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Résumeé

Chez Bacillus subtilis, 1a transcription de I’ opéron gapA, comprenant les genes de la
partie centrale de la glycolyse, est stimulée en présence de sources de carbone glycolytiques.
Nos étudesin vivo et in vitro de CggR, le répresseur qui contrdle cette stimulation, ont démontré
d une part que celui-ci ala capacité de se lier a une séquence d ADN inhabituellement longue,
consistant en une répétition directe de deux motifs (CGGGACNTGTCN4CGGGACNTGTC)
et située entre le promoteur et le codon d'initiation de I’ opéron cggR-gapA, et d’ autre part que
son activité est inhibée par le fructose-1,6-biphosphate. Des anadyses de séquence et des
expériences de transcriptome ont indiqué que CggR, qui est trés conservé chez les bactéries a
Gram positif et qui définit une sous-famille de la famille de régulateurs transcriptionnels
SorC/DeoR, est spécidise dans le contrdle des génes de la glycolyse. Ains, une collaboration a
été engagée avec des structuralistes (CBS, Montpellier) pour aler plusloin dans la connaissance

de ce prototype d’ une famille encore peu connue de régul ateurs.

Deux paires de genes paralogues ont été détectés dans le génome (YwkA et malS yts] et
mieA) dont les produits sont homologues a des enzymes maliques. L’ analyse transcriptomique
globale d’ une souche sauvage cultivée en présence de glucose ou de malate comme seule source
de carbone montre que I’ expression d’ ywkA est induite en présence de malate. En collaboration
avec |’équipe de Y. Fujita, nous avons montré qu’ ywkA codait bien une enzyme malique NAD-
dépendante dont I’expression est spécifiquement induite par le maate extracellulaire et
insensible a la répression catabolique. De plus, nous avons montré que le systéme a deux
composants YufL-YufM active directement la transcription d’'ywkA en présence de malate.
Cependant, YWKA n’'est pas requis pour la croissance en présence de malate comme seule

source de carbone.

La technique d’analyse du transcriptome au moyen de membranes a haute densité est
maintenant acquise au laboratoire. Nous avons commencé a mettre a profit cet outil pour une

étude globale de |’ expression génique en fonction de différentes sources de carbone.

Mots clés: Bacillus subtilis, répression/activation de la transcription, métabolisme carboné,
glycolyse, cycle de Krebs, voie des pentoses-phosphate, analyse transcriptomique, CggR,
Fructose-1,6-Biphosphate, enzyme malique, ywkA.



Abstract

In Bacillus subtilis, the transcription of the gapA operon, including the genes of the
central part of glycolysis, is stimulated during growth on glycolytic carbon sources. Our in
vivo and in vitro studies of CggR, the repressor that controls this stimulation, have
demonstrated on one hand that it is able to bind a long single DNA sequence made of two
directly repeated motifs (CGGGACNgTGTCN4CGGGACNTGTC) and located between the
promoter and the trandation codon of the cggr-gapA operon and on the other hand that its
activity is modulated by fructose-1,6-bisphosphate. Sequence analysis and array hybridization
indicated that CggR, which is highly conserved in Gram positive bacteria and defines a sub-
family of the SorC/DeoR family of transcriptional regulators, is dedicated to the control of the
glycolytic genes. A collaboration with structura biologists (CBS, Montpellier) has been
engaged to further study this prototype of a not well known sub-family of transcriptional
regulators.

Two groups of paralogous genes have been detected on Bacillus subtilis chromosome
(YWKA et malS ytsJ and mleA) which products are homologous to malic enzymes. Global
transcriptome analysis of a wild-type strain in response to growth in the presence of glucose
or malate as sole carbon source has revealed that ywkA expression is induced in the presence
of malate. Our experiments have demonstrated that ywkA encodes a NAD-dependent malic
enzyme and that its expression is specifically induced by malate and is not subjected to carbon
catabolite repression. Moreover, the YufL/YufM two component system has been
demonstrated to directly activate ywkA transcription in response to the presence of malate.

However, YWKA is not required for efficient growth on malate as sole carbon source.

Actudly, transcriptome study using macroarray technique is available for our
laboratory. Hence, we have started the global comparison of genes expression profile in

response to different carbon sources.

Key Words: Bacillus subtilis, transcription repression/activation, carbon metabolism,
glycolysis, Krebs cycle, pentoses phosphate pathway, transcriptome analysis, CggR, Fructose-
1,6-Bisphosphate, malic enzyme, ywkA.
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Avant-propos

Bacillus subtilis: un modéle d’ é&ude du métabolisme carboné.

