a fast screening
of spectra, allows chemical analysis with good spatial resolution. Comparison of
ESI maps and PEELS spectra recorded on the same analyzed region avoids false
image distribution due to possible local changes in section thickness and allows
identification of weak edges. In this study, iron was identified by the Fe-L, 5 edge
at 708 eV (35) Images (516 by 516 by 8, binning [x/y] of 2x) were recorded by the
camera using iTEM software facilities. An iron map was obtained by subtracting
a modeled background using the three-window power law method (14). Detailed
descriptions of the method are given elsewhere (35). An additional image at an
energy loss (AE) of 250 eV (structure-sensitive image) below the C-K edge,
which allows examination of very thin unstained sections, was obtained at the
same time. At this value, the contrast image is inverted, carbon contribution is
eliminated, and cellular details are clearly visible. The calculated element map,
arbitrarily colored, was superimposed onto the corresponding structure-sensitive
image. For PEELS acquisition, the image of the EELS spectrum was recorded by
the camera, with an energy range of 140 eV centered at the energy loss of the
Fe-L, 3 edge (708 eV). Background subtraction was performed using the iTEM
software facilities, and the calculated background according to the power law of
Egerton (14) was subtracted from experimental spectra. If EFTEM analysis
allows iron detection at a nano-scale range, this analytical technique is restricted
to a limited field of view (about 3 um by 3 wm), therefore studying numerous
bacteria to get information on a large cell population would be time consuming.

SIMS imaging. SIMS allows direct identification of chemical elements with
high sensitivity and specificity (18) and can be applied to visualizing the elemen-
tal distribution (chemical mapping) of a large area (raster of up to 100 um) to get
an overview of a few tens of cells in addition to highly resolved EFTEM maps.
Dynamic SIMS imaging was performed using a NanoSIMS-50 ion microprobe
(CAMECA, France) operating in scanning mode. The primary ion beam was
generated from either a cesium source (Cs') or an oxygen source (O ) for,
respectively, negative or positive secondary-ion analysis. The instrument is
equipped with a magnetic spectrometer using a parallel detection system with the
capacity to acquire simultaneously up to five species, which ensures a perfect
colocalization between recorded images. In this study, images for CN—, P~, and
S~ were acquired simultaneously using the Cs™ primary beam to characterize the
cell distribution. Concerning the detection of iron, Fe™ emission using the Cs™
beam (electronic affinity, EA of 0.16 e¢V) provides extremely low sensitivity. As
an alternative, several tests have been carried out by detecting FeO ™ (EA of 1.5
eV). However, the sensitivity is still quite low, and only aggregated iron could be
analyzed in this way. The magnetic field was set to detect the heaviest mass (in
the present study, **Fe'®O~ with the Cs source) on one of the largest radius
detectors. The other movable detectors were positioned to detect >C*N~ and
3P, For typical experiments, the primary ion intensity was up to 6 pA. The
probe was stepped over the sample in a 256-by-256-pixel raster of 100 to 30 pwm
to generate secondary-ion images. The typical dwell time was 20 ms per pixel. As
Fe can be more favorably detected as Fe*, imaging was also carried out using the
O~ beam on samples showing a low and more homogeneous iron distribution.
Sections were first examined using the O~ beam to record “°Ca* and °Fe’
maps (*°Ca™ is used to characterize the cell distribution). The typical acquisition
duration was then extended to about 50 ms per pixel for the detection of positive
secondary-ion species “°Ca™ and *°Fe™ at a much lower intensity (3 pA). Re-
cording was then performed using multiframe mode (accumulation of 10 frames
with 5 ms per pixel for each) in order to prevent structure deformation because
of the erosion of primary ions. The same regions of interest were then analyzed
using the Cs™ beam to acquire ">)C'*N~, 3P~ and *>S™ images in a separate run.
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As the two sets of images were recorded sequentially, care has been taken to
minimize the shift between the two sets of images during image acquisition.
Furthermore, image processing using ImageJ software (W. S. Rasband, 1997—
2000, National Institutes of Health, Bethesda, MD [http://rsb.info. nih.gov/ij/]),
with a homemade plug-in, was performed to obtain proper colocalization of the
observed structures on the processed maps for all of the ion species.

RESULTS AND DISCUSSION

L. sakei showed enhanced survival during stationary phase
when grown in the presence of heminic compounds or trans-
ferrin. We first aimed at analyzing L. sakei behavior in the
presence of iron. As previously claimed for several lactic acid
bacteria, neither iron deprivation nor iron supplementation
modified growth of L. sakei 23K (data not shown). Iron depri-
vation was obtained by adding common iron chelators: O-
phenanthroline (200 uM to 4 mM), 2,2 dipyridyl (200 pM to 4
mM), or Desferal (200 uM). No effect of Desferal or 2,2
dipyridyl was observed on growth in either solid or liquid
media. A total growth inhibition was observed when O-phe-
nanthroline was added, but this inhibition was not suppressed
by subsequent iron supplementation, indicating an intrinsic
toxicity of O-phenanthroline, independent from an iron priva-
tion effect, as previously reported for lactic acid bacteria (30).
None of the iron source supplementations tested (free-iron
forms FeSO, or FeCly; siderophore-complexed iron fer-
richrome, ferrioxamin, and ferri-citrate; and iron forms present
in the meat environment, such as hematin, hemoglobin, myo-
globin, h-transferrin, and lactoferrin) resulted in any significant
effect on growth (data not shown). This indicates that this
metal is dispensable for L. sakei growth. In contrast, survival
was highly enhanced during stationary phase when cells were
grown in the presence of heminic compounds (hematin, myo-
globin, and hemoglobin), with cells being able to survive up to
144 to 168 h (Fig. 1). The most pronounced effect was observed
in the presence of hematin. An intermediate phenotype was
observed when h-transferrin was added to the medium. In fact,
this compound led to a better survival than the one observed
with the control, even though it was less than that with heminic
compounds. These results confirm that iron is dispensable for
L. sakei growth, as mentioned in the literature (34), but they
clearly indicate that iron sources present in the meat environ-
ment highly benefit L. sakei by sustaining long-term survival.

Catalase activity is correlated with enhanced survival in the
presence of heme. As L. sakei is known for possessing a heme-
dependent catalase (20, 26), even though it is deficient in a
heme biosynthesis pathway, we measured this activity in cells
grown in the presence of different heme sources. As shown in
Fig. 2, growth in the presence of hematin, hemoglobin, or
myoglobin resulted in measurable catalase activity in L. sakei
cells, indicating that this species is able to get heme from the

F). A filtered image at 250 eV (inverted contrast) allows the morphology to be observed. Bacterium ultrastructure is clearly visible; ribosomes
nonhomogeneously distributed are recognizable (panels A and B especially). Magnified insert in panel B shows a small portion of membranes with
cytoplasmic membrane (CM) and cell wall (CW) well conserved. The iron map, in red, is superimposed on the 250-eV image. White inserts show
experimental PEELS spectra (panels A and F) or background-corrected Fe-L, 5 edges (panels B and D). Yellow circles represent the area for
PEELS acquisitions. Unstained sections. SIMS images (population scale) (panels C, E, and G). SIMS has the capacity to analyze a larger field (here
30 pm) and then complementing and generalizing the ESI information obtained for single cells. Images were obtained by superimposing two sets
of images: the iron (*°Fe'®O~ for panel C and *°Fe* for panels E and G) distribution in red and the '2C "N~ distribution in blue, which gives

information on cell distribution.

64

010Z ‘6 YoIey uo YN 1e B0 wse wae wolj papeojumoq



564 DUHUTREL ET AL.

hemoproteins hemoglobin and myoglobin. Significantly higher
catalase activity was observed with cells grown in the presence
of hematin and is correlated with longer survival during sta-
tionary phase. The survival in the presence of heminic com-
pounds cannot be attributed to respiration, as described for L.
lactis (13), since L. sakei lacks respiratory cytochromes (8), but
could be attributed to the dismutation of hydrogen peroxide by
the catalase. The survival in the presence of h-transferrin relies
on the effect of iron per se and not on heme. Such an effect of
iron and the ability to get it from h-transferrin was unexpected
and had not yet been observed with lactic acid bacteria. Addi-
tionally, we could not detect any catalase activity in cells grown
in the presence of h-transferrin. Taking all these results into
consideration, we cannot rule out that heme per se is also used
as an iron source.

Heminic iron sources and transferrin are transported into
L. sakei cells. Our strategy to evaluate the intracellular iron
content of L. sakei cells grown in the presence of various iron
sources was to develop an electron microscopy-based method.
From the same cell preparation we performed both EELS to
get an iron map at nanometer range for single cells and Nano-
SIMS in order to visualize iron within the whole-cell popula-
tion. As no precise quantification could be performed in any of
the techniques, the combination of both approaches revealed
to be efficient in evaluating the iron content of cellular popu-
lations, and the two techniques clearly appear complementary.
Conventional procedures for sample preparation for EFTEM
analysis usually include, prior to resin embedding, chemical
fixations and dehydrations in solutions with increasing organic
solvent content that produce extractions or displacements of
loosely bound elements (19). To avoid these artifacts, we used
physical fixation (cryofixation) and cryosubstitution prior to
the necessary embedding in a resistant resin. Cell structure
conservation of such preparations was checked by TEM obser-
vations. We detected the presence of iron inside cellular struc-
tures, confirming that cell integrity had been kept, which en-
sured intracellular conservation of elements. EFTEM analyses
at the subcellular level were confirmed by NanoSIMS analysis
in corresponding areas but in larger zones. Several observa-
tions were made with the whole-cell preparation, and we
present here representative images for EFTEM and SIMS
analysis (Fig. 3). Clear differences were observed for the iron
content of cells grown on various iron sources. Cells grown in
the absence of exogenous iron sources did not show any iron
signal in their cytoplasm (Fig. 3A). Cells grown in the presence
of FeCly or ferrioxamin revealed a weak iron signal (iron
content near the limit of detection) in the cytoplasm, whereas
extracellular clusters exhibited a strong signal, indicating that
iron does not enter the cells as shown for ferrioxamin grown
cells (Fig. 3B and C). We detected the presence of iron in L.
sakei cells grown in the presence of myoglobin, hematin, and
hemoglobin, characterized by a strong signal from cytoplasm
(Fig. 3D and E; see also Fig. S1 in the supplemental material).
Likewise, we observed an iron signal in the cytoplasm of cells
grown in the presence of h-transferrin (Fig. 3F and G), though
it was less strong than the one observed with heminic com-
pounds. It seems that iron accumulation in L. sakei cells varies
according to iron source supply, with heminic compounds, such
as heme, hemoglobin, or myoglobin, being preferential iron
sources for L. sakei. These differences in iron cellular contents

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

are correlated with bacterial survival. Indeed, a lower iron
content was observed with transferrin, a growth condition for
which survival during stationary phase was less improved than
with the heminic iron sources. In all cases, the use of SIMS
confirmed the presence of iron at the population level,
strengthening information obtained for single cells. This was
characterized by the colocalization of "*°Fe and ~CN (cell
structure) secondary-ion images. We also observed a nonho-
mogeneous signal within cells, which could be due to differ-
ences in the physiological statuses of cells within the popula-
tion.

In conclusion, this study provides the first evidence for both
heme and iron utilization by L. sakei for its survival. This
utilization seems restricted to iron sources present in the meat
environment, such as myoglobin, hemoglobin, and transferrin,
confirming the tight adaptation of this species to meat. This
enlightens us about the functions critical for its adaptation and
that ensure the competitiveness of this meat-borne lactic acid
bacterium. In addition, we have developed a novel comple-
mentary use of EELS and SIMS, which represents a promising
experimental approach offering the possibility of detecting in-
tracellular iron in bacteria. This should be of interest in par-
ticular to studies of pathogens known for having higher iron
requirements and should open new fields for element investi-
gation of bacteria.
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4.2 Chapitre 2 : Régulation du fer intracellulaire chezL. sakei23K

4.2.1 Contexte et objectifs

Nous avons montré que sakeiest capable d’utiliser le fer héminique et lederla
transferrine (Duhutrelet al, 2010). Le fer est un élément vital mais toxiquegil gest
important de réguler. Cette régulation est chezndmbreuses bactéries I'apanage des
régulateurs de transcription fer-dépendants dardllie Fur. La présence dans le génome de
la souche 23K de 3 genes codant pour des régudateuranscription de la famille Fur est un
cas unique au sein du geriractobacillus L'objectif de cette étude était donc de définir
I'implication des régulateurs Fur-like dans le niésme du fer chez cette bactérie afin de
mieux comprendre les mécanismes impliqgués dansndesa long terme en présence d’heme

et de transferrine chez une bactérie lactique migl@pde respirer.

4.2.2 Stratégie

Nous avons procédé en trois étap@saffiliation des différents paralogues de Fur
(LSA0109, LSA0466 et LSA1029) a difféerentes sousifies Fur,ii) recherche de boites de
fixation de ces régulateurs et prédiction de réggiloen utilisant le modél8. subtilis
(Fuangthong & Helmann, 2003) &t) construction de mutants dans chacun des paraogue
afin de valider nos prédictionm silico et de déterminer le réle physiologique de ces

régulateurs en lien avec la fonction des genesgiientifiés.

4.2.3 Résultats principaux

Les trois régulateurs de. sakeiappartiennent a trois sous familles comme nous le
montrons en figure 16.

La protéine LSA0109 présente de fortes homologiesx des protéines Fur-like qui
répondent a d’autres métaux que le fer tels quinkeou le manganése (Zur Be subtiliset
L. monocytogengsChezL. sakej la protéine LSA0109 régule un opéron unique cbgdanr
un systeme de transporteur AB@t§ABQ dédié au manganese. Cette protéine LSA0109
semble impliquée dans la régulation de 'homéostdsimanganése cellulaire.

La protéine LSA0466 correspond a une protéine PlegR protéines PerR répondent a

un signal différent, le péroxyde d’hydrogene, maiséponse est catalysée par réaction avec
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le fer (Metal Catalyzed Oxidation). La protéine LB¥6 contrdle un régulon de 4 génes :
une NADH péroxydase, une protéine membranaire Putype ATPase Cd/Zn/Co et une Dye-
type péroxydase, dont les fonctions sont cohérentes la réponse a un stress oxydant.

La protéine LSA1029 correspond a la véritable pnetd-ur qui répond au fer et le
régule. La protéine LSA1029 contrble également eitit pégulon de 3 geneth(iD, fhuCet
xerCl. Il est impliqué dans des phénomenes de conttélda division cellulaire et de

séquestration du fer intracellulaire.

Figure 16: Arbre phylogénétique de protéines Fur-like. Akgnent multiple des séquences
peptidiques sélectionnées parmi les protéines dégemexpérimentalement avec ClustalW.
Réalisation du dendrogramme avec le logiciel PhggoD(Choiet al, 2000). Ec E. coli,
Spyo ; S. pyogenesSa ;S. aureusBs ;B. subtilis Lm ; L. monocytogene<£f ; E. faecalis

Lsa ;L. sakej Mt ; M. tuberculosisSm ;S. melilotj Pa ;P. aeruginosaVc ; V. cholerae

Perf-Sa FER-Es

FurEc

FurWe

PerR-Spyo Protéines
PerR
FurFa T U A T
Mur-Sm
" Brate G e LSA0466
. Proteines
. Fur hd
LSA0109
wilm  FurEf ur-Ef Rt
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Zurlm
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4.2.4 Publication 2 : Characterization of three Fur paralogs in the Lactic Acid

Bacterium Lactobacillus sakeP3K

69



Characterization of the three Fur paralogs

in the Lactic Acid Bacterium Lactobacillus sakeP3K

Philippe Duhutrét?, Fabienne Barai§e?, Stéphane Chaill&t®, Monique Zagorét?, and
Marie-Christine Champomier Verd&d".

(1) INRA,UMR 1319 MICALIS, Equipe Flore Lactique et Exysteme Carne,

Domaine de Vilvert, F-78350 Jouy en Josas, France.

(2) AgroParisTech, UMR MICALIS, Domaine de Vilvert, B350 Jouy en Josas, France

*Corresponding authanarie-christine.champomier-verges@jouy.inra.fr

70



Abstract

Lactobacillus sakebelongs to the natural meat ecosystem where rbes the dominant
flora when meat is stored under vacuum. We prelyosisowed that it is able to use iron
sources of the meat environment to improve itsigatvThe genome sequence lof sakei
strain 23K has revealed the presence of threeikairrégulatory proteins, metalloproteins
known to control iron homeostasis in bacteria.His study, we determined the genetic and
physiological effects of these proteinsLinsakei We first defined their regulon kg silico
analysis. We then performed functional analysisafant in each of the genes. We show that
each regulator belongs to different structural &ntctional Fur familiesje Fur, Mur and
PerR and that each controls distinct and smallloegu The Fur homolog (LSA1029) appears
to be implicated in cell shape, iron storage andstin. The Mur homolog (LSA0109) is
implicated in the manganese homeostasis and tHie RPemolog (LSA0466) represses the

transcription of genes potentially implicated ie fheroxide stress response.
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Introduction

Iron is an essential element for almost all livimganisms. It has a main role in bacterial
metabolism as a co-factor for numerous proteinsiamavolved in various cellular processes
(Escolaret al, 1999, Andrewt al, 2003, Lee & Helmann, 2007, Carpeng¢ial, 2009, Ma

et al, 2009, Maret, 2010). Iron can also be very toxid keads to oxidative damages (Touati,
2000). Iron homeostasis is thus a critical chakef@y many bacteria. This homeostasis is
mainly under the control of transcriptional regafat of the Fur (Ferric Uptake Regulator)
family (Carpenteret al, 2009). This is a widespread family of metallotredgory proteins
with nowadays more than ~3400 homologs (PF0147%6 3datches and IPR002481: 5131
matches) according to the PFAM and InterPro datshélsee & Helmann, 2007). Fur was
initially described for its involvement in sensiagd transport of iron ikscherichia coli(de
Lorenzoet al, 1987). It has been shown later that other Furilfamembers could sense
metals such as zinc, manganese or nickel, leagsyectively to the description of functional
sub-families termed as Zur, Mur and Nur [for a esvisee (Lee & Helmann, 2007)]. Besides
these metal sensors, others Fur like members aresented by PerR (peroxide regulon
repressor) which senses hydrogen peroxide.

Fur is described as a positive repressor, whidhempresence of iron as a co-repressor, binds
to a DNA sequence, named Fur box, located in tbepter regions of target genes. The Fur-
box can be viewed as a 19 bp palindrome formedMoy@ bp inverted repeats, separated by

one base, GATAATGARATCATTATC, first described irE. coli (de Lorenzoet al, 1987,

Hantke, 2001). Nonetheless, in some cases muliiptes, with possible overlapping, can be
detected in iron-regulated promoters, which is campatible with the palindrome model.
Taking this into account, the Fur-box can be viewsda head-to-head-to-tail repeat of the

hexamer NATWAT (Escolart al, 1999). InBacillus subtilis a reinterpretation of the
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consensus Fur box has resulted in the propositfotwo overlapping heptamers inverted

repeats [(7-1-7)2]| tGATAATGATAAT CATTATCa which defines a 21-bp sequence

(Baichoo & Helmann, 2002).

Bacterial species can harbor one or two membef($heo Fur family, rarely three, as it is
described inB. subtilis(Bsat et al, 1998, Fuangthong & Helmann, 2003taphylococcus
aureus (Horsburghet al, 2001) orListeria monocytogenefalet et al, 1999, Reaet al,
2004, Reeet al, 2005). Specific DNA binding-boxes have been dbsdrfor each of the Fur
homologs but are slightly different. When severataiogs are present in a given species it
appears thus difficult to predict regulons contdoley each of them. 1. subtilis small
changes in the DNA-binding sequences of the thrgeparalogs allow the control of non
overlapping regulonsn vivo in response to different metals or signals (Fuamgh&
Helmann, 2003). IB. subtilis the minimal PerR box only differs from the Furxday one

base substitution per half sitd ATAAT NATTATAA (Fuangthong & Helmann, 2003). The

Zur homolog recognizes an imperfect inverted repatt three bases (three A or three T)

extension on each side aaaTCGTAATTACGALtt (Fuangthong & Helmann, 2003). Fur-

boxes are usually encountered in the promoter megfaegulated genes at position -150 to
+50 from ATG. A functional Fur-box has also beearfd foryfkM gene at position -323 .
subtilis (Baichooet al, 2002, Fuangthong & Helmann, 2003). In the symbiBthizobium
leguminosarum Mur binds specifically to a unique, non consenBus-box, named Mur
responsive sequence (Diaz-Mirelesal, 2005). As Fur paralogs and their respective DNA
recognition boxes are very close, regulon overlay wccur. InB. subtilis it was showrin
vitro that synthetic PerR and Fur boxes could be reezedniby the two regulators
(Fuangthong & Helmann, 2003). However, dual regoatioes not occur naturaliy vivoin

B. subtilis (Fuangthong & Helmann, 2003). Under iron abundaotditions Fur acts as a
direct repressor. An indirect activation mechanisms also been describedHn coli (Massé

& Gottesman, 2002, Dubrac & Touati, 2002). It isedio the repression by Fur of an
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intermediary factor, the antisense RNA named RykBSsé & Gottesman, 2002, Dubrac &
Touati, 2002). IrE. coli, Fur has been described for its role in the trapsonal control of
genes encoding iron acquisition suchfesABCDE fhuACDBor fepAand iron storage such
ftnA or bfr (Hantke, 1981, de Lorenzet al, 1987, Abdul-Tehranet al, 1999, Massé &
Gottesman, 2002). Later, it was also shown to h@ioated in the regulation of genes coding
for some pathogenicity factors, acid shock respotisemotaxis, and oxidative stress defense
(Touati, 2000, Hantke, 2001, Lee & Helmann, 206 is known to repress more than 30
genes (McHugtet al, 2003). InB. subtilisFur regulates 39 genes (Baichetal, 2002), at
least 32 inS. aureugTorreset al, 2010) and 14 genes In monocytogenef edalaet al,
2010). In the pathogenic spec®saureur L. monocytogenes-ur is involved in the control
of virulence factors such dwa or svpA-srtBrespectively (Newtort al, 2005, Ledalaet al,
2010, Torreset al, 2010). Other members of the Fur family generaéigulate smaller
regulons than the Fur does. PerR regulator is knimmegulate genes involved in peroxide
stress response. In monocytogened’erR regulates directly at least 5 genes (Paglili,
2005) and 12 iB. subtilis most of them being involved in oxidative stressponse (Herbig
& Helmann, 2001, Fuangthong & Helmann, 2003)BlInsubtilis Zur only regulates 4 genes
or operons implicated in zinc uptake suchyasABC (Gaballaet al, 2002, Fuangthong &
Helmann, 2003).