Bacillus subtilis est sans conteste considéré comme la bactérie modele des bactéries a
Gram positif, mais aussi certainement et tout simplement comme I’ un des organismes les plus
étudiés et les mieux « compris». Ainsi pourrait-on traduire les premieres lignes de Bacillus
subtilis and Its Closest Relatives: from genes to cells (Sonenshein et al., 2002), le dernier

grand ouvrage — presgue une bible — essayant de faire la synthése de toutes les connaissances
acquises concernant Bacillus subtilis. En effet, seule Escherichia coli et Salmonella
typhimurium ont fait I’objet d' autant d’études (Neidhardt et al., 1987). Historiquement, en
1961, la découverte de la transformabilité naturelle de cette bactérie non pathogene a tres tot
rendu possible son étude génétique. Sa capacité a sporuler a été étudiée comme un modéle
simple pour comprendre les mécanismes de la différenciation cellulaire. Par ailleurs,
Bacillus subtilis et dautres Bacillacées proches ont aussi un intérét économique
considérable: lindustrie exploite ces microorganismes comme "usine biologique" pour
différentes bioconversions (exemple: la production de riboflavine) et pour la synthése
d enzymes massivement utilisées, notamment |les protéases intégrées dans les lessives et les
amylases utilisées pour extraire des sucres "simples' de | amidon de mai's ou d autres plantes
de grande culture. Les énormes quantités de bactéries et d’ enzymes en jeu représentent une
valeur considérable et engendrent des colts de production énormes que les industriels
cherchent a réduire, méme d'une fraction faible. Aussi, ces colts peuvent ére minimises

grace, entre autres, a une meilleure connaissance et une meilleure maitrise du métabolisme.

Toutes ces raisons ont motivé la mise en oeuvre dun effort commun, européen et
japonais, de séquencage complet du génome de Bacillus subtilis. Ainsi, des 1997, ce fut la
premiére bactérie a Gram positif dont | intégralité du chromosome était enfin révélée. De
I”acces a cette séquence dépendait |a mise au point de nouvelles approches expérimentales
dites globales. Ce voile enfin levé, on allait pouvoir regarder en méme temps I’ expression
de tous les genes et atteindre I’ organisation physique du chromosome. On allait aussi enfin
pouvoir chiffrer, par I'intermédiaire du nombre de génes connus sur cette carte, |’ é&endu des
connaissances geénétiques accumulées sur Bacillus subtilis. L analyse bioinformatique de
cette séquence denviron 4 millions de nucléotides a permis de dénombrer quelques 4200
genes. Parmi eux, 60 % codent des protéines dont la ou les fonctions étaient reconnues de
facon plus ou moins précise. Restaient par consequent 40 % des génes pour lesquels aucun

indice suffisamment précis n'était disponible quant a leur fonction. En Europe, des
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laboratoires se sont associés au sein d'un premier programme nommé BSFA (Bacillus
subtilis functional analysis) pour développer | étude systématique du génome de cette
bactérie. Un programme jumeau, intitulé JAFAN (Japan Functional Analysis Network) a
aussi été bati au Japon. Ces deux programmes ont d abord visé al éucidation de la fonction
biologique des géenes dits "inconnus'. L idée était de construire un mutant pour chacun
dentre eux et de repérer, a travers toute une panoplie de cribles phénotypiques, la ou les
fonctions métaboliques qui pourraient étre affectées. Ainsi, on espérait au moins assigner
chague géne a une grande catégorie fonctionnelle. Sur la base de cette premiére
classification, une analyse plus approfondie a permis de déterminer la fonction précise de
certains genes. A titre d’ exemple, au laboratoire, il a été observé qu’un mutant ytvP était
parfaitement viable sur milieu riche mais incapable de croitre sur milieux minimum. Des
analyses complémentaires ont permis de relier ce défaut de croissance a une auxotrophie
pour un acide aminé, I’ histidine. Par la suite, il a été démontré que ce géne codait |’ avant
derniéere étape de la voie de biosynthése de I’ histidine et a é&é renommeé hisJ (le Coq et al.,
1999). Cependant, aucun phénotype na pu étre associé a la mutation d un certain nombre de
genes. On peut évoquer deux raisons simples pour I’expliquer : d une part, les conditions
requises pour détecter I'effet de la mutation du gene considéré n’était peut-étre pas
rassemblées; d'autre part, du fait de I’existence de plusieurs genes paralogues et de
redondance fonctionnelle, I’inactivation d’ un seul gene peut ne pas conférer de phénotype
décelable. Suite a cela, s appuyant sur les banques de connaissances et de mutants acquises
durant le premier programme, un deuxieme programme européen, Bacell Network, a été
lancé en 1999, dont | ambition était de découvrir de nouvelles régulations de | expression
génétigue concernant divers processus genéraux comme les métabolismes du carbone, de

| azote et la réponse a divers stress environnementaux.

Bien que les cellules présentent des morphologies et des structures différentes, leur
fonctionnement de base est toujours le méme. Leur existence méme, dans la durée, nécessite
une certaine dissipation d'énergie, dont rend compte le deuxieme principe de la
thermodynamique. Elles extraient cette énergie principalement de la dégradation de molécules
organiques : c'est le catabolisme. D’ autre part, elles doivent fabriquer des molécules de base,
matiere premiére de leur construction, cest-a-dire fabriquer les lipides, glucides et acides
aminés nécessaires pour construire les macromolécules: cest | anabolisme. Les deux grands
ensembles de réactions qui réalisent ces opérations sont regroupés sous le terme de
métabolisme.
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Dans leur habitat naturel, les bactéries sont trés souvent confrontées a une multitude
d autres organismes, bactéries, champignons et autres. Dans ce contexte , la capacité a
coloniser I écosystéme rapidement dépend beaucoup de la capacité de la bactérie a orienter
son métabolisme vers I’ utilisation de sources de nourritures rapidement métabolisables et
fournissant le maximum d’énergie. Cela implique donc I’ existence d’un systéeme de sélection
des sources de carbone possedant ces critéres. En outre, afin de préserver, d’ économiser les
ressources cellulaires, la bactérie doit étre capable de réguler |’ expression des genes de telle
sorte que (idéalement) seuls ceux requis pour |’ utilisation préférentielle de telle ou telle source
de carbone soient induits. En effet, parmi |es nutriments, les molécul es sources de carbone ont
une importance cruciale, double. D’ une part, toute structure vivante est basée sur le carbone ;
le métabolisme est donc chargé de produire les composés carbonés intermédiaires rentrant
dans la congtitution cellulaire. D’ autre part, les composeés carbonés sont la source privilégiée
d énergie; c'est au niveau du métabolisme que cette énergie sera d’'abord convertie puis
utilisée pour le fonctionnement des processus cellulaires.

Dans ce cadre, nous nous sommes consacrés a la recherche de nouveaux genes,
catalytiques ou régulateurs, pouvant étre impliqués dans le métabolisme du carbone. Nous
nous sommes plus particulierement orientés vers la recherche des mécanismes qui
permettent de réguler |’expression des génes impliqués dans les trois voies majeures du
métabolisme carboné chez Bacillus subtilis, a savoir la glycolyse, le cycle de Krebs et la
voie des pentoses phosphate. En effet, tous les composés carbonés utilisés par |a bactérie et
a partir desquels seront construites toutes les molécules constituant |a cellule traversent aux
moins |’une de ces trois voies. L’introduction essaiera dans un premier temps de décrire
I’ éendue actuelle des connaissances de ces voies métaboliques, chez Bacillus subtilis en
particulier, mais présentera aussi certains éléments établis chez Lactococcus lactis, une
autre bactérie a Gram positif et un modéle des bactéries lactiques, et chez d’ autres bactéries
a Gram négatif comme Escherichia coli, cela afin de mieux faire apparaitre |a spécificité de
Bacillus subtilis. |l sagira de désigner les éléments-clés de chacune des voies, les
« carrefours métaboliques » les reliant mais aussi de mettre en exergue les éléments
manquants ou incertains qui demeurent dans notre vision du métabolisme central du carbone
chez Bacillus subtilis. Puis, et |a se précise notre intérét, les mécanismes de régulation du
métabolisme carboné dével oppés chez Bacillus subtilis seront décortiqués, surtout au niveau
du transport des sources de carbone a l’intérieur de la cellule et du contréle de I’ expression
des genes impliqués dans ce métabolisme. |l ne s agira pas d’ étre exhaustif mais d’ essayer
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de présenter un éventail significatif des mécanismes prédominants chez Bacillus subtilis qui
permettent de contréler I’ expression des genes impliqués dans le métabolisme du carbone en

fonction de la disponibilité des sources présentes dans e milieu de croissance.
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1. Les voies centrales du métabolisme du carbone chez
Bacillus subtilis

La glycolyse, le cycle de Krebs et la voie des pentoses phosphate sont les trois voies
qui constituent le métabolisme central du carbone (Figure 1). Elles sont conservées dans tout
le monde vivant bien que, dans le détail, certaines classes d organismes possedent des
spécificités. Dans le monde microbien, chaque voie a fait I’ objet d’ éudes biochimiques tres
poussées. Ainsi, des le début des années 1960, |’ ossature du métabolisme central du carbone
chez les microorganismes était dga connue : les étapes enzymatiques avaient été caractérisees

et lesintermédiaires métaboliques identifiés.

S I'étude de ces voies métaboliques a passionné tant de scientifiques, c'est
probablement parce qu’ elles constituent tout simplement les étapes absolument nécessaires a
la synthese des intermédiaires métaboliques qui serviront a la construction des constituants
plus élaborés de la cellule. En effet, toutes les voies métaboliques secondaires (ou

intermédiaires) se branchent &un point ou un autre de ces trois voies majeures.

1.1. Laglycolyse: unevoie universelle

1.1.1. Description générale

La glycolyse est sans doute I’ une des voies métaboliques les mieux conservées chez
tous les organismes (Dandekar et al., 1999). Elle fut I’une des premiéres connues car son
étude a commencé au siecle dernier avec les travaux dEmbden et de Meyerhof, ¢ est
pourquoi elle est aussi nommée voie d’ Embden-Meyerhof. Comme | e suggére son étymologie
(glycos: sucre et lysis: dissolution), elle consiste en une série de réactions biochimiques au
cours de laquelle une molécule de glucose, préalablement phosphorylée en glucose-6-
phosphate, est transformée en deux molécules de pyruvate (Figure 2), avec production