The lactic acid bacteriunh, sakeiis considered as the main emblematic flora of meat
products. We previously showed thatsakeiis able to use most of the iron sources of the
meat environment such as heme, myoglobin, hemaglabd transferrin, which provide
enhanced survival (Duhutret al, 2010). Unlike other LAB speciek, sakeiis devoided of
cytochromes and unable to perform respiration (Brmans et al, 2009). This species also
harbors three iron dependent regulator membetseoftr family (Chaillowet al, 2005). This
situation appears unique among the gdracobacillus

Here, we show that the thrde sakei Fur paralogs (LSA0109, LSA0466 and
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LSA1029) belong to three structural and functiomalr sub-families. We define non
overlapping regulons for each of them. We show.isakeithati) LSA0109 is implicated in

manganese homeostasis and could be a Mur paiglddgsA0466 is a PerR paralog which
regulates genes with potential effects on perogtdess response and LSA1029 appears to
be the consensus Fur paralog and could be impdicatthe cell division, iron storage or cell

shape.

Material and Methods

Bacterial strains and growth conditions (Table 1)E. colistrains were grown at 37°C under
aerobiosis in Luria Bertani broth (LB). sakei23K (Chaillouet al, 2005) was propagated on
MRS medium at 30°C (De Maet al, 1960). For physiological studies the chemicaé¥irted
medium CDM (Laureet al, 1996) supplemented with 0.5% (wt/vol) glucose wsad. CDM
medium contains no iron sources but possible trat&sn coming from various components
or distilled water. Incubation was performed at GQRith stirring at 70 rpmL. sakeicells
growth and viability were followed by measuring thgtical density at 600 nm (QR) on a
visible spectrophotometer (Secoman) and by themiétation of the number of cfu.fhlafter
plating serial dilutions of samples on MRS agaatéd were incubated under aerobiosis at
30°C for 30 h. All the measurements were perfornmedt least three independent assays.
When needed, media were supplemented with frestdpaped filtered solutions to obtain
final concentrations of either 40 uM hematin (Sighidrich), 5 UM human or bovine holo-
transferrin (h-transferrin, Sigma-Aldrich). Ampiail (100 pg mt') was used for the selection
of E. coli strains. Erythromycin (5 ug . Ml was used for the selection bf sakeistrains.
Serial dilutions were done in Dilution Medium (Bad®eef extract (5 g3, BD) and Universal

Peptone M66 (15 g'| Merck).
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Construction of 1sa0109 ur), 1sal029 fur) and Isa0466 perR) mutants: Isal029 and
Isa0109mutants were obtained by double cross-over reaoatibn, using the non replicating
vector pRV300 (Lelout al, 1997) and oligonucleotides listed in table 2.0btain a 414 bp
deletion inlsal029 two fragments flanking the target region were Hired by PCR.
Upstream fragment was obtained using primers cobplBU-furl and PHDU-fur2 (726 bp)
whereas downstream fragment was obtained using R®EBJand PHDU-fur4 (652 bp).
Fragments’ joining was realized by PCR reactiomgigrimers PHDU-furl and PHDU-fur4
leading to a 1359 bp amplicon encompassing a sequeomplementarity of about 19 bp
between upstream and downstream fragments. [BaiE029 exchange cassette was then
cloned into the plasmid pRV300 (Lelowgt al, 1997) at Kpnl and EcoRI sites leading to
plasmid pRV443. This plasmid was introduced in®lthsakei23K strain by electroporation
as described previously (Berthiet al, 1996). Primary integrant transformed bacteriaewer
immediately selected by plating on MRS Agar mediwith 5 pM erythromycin and
incubated for 48 h at 30 °C. Integrative erythromyesistants bacteria were PCR screened
using plasmid specific primers RP and PU in ordesdlect single plasmid insertion. Bacteria
were then used for processing the second cross-éMegr one hundred generations,
erythromycin sensitive candidates were screenatjysiimers PHDU-furl and PHDU-fur4
to detectisal029deletion. Thdsal029deletion led to a 1359 bp PCR fragment compared to
1773 bp. In phase deletion were then confirmeddmuencing this last amplicon (Eurofins-
MWG). Strain deleted fdsal029gene was named RV4059.

Isa0109was inactivated by a 189 bp deletion using doubtss-over strategy as described
above. The upstream and downstream fragments viséaened using primers couples PHDU-
zurl and PHDU-zur2 (629 bp) and PHDU-zur3 and PHiDW4 (619 bp) respectively. Their
PCR joining using primers PHDU-zurl and PHDU-zwed to a 1227 bp fragment which was

cloned into plasmid pRV300 at Kpnl and Pstl sie$arm plasmid pRV442. Second cross-
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over erythromycin sensitive candidates were sciéeiseng primers PHDU-zurl and PHDU-
zur4 to deteclsa0109deletion which led to a 1227 bp fragment compar&396 bp for WT
allele. Deletion was then confirmed by sequencimg ¢toncerned region and th&a0109
mutant strain was named RV4055.

Isa0399-0403)enes were inactivated by a 4666 bp deletion udtdble cross-over strategy
as described above. The upstream and downstregmdrdas were obtained using primers
couples PHDU-fhul and PHDU-fhu2 (835 bp) and PHDUSf and PHDU-fhu6 (720 bp)
respectively. Their PCR joining using primers PHB{U1 and PHDU-fhu6 led to a 1534 bp
fragment which was cloned into plasmid pRV300 anKpand Pstl sites to form plasmid
pRV436. Second cross-over erythromycin sensitivedickates were screened using primers
PHDU-fhul and PHDU-fhu6 to deted$a0399-0403deletion which led to a 1534 bp
fragment compare to 6200 bp for WT allele. Deletraas then confirmed by sequencing the
concerned region and th&a0399-0403nutant strain was hamed RV4054.

Isa0466 was disrupted by single cross-over plasmid intémma In order to construct the
integrative plasmid pRV444, a 325 bp internal fragimof Isa0466 was amplified using
primers PHDU-per8 and PHDU-per5. This fragment waated with DNA polymerase |
Klenow fragment (Fermentas France, Saint-Rémy-lésvfzuse) to create blunt-ends. This
fragment was then cloned at blunt-end EcoRV site pRV300. Orientation and sequence
were controlled by PCR reaction with plasmid prism&P and PU (552 bp) the resulting
amplicon was controlled by sequencing (data notwsio Plasmid pRV444 was then
transformed intd.. sakei23K. Transformants were immediately selected byimgaon MRS
agar medium with 5 uM erythromycin and incubatett 48 30°C. Correct insertions were
screened using plasmid and DNA specifics primekDB-perl and RP (943 bp), PHDU-
per4 and PU (708 bp), PHDU-perl and PHDU-per4 (4981ypically no amplification in
our PCR settings) or 702F and 310R (426 bp). Tlaismid insertion led to the suppression of

the dimerization domain of this PerR-like protein.
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DNA motif analysis and bioinformatics tools: Sequence alignments were generated from
selected and representative proteins of each sulbyfaand by using ClustalWw2 program
(Larkin et al, 2007). Sequence alignments were drawn with odi&Pript program (Gouet

al.,, 1999) using the web interface dittp://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/index.php

Secondary structure data were collected from theoter Data Bank at
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do.

Putative binding-sites were searched using the HZRN DISCOVERY program of
Regulatory Sequence Analysis Tools (RSAT) (ThomhseH&r et al, 2008, van Helden,
2003) at http://gin.univ-mrs.fr/~jvanheld/rsa-tdol§he consensus algorithm was carried out
on the promoter regions (-300 to +50 around the stadon of coding sequences) to search
for inverted repeats of about 15 to 21 nucleotidegr and preferentially located around —35
box of putative promoters. These parameters beypgedl of previously experimentally
identified Fur, PerR or Zur regulators binding sit®nly binding sites that scored above a
cut-off value of 10 designed for strong bindingesitwere considered. These binding sites
were then further analyzed for their position ie torresponding promoter regions and the
putative function of the downstream genes. Nexingisveight matrices obtained by the
binding sites alignments and GENOME-SCALE PATSERyjoathm of PATTERN
MATCHING program of RSAT, the intergenic regions lof sakei23K genome and other
LAB were then analyzed for additional binding sites

Based on a test analysis for Fur, Zur and PerRloagon theB. subtilisgenome, putative
strong Fur boxes were considered positive abovwgt-aft value of 13. Genome-scale search
were confirmed using the GENOME-SCALE DNA PATTERNRING program of RSAT

allowing up to 2 mismatches in the putative congsrsequence.

RNA purification and quantification: All solutions used for this procedure were stored a
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4°C, and centrifugation steps were performed atté°lénit RNAse activity. 3 ml culture of
cells grown in CDM medium supplemented with 40 udne, 8h at 30°C were centrifugated
1 min at 10000 g. Cell pellets were suspended ih 40 Tris-HCI buffer 10 mM (pH7) with
EDTA 0.5 M (pH8) and transferred into 1.5 ml miaroés containing 0.6 g of glass beads
(0.1 mm diameter, Sigma Aldrich, Saint Louis, MQ)daPhenol acid (pH 4.5) (Sigma
Aldrich). Cells were then disrupted two times usiag-ast Prep FP120 system (Biol01;
Savant) at speed 6.5 for 45 s, with chiling on foe 2 min between pulses. After
centrifugation (4°C, 15 000 g, 10 min), the aguephsse was recovered, 1.3 ml Trizol
reagent added (Invitrogen, Carlsbad, CA), carefliiynogenized and incubated at room
temperature for 5 min. Chloroform (350 pl) was thedded and the reaction was mixed
vigorously and incubated at room temperature fani®. After centrifugation (4°C, 15000 g,
15 min), aqueous phase was recovered and RNA wereipgated with 4/5 volume
isopropanol. After centrifugation (4°C, 15000 g, rhin), total RNA was rinsed with ethanol
70% and resuspended in ultrapure water. Extracte wedjusted to about 0.2 pgluto
perform rigorous DNAse treatments using a Turbo Dikge kit (Ambion, Austin, TX)
according to the manufacturer’s instructions. RNohaentration, purity (represented by the
A260 nm/ A230 nm and A260 nm/A280 nm ratios) antkgnity (RNA integrity number
[RIN]) were assessed using a NanoDrop ND-1000 $melmbtometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) and an Agilent 210@dhalyzer (Agilent Technology, Palo

Alto, CA) at ICE Platform, INRA, Jouy en Josas.

Reverse transcription and real-time gPCR:Oligonucleotides for real-time qPCR (Suppl
Table 1) were designed using Primer3 Web softweeesion 0.4.0 (Rozen & Skaletsky,
2000). Secondary structures were controlled witly®Calc (Kibbe, 2007), and a BLAST

analysis orL. sakei23K genome was performed to check primer spegfficit
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Annealing of 1 pug of total RNA extracted frdm sakeipure culture with random hexamers
(Takara Bio Europe, Saint Germain en Laye, Framezy performed (10 min, 30°C) after
denaturation of RNA secondary structures (5 mitC)5cDNA was synthesized by reverse
transcription (60min, 42°C) using 200 U PrimeScripg¢verse Transcriptase (Takara Bio
Europe, Saint Germain en Laye, France), RNAse itdnitand Ultra Pure dNTP (Ozyme
France, Saint Quentin en Yvelines), followed byyene inactivation (15 min, 70°C). The
cDNA levels were then analyzed by quantitative PG$tng an Eppendorf RealPlex2
(Eppendorf, LePecq, France).

Each sample was tested in triplicate in 96-welltepléEppendorf, France). The reaction
mixture (final volume 20 pl) consisted of 10 pl MESA Green (MesaGreen gPCR
MasterMix, Eurogentec), 0.4 pl of each primer (200 final), 4.2 pl of ultrapure pD, and 5

ul of a 1/100 dilution of cDNA (fronk.. sakeipure culture). The absence of genomic DNA in
RNA samples was checked by classic 30 cycles PG&éeDNA synthesis (minus RT
control).

A blank (no-template control or NTC) was incorpedatin each assay. The thermocycling
program consisted of one hold at 95°C for 5 miipfeed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1
min at 60°C. Melting curve data were then colledtedheck PCR specificity, contamination,
and the absence of primer dimers. The PCR effigi€gg of each primer pair was determined
by the dilution series method using cDNA as a teteplTo minimize interrun variations, a
calibrator sample was used to determine and fixflilneescence threshold. The threshold
cycle (Ct) values calculated by the RealPlex satwaere exported to Excel for the relative
quantification analysis.

The Ct values of each sample were transformed sided in the freely distributed geNorm
user manual into relative quantities (Q) with aerefice (ref) sample and using the gene-
specific PCR efficiency, calculated as follows: @£t - 53MPeC Normalization was applied

by dividing the relative quantities (Q) of genesiwoferest by the geometric mean of the
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relative quantities of selected reference genes. ridrmalization factor (NF) was calculated
from genedsa0604 Isal606andlsal775as they were the only stable genes among the 6 we
tested. Standard deviation of the normalized eswaswas calculated as described in the
geNorm user manual. The stability of mMRNA expressibthe potential reference genes was
evaluated by using the geNorm VBA applet for Miafb€Excel (Vandesompelet al, 2002).
Gene expression stability measure (M) is calculdtgdhe program for potential reference
genes as the average pairwise variation for thae gsith all other tested genes. Ideal
reference genes are expected to have comparabkessign ratio in all samples and
experimental conditions. Candidate reference ganesanked on the assumption that those
with the lowest M value have the most stable exqoes GeNorm’s authors recommend the
use of at least three stable internal control gdaegalculation of the normalization factor
(NF) and stepwise inclusion of more control genesl the (n+1)h gene has no significant
contribution to the newly calculated normalizatiactor. Here, we tested potential reference

genes but only three appear to be well adaptedrtstady condition.

Scanning electron microscopySamples for scanning electron microscopy were pegpas
previously described (Guyard-Nicoderat al, 2008, Chiaramontet al, 2009) with slight
modifications. Briefly, samples from CDM cultureem pelleted and resuspended in a 2%
glyceraldehyde fixative solution and were deposited24 wells sterile cultures plates
containing aluminium foil discs (Melitta, Chezy sMarne, France) then stored 1 hour at
room temperature and for 48 hours at 4°C. Theifigalvas removed and discs were rinsed
three times in a sodium cacodylate solution (0.20M,7.4). The samples on discs underwent
progressive dehydration by soaking in a gradeeésai ethanol (50 to 100%) before critical-
point drying (CQ). Samples were mounted on aluminum stubs witresipaint and sputter
coated with gold-palladium (Polaron SC7640; Eleg@&nVerrieres-le-buisson, France) for

140 s at 10 mA and 80 mTorr. Samples were visudlizg field-emission gun scanning
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electron microscope (FESEM), and analyzed as secgnelectron images (2 kV) by a
Hitachi S4500 equipment (Elexience). Scanning EbectMicroscopy was performed on

platform Mima 2, Massy, France.

B Galactosidase activity determination: Cells grown for 8 h in CDM medium, under
various manganese concentrations (0, 5, 25, 50anth 100 uM), were collected by
centrifugation (3,500 g) for 10 min at 4°C, rindgdce in sodium phosphate buffer (0.1 M,
pH 6.8), and resuspended in the same buffer atl2a@p to 25. Cell suspensions (700 pl)
were added to 500 mg zirconium beads (0.1 mm demnmBioSpec Products) and disrupted
on a FastPrep apparatus (FP120; Bio101 Savant)diyrg) twice for 20 s at speed 6,5 with a
cooling step between of 5 min on ice. After cengdtion for 10 min at 15,000 g, the protein
concentration was measured in the supernatant tiseng@radford method according to the
manufacturer’'s instructions (Coomassie protein yass@agent; Pierce Biotechnology,
Rockford, IL). 3 galactosidase activities were assayed as preyiaesicribed (Naget al,
2001, Hsuet al, 2005) with a slight modification. Activity (50 (glample) was tested @n
nitrophenylp-D-galactopyranoside (200 ul at 5 mM, Sigma-Aldyicha final volume of 400
ul. After 15 minutes reaction at 37°C, 550 pl 0.1sbtium carbonate (Merck) and 50 pL
SDS 20% (Sigma-Aldrich) were added into the mixtirstop the reaction. Absorbance was
then measured at 420 nm with a spectrophotometemg§ys6, Spectronic, Thermo Electron
Scientific Instruments LLC, Madison, WI USA). Offiegalactosidase activity unit (GalU)
was defined as micromole of nitrophenyl produced mpéute and per milligram of total

protein under assays conditions.

Survival challenge conditions:Exponentially grown cultures (50 ml, @§3 0.5) in CDM
supplemented with 40 uM heme were harvested byifiggdation (20°C, 3,000g, 10 min) and

resuspended in 50 ml fresh CDM medium without here glucose. These cultures were
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incubated at 30°C, 70 rpm (Medline, SI600R), andhatdesired time point, samples were
taken and rapidly diluted in Dilution Medium. Cethunt was determined by plating 100 pl of
appropriate serial dilutions on MRS agar and CFUewdetermined after 30 h incubation at

30°C. Experiments were repeated 3 times.

Peroxide stress challenge conditiongExponentially grown cultures (50 ml, @Q§ 0.5) were

harvested by centrifugation (20°C, 3,000g, 10 nanyl resuspended in 50 ml fresh CDM
medium containing 25 mM hydrogen peroxide. Thedeuges were incubated at 30°C, 70
rom (Medline, SI6OOR), and at the desired time p@amples were taken and rapidly diluted
in Dilution Medium. Cell count was determined byatohg 100 pl of appropriate serial
dilutions on MRS agar and CFU were determined &@eh incubation at 30°C. Experiments

were repeated 3 times.

Results

The three Fur-like regulators belong to three diffeent Fur sub families

We performed alignments of the thrée sakei Fur-like regulators, with representative
members of the different functional sub-familieglifierent species (Figure 1). This indicates
that the three regulators are clearly structurdifiierent.

LSA0109 shares 47 to 60% identity with homologpusteins found in LAB such as
Lactobacillus brevisATCC367, Lactobacillus plantarumWCFS1, Lactobacillus casei
ATCC334 orOenococcus oeriSU1L.Isa0109belongs tdsa011001150peron encompassing
genesencoding hypothetical proteins (Figure 2A). Thigarization appears unique among
LAB or pathogenic bacteria (Figure 2A) whereas|d#a8109 gene is conserved among LAB
species. The LSA0109 protein shows identity with @roteins ofL.. monocytogene@O0 %),

B. subtilis (39 %), M. tuberculosis(26 %) andS. aureus(37 %). As shown in Figure 1,
structurally, the key residues, His 81, His 83, (A& and Asp 62, described in FurB,

functionally a Zur, oM. tuberculosiscould be related th. sakeiresidues His 93, His 95 Cys
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86 and Glu 72 respectively. This suggests that L1980could be a Fur-like member able to
regulate homeostasis of metals, such as zinc ogamase, and thus could be considered as a
Zur or a Mur.

LSA0466 shares homologies with PerR protein€ferococcus faecali§c9%),L.
monocytogeneb6%) orB. subtilis(55%).1sa0466is located downstream frolsa0465gene
encoding a putative protein from the COG1368 ofgphoglycerol transferase, and upstream
from a ribosomal operon. This genetic organizatgooonserved i.. rhamnosud.c705 and
partially in L. caseiBL23 (Figure 2B). Position of thifur-like gene adjacent to a ribosomal
operon is also observed in pathogenic bacteria ssth monocytogene®. subtilisor S.
aureus(Figure 2B). InB subtilis the crystal structure of the PegRallowed to identify five
residues which led to the pentacoordination of somanganese with His37, Asp104, His91,
His93 and Asp85 (Jacquamet al, 2009). In LSA0466, these five residues are p#yfec
aligned with the exact same location (Figure 1B)PérRs these five residues are surrounded
by six other polar residues (Ala36, Phe86, Ser&3103, Thr88 and Lys101). Such residues
are found inL. sakeiwith the slight displacement of Thr88 to positi88 (FigurelB).
Moreover, a highly conserved 12 amino-acid regipactic to PerR proteins (Bsat al,
1998) is present in LSA0466 at position 51 to 6By{Fe 1B) but is not present in the two
other LSA Fur-like proteins. These observationsgest) thatlsa0466 encodes for a PerR
protein.