d énergie, sous forme de molécules d’ ATP (adénosine triphosphate), et de pouvoir réducteur.
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C'est la voie principale d'utilisation des sucres chez la tres grande majorité des
bactéries. Elle est commune a la fermentation et ala respiration oxydative. La glycolyse joue
un réle central dans le puzzle du métabolisme carboné puisqu’ elle est 1a seule route possible
pour relier le cycle de Krebs et la voie des pentoses phosphate (Figure 1). Lorsque la bactérie
pousse sur des sources de carbone autres que les sucres qui entrent dans le métabolisme en
aval, elle doit «remonter » la glycolyse pour synthétiser certains précurseurs. C'est le
processus inverse de la glycolyse. On parle alors de néoglucogenese. Aussi, presgue toutes les
enzymes impliquées dans la glycolyse ont la capacité de fonctionner de fagon réversible, aussi
bien dans le sens glycolytique que dans e sens néoglucogénique. Cependant, dans le cas de
quelques réactions, il existe des enzymes «spécialisées» qui, dans les conditions
physiologiques et thermodynamiques de la cellule, catalysent la réaction uniquement dans un
sens. Bacillus subtilis posséde donc certaines enzymes exclusivement requises pour la

glycolyse et d’ autres exclusivement requises pour |a néoglucogenese.

1.1.2. Lesétapesdelaglycolyse

Les composantes de la glycolyse sont tres bien décrites sur le plan biochimique chez
les bactéries modeles que sont Escherichia coli et Bacillus subtilis et plus récemment chez les
bactéries lactiques (Fraenkel, 1987; Fortnagdl, 1993; Thompson & Gentry-Weeks, 1994).
Cependant, les données complémentaires concernant les flux métaboliques n'ont pu étre
obtenues que récemment, notamment grace a I’ avenement de techniques comme la résonance
magnétique nucléaire et la spectrométrie de masse (Wiechert, 2001). Aujourd’ hui, il s agit de
tisser les liens entre chague enzyme, ses niveaux de régulation et la variation du flux

glycolytique en fonction des conditions de croissance.

Classiquement, la glycolyse est divisée en deux sous-parties (Gunsalus & Shuster, 1961)
(Figure 2). Les réactions de la partie supérieure permettent la conversion des hexoses-
phosphates, ¢’ est-a-dire la transformation d’ une molécul e de glucose-6-phosphate (G6P) en une
molécule de dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) et une molécule de glycéradénhyde-3-
phosphate (G3P). Cedlles de la seconde partie, ou partie inférieure, de la glycolyse permettent la
conversion des trioses-phosphates, c'est-a-dire la transformation du DHAP et du G3P en

pyruvate.
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Les noms de génes indiqués sont tels que décrits sur le serveur de base de données
SubtiList (Data Release R16.1, April 26, 2001 ; (Moszer et al., 1995)).

1121 La glucokinase (ou hexokinase) glcK (EC 2.7.1.1)

Le glucose qui entre dans la voie glycolytique est phosphorylé sous forme de G6P
cytoplasmique. Chez les bactéries, le glucose extracellulaire peut, soit étre concomitamment
trandoqué et phosphorylé par un transporteur spécifique de type PTS (Phospho Transferase
System) (cf partie 2.2), soit entrer sans modification via un transporteur secondaire. Chez
Bacillus subtilis, il a &€& montré que le premier mode cité de transport et de phosphorylation
concomitante du glucose joue un réle mgeur aors que le second mode de transport est
minoritaire (Paulsen et al., 1998; Fiegler et al., 1999). Lorsqu’il est permée par le transporteur
secondaire, GIpP chez Bacillus subtilis, ou lorsqu’il est issu du catabolisme de disaccharides
comme le matose et le tréhalose (Schonert et al., 1998), le glucose intracellulaire est
phosphorylé de fagon non réversible par 1a glucokinase pour entrer dans la glycolyse sous forme
de G6P. Cette seconde voie de phosphorylation est essentielle pour les bactéries chez lesquelles
le systéme PTS est manquant ou déficient (Fraenkel, 1987). Le substrat ainst modifié ne peut

plus ressortir delacdlule et est immédiatement intégré dans lavoie glycolytique.

La glucokinase existe chez la trés grande majorité des Eubactéries (Figure 3), a Gram
positif comme a Gram négatif, mais semble étre beaucoup moins répandue et peu spécifique
chez les Archées (Dandekar et al., 1999; Hansen et al., 2002).

Chez Bacillus subtilis, Skarlatos et Dahl ont montré que la délétion du gene glcK
résultait en I’inactivation compléte de I’ activité glucokinase dans des extraits bruts (Skarlatos
& Dahl, 1998). Il semble donc que GlcK soit la seule glucokinase majeure de Bacillus
subtilis. Il sagit d'une enzyme dimérique, d'un poids moléculaire de 33,5 kDa, ATP-
dépendante, nécessitant le NAD comme cofacteur (Skarlatos & Dahl, 1998), et qui est
exprimee de fagon constitutive (Meyer et al., 1997; Spath et al., 1997; Tobisch et al., 1999b).
Cependant, une souche mutée pour le gene glicK, qui code cette enzyme, croit a la méme
vitesse en présence de différentes sources de carbone, glucose, fructose, maltose, sucrose ou
tréhal ose (Skarlatos & Dahl, 1998). Ces sucres sont transportés par un systéme de type PTS et
rentrent donc dans la cellule sous forme phosphorylée. GIcK n’est donc pas nécessaire dans
ces conditions. Par ailleurs, un mutant de la voie PTS de transport du glucose pousse tres
lentement en présence de glucose comme seule source de carbone (Gonzy-Treboul et al.,
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1991; Bachem et al., 1997). Ces résultats suggerent que la glucokinase joue un réle
métabolique trés mineur et donc que le transport et la phosphorylation du glucose sont

essentiellement assurés par le systeme PTS chez Bacillus subtilis.