LSA1029 does not possess any homologs in LAB spedi shares 53 % and 56 %
identity with Fur proteins oB. subtilisandL. monocytogenesspectively and 28 % with.
coli Furg.. 1sal029is located downstream fromsal030encoding a putative nucleic acid
binding protein (IPR014464, COG2996) and upstrdaal028 xerD, coding for DNA
recombinase. A slight overlapping betwdsal029andlsal028indicates a putative operon.
In other Gram positive bacteria suchlasmonocytogeness. aureusor B. subtilis a xerD

gene is frequently present upstream fromftlihomologs (Figure 2C). Interestingly, in most
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LAB (L. plantarum L. rhamnosusLc. citreum L. brevis,and others a4. salivarius or
Pediococcus pentosacgu€0G2996 andkerD genes are adjacent (Figure 2C).Linsakei
23K, it seems thus th&al029position could result from an insertion event. @éeformed a
codon bias usage analysis on the wholsakei23K genome but it did not reveal any bias for
Isa1029gene (data not showr¥sal029appears unique among the LAB group and could be
an important element for adaptationLofsakeito its natural environment. As shown in Figure
1C, residues of a predicted regulatory iron-siteddscribed as the tetra-coordinated site by
His32 or 33, Glu80 or 81, His89 or 90 and Glul0(H®88 in respect withiP. aeruginosa
Fure, or V. choleraeFur, (Pohl et al, 2003, Sheikh & Taylor, 2009), is conserved in
LSA1029 and is perfectly aligned as His39, Glu8&1id1 and His99 or Glu108. A potential
Zn structural site | described in ByiP. aeruginosaas His86, 2x Asp88, Glul07, His124
(Pohlet al, 2003), appears imperfect lin sakeias His97, His100, Vall19 and His136. Such
an imperfect site is also observed in\kW. cholera(Sheikh & Taylor, 2009). Figure 1C
shows that LSA1029 possess the well conserved ingsteepeats Cys105 xx Cys108
described in Fyk as Cys-92 xx Cys-95 (Pecqueatral, 2006) and in Fyg as Cys-133 xxx
Cys-139 (Sheikh & Taylor, 2009). LSA1029 appeartsstto be the canonical Fur member of

the family.

The three regulators have distinct predicted regulos:

Regarding this allocation of the differelnt sakeiFur-like proteins to distinguish Fur
sub-families, we considered that each regulatotdcrrcognize a different DNA binding site
as previously reported for the different Fur mersbém order to define possible regulon for
each of them, we thus performediarsilico analysis considering a Zur box for LSA0109, a
PerR box for LSA0466 and a Fur box for LSA1029.

Based on the Zur recognized sequenceB. dubtilispromoters, we created a matrix

using RSAT tool (van Helden, 2003, Thomas-Cholktral, 2008). We then tested this
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matrix in B. subtilisgenome, which allowed us to identify the genewiptesly shown to be
part of the Zur regulon in this species (Fuangthédelmann, 2003). Among genes
regulated by Zur ifB. subtilis we looked for homologs in LAB species to chedkgotential
Zur-box in their promoter region in order to moddyr weight matrix and get one extended
matrix for LAB (Figure 3C). This LAB extended matrallowed us to identify, ifB. subtilis,
genes regulated by Zur with score above 8 thuslattig this matrix. Clearly, our LAB-Zur
box consensus sequence is the exact box descob&d subtilisbut weight assigned to each
base is different. Using combination of matricesnfrB. subtilis (15 bp as 7-1-7), LAB-
extended, degenerated consensus and gene funetodefined one relevant Zur box in
sakeigenome as detailed in Table 3. This box is locatgabsition -71 in the promoter region
of 1Isa0282-028%peron encoding a putative ABC transporter homatolyltsABC family of
transporters. IrStreptococcus pyogendhis system is involved in transport of divaléms
such as Mfi or Zrt* (Janulczyket al, 2003, Hankt al, 2006). The.. sakeiLSA0282-0284
system shows close to 28% homology with $hepyogenesystem MtsABC. IrB. subitilis
four Zur boxes have been demonstrated to regulatesgor operons, includingciC and
ycdHI-yceA encoding zinc transporters (Gabadlaal, 2002, Fuangthong & Helmann, 2003).
Such similarities stick on the potential implicatiof LSA0109 in the control of zinc or
manganese transport systems.

In order to detect PerR and Fur boxes for protdui®A0466 and LSA1029
respectively irL. sakei23K genome, we used a similar approach basdgl sabtilisboxes.

For LSA0466, four PerR boxes could be found inpgh@moter regions aof) 1sa0575
coding for a putative NADH peroxidase) divergent genedsall93andlsall94encoding
respectively a putative oxidoreductase and an umknmembrane proteiniji) |sa0969
encoding a putative P-type ATPase Cd/Zn/Co awd Isal831 encoding a Dyp-type
peroxidase. Boxes are located at position betw@@mnd -102 and at -183 flsal193(Table

3). Genes of this potential regulon point on a roleperoxide detoxification. These
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observations confirm the assignation of LSAO046@hasperoxide sensing regulator, PerR, in
L. sakei

For LSA1029, our LAB-Fur box matrix (Figure 3A) ke near exact box described
for other species but we have extended it to 2w, 16 bp matching with de LorenZn
coli Fur-box. Based on matrices froB. subtilis (15 bp as 7-1-7), LAB-extended and
degenerated consensus, we defined 3 relevant F@sholL. sakeigenome as detailed in
Table 3. The first one is located in the divergeramoter region ofsa0399andlsa0400
0403 coding respectively for a putative complexed-iromding protein and membrane
subunits of an ABC-type transporter, homologouth®Fhu-type HupCBG. LSA0399 shows
44% identity with HupC system describedlinmonocytogenefr iron transport (Jiret al,
2006). The second box is located in the promotgioreof Isa0967coding for a XerC-type
site specific tyrosine recombinase (resolvase)ingcwvith XerD, XerC is implicated in the
resolution of circular dimers in bacterial chrommso (Blakelyet al, 2000). The potential
regulation ofxerC by Fur has not yet been described. It could indi@n implication of
LSA1029 protein in cell division ih. sakei A third box was found upstrealsa0466coding
for PerR paralog.

In order to validate ouin silico predictions and to check for involvement of these
regulators inL. sakei physiology, we inactivated gendsa0109, Isa0466and Isa1029
separately. Gene$sa0109 and Isal029 were disrupted by allelic exchange leading
respectively to strains RV4055 and RV4059 (TableUging this strategy, we could not
obtain a mutant inisa0466 We thus constructed a gene inactivation by pldsfpRVv444)
insertion leading to strain RV4062.

We first checked effect of heme on the-like gene transcription. Gené&s0109(Q= +1.87
*+ 0.57) andlsa0466 (Q= +2.12 + 0.83) are overexpressed in the presefdeme. Gene
Isa1029is slightly underexpressed in the presence of (&wme0.65 £ 0.15).

We then checked in mutants the relative transomgati level ofin silico selected target genes,
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compared to wild type strain grown in the preseavfdeeme. According to our predictions, we
also measured transcription of genes predicte@ t@fulated by another Fur paralog to check
for possible cross-regulation. The results arentepan Table 4.

Regarding regulon LSA0109, in the WT strain wheamk is provided|sa0109is
overexpressed arda0282is underexpressed (Table 4). This observationleent with the
function of the protein LSA0109 as a repressor. édwer, whenlsa0109is inactivated,
Isa0282is overexpressed compared to the WT strain. Traotem of Isa0282is not affected
by heme whersa0109is mutated. These observations confirm the role®A0109 as the
repressor oflsa0282 No cross regulation was observed with Fur or PezBulon as
respectivelylsa0399(Q = 0.92 + 0.38) ant$al831(Q = 1.06 + 1.21) are not affected by the
Isa0109mutation.

Regarding LSA0466 regulon, in the WT strain wheamk is providedsa0466is
induced. Surprisingly, all target genes of thisuteg are induced in the presence of heme
(Table 4). Whenlsa0466is inactivated, genelsa0575, 1sa0969, Isall19%nd Isal831are
clearly overexpressed with elevated values confignihus our prediction (Table 4). As
Isal193transcription is not affected bgaO466inactivation, it appears clearly that this gene
is not under the LSA0466 protein control and cke&®A0466 regulatelsal194 Due to the
inactivation method we used (SCO), we were abltdrollsa0466expression as the primer
couple amplified a 124 bp long amplicon locatedthe 5 part of the gene. LSA0466
inactivation leads to a clear overexpression of ittectivatedlsa0466 (Q = 7.65 + 2.04)
suggesting an autoregulation rather than a reguldiy Fur LSA1029 as it could have been
predicted by box detection. These observationsimonbur in silico predictions. No cross
regulation was observed with the LSA1029 (Fur) 8AD109 (Mur) adsal831transcription
is neither affected bthe fur mutation (Q= 1.02 + 0.63) nor by tineur mutation (Q= 1.06 +
1.21). Neither thelsa0109(Q=1.03 £ 0.12) nor thésal029(Q=1.07 + 0.25) genes were

affected by thgperRmutation.
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Regarding LSA1029 regulon, in the WT straisa1029is slightly under-expressed
when heme is provided (Table 4). Among the predidtrget genes, genésa0399 and
Isa0400 are slightly repressed wheres0466 and 1sa0967 are induced when heme is
provided (Table 4). Whelsal029is deleted, we note a low value overexpressiamefour
predicted target gendsa0399, Isa0400, Isa46indlsa967(Table 4). This overexpression is
coherent with the repressive activity of the LSAQQZur) regulator. No cross regulation
between LSA1029 (Fur) and the other Fur-like regutawas observed. In fact, &isal029
(Afur) relative transcription dsa0575(PerR regulon) is not affected (Q = 0.92 +0.08) an
Alsa0109(Amur) relative transcription dsa0399(Fur regulon) is also not affecté@= 0.92+
0.38).

We then performed phenotypical analysis of straRi4055 (@mur), RV4062 perR
inactivated) and RV405%{ur) in order to evaluate physiological role of ea€lhe Fur-like
transcriptional regulators, taking into accountdoceed functions of the identified target

genes.

LSA0109 is involved in manganese homeostasis

As LSA0109 regulator, belonging to Zur or Mur faynitontrols transcription of amtsABC-
type transporter possibly involved in Zn or Mn, \Wwoked for a manganese dependent
intracellular activity. It has been reported lin reuteri that growth in the presence of
extracellular manganese affects fhanda galactosidase activities (Ibrahiet al, 2010). As

L. sakeipossessdacL-lacM genes encoding tHegalactosidase, we measured this activity in
cells grown under various Mn concentrations, batlthie wild type strain and in the mutant.
We observed that in the W galactosidase activity is affected by manganesearation

in growth medium, this activity being maximal wigs uM Mrf* (Figure 4A). In RV4055
strain QAlsa0109, a significant reduction dd galactosidase activity is observed (Figure 4A).

This suggests that in this strain, Mn homeostasidfected. We cannot exclude a direct effect
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of LSA0109 on regulation of3-galactosidase transcription. However, LSA0109 rtyea
regulates the transcription of thetsABC(Isa02820284) genes encoding a transport system,
the most likely is thus that regulation of Mn trpog is affected. Together, these results
suggest that the LSA0109 is implicated in the maega homeostasis In sakeiand could
be the Mur paralog rather than a Zur.

In L. reuteri B galactosidase activity is also affected by ironcamtration (lbrahinet
al., 2010). InL. sakej increasing heme concentration (5, 20, 40 uM)tted decrease ifi
galactosidase activity in the wild type strain &t 2M Mrf*. In RV4055,B galactosidase
activity is lower than in the WT whatever heme aamcation (Figure 4B). These data

indicate thatAlsa0109does not respond anymore to heme or iron.

Alsal029(fur) has a modified cell morphology, and is affectedhiits iron storage and
survival

As we previously reported that both heme and teansfled to enhanced survival bf sakej

we checked the growth and survival under these itond. We did not notice any
modification of behavior between wild type and tmeitant strain (data not shown). As
LSA1029 regulates the transcription of a gene apdan the binding subunit of a Fhu-like
system, a potential iron transporter, we constdietiu (Isa0399403) mutant strain, named
RV4054. We checked survival and catalase activitstandard conditions, with either 5 or 40
MM heme, but we did not notice any differenceshiis mutant (data not shown). We also
checked for iron accumulation #fur strain compared to the WT by EELS approach with
heme 5 uM but we did not notice any differenceddedt shown).

As LSA1029 regulates expression x#rC1 gene, we hypothesized that the mutant strain
could be impaired in cell division caused by misetation of DNA. We thus observed WT
and Afur (RV4059) morphology grown with or without iron soas, heme and bovine or

human transferrin. As shown in Figure 5 A and FegbiB, WT cells specifically bind bovine
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but not human transferrin. In the WT, cells presmmtidentical morphology whatever they
have been grown in the presence of heme or noa (att shown). In RV405%\(sal1029,
whatever the growth condition, longer cells weresesled in the population, a phenotype not
observed for WT cells (Figure 5 C and D). Theseeol&ions suggest that cell division or
cell-wall integrity could be affected illsal029strain. LSA1029 appears thus to be involved
in the cell cycle control.

In order to evaluate intracellular iron storageamty, we grew cells in the presence of heme
and then checked their survival in medium deplatédylucose and heme. Under these
conditions, we observed thafur (Alsal029 strain is significantly affected in its persistence
capacity compared to the WT strain (Figure 6). Ws® @hecked for possible sensitivity to
hydrogen peroxide stress. As shown in FigurAl§al029strain appears to be more sensitive

than the WT strain to hydrogen peroxide stress.

Discussion

The Fur-like protein family encompasses metal ddpat transcriptional regulators.
The genome of the lactic acid bacterilunsakeiencodes three Fur paralogs. We show here
that they can be allocated to three different stmat and functional Fur sub-families: Fur
(LSA1029), Mur (LSA0109) and PerR (LSA0466). Whereme can note an increasing
number of whole genome sequences in databasesesaited studies on Fur-like proteins,
this situation remains rarely found in bacteridailigh it exists irB. subtilis(Fuangthong &
Helmann, 2003)l.. monocytogenefaletet al, 1999, Reat al, 2004, Reat al, 2005),S.
aureus(Horsburghet al, 2001) or inE. faecalis Up to now it is still unique in the genus
Lactobacillus

Each of thel. sakeiFur paralogs shares important homologies with caabriFur
homologs and possesses the demonstrated residtieal for a right functionality. However,

such predictions are not sufficient in order tovaréheirin vivo functionality. InB. subtilis
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numerousn vitro andin vivo studies led to identify distinct and well docunezhtregulons
(Fuangthong & Helmann, 2003). No overlapping refjoitahas been observed vivo. The
promoter region okosAcontains both Fur and PerR boxes, inwivo studies conclude that
this gene is only under the PerR control (Fuangthd Helmann, 2003). InL.
monocytogenederR boxes search was performed using the camsBnsubtilisPerR box
(Padillaet al, 2005). In this species, the perfect consensuR Bex led to the identification
of only one box in the promoter region of fiose gene and a search using consensus sequence
allowing two mismatches led to the identificatidrfaurteen genes, which were then selected
on box position and gene function regarding Bhesubtilisregulon (Padilleet al, 2005). A
similar approach had previously been don8.imureun Fur regulon using the consengis
coli Fur box (Xionget al, 2000). InL. sakej we have determined non overlapping small
regulons for the three Fur paralogs and shown tlodags in cell physiology. Some were
expected and some were not.

LSA0109 was formerly annotated as a putative tiaoisonal regulator of the Fur
family sharing identity with Zur paralogs. Our pees analysis reveals that it rather should be
considered as a Mur and regulatesraaABCoperon. Such a situation where a unique box is
defined for LSA0109 regulon is similar to the orescribed irB. subtilis In this species, Zur
only binds to four Zur-boxes, controlling transtigm of genes coding for Zn transport
system YciC, ycdHI-yceA and putative metal uptake systeygiA andyciB) (Gaballaet al,
2002, Fuangthong & Helmann, 2003). We show that B)® represses the transcription of
genes encoding a potential manganese or iron taes@smtsABC(Isa0282-028%is over-
expressed in th&lsa0109 background. Using Mn dependgdtgalactosidase activity, we
could show that Mn homeostasis is deregulatefsa0109 Manganese is also an important
transition metal for bacteria. It has been showhawe a key role against oxidative stress in
Streptococcus pneumonié#akubovics & Valentine, 2009). In W sakeicells, the putative
Mn ABC-transporter encoding genast6ABG are underexpressed when heme is provided
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suggesting that less Mn is transported. We have siown in the WT strain that Mn
dependen{3 galactosidase activity decreased when cells apavrgiwith increasing heme
concentrations. Interestingly, &isa0109 heme concentration does not affect any morgthe
galactosidase activity, suggesting inability ofledb respond to heme. This confirms that
LSA0109 responds to heme. Although we cannot dedimirect or undirect role, LSA0109
seems to be involved in Mn homeostasik.isakei

LSA0466 was formerly annotated as a putative tiapisonal regulator of Fur family.
We have shown that LSA0466 could be allocated t&rRBeibfamily. We predicted that this
PerR paralog could bind to 4 PerR boxes, leadinthéocontrol of genes belonging to a
regulon including proteins functionally related peroxidative stress response, NADH
peroxidase, P-type ATPase as described.imonocytogeneéPadilla et al, 2005), inE.
faecalis(Verneuil et al, 2005) or inB. subtilis(Fuangthonget al, 2002). Interestingly, this
regulon also includes a Dyp-type peroxidase (LSA)8S3uch a protein has been showikin
coli to be involved in iron recovering from heme (Létadt al, 2009). InL. sakeilsal831is
induced by heme as it was observed for the hemgemase encoding gerfenuO in
Corynebacterium diphteriaéBibb et al, 2005, Bibbet al, 2007), unlikeS. aureuswhere
heme oxygenase encoding gernisdG andisdl, are repressed by heme (Skatial, 2004).
Whereas PerR regulat&atA gene inL. monocytogene@adillaet al, 2005) andS. aureus
(Cosgroveet al, 2007), we found no PerR-boxes in the promoteioregf this gene irL.
sakei We first predicted a Fur-box in the promoter oegoflsa0466 In theAlsal029strain,
Isa0466 gene was slightly derepressed. But we alserobd thatsaO466inactivation led to a
seven-fold derepression of its own product. Thisiasion could be compared wittosA
promoterregion inB. subtiliswhere two Fur like boxes are present but wherg &drR
controls zosA transcriptionin vivo (Fuangthong & Helmann, 2003). LSA0466 negatively
regulates genes encompassing its regulon as tekitive transcription in higher in the
LSA0466 inactivated strain compared to the WT. Bdther hand, the same genes are over-
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expressed when heme is provided suggesting a dgalation. As we discussed abo¥z,
diphteriae hmuQgene is induced by heme (Bileb al, 2005, Bibbet al, 2007) but it is also
repressed in high iron condition through a DtxR ratdl regulation (Schmitt, 1997). In our
study, we have shown that PerR represses transcaript target genes, these latter being
induced by heme. This suggests that an activatiechanism also exists.

Physiologically AperRcould be affected in hydrogen peroxide stresstasce as reported in
other species ds. faecalis(Verneuil et al, 2005) orL. monocytogene@adillaet al, 2005).

In E. faecalis,AperR is more resistant to 4, challenge but is less lethal in a mouse
peritonitis model (Verneuit al, 2005). InL. monocytogeneswuthors also described a small
colony phenotype foAperR (Padillaet al, 2005). InL. monocytogenefPadillaet al, 2005)

in E. faecalis (Verneuil et al, 2005), or inS. aureus(Horsburghet al, 2001) PerR
inactivation led to a reduced virulence. We canttotck for such a phenotype in the non
pathogenicL. sakei We can however hypothesize that meat colonizatmuld represent a
harsh environment in which a functional PerR wdaddmportant fok.. sakeisurvival. In our
study, it appears that PerR shows the most clestgblished regulon with high variations in
gene transcription. Surprisingly, we cannot fing/ atear physiological effect due fmerR
mutation. We cannot exclude that this regulatorid¢cdae essential to escape stress in meat
environment.