Chez Escherichia coli, dans un contexte ou le transporteur PTS du glucose est
déficient, la glucokinase Glk joue un réle plus important dans la mesure ou €lle permet une
croissance significative en présence de glucose (Fraenkd et al., 1964; Curtis & Epstein,
1975). Cependant, un mutant glk croit aussi bien que la souche sauvage en présence de
glucose (Curtis & Epstein, 1975).

1.1.2.2. Lapartiesupérieuredelaglycolyse: conversion des hexoses

1.1.2.2.1. Laphosphoglucoisomérase pgi (EC 5.3.1.9)

L’interconversion du G6P en fructose-6-phosphate (F6P) est catalysée par la
phosphoglucoisomérase. |l S agit de la premiére étape qui va diriger le flux dans le sens de la
glycolyse. Elle existe chez toutes les Eubactéries étudiées mais est absente chez plusieurs
Archées (Dandekar et al., 1999) (Figure 3).

Chez Bacillus subtilis, les résultats de nos tests de croissance indiquent que la délétion
du géne pgi entraine une croissance trés séverement ralentie en présence de glucose comme
seule source de carbone (Doan et Aymerich, non publié). Cela indique que, chez Bacillus
subtilis, I'utilisation du glucose pour la croissance est beaucoup plus efficace lorsqu’il est
catabolisé a travers la glycolyse qu'a travers la voie des pentoses phosphate (cf partie 1.2).
Chez Escherichia coli, un mutant pgi pousse lentement en présence de glucose en utilisant la
voie des pentoses phosphate (Fraenkel et al., 1964; Canonaco et al., 2001).

Par ailleurs, la phosphoglucoisomeérase a été détectée comme protéine de surface chez

Sreptococcus agalactiae (Hughes et al., 2002).
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1.1.2.2.2. La 6-phosphofructokinase pfk (EC 2.7.1.11)

La conversion du F6P en fructose-1,6-bisphosphate (FBP) est catalysée par la 6-
phosphofructokinase de facon irréversible et ATP-dépendante.

Cette enzyme est I’une des mieux caractérisees sur le plan biochimique parmi les
enzymes glycolytiques du fait de sa position clé. Elle peut utiliser I'ATP, I’ADP (chez les
Archées genres Pyrococcus, Thermococcus et Methanococcus) ou le pyrophosphate (chez les
plantes) comme donneur de groupement phosphate. On peut distinguer trois isoformes
différentes: I'isoforme PfkA (parfois dupliquée comme chez Treponema pallidum), forme
ATP-dépendante majoritaire des Eucaryotes supérieurs et des Procaryotes, ou pyrophosphate-
dépendante des plantes ; I’isoforme PfkB qui existe chez les bactéries ; et |'isoforme PfkC qui
ne compte que la phosphofructokinase ADP-dépendante des Archées des genres Pyrococcus,

Thermococcus et M ethanococcus (Ronimus & Morgan, 2001; Verhees et al., 2001).

Bacillus subtilis et Lactococcus lactis possedent I'isoforme PfkA ATP-dépendante,
codée par le géne pfk. Un mutant pfk est incapable d' utiliser tous les composés (glucose,
mannitol, mannose, saccharose et sorbitol) qui sont intégrés dans la glycolyse en amont ou au
niveau du F6P comme seule source de carbone (Gay, 1979; Andersen et al., 2001). Ce
phénotype est intimement lié a |’ effet toxique de I’ accumulation progressive du F6P dans le
cytoplasme. Cette accumulation a aussi pour effet de retarder la sporulation (Freese et al.,
1974; Freese & Heinze, 1984). Par contre, un tel mutant pousse trés bien en présence de
fructose ou de glycéral, qui entre dans la glycolyse en aval de cette étape, ou en présence des

sources de carbone néoglucogeéniques comme le malate (Doan et Aymerich, non publié).

Chez Escherichia coli, il existe deux 6-phosphofructokinases. L’ enzyme majoritaire,
Pfk-1, est codée par le géne pfkA. C’est une enzyme tétramérique allostérique de type PfkA,
activée par les nucléotides biphosphates et inhibée par le PEP (Blangy et al., 1968; Auzat et
al., 1997). Une deuxieme forme de type PfkB, Pfk-2, est codée par le géne pfkB. Son activité
est responsable d’environ 10 % de I’ activité 6-phosphofructokinase et permet une croissance
résiduelle dans un mutant pfkA (Daldal, 1983).