LSA1029 has been clearly allocated to Fur protebeetion oflsal029 (fur) only
slightly derepresses target genes. We predicteddhigprotein should regulate transcription
of genes encoding a Fhu type iron-complexed tramgystem, and a DNA resolvase protein
(XerC type). The derepression of Fhu subunit cde#tl to an increased iron accumulation
phenotype irL. sakei We thus controlled the intracellular iron conteftAlsal029usingi)
analytical EELS andl) physiological survival challenge methods. Thetfapproach did not
reveal any significant modification in iron contefdtata not shown). Evaluation of iron

storage capacity followed by survival challengehatit heme revealed thafur strain is
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more affected than the WT strain. This could beibaited to an impaired iron storage
capacity in the mutant strain. This phenotype sodinked with a slight sensitivity to
hydrogen peroxide stress. This involvement of Ruthe cell physiology points on a possible
important role for persistance in the meat envirentn

LSA1029 also represses transcriptionlsd0967 encoding a XerC proteitsal029
inactivation results in overexpressionlef0967and an abnormal cell phenotype as revealed
by scanning electron microscopy. sakeipossesses two XerC paralogs, encodel$dy967
and 1sa0986,but only onexerD gene Isal028, adjacent tdur (Isal029. XerC is a site-
specific tyrosine recombinase, which acts by cataty the cutting and rejoining of the
recombining DNA molecules. This protein is essént@ the conversion of bacterial
chromosome dimers into monomers, in order to pethetr segregation at cell division.
These systems have been showB.icgoli to be involved in chromosome segregation and cell
partionning (Hendrickset al, 2000, Kennedyet al, 2008). The lack of such a functional
system inlsal029 (fur) mutant could explain the abnormal long cells mtyme. To our

knowledge, this is the first evidence of iron inmolent in cell division in a LAB.
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Table 1 Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain/Plasmid

Characteristics Reference

Strains

E. coliDH5a
L. sakei23K
L. sakei23Ki
RV4054
RV4055
RV4059

RV4062

Plasmids
pRV300
pRV436
pRV442
pRV443

pPRV444

(Hanahan, 1983)

Sequenced strain (Chaillet al, 2005)

23K derivative, erythromycin resistant

23K derivative Afhu (Isa0399-0408 This study
23K derivative Amur (Isa0109 This study
23K derivative Afur (Isa1029 This study

23K derivative, perR (1sa0466:pRV444), This study

erythromycin resistant

Non replicative cloning vector, EryR, AmpR Leloupet al, 1997)
pRV300 derivative, exchange cassettéhfor This study
pRV300 derivative, exchange cassetterfor This study
pRV300 derivative, exchange cassettéuior This study

pRV300 derivative for disruption pémR This study
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Table 2 Oligonucleotides used in this study for gene fivation. Restriction sites

underlined and complementarity regions appeasaiitit

are

Oligonucleotide

Sequence (5'-3")

702F

310R

RP

PU
PHDU-zurl
PHDU-zur2
PHDU-zur3
PHDU-zur4
PHDU-per1
PHDU-per4
PHDU-per5
PHDU-per8
PHDU-furl
PHDU-fur2
PHDU-fur3
PHDU-fur4
PHDU-fhul
PHDU-fhu2
PHDU-fhu5

PHDU-fhu6

AATTGCCTTCTTCCGTGTA

AGTTGCGCACAATTATTTTC

GGAAACAGCTATGACCA

GTAAAACGACGGCCAGT
CTGAGGTACGGATTAGTGCTTAAGCAAGTTG
TAGATCTGACTAGTCAGTTCSIGTAATGATTTTCGTACTGC
GAACTGACTAGTCAGATCTBAAGATGTGTCCACTGGAT
ATCGCTGCACACCGCTAGTGACCTTGG
ATGCGGTACCIACTTACTACGATACCAAGAC
ACTGCTGCAGICATCTTTCATAGTGAACTGTC
TCTGGGCAACTATTTCAACATCT
ATTATCTCGATCTAGAACAATGTACGAATTACACCG
ATGCGGTACCIGTCTTGTTAACCCGTTTCC
TGGAGACTAGTAGCAATCCAAGTAAGCAAGTGGATATTA
GATTGCTAACTAGTITCCACCCGCTTCTTGCAATTGTT
ACTGGAATTCGGCCAATTAGCCGACGA

ATGC GGTACC GCTTGAAAGTTTTACCAGATG
CTAATCACTAGTTCGCAGTCGCCAATCGCATATGAAGAAATG
CGACTGCGAACTAGTGATTAGCGGTAACTGAGATTGTTGC

ATCGCTGCAGCTGGTAAGCAATTAGCCAC
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Table 3 In silico prediction of putative regulons for the three kke-regulators irL. sakei

Position of
Mismatches to
Locus tag Target Genes Function Box to
consensus (7-1-7)
ATG

LSA0109 regulon

Isa0282-0284 mtsABC Mn/Fe transport system -71 0
LSA0466 regulon

Isa0575 npr NADH peroxidase -98 1
Isal193 Putative oxidoreductase -183 1
Isal194 Membrane protein -80 1
Isa0969 P-type ATPase Cd/Zn/Co -102 1
Isal831 Dye-type peroxidase -93 0
LSA1029 regulon

Isa0399 fhuD Iron-complexed uptake -74 3
Isa0400 fhuC  Iron-complexed uptake -187 3
IsaD466 perR Transcription regulator -75 0
Isa0967 xerCl  DNA recombinase -332 1
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Table 4 Relative transcription of predicted target geaaalyzed by RT qPCR ih. sakei

WT, Alsa0109 Alsa0466andAlsal029

Regulon Target Gene Relative Expression expressed Borm
Quwt (HM/Ctrl) Qum (AOwt)
median sd median sd
lsa0282 0.69 0.28 2.32 0.43
LSA0109
Isa0109 1.87 0.57 - -
Isa0575 1.56 0.27 3.01 1.31
Isa0969 3.23 2.84 20.62 15.52
Isal193 1.46 0.33 1.26 0.17
LSA0466
lsal194 5.38 2.36 22.81 16.04
lsal831 2.70 0.46 7.39 1.26
|sa0466 2.12 0.83 7.65 2.04
Isa0399 0.84 0.17 1.54 0.42
Isa0400 0.58 0.12 1.43 0.41
LSA1029 Isa0466 2.12 0.83 1.42 0.44
Isa0967 1.25 0.36 1.57 1.36
Isa1029 0.65 0.15 - -

* deleted strains corresponding to LSA0109, LSAO4&B&d LSA1029 are respectively

RV4055 Qlsa0109, RV4062 perRinactivated) and RV405%\(sal1029.
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Legend to figures

Figure 1. Multiple alignments of Fur-family proteins inclungy LSA0109 (Zutss), LSA0466
(PerRss) and LSA1029 (Fuk,). Secondary structures from Protein Data Bank wf,~(V.
cholerag, Zuny (formerly FurB ofM. tuberculosiy and PerRBs (B. subtilig are represented
above alignments. Alignments were generated usiogSTALW?2 program (Larkinet al,
2007) and drawn with online ESPript program (Goeetal, 1999). Alignments of
representative proteins sequences of the A) ZuiyaB) PerR family and C) Fur family are
represented. ldentical residues are boxed in redidges of the same group are in red, not
boxed. When global similarity is > 0.7, residues ftamed in blue and if < 0.7, residues are

in black.

Figure 2: Genetic organization of Alsa0109 B) Isa0466and C)lsal029in L. sakej and

comparison with other LAB and Gram positive species

Figure 3: L. sakeiFur-boxes. DNA sequence logo of thesakeiFur DNA binding sites. A)
set of 6 DNA sequences (3 sites together with tfesierse complements) containing Fur box
sites were aligned with CLUSTALW, and then a windofB1 bases around tiBe subtilis7-
1-7 motif was used to generate a sequence logghHeif each letter corresponds to its
relative abundance. Letters under the logo showekelting consensus sakeiFur-box. B)
Sequence logo of the. sakeiPerR box. A total of 4 PerR boxes (8 with theiverse
complements) were used for alignment. C) Sequehdbeounique Zur-binding sites af.

sakeidetected.
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Figure 4. Specificpf-galactosidase activities af sakeiWT andAlsa0109 A) in cells grown
in various Mri* concentrations and B) in cells grown at 25 pM “iand various heme

concentrations.

Figure 5. Transmission electron micrographsLofsakeicells. A) wild type cells BAlsa1029
C) wild type cells cultured with bovine transferand D) wild type cells cultured with human

transferrin.

Figure 6: Survival challenge of. sakeicells as described in material and methods. Sgquare

wild type, trianglesAlsal029

Figure 7. Response oL. sakeicells to peroxide stress challenge (25 mMDE). Squares:

wild type; open triangleghlsal029.
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Figure 2:
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Figure 3:
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Figure 5:
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Figure 6:
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Supplementary Table 1: Oligonucleotides used foFR experiments

Target _ _ Amplicon
Oligonucleotides Sequence (5'-3")
gene (bp)
gPCRDUOO5F GCGGTCAGTGAACCAGTCTT
|sa0282 102
gPCRDUOO5R TGATGGATCCGTACCGTCTT
gPCRDUOO1F GCGCTTTTGTTTGGATTGTT
Isa0399 138
gPCRDUOO1R ATGGCGCTAAAGTCAAATGG
gPCRDUOO2F TGAAGACCGCACCATTATCA
Isa0400 102
gPCRDUOO02R CCACTGGCCTGTAATTGACC
gPCRDUOO4F ACGCTGCGAAAGTTGAAAGT
Isa0466 124
gPCRDUOO4R GGCCTGCTAACGCTTGATAA
gPCRDUO11F AAGGTCGCTACGCTGCTAAA
Isa0575 114
gPCRDUO11R CTTTAATCCCCGTTGAAGCA
gPCRDUOO3F TACGTTCAAATTCGGCAACA
Isa0967 142
gPCRDUOO3R GAACGCCAAAAGCTTCAGAG
gPCRDUO13F GCTCTCAAAAGACCCTGTGC
Isa0969 108
gPCRDUO13R CTGGCACGACTCATACCTGA
gPCRDUO12F AGGGACGATCATTTCACGAC
Isa1193 100
gPCRDUO12R AGGCTGATTAATCCCCCAAC
gPCRDUO22F AAGCCACCCAAGAAATGATG
Isal194 103
gPCRDUO22R ATCGCAGCTGCATAAGGATT
gPCRDUO10F AATGGTTCATACGCCTTTGC
Isa1831 134
gPCRDUO10R GGTTTTTCGGCATCGTCTAA
dh gPCREOO4F GCCAGGTGAAACACGTTTAGA 191
gPCREOO4R ATCAACTGGGTTAGCAGCAACT
gFLECO03F CAAGCAGTGACGTTTTGGAA 103
a
Jap gFLECO03R TGATCGAATTGACCATGAGC
5 gFLECO004F GCCTTGATGGGTGCTAACAT 13
rpo
P gFLECO004R TCCGGCATGTTGTGCTAATA
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4.3 Chapitre 3 : L’heme et le fer induisent des réponsedifférentes

4.3.1 Contexte et objectifs

L. sakeiest une bactérie lactique naturellement préseates ¢a viande et capable
d'utiliser les sources de fer présentes dans satroemement. Nous avons montré que
I'utilisation de composés héminiques et de la fiemnme mene a une augmentation de la
survie en phase stationnaire. Nous savons aussLgsekei possede une catalase heme
dépendante. Il était cohérent de penser que cetitdt@ était responsable de la survie en
présence d’heme. Toutefois la survie en présentedsferrine s’explique plus difficilement.
L'objectif de cette étude est d’obtenir une vuebgle des modifications gu’entrainent la
présence des différentes sources de fer sur Isciiiptome et le protéome de sakeiet ainsi

de définir les acteurs de ce phénotype de survie.

4.3.2 Méthodologie

L'effet global de I'hnéme et de la transferrine & @&valué grace a une approche
transcriptomique en microarray. Des lames repréaséfiensemble du génome de la souche
23K ont été utilisées et ont été hybridées avecAleNc issus d’ARN totaux extraits de
cellules cultivées en MCD avec ou sans additioreafd ou de transferrine. Une approche
protéomique a également éte realisée par électreph@ 2 dimensions (2DE) pour obtenir le
profil des protéines exprimées en présence ou absEhéme.

Le génekatAa été délété conduisant a la souche RV4053 etanarss comparé avec
la souche sauvage, sa capacité a accumuler l@ fésister au péroxyde d’hydrogene et a

survivre en présence d’heme.

4.3.3 Résultats principaux

Alors quel. sakeidétoxyfie le péroxyde d’hydrogene grace a unelasgaheme-
dépendante, un utilisateur important d’heme, catteyme n’est en fait pas le facteur majeur
de la survie en présence d’heme. Nous montronguiei I'activité catalase dans la souche
sauvage est déja maximale a 5 uM d’heme alorsaysarlie atteint son maximum a 40 uM
et au-dela. Linactivation de la catalase entraimen une sensibilité accrue au péroxyde
d’hydrogéne mais n’altéere pas la survie de la bgcen présence d’héeme.
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La présence d’heme dans le milieu de culture ndiffrecque trés peu la transcription
des genes par rapport a un milieu sans fer ajiNdés avons cependant noté que ce sont
principalement des génes codant pour des protéi@esress qui sont réprimés en présence
d’héme ce qui semble indiquer que 'heme a un gifetecteur.

L’additionde transferrine dans le milieu entraples de modifications d’expression de
géenes que l'addition d’heme. En présence de tremrsfe on note ainsi I'induction de génes
de stress par rapport a une condition sans appddrdCeci indique que le fer représente une

condition plus stressante que I'heme.

4.3.4 Publication 3 : Heme and iron trigger different responsé.acttobacillus sakei
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Abstract

Lactobacillus sakeis a meat borne lactic acid bacterium for whicbnirutilization has
recently been evidenced. It has been shown thati@ddin the culture medium, of iron
sources naturally occurring in meat such as henyeghabin, hemoglobin or transferrin, led
to intra cellular iron accumulation and sustainedeahanced survival of bacterial cells.
sakeiis devoided of any respiratory machinery, is uadblsynthesize the porphyrin ring and
possesses a heme-dependent catalase, encoded Katthegene. We thus aimed at
understanding the mechanisms underlying its exemglarvival in the presence of iron and
heme sources. Here, we show that catalase adsvalyeady maximal for cells grown with 5
MM heme, whereas survival becomes maximal with KO A AkatA strain is not affected in
its survival, indicating that the catalase activisynot responsible for the survival in the
presence of heme. Global transcriptomic and proie@mproaches revealed that transferrin
and heme trigger different responsesLinsakeicells and do not lead to major cellular
modifications. Heme appears to protect cells wheteansferrin is more stressful. Our data
suggest that it could exist both an iron and a heffeet and that heme could serve as an iron

source folL. sakeicells.
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INTRODUCTION

Lactic acid bacteria are ancient bacteria knowfeasentative organisms which are widely
used in food processes due to their fermentatipaates. Up to recently, these organisms
were also known as an exception in the living waddthey were considered to be one of the
rare bacterial groups devoided of iron requirem¢Btsiyneelet al, 1989, Weinberg, 1997).
The last decade has modified our knowledge onlibigerial group through physiological
experiments and whole genome sequence data. thiedtactococcus lactispecies revealed
to be able to undergo respiration in the preserideeme. Under respiration conditions, a
significant biomass gain and an enhanced resistemaexidative and acid stresses were
observed (Duwaet al, 2001, Gaudwet al, 2002, Rezaikiet al, 2004). InLactobacillus
plantarum WCFS1, activation of the aerobic electron transgbain leads to a significant
increase in biomass formation under low-oxygen @@, in non-pH-controlled batch
cultures (Brooijmangt al, 2009b) which appears similar to the observatioade inL. lactis
(Pedersenret al, 2008, Brooijmanset al, 2009a). These species harbor genes encoding
respiratory cytochromegyYdAB. Such genes have later been found in several g&ibomes
(Brooijmanset al, 2009a). Recently, it was shown that respiratgtimulated by heme and
menaquinones, could be considered as a normalfdrageveral species and genera of lactic
acid bacteria includingL. plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobaallbrevis,
Lactobacillus paralimentarius, Streptococcus ermasi L. lactis and Lactococcus garviae
(Brooijmanset al, 2009a, Lechardewst al, 2011). InL. lactis growth in the presence of
heme results in the modification of expression bfp2oteins mainly involved in carbon and
nitrogen metabolism, illustrating a deep modificatin cell metabolisnfVido et al, 2004).

In the same species, only 11 genes showed a sigmifidifferent expression during
respiration compared to aerobiosis (Pedersemal, 2008). Strikingly, genes encoding
respiratory cytochromesydAB did not show any difference in expression whatesedls

were grown under respiratory or fermentative coadg. This indicates that cells are ready to
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undergo respiratory process once heme is provideatis species, comparison between static
and aerobic conditions has revealed that hemenbutrespiration, leads to induction of
ygfCBA operon encoding a heme exporter (Pedeeteal, 2008, Lechardeuet al, 2011).
Deletion of this operon results to an enhanced hgemsitivity inL. lactis (Pederseret al,
2008). This illustrates a real heme toxicity anccessity for the bacteria to regulate
availability of this molecule. listreptococcus agalactiaacydAmutant is unable to undergo
respiration, is impaired in blood survival andasd virulent (Yamamotet al, 2005). Besides
this evidenced and well documented role of henlgAB, iron per seis still considered to be
dispensable for these species and heme is condidsra porphyrin source rather than an iron
source. A transcriptomic analysis 8treptococcus thermophilusshen co-cultivated with
Lactobacillus delbrueckiirevealed modified expression of genes potentialpived in iron
metabolism such aipr, feoor fatABC (Herve-Jimeneet al, 2009). Authors hypothesize that
S. thermophilusmodifies its iron homeostasis to limit oxidativeaests caused by K,
produced byL. delbrueckii (Herve-Jimenezet al, 2009). This modification of iron
metabolism inS. thermophilusin the presence df. delbrueckij has been later confirmed
(Sieuwertset al, 2010).This suggests that under defined conditions, ir@tatvolism could
be an important adaptation factor for LAB specas t

Lactobacillus sakeis one of the most important inhabitants of mead &ermented
meat-products. These habitats represent a seleetiwsystem for resident bacteria. Meat
contains few peptides and amino acids directlynaitsible by bacteria and is poor in glucose.
Meat products are also iron and lactate rich ane laa acidic pH close to 5.4. sakeilacks
classical respiratory cytochromes and is devoidedgeme biosynthesis machinery (Chaillou
et al, 2005) but a heme-dependent catalase had preyibesh reported (Knawdt al, 1992,
Hertelet al, 1998). The.. sakeistrain 23K genome shows the presence of a putafivand a
mutated P450 cytochrome gene (Chailitual, 2005), this latter gene being intact in some

otherL. sakeistrains (Chaillowet al, 2009). Attempts to provide a respiration statushis
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species by supplementation of heme and menaquineaes unsuccessful and the species
stands for an exception in the LAB group withdelbrueckii(Brooijmanset al, 2009a) o1S.
thermophilus The genome sequence of the sakei23K strain has also revealed some
specific features that could account for its adémato meat. This includes several putative
iron transport systems and three iron-dependensdrgtional regulators belonging to the Fur
family (Chaillou et al, 2005). This equipment indicates that iron andeme are important
elements forL. sakeiadaptation to meat. We have recently shown lthagakeiis able to
accumulate iron into its cytoplasm when grown ire thresence of heme, myoglobin,
hemoglobin or transferrin. This iron accumulatienaissociated with a longer cell survival
during stationary phase (Duhutedlal, 2010). A positive effect of a non heminic iroruszce
supplementation on survival of a LAB species istaglate unique. Here, we aimed thus at
analyzing the responses triggered by heminic orheamninic iron onL. sakeicells and at

investigating the status of heme as porphyrinar supplier in this fermentative species.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bacterial strains and growth conditions L. sakei 23K (Chaillou et al, 2005) was
propagated on MRS medium at 30°C (De Mamal, 1960). For physiological studies the
chemically defined medium CDM (Lauret al, 1996) supplemented with 0.5% (wt/vol)
glucose was used. CDM medium contains no iron ssupcit contains possible traces of iron
coming from various components or distilled watacubation was performed at 30°C with
stirring at 70 rpmE. coli strains were grown at 37°C under aerobiosis ind_8ertani broth
(LB). L. sakeicell growth and viability were followed by measuyithe optical density at 600
nm (ODspg) On a visible spectrophotometer (Secoman) and hey determination of the
number of colonies (cfu.m) after plating serial dilutions of samples on MB&ar. Plates

were incubated under aerobiosis at 30°C for 30lhth& measurements were performed in at
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least three independent assays. When needed, mediasupplemented with freshly prepared
filtered solutions to obtain final concentratiorfslo5, 20, 40, 80 or 120 uM hematin (Sigma-
Aldrich), 5 pM bovine or human holo-transferrin g8ia-Aldrich). Ampicillin (100 pg.mt)
was used for the selection & coli strains. Erythromycin (5 pg.f) was used for the
selection ofL. sakeistrains. Serial dilutions were done in Dilution diiemn [Bacto Beef

extract (5 g, BD) and Universal Peptone M66 (157.Merck)].

Construction of Isa0171 katA) and Isal1194-1195leletion mutants: To inactivate thd&atA
gene inL. sakei23K by double cross-over recombination, we usednitn replicating vector
pRV300 (Leloupet al, 1997). To delete 1308 bp in the gdw@dA (Isa0171), two fragments
flanking the target region were amplified by PCRastbeam fragment was obtained using
primers couple PHDU-katl and PHDU-kat2 (775 bp) e downstream fragment was
obtained using PHDU-kat3 and PHDU-kat4 (775 bpaghrents’ joining was realized by
PCR reaction using primers PHDU-katl and PHDU-Katding to a 1537 bp amplicon
encompassing a sequence complementarity of abdop Between upstream and downstream
fragments. ThikatAexchange cassette was then cloned into the plgsRMB00 (Leloupet
al., 1997) at Kpnl and Pstl sites to form plasmid pR¥4usingE. coli DH5a for its
multiplication. This plasmid was introduced int@th sakei23K strain by electroporation as
described previously (Berthiat al, 1996). Selection was done on erythromycin seisiti
and erythromycin sensitive candidates were screased) primers PHDU-katl and PHDU-
kat4 to deteckatA deletion. ThekatA deletion led to a 150 bp fragment compare to 1437

In phase deletion were then confirmed by this &splicon sequences (Eurofins-MWG).
Strain deleted fokatA gene was named RV4053.

Isal194-1195enes were inactivated by a 1344 bp deletion udouble cross-over strategy
described above. Upstream and downstream fragmearts obtained using primers couples

PHDU-Isa1194F and PHDU-Isa1194R (939 bp) and PH&§41195F and PHDU-Isa1195R
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(891 bp) respectively. They were joigned using pnsn PHDU-Isal194F and PHDU-
Isal195R leading to a 1830 bp fragment which wased into plasmid pRV300 at Kpnl and
Pstl sites to form plasmid pRV446. Second cross-exghromycin sensitive candidates were
screened using primers PHDU-Isal194F and PHDU-8&R1to detectlsal194-1195
deletion which led to a 1809 bp fragment compar8162 bp for WT allele. Deletion was
then confirmed by sequencing the concerned regnmohtiaelsal194-1195nutant strain was

named RV40609.

Catalase activity: It was determined as previously described (Duhwtell, 2010). Results
are expressed as micromolesCy consumed per minute and per mg of proteins. Three

independent assays were performed, and resulexpressed as median + standard deviation.

Peroxide stress challenge:Exponentially grown cultures (50 ml, Q§ =~ 0.5) were

harvested by centrifugation combien and resusperndefl0 ml of fresh CDM medium
containing hydrogen peroxide combien. These cutusere placed in a 30°C agitating
incubator, and at the desired time point, samplesewaken and rapidly diluted in Dilution
Medium. Cell count was determined by plating 10@f4ppropriate serial dilutions on MRS

agar and cells concentration were determined a@dr incubation at 30°C.

Intra cellular iron mapping: It was determined by EELS analysis on cells grownir8
CDM medium (Laureet al, 1996) suplemented with heme(5 or 40 uM) or rast previously

described (Duhutredt al, 2010).

Two-dimensional electrophoresis (2DE) conditions ah mass spectrometry analysis:
Experiments were realized as previously descrilsah¢hezt al, 2005, Chiaramontet al,

2010). Briefly, 250 ml cultures grown to mid-expatial phase were centrifuged at 2,800 g at
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4°C and washed twice in 0.1 M Tris-HCI buffer, ptb Tor 15 min. Bacterial pellets were
resuspended in 5 ml 1 M Tris-HCI buffer, pH 7.5 dndken by a unique pass through a Cell
Disrupter (Basic Z, Constants Systems Ltd., DayentiK) at 2.5 kbar. Unbroken cells and
cell debris were removed by a centrifugation steg,800 g for 15 min at 4°C. Membrane
vesicles were discarded from the solution by u#trdicfugation at 50,000 g for 30 min at 4°C.
The protein concentration was estimated using thadBrd method according to the
manufacturer’'s instructions (Coomassie Protein js&®eagent, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL). Two-dimensional electrophoresis wasrformed according to previously
published method (Sanchet al, 2005). Briefly, 350 ug of proteins were focalizadl7 cm

pH 4-7 IPG strips (BioRad, Hercules, CA, USA) ahd tso Electro Focalization (IEF) was
performed at 300 V 1 h (exponential), 1500 V 1 Xpje 10000 V 6 h (lineal) and 10000 V
2.5 h (exponential). The second dimension was pedd in 12.5% polyacrylamide gels (20
x 20 x 0.1 cm) run overnight at 26 mA per plateld. The gels were stained with BioSafe
colloidal Coomassie blue (BioRad, Hercules, CA, Y8Ad scanned with ImageScanner (GE
Healthcare). Image analysis was performed usingdPresis/SameSpots software (Nonlinear
Dynamics). Comparative analyses were performedniayyaing gels from three independent
experiments and, from each, at least 3 gels wer®rpged. Normalized volumes of spots
were established and only spots showing differeimcentensity validated by statistical
analysis (ANOVA) measured by statistical tools ¢ Samespots software were selected for

identification by peptide mass fingerprinting.

Peptide mass fingerprinting and protein identificaion: Spots were analyzed as described
by Sanchez et al (Sanchet al, 2005). The target spots were excised and in-ggsted
overnight with 250 ng of trypsin (Promega, MadisWl, USA). The mass of the peptides
was determined by MALDI-TOF MS on a Voyager DE SiRrument (Applied Biosystems,

Framingham, CA, USA) at the PAPSSO platform (INRluy en Josas, France). Internal
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calibration was automatically performed with thecodytical fragments of trypsin. Proteins
were identified using Mascot and MS-Fit by searghagainst thel.. sakei23K database
(http://migale.jouy.inra.fr/sakei). Sequence cogerascores of the search and agreement
between theoretical and experimental molecular tesqnd isoelectric point were taken into

account for considering identifications as positive

Oligonucleotide probes design for microarraysThe appropriate design of oligonucleotide
probes is essential to ensure successful transergbtanalyses. Probes were designed using
Operon design platform (www.operon.com). ThesakeiArray Ready Oligo Set™ (AROS)
was designed based on the genome annotatiohs sdkeistrain 23K and contains 2000
oligonucleotide probes (1850 specifics lof sakeiand 150 as controls). Oligonucleotide
sequences were searched with no stable secondangtus¢ and several optimal
thermodynamic properties as defined by Operon petgyy platform with principal criteria
were as follow: length of 70 bases, melting temjpeeaof 73 + 5°C. Probes specificity was
checked against the databasé ofakeistr. 23K genome, and also against the genomeuof fo

Escherichia colstrains (CFT073, K12, O157:H7, O157:H7_EDL933).

Microarray slides: The DNA chips were manufactured at the Biochipsf@ten of Toulouse-
Genopole (http://biopuce.insa-toulouse.fr/Maquetid/ The spotting was performed on
UltraGaps coated slides (Corning® Life Scienceshwhe QArray mini (Genetix) apparatus.
Each oligonucleotide was spotted in triplicate sihe side. The pattern spotting slide is
recorded in a specific folder .gal, according taoAxerminology. Each slide is orientated and
identified by an individual barcode. After spottjraljdes are cross-linked (UV Radiation dose
600 mJ/cm? of UV radiation on a CL-1000 Ultraviofetosslinker from UVP) and treated
according to manufacturer's recommendations. Asuality control, hybridization of the

Panomer™ 9 random oligodeoxynucleotide (Invitrogea$ performed, in order to check the
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presence, the global intensity and the shape ofplbés, as well as the background intensity.

Spotting is considered as good with less than 5%is$ing spots.

cDNA synthesis and labelingTotal RNA from pure cultures were reverse transdiland
labeled with either Cy5 dCTP or Cy3 dCTP (AmersHBimsciences) using the ChipSHbt
Direct Labeling System (Promega, France) accordjmghe manufacturer's instructions.
Fluorescent-labeled cDNAs were synthetized frong9ofitotal RNA. Labeled cDNAs were
purified using the ChipShB! Clean-Up System (Promega, France) according to the
manufacturer's instructions. Dye incorporation wagiantified by optical density
measurement on the nanodrop spectrophotometergtlabFrance). 50 pmol of each dye
from labeled cDNAs were dried in a speed-vacuuncentrator then resuspended in 20 pl of

DNAse free water.

Hybridizations: Before hybridization step, microarray slides wenme-gpoaked and pre-
hybridized according to the manufacturer’s instiared (Promega, France). Hybridization was
carried out automatically at the Biochips platfosimlroulouse-Genopole. It was performed in
an automatic hybridization chamber (Discovery, \deat Medical system) where microarray
slides were prehybridized with a solution of 2X S8Q2% SDS, 1% BSA at 42°C for 30 min.
Two hundred microliters of the hybridization soturtj containing 20 pL of labeled cDNA (50
pmol of Cy3 and 50 pmol of Cy5) and 180 uL of hygration buffer (Chyp Hyb buffer from
Ventana Medical System) was added on the printele@ sf the slide. After 8 h of
hybridization at 42°C, slides were washed followthg manufacturer's recommendations

(Corning).

Slide scanning and image analysisAfter hybridization, microarray slides were scanned

with a 2 laser scanner (GenePix 4000A Scanner-Anstnuments) to detect the hybridization
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signal emitted by each cDNA labelled dye, Cy3 ay8.0 he Photo-Multiplier Tubes (PMT)
were adjusted, ranging from 580 to 600 for 532 navelength and from 650 to 690 for 635
nm wavelength, depending on the slides, in ordemverlay intensity curves of both
wavelengths (red and green), and to avoid satura@dtained images were analyzed, spots
delimitated and hybridization signals were quaetifand transformed into numerical values
by GenePixPro (Axon) software (version 3.01) actwydo developer's recommendations.
Genes with less than three data points were camrsidenreliable and were excluded from

further analysis.

Data Analysis: Numerical values were analyzed using the Biopudesfopm analysis

program Bioplot Iittp:/biopuce.insa-toulouse r/ Data normalization was performed on

median intensities by use of the quantile algoritthmmembrane mode. No background
subtraction was done as it was already treatesglumage analysis. Spots were selected with
more than 50% pixels superior to the background.cWase to exclude normally expressed
genes and conserved only statistical variation resgion threshold >1.5 and <0.66, p-value
0.1 based on ratio and Student’s test).

Several controls were employed to minimize the nexdl and biological variations. To
ensure the quality of the data, the following stepse performed: each ORF was present as 3
replicate on each array and slides were preparddpincate for each experiment as gene

expression was represented by 9 data points.

Reverse transcription and real-time gqPCR:Oligonucleotides for real-time gPCR (Suppl
Tab. 1) were designed using Primer3 Web, versidghOO(Rozen & Skaletsky, 2000).
Secondary structures were controlled with OligocG#libbe, 2007), and a BLAST analysis
onL. sakei23K genome was performed to check primer speaificit

Annealing of 1 pug of total RNA extracted frdm sakeipure culture with random hexamers
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(Takara Bio Europe, Saint Germain en Laye, Fran@s performed at 10 min at 30°C after
denaturation of RNA secondary structures (5 minGB5tDNA was synthesized by a 1-h
reverse transcription at 42°C using 200 U PrimgfbdReverse Transcriptase (Takara Bio
Europe, Saint Germain en Laye, France), RNAse itdnitand Ultra Pure dNTP (Ozyme
France, Saint Quentin en Yvelines), followed byyene inactivation (15 min 70°C). The
cDNA levels were then analyzed by quantitative PG$tng an Eppendorf RealPlex2
(Eppendorf, LePecq, France).

Each sample was tested in triplicate in 96-welltepléEppendorf, France). The reaction
mixture (final volume 20 pl) consisted of 10 pl MESA Green (MesaGreen gPCR
MasterMix, Eurogentec), 0.4 pl of each primer (200 final), 4.2 ul of ultrapure pD, and 5

ul of a 1/100 dilution of cDNA (fronk.. sakeipure culture). The absence of genomic DNA in
RNA samples was checked by classic 30 cycles PG&eéeDNA synthesis (minus RT
control).

A blank (no-template control or NTC) was incorpedhtin each assay. The thermocycling
program consisted of one hold at 95°C for 5 miipWeed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1
min at 60°C. Melting curve data were then colledtedheck PCR specificity, contamination,
and the absence of primer dimers. The PCR effigiéBy of each primer pair was determined
by the dilution series method using cDNA as a teteplTo minimize interrun variations, a
calibrator sample was used to determine and fixflilnerescence threshold. The threshold
cycle (Ct) values calculated by the RealPlex satwaere exported to Excel for the relative
quantification analysis.

The Ct values of each sample were transformed sgibded in the freely distributed geNorm
user manual into relative quantities (Q) with aerefice (ref) sample and using the gene-
specific PCR efficiency, calculated as follows: @£t - samPeCh Normalization was applied
by dividing the relative quantities (Q) of genesiwofierest by the geometric mean of the

relative quantities of selected reference genesnfalization factor [NF] calculated from
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geneslsa0604 Isal606andlsal775. Standard deviation of the normalized expressvas
calculated as described in the geNorm user maiihal stability of mMRNA expression of the
potential reference genes was evaluated by usengeéhlorm VBA applet for Microsoft Excel
(Vandesompeleet al, 2002). Gene expression stability measure (M)alkutated by the
program for potential reference genes as the aggragwise variation for that gene with all
other tested genes. Ideal reference genes areteslgechave comparable expression ratio in
all samples and experimental conditions. Candidaference genes are ranked on the
assumption that those with the lowest M value hi&aeemost stable expression. GeNorm’s
authors recommend the use of at least three stabl@al control genes for calculation of the
normalization factor (NF) and stepwise inclusiomuadre control genes until the (njrrflgene
has no significant contribution to the newly caitatl normalization factor. Here, we tested

potential reference genes but only three appelae toell adapted to our study condition.

RESULTS

Catalase activity is not the major actor of survivdin the presence of hemeln order to
investigate the link between heme-dependent catadasvity and survival irL. sakej we
grew bacterial cells under various heme conceptiatand determined)} iron accumulation
in cell cytoplasmiii) cell survival andiii) catalase activity. We also constructed\katA
strain, RV4053. As shown in Figure 1, increasinghbeconcentration leads to an increased
cell survival during the stationary growth phaséisTis correlated with an increased iron
accumulation into the wild type cells, as reveddgdEELS analysis on cells grown in 5 uM
and 40 uM heme (Figure 2). This analysis reveaid there is more intracellular iron
accumulated when cells are grown with 40 uM henmmepaoed to 5 uM. These differences in
iron cellular contents are correlated with bactesiarvival. Increasing heme concentration
over 40 uM and up to 120 uM did not result in erdeahsurvival which becomes maximal

for 40 uM heme (Figure 1). Nonetheless, these tdeviaeme concentrations did not appear
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to be toxic forL. sakeicells since no more morbidity was observed betwkeand 120 uM
heme (Figure 1).

As shown in Figure 3, cells grown in the present® @r 40 uM heme have measurable
catalase activity. This catalase activity is algeathximal in cells grown in the presence of 5
MM heme whereas survival becomes maximal at 40 pivieh The maximal catalase activity
is thus not correlated with the maximal survivaleran order to confirm the role of this
catalase activity in the. sakeisurvival, we constructed a mutant in #tegA gene. We first
checked behavior of thékatA strain (RV4053) under peroxide stress conditionge
observed that in absence of peroxide stress, meietA nor wild type cells were affected in
their survival (data not shown). As shown in Figdrethe wild-type strain, grown in the
presence of heme does not show any sensitivityptom®l hydrogen peroxide. On the other
hand, under the same conditioAsatA exhibits a marked hydrogen peroxide sensitivity. A
similar behavior of WT andAkatA strains was observed whatever the challenge was
performed in the presence of heme or not (datashotn). These experiments confirm the
involvement of heme dependent catalase in hydrpgeoxide resistance af sakeicells. We
then checked the behavior of WT amftatA strains during growth and survival in the
presence of heme 40 uM. As shown in Figure 5, seabe of heme, both WT addatA
exhibit the same survival phenotype. Strikinglypresence of hemékatA still exhibits the
same survival as the WT. This indicates that cagakctivity, through hydrogen peroxide
detoxification, is not the main factor involvedsarvival in the presence of heme. Moreover,
we did not notice any intracellular iron concentmatmodification between wild type and
AkatA (data not shown). This could indicate that hemealdde an iron rather than a
porphyrin supplier.

In order to investigate the possible different etifeof heminic or non heminic iron ansakej

we designed a comparative whole genome profile oaicay based analysis to compare the

genome-wide transcription profiles of three diffare. sakeicultures: no iron, 40 pM heme
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or 5 uM bovine transferrin. We chose 8 h culturBme where iron accumulation in cells has
been proven (Duhutre¢t al, 2010) and where cell viability is identical undie three
conditions. Microarray experiments were indepengenepeated three times, which
represents three cultures from each condition tepth a set of nine slides. We chose to
constitute a pool of all RNAs as the reference mrevdranscribed and labeled with Cy5 dye
(red). Pure and specific RNAs from each conditiorerev reverse transcribed and
simultaneously labeled with Cy3 dye (green). Wefqrared three differential analyses
heme versusno iron, ii) transferrinversusno iron andiii) hemeversustransferrin. We
retained only genes with at least a statisticatfdl® expression change and with a pvalue
under 0.1. Validation of microarray analyses wasdeeted by qRT-PCR on genes being up-,
down-, or unregulated. For all genes, microarrays @RT-PCR gave the same result within
more important variation with qRT-PCR. The gRT-P@Rults validate the results of the
array platform. The results of microarrays are @nésd in Table 2 with validation data in

brackets and we present below the major results.

Heme does not lead to major cellular (transcriptioml and proteomic) modifications:
Regarding growth in CDM medium as a control, thdi@oh of heme 40 pM leads to the
transcriptional modification of only 8 genes, 6 gerbeing over expressed and 2 under
expressed. Among genes over expressed, 3 of lifad065 Isa0559andlsall194encode for
membrane proteins. LSA0065 and LSA0559 are protinmknown function. LSA1194 is a
membrane protein which shows specific hits with @G@d nodulin 21 protein family. The
CCC1 family is related to yeast vacuole transmemdiaroteins that can function as an iron
or manganese transporter [Conserved Domain Datatia®CBI (Marchler-Baueret al,
2009)]. We have previously shown that thsall94 gene was regulated by PerR
transcriptional regulator ih. sakei(Duhutrel, manuscript in preparatiotga0943encodes a

cardiolipin synthetase, an enzyme implicated in binesynthesis of membrane lipids (de
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Andrade Roset al, 2008). Gendsal5l1l1lencodes for a polysaccharide biosynthetase, an
enzyme important for biosynthesis polysaccharideghvrepresent a major component of
bacterial cell surfaces (Woodwaret al, 2010). Isal679 encodes a putative a RNA
methyltransferase, an enzyme implicated in RNA di@ion. Only two genes are under
expressed in the presence of heisal355andlsa0413 Isal355shows the most important
transcription variation (x0.31) and encodes a gtaotine 6P synthetase, implicated in the
synthesis of lipopolysaccharides, teichoic acidd @eptidoglycan precursors (Milewski,
2002).1sa0413(x 0.5) encodes a 25 amino-acid hypothetical peptf unknown function.
Interestingly, we did not observe any modification expression of the heme dependent
catalase gen&tA).

Using two-dimensional electrophoresis (2DE), weo atempared protein patterns of cells
grown in absence or presence of heme 40 uM (Tabl&Hs reveals that only six proteins
were differentially expressed when cells were gramvthe presence of heme, all being under
expressed (Table 3). LSA0148 is a putative DNA rhicalion ATPase belonging to the
DndD family (Zhouet al, 2005). LSA0363 (MutL) is a DNA mismatch repair NNR)
protein conserved among bacteria (Busch & DiRuggi2f10). MutL is known to interact
with MutS and MutH (Ban & Yang, 1998, Chen al, 2010). Defects in MMR can lead to
genetic instabilty. Three tRNA synthetases, LSAORyfuine ribosyl transferase), LSA0387
(alanine tRNA), LSA0849 (valine tRNA synthetaseyéalso less expression in the presence
of heme. LSA1670 is an adenine deaminase, an enggtaby/zing the conversion of adenine
to hypoxanthine and ammonia and which could be icafgd in the synthesis of guanine
nucleotides (Kamagt al, 2011).

In conclusion, in the presence of heme, we obseie@dnodifications at transcriptomic and
proteomic level. Globally we observed diminutiontodnscription and expression of stress
proteins, diminution of tRNA synthases and induttmf putative transport systems. This

indicates that heme represents a stressless emerdrand that the translation machinery is
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affected. The gene encoding the known heme uséalasa KatA, is not differentially
transcribed in response to the presence of hemecde also identify on 2DE gel, a spot
corresponding to KatA which did not show any vaoiatof expression whatever the presence
of heme (data not shown). All together, these tesaotlicate that sakeicells are adapted to
the presence of heme. The presence of heme coufl ltb considered as the reference
lifestyle for L. sakei It should be rather considered that lack of heepgesent a restriction

for cells.