On peut remarquer qu Helicobacter pylori fait exception et ne possede pas
d’ homologue de cette enzyme. Par ailleurs, comme la phosphoglucoisomérase, la

phosphofructokinase est aussi absente chez de nombreux Archées (Figure 3).
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1.1.2.2.3. Lafructose-1,6-biphosphatase fbp (EC 3.1.3.11)

Cette enzyme est I'une des étapes clés de la néoglucogenese. En effet, la
phosphofructokinase n'est pas capable de catalyser la conversion du FBP en F6P chez
Bacillus subtilis. Cette étape de déphosphorylation nécessite |'activité fructose-1,6-

biphosphatase.

Chez Bacillus subtilis et les bactéries du méme genre, cette enzyme semble se
distinguer des fructose-1,6-biphosphatases présentes dans |es bases de données recouvrant les
entérobactéries, les animaux et les plantes (Fujita et al., 1998). Son activité, congtitutive et
dépendante de I’ion manganése Mn®*, n’est pas absolument requise pour la croissance sur des
sources de carbone néoglucogéniques comme le maate (Fujita & Freese, 1981; Fujita &
Fujita, 1983). En effet, il existe une voie de contournement permettant de produire du G6P a

partir du FBP via la voie des pentoses phosphate chez Bacillus subtilis (partie 1.2).

Chez Escherichia coli, deux fructose-1,6-biphosphatases ont été révélées. La premiere
enzyme est codée par le gene fbp. L’ expression de ce gene est nécessaire a la croissance en
présence de substrats néoglucogéniques. (Fraenkel & Horecker, 1965; Yu et al., 1965; Donahue
et al., 2000). Il code une enzyme tétramérique qui nécessite la présence d'ions Mg pour son
activité (Babul & Guixe, 1983). Récemment, il a été montré que le gene glpX, qui est le dernier
gene de I'opéron glpFKX (métabolisme du glycéral), code une fructose-1,6-biphosphatase de
classe distincte qui ne possede que 10 % d'identité avec |’ enzyme codée par fbp (Donahue et
al., 2000). Par ailleurs, certaines bactéries ne possedent que I’enzyme de type GlpX. Chez
Escherichia coli, GIpX ne semble pas nécessaire pour la croissance mais pourrait intervenir

danslarégulation du flux glycolytique en coordination avec Fbp (Donahue et al., 2000).

1.1.2.2.4. Lafructose-1,6-biphosphate aldolase fba (EC 4.1.2.13)

Cette enzyme catadyse la conversion réversible du FBP, un hexose, en
dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) et en glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P), deux trioses
trés proches (Fraenkel, 1987). Elle est présente chez toutes les bactéries éudiées et largement
caractérisée. Son activité adolase est métal-dépendante (Baldwin et al., 1978).

Il existe deux classes communes de FBP adolases: les Archées possédent une FBP
aldolase de type | (Siebers et al., 2001), aors que I’enzyme qui intervient dans la glycolyse
chez Bacillus subtilis (Fortnagel, 1993) ou Escherichia coli (Fraenkel, 1987) est de classe ll.
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Chez Bacillus subtilis, |’ expression de fbaA semble constitutive (Tobisch et al., 1999b;
Ludwig et al., 2001). Des mutations ponctuelles ont été obtenues qui conduisent a la perte
quasi-totale de I’ activité aldolase dans des extraits protéques obtenus a partir des souches
portant ces mutations cultivées en milieu riche (Mitchell et al., 1992). Il semble donc que
I’activité enzymatique de la FBP adolase ne soit pas essentielle. Alors, le fait qu’aucun
mutant de délétion n’'ait été obtenu jusgu’a présent suggere que cette protéine pourrait étre
impliquée dans une autre fonction qui, €elle, serait requise pour la survie (Kobayashi et al.,

2003 sous presse).

Chez Escherichia coli, un mutant fda est incapable de pousser en présence de sucres
mais le peut en présence de glycérol ou de succinate, qui integrent le métabolisme en aval du
FBP (Irani & Maitra, 1977; Fraenkel, 1987). Or, dans ces conditions, la formation de FBP est
nécessaire a la croissance. Cette activité pourrait étre codée par le géne dhnA dont le produit
est une FBP aldolase de classe | (Thomson et al., 1998). Un lien entre la FBP aldolase et |a
synthese des ARNm a aussi été évoqué mais sans explication : une mutation thermosensible
du gene fda inhibe la synthese des ARNm a température permissive (Singer et al., 1991). Un

phénomene similaire a auss été observe chez Bacillus subtilis (Trach et al., 1988).

1.1.2.3. Lapartieinférieuredelaglycolyse: conversion destrioses

1.1.2.3.1. Latriose-phosphate isomérase (EC 5.3.1.1)

L’interconversion du DHAP et du G3P est catalysée par |a triose-phosphate isomérase.
Thermodynamiquement, elle favorise la formation de DHAP plut6t que celle de G3P. Le flux
glycolytique est «tiré» par la réaction suivante qui consomme du G3P et déplace ains
I” équilibre DHAP/G3P. In vivo, cette enzyme peut se trouver sous forme homodimeérique, par
exemple chez Lactococcus lactis (Cancilla et al., 1995), ou bien activée sous forme d’ un
complexe bifonctionnel avec la phosphoglycé&rate kinase, PGK, chez la bactérie
hyperthermophile Thermotoga maritima (Schurig et al., 1995).

Chez Bacillus subtilis, le gene tpi a été cloné et séquencé (Leyva-Vazquez & Setlow,
1994) aprés les genes homologues chez Bacillus megaterium et Bacillus stearothermophilus
(Schlapfer & Zuber, 1992). Aucun mutant d’inactivation n’a pu étre obtenu suggérant que la

fonction de Tpi est essentielle (Kobayashi et al., 2003 sous presse).
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Chez Escherichia coli, un mutant tpi est capable de croitre lorsque le milieu de
croissance contient une source de carbone glycolytique et une source de carbone
neéoglucogénique. Ainsi, malgré |’absence de tpi, le métabolisme sera encore capable de
produire tous les intermédiaires de la glycolyse (Anderson & Cooper, 1969; Irani & Maitra,
1977). Dans un tel mutant, I’accumulation de DHAP est toxique parce qu'’il est converti via la
méthylglyoxal synthase en méthyglyoxal qui est un agent bactéricide (Hopper & Cooper,
1971; Cooper, 1984).

1.1.2.3.2. La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase gap (EC 1.2.1.12)

Cette enzyme catalyse la phosphorylation oxydative du G3P et du 1,3-
biphosphoglycérate (1,3-BPG) en présence de NAD(P) comme cofacteur. Elle existe chez
toutes les especes étudiées et sa sequence est trés bien conservée (Figge et al., 1999). 1l s agit
sans doute de I'une des enzymes de la glycolyse les mieux caractérisées au niveau
biochimique et aussi structural (Corbier et al., 1990a; Corbier et al., 1990b; Clermont et al.,
1993; Corbier et al., 1994; Eyschen et al., 1996; Didierjean et al., 1997; Boschi-Muller &
Branlant, 1999; Bulatnikov et al., 1999; Levashov et al., 1999; Roitel et al., 1999; Fillinger et
al., 2000; Iddar et al., 2002; Didierjean et al., 2003; Roitel et al., 2003). Sa forme active est
tétramérique. Chez les plantes, deux GAPDH coexistent: une GAPDH cytoplasmique
strictement NAD-dépendante dont I’ activité permet la glycolyse et la néoglucogenése, et une
GAPDH chloroplastique utilisant préférentiellement le NADP et uniquement requise pour le
processus d assimilation du CO; lors de la photosynthese. Chez les cyanobactéries, il existe
auss deux GAPDH (voire trois), Gapl et Gap2, toutes deux cytoplasmiques. Il a éé montré
chez Synechocystis sp. PC6803 que Gapl est requise lors de la glycolyse et qu'a I’ opposé,
Gap2 est requise pour |I'anabolisme dans le cycle de Calvin et dans la néoglucogenese en
I” absence de photosynthese (Vaverde et al., 1997; Koksharovaet al., 1998).

Chez Bacillus subtilis, seul le gene gapA avait été sequence (Viaene & Dhaese, 1989)
et clarement identifié comme codant une GAPDH canonique NAD-dépendante par
homologie avec les GAPDH eucaryotiques. Or, aprés le sequencage, I’ analyse compléte du
génome a permis de révéler que Bacillus subtilis possédait une deuxiéme copie de ce gene,
nommée gapB. Des études génétiques et biochimigues ont permis de démontrer que ces deux
enzymes avaient des roles physiologiques opposeés, de par la régulation de leur synthése et de
par leurs caractéristiques enzymatiques: GapA intervient lors de la glycolyse et utilise le

NAD comme cofacteur ; al’ oppose, GapB est requise lors de la néoglucogenése et possede le
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NADP comme cofacteur (Fillinger et al., 2000). L’ é&ude détaillée du mécanisme qui régule
I’ expression de gapA fait I’ objet de la premiére partie de cette thése. Ce paragraphe sera donc

dével oppé ultérieurement.

D’ autres especes bactériennes possedent deux genes paralogues codant des GAPDH.
L’ analyse de leur séquence montre gque |’ une posséde une signature NAD comme GapA de
Bacillus subtilis et que I’ autre possede une signature NADP, ce qui suggére une spécialisation
physiologique comparable a celle qui existe chez Bacillus subtilis. C’ est trés probablement le
cas chez Bacillus stearothermophilus, Bacillus anthracis, Bacillus halodurans, trois
Bacillacées tres proches de Bacillus subtilis et peut-étre aussi chez Neisseiria meningitidis,
Neisseiria gonorrhoeae et Helicobacter pylori, trois bactéries a Gram négatif.

Chez Escherichia coli, il n’existe qu’'une seule GAPDH codée par le géene gapA et
dont |’ activité est réversible. Il existe une protéine, codée par le géne gapB, dont |a séquence
protéique est tres proche de celle de GapA (40 % d'identité) (Zhao et al., 1995). Cependant, il
a été montré que cette enzyme codait une érythrose-4-phosphate déshydrogénase (Boschi-
Muller et al., 1997).