Transferrin induces stress response ih.. sakei As shown in Table 2, transferrin induces
more differences in the global transcriptional peothan heme does. Fifteen genes are
differentially expressed in the transferrin coraht{pvalue < 0.1), 6 being overexpressed, and
9 being under expressed. We note an elevated tipi@e for 5 genes encoding stress
proteins: Isa0050 (encoding Hsp20)lsa0207-Isa0208encoding ClpL and a hypothetical
membrane protein)|sal236 (encoding DnaK) andsal040 (encoding ClpB). We also
observed overexpresion of theal1194 coding for a putative membrane protein transporte
As mentionned above, this gene is also overexpiaasthe presence of heme. Among genes
which are underexpressed in the presence of traimsfeve observed the repression of 4
genedsa0813,sa0815 1sa0819 Isa0823belonging to thésa 0813-082mperon. This operon
encompasses genes encoding fatty acid biosyntlieditacc genes). The underexpressed
genelsa0413encodes a hypothetical peptide also shown to dererpressed in the presence
of heme. Gene$sal355 (encoding a glucosamine 6P synthase) Bad497 (encoding a
gin/glu ABC transporter membrane subunit) are alsderexpressed. Getsal355was also
underexpressed by the presence of heGenelsal678encodes an unknown protein with
predicted RNA binding domain.

In conclusion, transferrin leads to more transwipl modifications than observed with heme

(ie 15 versus 8). Strikingly, non heminic iron seemsepresent a more stressful condition for
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bacterial cells than heme as genes encoding gtressins have elevated transcription after
growth in the presence of iron. Whereas heme séem®tect cells, iron (transferrin) leads to
overexpression of stress protein encoding genesetleless, this iron supplementation can
enhance cell survival. It is thus likely that eyeart of heme incorporated into sakeicells
could be used as iron source, most is used as yranph

A comparison between transcriptional profiles ol#d on heme or transferrin
confirms that transferrin supplementation representstressful environment compared to
heme supplementation. Indeed, as shown in Takhfeh2me is chosen as referente sakei
cells grown in the presence of transferrin exhetvén more differences than when compared
to iron restricted conditions (CDM). We can obsettve overexpression ¢6a0359(encoding
GroEL), Isal1237(encoding GrpE)lsal238(encoding HrcA)Jsal779(encoding ClpC), all
being stress proteins. These proteins did not apfede differentially expressed when
comparing transferrin conditions to CDM.
This comparison shows the duality between transfeand heme supply in the culture
medium. Whereas both lead to enhanced survivaly timMlee genes appear to respond

similarly to both conditiondsal1194 Isa0413andIsal355

Genelsall94encoding a putative iron transporter is overexpressd by both heminic and
non heminic iron.

As we observed a high induction of gdeal1194 we hypothesized that the transport system
encoded bysal194-119%ould be involved in heme transport. We thus cogtd a strain
deleted in this operon, RV4069. We noticed a slgghtival defect of this strain compared to
the WT when grown with 40 uM heme (Figure 6). T$timin showed the same growth than
the WT but population decreased faster than the WEe. checked for a potential heme
toxicity on this RV4069 strain but we did not natiany growth inhibition on agar plates

using heme solution of 1 and 10 mM (data not shown)
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Discussion

We have previously shown that heme or transfemloiteon leads to an enhanced survival in
L. sakei(Duhutrelet al, 2010).L. sakeiis a LAB which possesses a heme dependent catalase
(KatA) but is unable to synthetise the porphyringti This species is also devoid of
respiratory cytochromesydABgenes) and thus unable to undergo respirationt M&B are
devoided of heme dependent catalase éAral, 2010) but can use heme for respiration
(Brooijmanset al, 2009a).L. plantarumpossesses a catalase and is also able to respire
(Brooijmanset al, 2009b).L. sakeiappears thus to be singular by its ability to lneme and
iron to enhance its survival. Here we show thatisat of L. sakeiin the presence of heminic
iron is not linked with its heme dependent catakas@rity. We observed that increasing the
heme concentration from 5 to 40 uM is correlatethvan increased intra cellular iron
accumulation and an increased survival. Howevdglase activity is already maximal at 5
UM heme and is not higher with 40 uM heme. On tterohand, survival is maximal with
heme 40 puM and is not enhanced by increasing heomeeatration up to 120 pM.
Interestingly, such elevated heme concentratiodsdt appear to be toxic far sakeicells.

We also looked for a possible toxicity using 10 nhigime solution on agar plates but we
could not evidence any growth inhibition (data sledwn). InL. lactis the tolerance to heme
was reported to be around 100 uM (Pedeeteal, 2008) whereas it was around 10-15 uM
for species asS. aureus(Stauff et al, 2008) andCorynebacterium diphteria€¢Bibb &
Schmitt, 2010). This lack of heme toxicity in sakeishows that this meat borne species is
highly adapted to the presence of elevated hemeeodrations in its natural environment.

We show that thékatA strain is severely impaired in hydrogen peroxigless resistance but
still exhibits a prolounged survival in presencéneie. This clearly indicates that catalase, as
a major heme user, is not the main factor of theigal in the presence of heme. However,

the presence im. sakeiof other heme proteins cannot be excludedSlnagalactiag an

134



alkylhydroperoxide reductase (AhpC) has been shawrbe able to bind heme with
consequent involvement in its intra cellular faterfhandezt al, 2010). TheahpC mutant
revealed to be impaired in respiration.3n aureus katAandahpC have been shown to be
regulated by the PerR transcriptional regulator samthave compensatory roles. In fact, an
ahpCmutation led to increased resistance @idue to overexpression katA (Cosgroveet

al., 2007). InL. sakej we identified an AhpC homolog, sharing 39% idgnwith the S.
agalactiaeprotein. We also showed that neittspC nor katA were under the control of
PerR (Duhutrekt al, manuscript in preparation). We show here thkata strain is severely
impaired in peroxide resistance. It seems thus AmdC might not be deeply involved in
peroxide stress resistance and even it could @&da bb. sakeian enzyme implicated in heme
storage. Regarding non heminic iron, we also tedt#drent tranferrin concentrations, but
maximal survival was obtained with 5 pM. Comparinga cellular iron contents of cells
grown in the presence of 5 uM transferrin or 5 pdvhle led to similar iron mapping (data not
shown). Impossibility to enhance survival by ingieg transferrin concentration may results
from less efficient transport systems for transfetinan for heme. It also could be attributed
to different mechanisms between heme- and iron-ptedsurvivals.

Here we show by a global transcriptomic approabls, duality between heminic and non
heminic iron sources. Our analysis reveals thay tmlee genes have the same expression
modification pattern under the two iron supplyiranditions. Whatever the iron source tested,
L. sakeicells modify only slightly their transcriptionatgdiles. It could be compared to the
modifications generated ih. lactis by heme where cytochrome encoding genes are not
differentially transcribed in response to this stios (Pedersest al, 2008). InL. sakei,the
katAgene is not affected by heme and is constitutieglyressed. These observations indicate
that cells are ready to use heme.

Our results indicate that heme protects cells wdgeteansferrin represents a more stressful

condition forL. sakeicells. Generally heme is considered as molecuta potential toxic
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effects. Interestingly, inL. lactis heme, but not aerobiosis strongly induces an avper
encoding for a heme exporter protemafBA In L. sakej both non heminic (transferrin) and
heminic iron lead to overexpression of a membrarmepy encoding gends@1194 with
similarity with iron and manganese transporter. TI®A1194 protein shows no or few
similarities with the export system HrtAB describads. aureugStauffet al, 2008) or with
the YQfBA in L. lactis (Pederseret al, 2008). However, this overexpression in preserice o
heminic and non heminic iron strongly suggests that protein is implicated in heme and
iron homeostasis ih. sakei TheAlsal194-1195strain is affected in long term survival in the
presence of heme, indicating the involvement of ttrtansport system in the observed
phenotype. In conclusion, this work clearly shotest theminic and non heminic iron are both
involved inL.sakeisurvival although this gets through different megkms that remain to be

elucidated.
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Table 1: Strains, plasmids and oligonucleotidesl uis¢his study

Strain/Plasmid

Characteristics Reference

Strains

E. coliDH5a
L. sakei23K
RV4053

RV4069

Plasmids
pRV300
pRV435
pRV446

Oligonucleotides
702F

310R

RP

PU

PHDU-katl
PHDU-kat2
PHDU-kat3
PHDU-kat4
PHDU-Isal194F
PHDU-Isal194R
PHDU-Isall195F
PHDU-Isal195R

(Hanahan, 1983)

Sequenced strain (Chaillouet al, 2005)
23K derivative AkatA This study

23K derivative Alsa1194-1195 This study

Non replicative cloning vector, I:Rryﬂ\mpR (Leloupet al, 1997)

pRV300 derivative, exchange cassett&débf  This study
pRV300 derivative, exchange cassette fidns study
Isa1194-1195

Sequence (5'-3)
AATTGCCTTCTTCCGTGTA
AGTTGCGCACAATTATTTTC
GGAAACAGCTATGACCA
GTAAAACGACGGCCAGT
GCATGGTACCCTGTCACCGAAGCTGTTG
GATTGACTAGTTGCAGCGTACGGATCCAGAATACGGTCGAC
CGTACGCTGCAACTAGTCAATCGCAGTTTGTGAATGTTGATGT
ATGCCTGCAGCTAGTAACGCCAAACTGAAC
CGATGGTACCGCAAATTCACCAATCTTATAATG
GATTGACTAGTTGCAGCGTACGCGCATGACGTTAATTTTG
CGTACGCTGCAACTAGTCAATCCACCATGGCTATTANAC
ATGCCTGCAGGCCACCAGTCATTCTAAGT
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Table 2: Genes differentially expressed in difféieon conditions.

Locus tag and Expression Ratid
Predicted function (protein)

Functional categor Tsf/ICtrl Heme/Ctrl Tsf/Heme

Adaptation to atypical conditions

Isa0050 Small Hsp20 +1.82** - +2.58**
Isa0207 ClpL ATPase +2.35** - +2.58**
Isa0208 Hypothetical membrane protein +2.44** - +3.63**
Isa0359 GroEL chaperone - - +1.88**
Isal040 ClpB ATPase with chaperone activity +1.68* - +1.73*
Isal236 DnaK (Hsp70) +1.64** - +2.11**
Isal237 GrpE co chaperone - - +1.61**
Isal238 hrcA Transcriptional regulator of HSP - - +1.61**
Isal779 ClpC (ATPase) - - +1.72*%
Transport

Isa0065 Hypothetical membrane protein - +1.5%* -
Isa0559 Hypothetical membrane protein - +1.7** -
Isa0616 Glycine Betaine ABC transporter ATPase - - +1.51**
Isal194 Hypothetical membrane protein +2.791%) +2.86%8.2) -(1.27)
Isal496 ATPase GIn/Glu ABC transporter 0.63* - -
Isal497 Mb spanning GIn/Glu ABC transporter 0.63:34) - 0.65**
Isal876 Hypothetical membrane protein - - 0.66*

Lipid biosynthesis

Isa0150 Acetyl Esterase - - +1.88**
Isa0813 FabH 0.66* - 0.63**
Isa0814 Acyl Carrier protein - - 0.63**
Isa0815 FabD 0.63*10.26)  -(0.83)  0.625*%0.34)
Isa0819 Fabz 0.64** - 0.58**
1sa0823 Fabl 0.57*(0.29)  ~(0.79)  0.53**(0.37)
sa0943 Cardiolipin synthetase - + 1.56** -
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Transcription and translation

Isa0769
Isal1066
Isa1670
Isal678
Isal679
16S

Tyrosyl tRNA synthase

Ribosomal protein S15 (RpsO)

Adenine deaminase

Unknown protein (RNA binding domain)

Putative t- or rRNA methyltransferase

Membrane and cell wall biosynthesis

[sal355
[sal511

Glucosamine 6P synthase

Putative polysaccharide biosynthetase

Lactate metabolism

Isa0666
[sa0785

Unknown function

Isa0413
Isa0790
Isa1301
Isal1466

Lactate Oxidase (C fragment)

Lactate racemase

Hypothetical protein

Hypothetical protein ATPase

Hypothetical protein

Hypothetical protein

0.58*

1.82*

1.52**

0.4B%82) 0.31**(0.23)

1.66**

0.6310.81) 0.5**(0.64)

1.54**
0.64**
0.61**

064

-(1.35)

1.75**
0.66**

-(0.86)
0.65**
0.66**
1.66**

a: numbers in the fold value column are ratios xjppression in the.. sakei23K strain.

Control (Ctrl): no iron source, Heme 40 uM and Bfamnrin (Tsf) 5 puM. Data are statistically

validated with a p value < 0,05 ** or <0.1 *, ndda discovery rate. -, no change or no data

available. Data in brackets are relative expresshiained for validation by gRT-PCR.
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Table 3: Proteins differentially expressed inphesence of 40 uM heme.

Locus tag and

Function Fold valuée®
functional category
Adapataion to atypical conditions
LSA0148 Putative DNA repair ATPase 0.3**
LSA0363 mutL (DNA mismatch repair protein) 0.4**
LSA1670 Adenine deaminase 0.6**
Transcription / translation
LSA0377 tgt (Queuine tRNA-ribosyltransferase) 0.4**
LSA0387 alaS (Alanyl-tRNA synthetase) 0.6**
LSA0849 valS (Valyl-tRNA synthetase) 0.6**

a: ratio of protein expression. heme conditiomitoa. Data are statistically validated with a

p value < 0.05 ** according to ANOVA analysis.
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Legends to figures

Figure 1. Effects of heme concentration on long term swaviof L. sakeicells. Heme
concentrations: 1 uM (Full rhombus), 5 uM (Full ags), 40 uM (Open squares, dotted

line), 80 uM (Full circles) and 120 uM (Open cig)le

Figure 2: Iron mapping ot.. sakeicells cultivated in CDM medium supplemented widnte
A) 40 uM and B) 5 pM. ESI images obtained using EMT(cell scale). A filtered image at
250 eV (leading to inverted contrast) allows thephology to be observed. The iron map, in

red, is superimposed on the 250 eV image.

Figure 3. Catalase activity olL. sakeicells grown in CDM medium at various heme
concentrations. Catalase activity is expressediamoles HO, consumed per minute and

per mg protein.

Figure 4: Response of wild-type (squares and plain linej,katA mutant (circles and dotted

line) to peroxide challenge as defined in matearad methods. Control (open symbols), 25

mM H,O; (full symbols).

Figure 5. Growth and survival df. sakeicells, WT (squares) artkatA (circles, dotted line),

grown without (open symbols) or with 40 uM hemdl($ymbols).

Figure 6. Growth and survival of. sakeicells, WT (squares) anflisal194-1195Ccircles,

dotted line) grown with 40 uM heme.
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Figure 5:
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4.4 Chapitre 4 : Transport du fer et de 'heme ched . sakei23K

4.4.1 Contexte et objectifs

Nous avons montré gque sakeiétait capable d’internaliser le fer de sourcesgmées
dans son environnement, transferrine, heme, myowaliu hémoglobine, ce qui conduisait a
une augmentation de sa survie en phase statiorfi@uwautrel et al, 2010), Résultats-chap
1]. Nous savons également que les transporteuferdet notamment de fer-complexé (par
exemple a la transferrine) sont nombreux et pagoues identifiables selon I'analyse
structurale. Néanmoins, le génome de sakei 23K a révélé l'existence de plusieurs
transporteurs potentiels. L'objectif de I'étudeiétionc de définir si ces transporteurs étaient

impliqués dans le métabolisme du fer chezgakeli

4.4.2 Méthodologie

Les souches de. sakeiutilisées dans cette étude sont dérivées de lehed2BK (Chaillowet

al., 2005) et listées dans le tableau 1.

Tableau 1: souches et plasmides utilisées dans cette étude

Souche/Plasmide Caractéristiques Référence

Strains

E. coliDH5a (Hanahan, 1983)

L. sakei23K Souche séquencée (Chailletal, 2005)
RVv4054 Dérivée de 23KAfhu (Isa0399-0403 (Duhutrel, 20XX-b)
RV4056 Dérivée de 23KAIsal836-1840 Cette étude

RV4058 Dérivée de 23KAfhu-Alsal836-1840 Cette étude

RV4067 Dérivée de 23KAIsal831 Cette étude

RV4069 Dérivée de 23KAIsal194-1195 (Duhutrel, 20XX-a)

Le milieu utilisé est un milieu chimiquement défidiCD (Lauretet al, 1996) dont nous

pouvons contrdler la composition, notamment I'apples sources de fer.
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Nous avons construit des mutants dans les géenesitcpdur les transporteurs potentiels que
nous avions identifiés dans le génome. Nous avossite chez ces mutanty suivi la
croissance et la survie en présence d’héme etdsférrineji) analysé par perte d’énergie le

contenu en fer cellulaire et) dosé leur activité catalase.

4.4.3 Résultats

Identification des transporteurs

La recherche dans le génome de la solichsakei23K de systémes de transport du
fer a conduit a l'identification de candidats pdiels (Tableau 2). Nous avons identifié 2
perméases a force proto motrice et 4 ABC transprtde systéme de type Fhu codé par les
genedsa03990402 présente ainsi une forte homologie avec le systdopECGD (mo2429-
24317 dont lI'implication dans l'utilisation de I'hnemeét& démontrée chdz monocytogenes
Ce systéeme présente des homologies avec le sydt@meajui lui permet I'import de la
ferrioxamine chez cette espéce (&nhal, 2006). Chez.. sakej les genedsa0400-0402
semblent étre en opéron avec le gésed403 codant pour une potentielle thioredoxine
reductaseCe systeme, décrit chez une espece pouvant caldeisgéme écosysteme, serait
un candidat de choix pour l'import de 'héme chezakei
Un autre systeme, codé par les gdea&836-1840a attiré notre attention car il présente de
nombreuses similitudes avec les systemes d'imedihé@me et du fer décrit chez les bactéries
a Gram positif. La protéine LSA1840 est une praé&mmotifs LPXTG, de faible homologie
avec la protéine IsdA d8. aureus(< 25%). Le systeme Isd d& aureusa été démontré
comme étant impliqgué dans le transport de I'hémead6 & Schneewind, 2004). Ainsi,
LSA1840 pourrait étre la protéine affine de surfpoer I'héme, le fer ou la transferrine. La
protéine LSA1837 est une ATPase qui pourrait foufénergie au systéme. Quant aux
protéines LSA1838, LSA1839 ce sont des protéineenpiellement impliguées dans le
transport d'ions métalliques dont des homologuasm@sents chez le pathogdheanthracis
(39 a 44% d'’homologie). La protéine LSA1836 présatd 57 a 59% d'homologie avec des
protéines potentielles de transport d'ions métadiggretrouvées ch& cereusetB. anthracis
et pourrait étre la lipoprotéine affine du systeme.
Les deux autres ABC transporteurs appartiennena damille des MtsABC, systémes
impliqués dans le transport du manganese. lls sodés par les géndsa0180-0183et
Isa0282-0284

Les perméases a force proto-motrice identifieesz ¢hesakeiappartiennent a la

famille MntH, famille également impliquée dansilisation du manganese. Chéz lactis
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une protéine MntH a été montrée impliqguée dansuiailation de fer. Cette accumulation de
fer chez L. lactis n'a pu étre démontrée que par lutilisation de fmarqué car
physiologiquement, I'ajout ou la suppression denfaffecte pas la réponse cellulaire de cette

espece (Turnest al, 2007).

Tableau 2: Transporteurs de. sakeiaffiliés au transport de fer ou d’héme

Systéme Génes COG

Transporteurs a ATP Binding Cassette
Isa0180 COG1121, ATPase

[sa0181 COG1108, sous unité membranaire
MtsABC (1)  |sa0182 COG0803, sous unité affine de transporteur AB&/Be*
lsa0282 COG0803, sous unité affine de transporteur ABE /Be’*
Isa0283 COG1121, ATPase
MtsABC (2)  |sa0284 COG1108, sous unité membranaire
[sa0399 COG0614, sous unité affine d’hydroxamates Felll
Isa0400 COG1120, ATPase de systeme de transport de sidiexph
[sa0401 COG0609, perméase
Fhu Isa0402 COGO0609, perméase
Isa1836 Sous unité membranaire, transport d’ions métalique
Isa1837 COG1123, ATPase
Isal838 COG619, perméase de systeme ABC
Isa1839 Sous unité affine d’ABC transporteur
LSA1836-1840 |sa1840 Protéine de surface a motif LPQTG
Transporteurs a force protomotrice
MntH1 Isa0246 ~ COG1914, transporteur Miizn*/Fe™*
MntH?2 Isal699  COG1914, transporteur Miizn®*/Fe*

Nous avons choisi d'inactiver chiezsakeiles systemes codés par les gdea8399
Isa04000402 ainsi quelsa0403conduisant a la souche RV4054 et les gésa@$8401836
conduisant a la souche RV4056. Un mutant doubleedesystemes a également été construit
conduisant a la souche RV4058. Nous avons égalecheigi d'inactiver les protéines codées

par les genesall941195pour obtenir la souche RV4069 comme nous l'avargitddans
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le chapitre 3. Ces mutations ont été réaliseesgquambinaison homologue telle qu'elle a été

décrite dans le chapitre 2 des résultats de caitrde thése.

Analyse de la réponse physiologique des mutants ttansporteurs

Nous avons démontré que I'accumulation de fetpaakej a partir de la transferrine
ou de sources héminiques, conduit chez cette espéare meilleure survie en phase
stationnaire. Nous avons donc émis I'hypothese sjukun des systémes inactivés était
impliqué dans l'accumulation de fer chiezsakej la souche mutée dans ce systeme serait
alors affectée dans sa survie. Nous avons donfié/iicroissance et la survie de ces souches
(RV4054, RV4056 et RV4058) en présence de 1, 50ouM d'héme (Figure 17 A, C, D) ou
de 5 uM de transferrine (Figure 17B).

Figure 17: Effet de différentes sources A) Heme 5 uM, B) Tfange 5 uM, C) Héme
1uM et D) Héme 40 pM, sur la croissance et la suchez les différents mutants de
transporteurs. Bleu (WT), RougeAl$a0399-0403 Vert (Alsal836-184D et Violet
(Alsa0399-0403AIsal836-1841
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Ces observations montrent que quelle que soit i@bamaison souche mutée / source de fer
testée, aucune différence de survie significati\estnobservée. Ceci montre donc que les
deux systémes inactivés, seuls ou simultanémerstomepas impliqués dans le phénotype de

survie décrit chek. sakeien présence d'héme ou de transferrine.

Nous savons quke. sakeipossede une catalase dont l'activité est hemaidapte.
Nous avions émis I'nypothése que si I'un des systdnactivés était impliqué dans l'import
d'héme dans la cellule, une plus faible accumulatithéme pourrait conduire a une plus
faible activité catalase. Nous avons donc mesutte eetivité aprés culture a 5 ou 40 pM
d'héme (Figure 18).

Figure 18: Activité catalase des mutants de transporteurs
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Aucune différence significative dans l'activitéatase n'est détectée a 5 ou 40 uM
d'héme, que ce soit dans les simples ou dans lelelooutant. Ceci nous montre que les
systemes ciblés ne sont pas impligués dans limgert'héme dans nos conditions de

laboratoire.

Recherche de systemes d’export d’heme potentiels
L’héme étant une molécule toxique pour nombre agtéries, son homéostasie doit
étre finement régulée. Pour assurer le maintien thux satisfaisant, des bactéries con8ne

aureus(Stauff et al, 2008),L. lactis (Pederseret al, 2008) ouS. agalactiagFernandezt
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al., 2010) possedent des protéines impliquées daxmliede I'excédent d’heme. Nous avons
cherché dans le génome Ildesakeila présence de telles protéines. Les protéineslB8A et
LSA1367 montrent respectivement des homologies Bgeprotéines YgfA (44% identité) et
YgfB (26% identité) décrites chéz lactis (Pederseret al, 2008). Ces protéines initialement
décrites ches. aureusavec les protéines HrtA et HrtB (Stawff al, 2008), sont connues
pour leur réle dans I'efflux de I'hnéme, ce qui petrta détoxification de cette molécule. Chez
L. lactis, les géneygfA et ygfB, homologues artAB, sont fortement induits par la présence
d’héme (Pederseet al, 2008).

Nous avons dans un premier temps contrélé le univdE transcription des genes
Isal366-1367%ar gRT-PCR avec un couple d’amorces ciblant retg1366 Lorsque I'on
compare la condition héme a la condition témoing&ee n’est ni induit ni réprimé dans la
souche sauvage (Figure 19). Sa transcription pastnon plus modifiée par la délétion du
genefur, du genemur, du géneperRou du geneatA (Figure 19). Ce gensal366 et par
extrapolation I'opéronsal366-1367 n'est pas différentiellement transcrit en répoaska
présence d’héme et n'est pas non plus sous lederdiun régulateur de transcription Fur-
like.

Figure 19: Transcription relative disal366
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ChezL. lactiset S. aureusdes souches mutées dans les ganédB sont sensibles a
la présence d’heme (Pedersen al, 2008, Stauffet al, 2008). La mutation de leurs
homologues chek. sakei,géeneslsal366-1367 pourrait entrainer une sensibilité a 'heme
jusque la jamais observée dans cette espece. Gapendus n‘avons pu obtenir de mutant de

ce gene chek. sakei
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ChezL. lactis ce systeme avait été détecté du fait de sa ifudtection (>20 fois) par
I’'hnéme alors qu’un systeme pourtant homologue (YBEA'y répondait pas (Pedersehal,
2008). De facon intéressante, notre approche glatektranscriptomique a révélé I'induction
en présence d’heme et de transferrine du tgaid 94appartenant a un opérésall94-1195
codant pour des protéines de membranaires peuietefine gendsall94a également été
préalablement décrit sous le contrdle du régulatBerR (Duhutrel, manuscript en
préparation). Au vu de ces observations, ce systéswed 194-1195 semble impliqué dans le
métabolisme du fer et de I'hnéme cHezsakei Nous avons réalisé la mutation de ce systeme
dans la souché&. sakei23K et obtenu la souche RV4069. Nous avons matee cette
souche survit moins bien que la souche sauvager@ig0). Ceci indique son implication
dans le métabolisme de 'heéme mais ce systéemesatgalations doivent étre caractérisés en

profondeur pour préciser son réle.

Figure 20: Croissance et survie des mutde&sl 831(RV4067) etsal194-1195RV4069)
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Recherche d’'une putative heme oxygénase

ChezS. aureug(Skaaret al, 2004a),E. coli (Létoffé et al, 2009) ouC. diphteriae
(Schmitt, 1997), l'utilisation de 'hneme comme seglource de fer nécessite la capacité par
ces bactéries de récupérer le fer du noyau téwlpyiCette fonction est assurée par des
enzymes de type héme oxygénases ou dyp-type pesaydChed. sakej nous avons
montré que l'utilisation de I'hneme par la bactécenduisait & une survie allongée. Nous

avons également montré que la transferrine conitluisans une moindre mesure a un
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phénotype comparable. Ces observations suggerent’ltgme pourrait étre a la fois une
source de porphyrine et une source de fer posakeli

Nous avons donc cherché dans le génome de la sd@Biela présence d'une
potentielle héme-oxygénase. Cette analyse a réuéda protéine LSA1831, codant pour une
Dyp-type peroxydase, possédait 33% d’identité daeprotéine YfeX décrite chei. coli
pour son activité d’extraction du fer de 'héme saétruire le noyau tétrapyrolle (Létoféé¢
al., 2009). Nous avions également montré que le dea#831 est sous le contrdle du
régulateur PerR et se trouve induit en présencentéh(Duhutrel, manuscript en péparation)
ce qui est cohérent avec sa fonction supposeée.
Nous avons construit un mutant de ce gés&l831 et obtenu la souche RV4067.
L’inactivation des héme-oxygénases cl®zaureus(Skaaret al, 2004a) etC. diphteriae
(Schmitt, 1997) conduit & une moindre utilisatianfdr de I’'heme. Un tel défaut d’utilisation
du fer de I'hneme chek. sakeipourrait conduire a une moindre survie en présefioeme.
Comme le montre la figure 20, la souche RV4067trééfectée ni dans sa croissance ni dans

sa survie dans nos conditions de laboratoire.

4.4.4 Conclusions

Les systemes que nous avions choisi de muter peigede fortes similarités avec des
systémes décrits chez d'autres espéces ou ilsraplitjués dans le transport du fer ou de
I'neme. Dans la soucHe sakei23K et dans nos conditions de laboratoire, ce®Byst ne

semblent pas étre impliqués dans le métabolisnferdithez cette espéce.
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5 DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Alors qu'elle colonise la viande, un milieu richefer, la bactérie lactique non pathogéne
L. sakeiest considérée comme une bactérie n'ayant ausiugenee en fer (Weinberg, 1997,
Pandeyet al, 1994). La séquence du génomeldesakej a cependant révelé de nombreux
genes en lien avec le métabolisme du fer (Chadtoal, 2005). Parmi les autres bactéries de
I'écosystéme carné, plusieurs sont connues pous Ibasoins en fer. C'est le cas de la
bactérie d’altératiorP. fragi qui a un métabolisme du fer original puisqu’eli produit pas
de sidérophores mais est capable d'utiliser cewdpts par les autres especes de son
environnement (Champomier Vergesal, 1996). Parmi les espéces pathogénes qui peuvent
contaminer la viandel.. monocytogenegt E. coli sont elles aussi connues pour leurs
exigences en fer, notamment lorsqu’elles infeckidte. Le fait de limiter le développement
de bactéries indésirables dans la viande en lgargride fer a été envisagé. Des travaux ont
montré que l'addition de sidérophores dans la \galihite le développement de. fragi
(Champomier Vergés communication personnelle). Rdleurs, aux Etats-Unis, la
lactoferrine est utilisée pour décontaminer lescasses afin de diminuer le taux de
pathogenes commle monocytogenesu E. coli 0157 : H7 (Al-Nabulsi & Holley, 2007, del
Olmo et al, 2009).

Notre hypothése est que l'utilisation du fer parsakeipeut conduire a priver les

autres bactéries de cette ressource et constitdacteur de compétitivité de I'espece dans
I'écosystéme. Le but de ce projet de these était de décrire ce métabolisme, jusque la non

étudié chez cette espéce, afin de préciser laiflonde ses potentiels acteurs.

La méthodologie

Nous avons tout d'abord évalué la capacitd.deakeia utiliser le fer de difféerente
nature. Nous avons montré duesakeiutilisait uniquement des sources de fer présatans
son environnement carné et que cette ressourgeetmettait d'allonger sa survie en phase
stationnaire dans un milieu de laboratoire. Lesrcside fer utilisées sont toujours sous
forme complexée : transferrine, heme et hémopreseiRour contréler I'accumulation de fer
dans les cellules de. sakej nous avons choisi de nous affranchir de l'utiisade sources
radioactives et avons développé une méthode dsmajgmais utilisée chez les bactéries
jusque la, basée sur la mise en ceuvre combinéa dackoscopie électronique en perte

d'énergie (EELS) et de la spectrométrie de masseigation secondaire (Nano-SIMS). Cette
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approche s'est avérée étre un outil de choix.rilles a permis de montrer I'accumulation de
fer dans les cellules, lorsqu'il est héminiquesswide la transferrine.

Nous avons ensuite réalisé une approche fonctienotassique par mutagénese.
Disposant du génome de la southeakei23K (Chaillouet al, 2005), il nous était possible
de cibler nos travaux sur les acteurs les pluseéwgddu métabolisme du fer. Cette approche a
été fructueuse pour une partie de notre travatamment la mutation de la catalase héme
dépendante, des régulateurs de transcription tarldle Fur et nous a permis de préciser le
réle de ces acteurs. En revanche, la mutationrdesporteurs cibles potentiels n’a pas permis
de montrer leur implication dans le transport tieme.

Nous avons également mis en ceuvre une approchalglobmplémentaire afin de
définir d’autres cibles potentielles. Ceci a étalis par une approche de transcriptomique
utilisant des lames de verre représentant le gérammplet de la souche 23K. Nous avons
ainsi analysé le profil d’expression des génesréagnce de deux sources différentes de fer :
héme ou transferrine. Ceci nous a révélé un aatrdidat possible pour le transport.

Une approche de mutagénése aléatoire pourraiti@edoonne option pour cribler des
souches altérées dans le principal phénotype aisarsavoir, la survie en présence d'heme.

Toutefois il 'y pas d’outils disponibles pour utedle approche chdz sakei

L. sakeiaccumule des sources de fer présentes dans soniemnement

Afin d'évaluer le contenu en fer des cellulesldesakeicultivées en présence de
diverses sources de fer, nous avons développé étiemde d'analyse basée sur la microscopie
électronique en perte d'énergie (EELS). A partirlalenéme préparation de cellules, nous
avons couplé l'analyse par perte d'énergie, qune@ed’obtenir une cartographie fine du fer
au niveau d'une cellule, a une analyse par nan@SBpectrométrie de masse a ionisation
secondaire) afin d'obtenir une vision au niveaudadgopulation. Dans nos échantillons, a la
différence de ce que I'on peut obtenir en utilisané source radioactive, la quantification
absolue n'est pas possible. Cependant, la combmdes deux approches EELS et SIMS s'est
révélée étre un outil performant pour évaluer deorarelative le contenu en fer de
populations cellulaires. Les procédures de préparad’échantillons pour la microscopie
électronique a transmission (TEM) passent habéoetht, avant I'inclusion des échantillons
dans une résine, par des étapes de fixation eésteydratation en solutions de concentrations
croissantes de solvants qui pourraient extraireéléments solubles (Hayat, 2000). Nous
avons donc choisi de fixer nos échantillons par mmé¢hode physique, la cryofixation, pour
ensuite déshydrater les échantillons par cryodulisti avant l'inclusion dans la résine. La

conservation des structures a été contrblée par TBM filtrée en énergie. Nous avons
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ensuite détecté la présence de fer dans les celhde TEM filtrée en énergie (EFTEM),
confirmant l'intégrité cellulaire et la conservatides éléments. Les analyses par EFTEM ont
été confirmées par Nano-SIMS dans les mémes rédlohservation mais correspondant a de
plus larges zones. De significatives différencesété observées dans le contenu en fer de
cellules cultivées en présence de diverses souleder. Les cellules cultivées en l'absence
d'ajout de fer ne montrent aucun signal fer dans égtoplasme. Les cellules cultivées en
présence de fer libre ou de sidérophores présenternites faible signal, a la limite de la
détection, dans leur cytoplasme alors que de laagess extracellulaires, caractérisés par un
fort signal peuvent parfois étre détectés. En relvannous avons détecté un signal important
dans le cytoplasme de cellules cultivées en présate sources de fer héminique :
myoglobine, hémoglobine et héme. Nous avons égalemieservé un signal fer dans le
cytoplasme de cellules cultivées en présence defenaine bovine, mais ce signal est plus
faible que celui observé avec les sources de fmirigue. Nos observations en EFTEM ont
été vérifiées et validées en Nano-SIMS par la callsation des signaux Peet CN (qui
caractérise la structure cellulaire). Nous avorseol® que le signal n'était pas homogéne au
sein de la population ce qui pourrait étre du &dbhts statuts cellulaires. L'accumulation de
fer dans le cytoplasme de sakeisemble donc dépendre de la source de fer. Latidia de

ce panel de sources de fer est bien en lien akabitat de I'espéce. Si I'utilisation d’héme a
été décrite chez des bactéries lactiques, pourexssn métabolisme respiratoire (Pedersen
al., 2008, Brooijmanst al, 2009, Lechardeuet al, 2011), celle de transferrine et donc du

fer en soi n'avait pas été rapportée chez lesbacides.

L. sakeisurvit mieux en présence d’héme ou de transferrine

Nous avons tout d’abord confirmé que ni la suppogsni I'ajout de fer ne modifiait la
croissance dé&. sakei23K comme cela avait été préalablement décrit gleunombreuses
bactéries lactiques (Weinberg, 1997). La seulebitibh de croissance observée était due a
I'ajout du chélateur O-phénanthroline. Cependatit dehibition ne pouvant étre levée par
l'ajout de fer, elle s'avérait due a une toxicirinseque de la molécule qui avait été
préalablement décrite (MacLeod, 1952). Ceci indique ce métal n'est pas indispensable
pour la croissance de sakeiet qu'il ne favorise pas la formation de biomabkris avons en
revanche montré que l'apport de certaines soureeterd héminique ou transferrine, est
hautement favorable a la survie en phase statimmilL. sakei En présence de 40 uM
d'’heme, I'espece est capable de survivre jusqBehlé au dela. En présence de myoglobine
ou d'hémoglobine, cet effet est moins prononcéuiéndique une plus faible accessibilité a

I'hneme a partir de ces composés. Ceci est a comaage la survie dans le milieu MCD ou
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les souches ne peuvent survivre plus de 48h. Nawmsamontré que la survie est
proportionnelle a la quantité d’héme présent denmilieu entre 1 et 40 uM. Au-dela et
jusqu’a 120 uM, nous n’observons plus d’effet pbsitais pas non plus de toxicité. Ceci est
un phénotype rare qu’il faut souligner car 'hemdoée concentration est généralement
toxique et tres délétere pour les cellules. Il agppalonc qud.. sakeiest une espece qui, de
part son habitat, est habituée a la présence desfamoncentrations d’heme. Quand la
transferrine bovine est ajoutée en tant que sodecder dans le milieu, un phénotype
intermédiaire est observe. Cette source conferesunge supérieure a celle observée sans
ajout de fer mais qui reste de moitié inférieurecelle en présence d'héme. Grace a
'observation au microscope électronique a balayagmis avons montré que seule la
transferrine bovine et non la transferrine humaiaéixe aux cellules de. sakei Ceci est vrai
aussi bien pour la forme apo que holo. Il semblecdjue cette fixation de la transferrine ne
soit pas liée a son chargement en fer mais soitipaurs hote dépendante comme cela a été
montré chez certaines bactéries conieésseria(Schryvers & Stojilikovic, 1999, GrayOwen

& Schryvers, 1996, Lingt al, 2010). Il nous reste cependant a vérifier si B¥sgnce de
transferrine humaine il n’y a pas d’accumulationfeledans les cellules et donc si I'espece
n'a pas de survie ameliorée.

Ceci montre clairement que les sources de fer ptésalans I'environnement naturel lde
sakei sont primordiales pour maintenir la bactérie dans écosysteme, auquel elle est
remarquablement adaptée et ceci confirme la sp#@éifid’adaptation del. sakei a

I'environnement carné.

Activité catalase et survie en présence d'héme

L’augmentation de la survie en présence d’héme éarétemment décrite chez
plusieurs espéeces de bactéries lactiques. Ellelesta leur capacité a respirer lorsque de
I’'hnéme, en complément ou non de ménaquinonespastifaux cellules (Brooijmanst al,
2009). La respiration reléve principalement dethiai® de cytochromes codés par les génes
cydABCD Chez L. sakej la situation est différente puisqu’il n'y a pag denes de
cytochromes et il a été impossible de promouvoiphHénomene de respiration par addition
d’heme et de ménaquinones (Brooijmatsal, 2009). Par ailleurs, 'augmentation de survie
en présence de transferrine ne pouvait s’expligaerun phénomene de respiratibnsakei
est connue pour posséder une catalase heme-déperidaaufet al, 1992, Hertelet al,
1998), méme si I'espéce ne synthétise pas I'hdnéail donc tentant de penser que cette

activité, par son role de protection vis a vis ttess peroxyde, pouvait étre responsable de la
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survie observée. Néanmoins, l'effet transferrin@tait la encore pas expliqué. Notre
hypothése était que 'héme pouvait également &teesource de fer.

Nous avons mesuré l'activité catalase a difféerecoesentrations d'héme (1, 5 et 40
HM). Nous n'avons pas détecté pas d'activité a lgilelle-ci est déja maximale a 5 pM,
alors que la survie ne devient maximale qu'a paeir40 uM. Ceci montre que l'activité
catalase héme-dépendante n'est pas le facteuipatidont résulte le phénotype de survie. De
plus, la survie en présence de transferrine ne geeitdue qu'a I'effet du fer et non a celui de
I'hneme et aucune activité catalase n'est déte@ns ks cellules cultivées en présence de
transferrine. Nous avons donc décidé d'inactiveatalase par recombinaison homologue du
génelsa0171 La souche mutante présente une forte sensibilitpéroxyde d'hydrogene et
aucune activité catalase n'est détectable lordgést cultivée en présence d'héme, ce qui
confirme linactivation de la protéine. Comme l'agpd’héme dans le milieu de culture
conféere une meilleure survie a la souche sauvages avons donc contrlé ce phénotype
dans la souchAkatA A notre grande surprise, cette souche présamtaitsurvie comparable
a la souche sauvage en présence d'heme. Cecincerdionc bien que la catalase n’est pas
'acteur majeur de la survie en présence d’hemeutéfois, d'autres protéines a heme
pourraient étre impliquées dans ce phénotypeetéamontré recemment ch$z agalactiag
qui ne possede pas de catalase, qu'une alkyl hyeiraxyde réductase codée par le géne
ahpC avait la capacité de fixer 'héme et pouvait coler la disponibilité de I'heme
intracellulaire chez cette espéce (Lechardstual, 2010). Un mutanahpCde S. agalactiae
est affecté dans sa respiration. Ce type de pestéast relativement répandu chez les
bactéries. Dans le génome Hesakeiun équivalent pourrait étre la protéine LSA0104. |
serait envisageable de construire un muadpC ainsi qu’'un doublehpC-katAet d’analyser
leur phénotype en présence d’héme. Toutefois lamidttA est trés sensible au péroxyde
d’hydrogene ce qui ne 'empéche pas de survivrprésence d’héme, la résistance au stress
peroxyde ne semble donc pas un facteur important [gosurvie. La question reste donc

poseée de I'utilisation de 'heme comme source deted’heme.

La réponse cellulaire est différente en présence dier et d’héme

Notre approche globale de la réponsd.deakeia 'héme et a la transferrine nous a
permis de montrer que cette espéce présentaitgewdifications de I'expression génétique
en réponse a ces composes, alors que la réponsielphique est clairement modifiée. Nous
avons montré que 8 genes en présence d’heme et ffesgence de transferrine avaient leur
transcription modifiée par rapport a la conditiaréférence sans addition de source de fer.

Ce nombre limité de modifications n’est pas sappeter la situation décrite chéz lactis
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espece chez laquelle 11 genes seulement sont mocdr@me ayant une transcription
modifiée par I'addition d’héme en aérobiose, ce apnduit a la respiration (Pedersenal,
2008).

Chez L. sakej notre analyse protéomique, bien que permettaatvision moins large, a
eégalement confirmé que la présence d’heme affemid’ expression des protéines. Celles qui
sont affectées voient leur expression diminuéeoett sles protéines impliqguées dans la
réponse au stress. L’heme apparait donc commecteatepour les cellules. Chéz lactis,
I'addition d’héme qui permet la respiration, men&@aépression de genes codant pour des
protéines de réponse au stress oxydant (Pedetsadn 2008). Nous n’avons par ailleurs pas
mis en évidence de toxicité de 'héme, méme a déa®es et généralement toxiques pour
d’autres espéces. Si I'on s’intéresse a I'habigtirel de 'espéck. sakej on peut considérer
la présence d’heme comme une condition normale posakeid’ou une diminution des
stress en sa présence. Il faut donc plutbt coresidgre c’est la carence en heme qui induit un
stress.

La transferrine quant a elle induit plus de madifions transcriptionnelles et au
contraire induit I'expression de genes de stressfelt en soi semble donc plus toxique que
I’'hnéme pour la cellule. Et si 'on admet qu'une fEarde 'héme peut étre utilisé comme
source de fer, I'effet de ce dernier est sans doutgpensé par I'effet protecteur de I’heme.
ChezL. sakei,la réponse physiologique a la transferrine ou aniib est caractérisée par un
phénomene similaire de survie, mais les mécanislagggulation génétique mis en jeu sont
différents. Cependant, nous observons un point aomentre la présence d’heme et de
transferrine, qui est I'induction du gefea1194 Cette induction, d’'un géne codant pour un
systéme de transport potentiel, suggére une imjicairecte dans le métabolisme du fer et
de 'heme chei.. sakei Nous avons montré que le mutant de ce systemseastblement
affecté dans sa survie en présence d’heme. Tositefosysteme doit étre mieux caractériseé
afin de préciser son role dans le métab olime detfde I'hnéme. Il faudrait notamment tester
la survie du mutant dans d’autres conditions conamprésence de transferrine ou de plus
faibles concentrations heme, mais aussi doseritgicatalase heme-dépendante dans ce
mutant.

Nous savions quk. sakeipossédait trois régulateurs de transcription diardalle Fur. Ces
régulateurs n'ont pas montré de différence d’exgioes par I'approche transcriptomique

globale.
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Le r6le des régulateurs Fur-like chez.. sakei

Nous montrons par notre travail que ces régulatapgartiennent a trois familles
fonctionnelles distinctes : Fur, Mur et PerR. Alorse de plus en plus de génomes complets
de bactéries sont disponibles, la présence de paralogues dans une méme espéce reste
rarement décrite, si ce n'est par exemple eareusL. monocytogenest B. subtilisou E.
faecalis Cette situation apparait encore plus rare au deigroupe des bactéries lactiques
décrites jusqu'alors comme physiologiquement indéaetes du fer.

Les séquences opératrices présentes sur 'ADNégspEur-box sont conservées entre
les espéeces. Chek. monocytogenesla recherche de génes possédant des séquences
régulatrices de type PerR a été réalisée en uillasséquence définie chBz subtilis(Reaet
al., 2005). Une approche similaire avait été utilisbezS. aureusen utilisant la boite définie
chezE. coli (Xiong et al, 2000). Les paralogues présents chegakeisont proches de ceux
décrits cheZ.. monocytogenest B. subtilis Nous nous sommes donc basés sur les boites
définies chezB. subtilis pour analyser le génome de sakei L'analyse préalable de la
séquence peptidique de chacun des paralogues {wébenl. sakeinous a permis de diriger
nos recherchem silico en ciblant des boites de type Fur pour LSA102%yde PerR pour
LSA0466 et de type Zur pour LSA0109. Nous avonsamsi définir des régulons pour
chacun d’eux. La construction de mutants nous anigede valider nos prédictions et de

définir le réle physiologique de chacun de ces lagurs.

L'inactivation de la protéine LSA1029 (Fur) condaitune faible augmentation de
transcription des genes cibles détectés. Une failolection de ce type a déja été observée
chezB. subtilisou la transcription du gérar est contrélée par le régulateur PerR mais induit
seulement 2 a 3 fois dans le mutant PerR (Fuangtébal, 2002). Nous avons observé une
surexpression du gem&a0967 qui code pour une protéine XerC. Cette preténctionne de
pair avec la protéine XerD, et est impliquée dansdgrégation du chromosome ckezoli
(Hendrickset al, 2000, Kennedt al, 2008). Le mutantur présente dans sa population des
cellules plus longues, phénotype qui pourrait tésulle cette modification de la protéine
XerCl. Commed.. sakeipossede 2 paralogues de la protéine XerC, ceftiicdtion pourrait
expliquer que cette observation n'est observée pue une fraction de la population
cellulaire. Ceci est la premiere évidence d’'untetie fer via le régulateur Fur sur la division
cellulaire.L. sakeiapparait comme une exception au sein du group®atssries lactiques.
En effet, le gendsal029n’a pas d'équivalent chez les bactéries lactiq&es. ailleurs, ce

genelsal029est inséré entre un géne codant pour une prox@&ne et un gene codant pour
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une protéine appartenant au COG2996. Ces genesnsomialement adjacents chez de
nombreuses bactéries lactiques. Un événement dimseourrait donc étre a l'origine de
cette organisation génétique cHezsakei Une organisation similaire est observée chez des
especes pathogenes commenonocytogenest S. aureuu le gendur est présent en amont
du genexerD. Le mutantfur de L. sakeiprésente également une difficulté a faire face a un
challenge de survie sans heme. Ceci confirme I'mapae pourlL. sakeide la présence
d’héme dans son environnement. Cette conditionaite@tre considérée comme la référence
pour sa survie. Un des autres génes potentiellerdgnté par Fur est le transporteur de type
Fhuque nous pensions un bon candidat pour le trandpditiéme. Son inactivation a montré
gu'’il n’est pas impliqué dans le phénotype de sueti que son contenu en fer ne varie pas

significativement.

Un autre des régulateurs (LSA0109) est un Mur quirgit réguler I'hnoméostasie du
Mn. ChezL. sakej I'activité 3 galactosidase est dépendante de la concentraiomadganese
ajoutée dans le milieu de culture. Cette activiteZefois plus faible dans le mutdad0109
Ces données suggerent que la protéine LSA0109 ngsliguée dans I'noméostasie du
manganese chdz sakei Nous n'avons pas mis en évidence de différencgedsibilité aux
métaux chez le mutant et nos essais pour évalu@mieentration intra cellulaire de Mn chez
ce mutant par une approche EELS se sont pourdhnstvérés infructueux. La démonstration
du rble de Mur reste donc indirecte. Pour confirmpee le régulateur Fur-like LSA0109 est
une protéine de type Mur, il serait utile d’inaetivie systeme de transport potentiel de
manganese MtsABC (LSA0282-0284) et d’étudier legport du manganese mais également

du zinc.

Nous avions prédit que le troisieme homologue (L$3Q), PerR, régulait des genes
grace a quatre boites en amont de genes ciblesrée@Qdon contient des protéines
fonctionnellement liées a la réponse au stressxpdeotelles que la NADH peroxydase,
comme cela a été décrit chezmonocytogenedPadillaet al, 2005),E. faecalis(Verneuil et
al., 2005) etB. subtilis (Fuangthonget al, 2002). Ce régulon contient aussi une Dye type
peroxydase. Il a été montré chez coli que ce type de protéine peut posséder une activité
héme-oxygénase. L’originalité de cette protéine destréecupérer le fer de 'héme tout en
conservant intacte le noyau tétrapyrolle (Létadtéal, 2009). Alors que la protéine PerR
régule le gén&atAchezL. monocytogenedadillaet al, 2005) etS. aureugCosgroveet al,
2007), nous n'avons détecté aucune boite PerRla@aégion promotrice de ce gene chez

sakei Nous avons mis en évidence également que PerROAfH) régulait fortement
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I'expression du genésall94codant pour une protéine de transport. Ce méme g@se
révélé également fortement induit par la préseribénte ou de transferrine, lors de nos
expériences de transcriptomique globale.

L'inactivation de la protéine PerR par insertioandplasmide dans le gefsa0466
nous a permis de vérifier sa propre transcriptddaus avions mis en évidenae silico la
présence d’'une potentielle boite Fur en amonpeal® (Isa046§. Expérimentalement, nous
avons montré que l'inactivation de PerR conduihé augmentation de la transcription de son
propre gendsa0466d'un facteur 7. Nous en concluons que la boitserte en amont de
Isa0466est une boite PerR plutét qu'une boite Fur. Cepetyd’inactivation de LSA1029
(Fur) conduit a une faible dérépression Is@0466 suggérant que Fur pourrait également
reconnaitre cette boite. Pour vérifier cette olet@, il peut étre envisagé de surexprimer la
protéine Fur (LSA1029) dans la souche sauvage reg Basouche inactivée de PerR et de
contrdler la transcription disa0466 Une approchén vitro dans laquelle la purification de
chacun des régulateurs permettrait de réalisertelts de mobilité sur gels a partir de
différentes régions opératrices pourrait permetgerépondre a la question d’'une possible
régulation croisée entre ces deux régulateurs.

Physiologiquement, la soucligerR pourrait étre affectée dans sa réponse au stress
péroxyde comme cela est le cas chRefaecalis(Verneuil et al, 2005) ouL. monocytogenes
(Padilla et al, 2005). Chez.. monocytogened’inactivation de la protéine PerR conduit
également a la modification de I'aspect des cokifiRadillaet al, 2005). Ces phénomenes
n'ont pas été observés chezsakei ChezL. monocytogene@adillaet al, 2005) ou chekE.
faecalis (Verneuil et al, 2005) linactivation de la protéine PerR conduitine virulence
diminuée, un phénotype qu'’il ne nous était pasiptessie rechercher chdz sakei Malgré
un régulon bien défini et caractérisé par des valélevées de régulation, nous n'avons pu
définir de réle physiologique pour PerR. Nous nevams donc exclure que nos conditions de
laboratoire ne sont pas optimales pour observghénotype lié a I'inactivation de PerR chez
L. sakei Ce régulateur pourrait étre un facteur imporfamir répondre au stress oxydant
frequemment recontré dans I'environnement carn@nmmment a cause des effets combinés de
l'oxygene et du fer. Des essais de croissance suge de ce mutant dans la viande sont
donc a envisager. Par ailleurs, notre étude aipatement porté sur 'effet des sources de fer
sur les régulateurs. Cependant, PerR est un régulahportant dans la réponse au stress
péroxyde et il serait nécessaire de mesurer |adrgmion du gendésa0466et du régulon en

réponse au péroxyde d’hydrogéne.
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Nous avons montré que ces 3 régulateurs étaieateplprimés en présence d’heme.
Toutefois cette induction n’était pas apparue ldesnos expériences de transcriptomique
globale. Seul le gensall94 régulé par PerR était apparu fortement expriméégonse a
'héme et a la transferrine. L’étude de I'expressie ce gene nous montre les limites de
I'approche globale chez. sakei Dans I'approche de transcriptomique, I'inductd®ice géene
est de +3.22 alors qu’elle est de +8 dans l'appradd RT-gPCR. Cette observation nous
montre que I'approche de trancriptomique a tenda@néeraser nos données (factel?.5).
Dans ces conditions, il apparait normal de ne pwounttre en relief une modification

d’expression faible telle qu’elle peut exister aindes régulons des protéines Fur-like

La prédiction des régulons Fur-like est un exercifglicat, surtout lorsque trois
paralogues sont présents dans une méme soucheECbt@g alors que nombre de genes ont
éte demontrés expérimentalement contrbélés par ufe,analyse transcriptomique a permi
d’en identifier six supplémentaires (McHugét al, 2003). Ainsi, pour définir plus
exhaustivement le régulon de chacun des paraloguesde L. sakej il serait nécessaire
d’envisager une approche globale en transcriptoenaquprotéomique de chacun des mutants.
Des expériences de retard sur gel (EMSA) permetitale contrdler le mode de régulation
direct ou indirect de certains genes ou opéronsusNpourrions aussi envisager de
complémenter une mutation Fur, PerR ou Zur ¢hemonocytogene8. subtilisou mémek.
coli, par l'apport du régulateur homologue de sakei afin de préciser la spécificité

fonctionnelle de ces régulateurs.

Les transporteurs ciblés ne semblent pas impliguétans I'import de I'hnéme chez.. sakei
Nous avions détecté dans le génomelLdesakeiplusieurs transporteurs d’héme et de fer
potentiels. Les systemes LSA0399-0402 (Fhu-likel®A1836-1840 apparaissaient comme
des cibles privilégiées du fait de leurs homologiesc des systemes dont I'implication dans
le transport du fer ou de I'héme a été démontrémadttivation de ces deux systemes
individuellement ou simultanément dans la souchsakei23K n’a pas permis de montrer
leur implication dans le transport du fer héminiguede la transferrine. Quelle que soit la
condition testée, héeme ou transferrine a faiblefaste concentration, aucune des souches
mutées n’est affectée dans le phénotype de sunvghase stationnaire. De méme, I'activité
catalase héme-dépendante n’est pas affectée panutatons. Ceci montre que, malgré les
homologies, ces systémes n’apparaissent pas ingglidans le métabolisme du fer dans nos

conditions de laboratoire. Cependant, nous ne pmieaclure que ces systemes participent a
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ce métabolisme dans I'environnement naturelL dsakei Il serait alors intéressant de suivre

la colonisation et la survie de ces différentesbea dans la viande.

Par ailleurs, nous savons quesakeipossede d’autres systémes de transport potenéides d
ou d’héme tels les perméases MntH (LSA0246 et LRA)6impliquées chek. lactis dans
'accumulation de fer (Turneet al, 2007), ou les transporteurs ABC de type MtsABC
(LSA0180-0182 et LSA0282-0284), impliqués dansrémsport d’ions divalents (Janulczyk
et al, 2003, Hankset al, 2006). Il serait envisageable d’inactiver cest@y®s et en
particulier le systeme LSA0282-0284 dont nous avmiositré la régulation par LSA0109,
appartenant a la famille Mur.

L’approche globale de transcriptomique a révélgliction du genésall94 codant pour un
systeme de transport, en réponse a la présenceametrine ou d’héme. Nos résultats
préliminaires indiquent qu’il est impliqué dansplbeénomeéne de survie en présence d’heme
mais sa caractérisation doit étre poursuivie.

De nombreuses bactéries possedent des systemesm’'dhéme, comme le systéeme HrtAB,
décrit chezS. aureusB. anthracis S. agalactiaeou L. lactis [pour revue (Anzaldi & Skaar,
2010, Lechardeuet al, 2011)]. Che4.. sakej les protéines LSA1366-1367 sont homologues
aux protéines de ce systéeme (Anzaldi & Skaar, 20@heureusement, nous n’avons pu
obtenir de souche mutante dans ce systéeme. L'atetiiune telle mutation serait importante
pour la compréhension du métabolisme du fer et’liksmle chezL. sakei Nous savons
cependant que les genesl366-136/he sont pas différentiellement transcrits en présen
d’héme et qu’'aucun régulateur Fur-like n’en rédaléranscription. Nous avons montré que
L. sakeine modifiait que trés peu son métabolisme en pogsd’heme. Ainsi, le fait de ne
pas détecter de modification de transcription d&iseglsal366-1367serait cohérent avec
'ensemble de nos observations. Cependant, senéetivation du systéeme pourra permettre

de répondre avec plus de précision sur son rolsiplogique.

Conclusions

Pour conclure, nous avons atteint une partie deobgectifs et ouvert la voie pour
d’autres explorations du métabolisme du fer dhesakei

Nous avons fourni la premiere évidence de I'utiisade I'heme et du fer par sakei
pour améliorer sa survie. Cette utilisation sensiplécifique des sources de fer présentes dans
I'environnement carné. Notamment sa capacité a Bpécifiquement la transferrine bovine
mais pas la transferrine humaine, confirme l'adaptade cette espéce a la viande. La

démonstration de cette utilisation du fer et deerfie nous a amenés a développer une
166



méthode de micro-analyse du fer intracellulaireébasur la microscopie électronique. Le
développement de cette approche pour les bactéeieset d’évaluer le contenu en fer des

cellules sans utiliser de sources radioactives.

Nous avons également identifié certains des actwrsétabolisme du fer chéz
sakei C’est le cas des régulateurs de transcriptiola d@mille Fur dont trois paralogues sont
présents. Nous avons montré que le régulateur L8R@ppartient tres probablement a la
famille fonctionnelle Mur impliquée dans la régisat de ’'homéostasie du manganése. Nous
avons montré que le régulateur LSA0466 appartieiat famille fonctionnelle PerR, acteur
central de la réponse au stress peroxyde chez meraases bactéries. Chezsakej PerR
régule un ensemble de genes dont la fonction esérente avec la réponse au stress
peroxyde. Enfin, la protéine LSA1029 correspondegulateur Fur consensus. Nous avons
montré que ce régulateur était impliqué dans leabwisme du fer chelz. sakej notamment
dans des phénomenes de séquestration du fer ésideance au stress® et de maniére
inattendue dans des processus de division ceumbablement liés a la recombinaison de
I’ADN.

Enfin, 'ensemble de nos observations nous coraluiconsidérer la condition témoin
d’étude deL. sakei En effet, cette espece, jusque la supposée sagsnee en fer, était
cultivée dans un milieu sans source de fer. Cairale thése montre I'importance de ces
sources pour la survie de la bactérie et 'adaptatie celle-ci a leur présence. Ceci nous
amene a penser que la présence d’heme devraitaétrendition de référence pour cette
espece, car elle est plus proche des conditiogsmenvironnement naturel, la viande.

Ce travail montre que ce métabolisme du fer ethdamie ched.. sakeiest original par
rapport a d’autres modeles, y compris a ce quimesttré chez d’autres bactéries lactiques. Il

illustre bien que ce métabolisme doit étre anatyséegard de I'écosystéme carne.
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Métabolisme du fer et de ’'héme chekactobacillus sakei

Lactobacillus sakeest une bactérie lactique qui fait partie de daefldominante de la
viande. Elle possede un équipement génétique inlelmhez les bactéries lactiques, dédié a
I'utilisation du fer : des transporteurs et 3 régaurs de transcription fer-dépendants de la
famille Fur. Nous avong évalué la capacité de sakeia utiliser les sources de fer de son
environnement en développant une méthode de miglgmndu fer par microscopie (EELS)
et spectrométrie de masse (Nano-SIMi§)réalisé une étude fonctionnelle des 3 régulateurs
Fur-like etiii) réalisé une analyse transcriptomique globale résemce de transferrine ou
d’héme. Ce travail a montré que le fer sous forrmmpdexe, transferrine ou heme, était
internalisé et améliorait la survie de sakei Nous avons montré que la catalase heme-
dépendante n’est pas I'acteur principal de cetteiesiccar un mutanfikatA survit comme la
souche sauvage en présence d’héme. Nos travaurmamiré aussi que le fer et I'hnéme
induisent des réponses globales différentes. L’hamen effet protecteur alors que le fer
induit plus de stress. Nous avons mis en évidenee lgs 3 régulateurs Fur-like sont
fonctionnellement distincts. Le régulateur Mur dstpligué dans I'homéostasie du
manganese, le PerR régule des genes impliquédalegmonse au stress oxydant et le Fur est
impliqué dans la séquestration du fer, la morphelalgs cellules et la résistance au stress.
Cette étude montre que le fer et 'heme conduiaed#s réponses cellulaires différentes chez
L. sakeiet indique que ce métabolisme pourrait étre utetadmportant pour la compétitivité
dans I'écosystéme carné.

Mots clés: bactéries lactiques, microscopie, fer, transonye.
Heme and iron metabolism inLactobacillus sakei

Lactobacillus sakeis a meat-borne lactic acid bacteria. This specabors a quite
complete genetic equipment dedicated to iron atiien such putative iron transporters and 3
transcriptional iron-dependent regulators of the family. We evaluaté. sakeiability to use
iron sources encountered in its natural environntgnif) developing an iron microanalysis
method coupling microscopy (EELS) and mass spe&angm(Nano-SIMS),ii) functional
study of the 3 Fur-like regulators arnid) global transcriptomic analysis in response to
transferrin or heme. This work shows that iron amplexed forms (transferrin or heme) is
internalized and leads to an enhanced survival.isakeicells. We show that the heme-
dependant catalase is not the main factor implicatethis survival phenotype as th&atA
strain is not affected in its survival when hemersvided. Our work has revealed that heme
and iron lead to different global responses. Ibalsdicates a protecting effect of heme
whereas transferrin induces stress. We show tlaBtkur-like regulators belong to three
functional families. The Mur regulator is implicdtéen manganese homeostasis, the PerR
regulates genes implicated in the oxidative stresponse and the Fur is implicated in iron
storage, cells morphology and stress resistands. stidy proves that heme and iron lead to
different cellular responses ibh. sakeiand indicates that this metabolism could be an
important adaptative factor in meat ecosystem.
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