Chez Lactococcus lactis, des expériences ont éé menées qui montrent |’importance de
I”activité de la GAPDH dans I’ orientation du flux métabolique et e métabolisme du pyruvate
particulier chez les bactéries lactiques (Cocaign-Bousquet et al., 1996; Even et al., 1999). La
GAPDH constitue une étape limitante pour le flux glycolytique. De plus, il a é&é montré que
I"inhibition de I’ activité GAPDH conduisait, d'une part, a une baisse du flux a travers la
glycolyse qui est due en partie a une modification du ratio NADH/NAD qui perturbe |’ activité
de certaines enzymes, et d autre part, a I’ augmentation du pool de FBP qui est un effecteur de

plusieurs enzymes allostériques et de certains régulateurs.

Par ailleurs, d’ autres roles de la GAPDH ont été mis en évidence. Chez Streptococcus
pyogenes et Streptococcus agalactiae, la GAPDH est aussi présente a la surface cellulaire
pour jouer des roles de protéine de liaison aux plasmines et de protéine de signalisation
(D Costa €t al., 2000; Hughes et al., 2002). Chez Schistosoma japanicum, la GAPDH a été
caractérisée pour sa capacité alier I’ ARN. En effet, le domaine d'interaction avec le NAD est
capable d'interagir spécifiquement avec une séquence de I’ARNm riche en adénines et en

uraciles (Nagy et al., 2000).
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1.1.2.3.3. La 3-phosphoglycérate kinase pgk (EC 2.7.2.3)

La 3-phosphoglycérate kinase catalyse I'interconversion du BPG et du 3-
phosphoglycérate (3PG). Cette enzyme fonctionne aussi bien lors de la glycolyse que lors de
la néoglucogenese. Elle est trés bien conservée et existe chez toutes |es especes étudiées. Elle

se trouve parfois en complexe avec latriose-phosphate isomérase (Schurig et al., 1995).

Chez Bacillus subtilis, un mutant pgk, géne qui code cette enzyme, est incapable de
croitre en présence d'une seule source de carbone. En effet, sa croissance requiert un
approvisionnement en carbone par I’amont de cette étape, ¢’ est-a-dire une source de carbone
capable de fournir du BPG, et un approvisionnement en carbone par |’ aval, capable de fournir
du 3PG. Récemment, un mutant pgk non létal a éé obtenu qui permet la croissance en milieu
anagrobie en |’ absence de la kinase ResE (Nakano et al., 1999) : en I’ absence de respiration
oxydative, I’ expression de nombreux genes permettant la croissance cellulaire est activée via
le systéme a deux composants ResED (senseur-kinase/régulateur transcriptionnel) ; dans un
mutant ResE, cette mutation dans le géne pgk rend constitutif I’ expression des génes sous
contrdle du régul ateur ResD.

Par ailleurs, la 3-phosphoglycérate kinase a été détectée comme protéine de surface

chez Streptococcus agalactiae (Hughes et al., 2002).

1.1.2.3.4. La phosphoglycérate mutase pgm (EC 5.4.2.1)

L'isomérisation du 3PG et du 2-phosphoglycérate (2PG) est catadysée par la
phosphoglycérate mutase de facon réversible. Il existe deux isoformes de structures
différentes chez les Eucaryotes et les bactéries (Jedrzejas, 2000) , I’une nécessitant le 2,3-
bi phosphoglycérate comme donneur de groupement phosphate (PGM) et I autre indépendante
de ce cofacteur (iPGM). PGM est la phosphoglycérate mutase majeure voire unique chez les
vertébrés et les levures tandis que iIPGM est |’enzyme prédominante chez les plantes
(Jedrzejas, 2000). Chez les bactéries, on retrouve le géne codant soit PGM soit iPGM soit les
genes codant les deux en méme temps. Chez les Archées, il semble que laforme iPGM soit la
plus répandue (van der Oost et al., 2002).

Chez Bacillus subtilis, I’enzyme majeure, codée par le gene pgm, est de type iPGM.
C'est une enzyme de 74 kDa dont |’ activité nécessite I'ion Mn*" (Watabe & Freese, 1979;

Chander et al., 1998; Jedrzejas et al., 2000). Cependant, il existe une deuxiéme enzyme,
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codée par le géne yhfR, de type PGM (Pearson et al., 2000) mais dont la fonction
physiologique n'est pas déterminée. Un mutant pgm existe qui a éé construit par
remplacement d’'un fragment interne du gene par une cassette de résistance a |’ érythromycine
(LeyvaVazquez & Setlow, 1994). La présence de I’enzyme n’est pas détectable dans des
extraits de cellules cultivées dans un milieu YT (ref). La croissance de ce mutant est
extrémement altérée par rapport a celle de la souche sauvage dans ce milieu. Mais €lle est
significativement stimulée en présence d’ un supplément de malate (Leyva-Vazquez & Setlow,

1994). Un tel mutant n’a pas été décrit chez Escherichia coli.

1.1.2.35. L'énolaseeno (4.2.1.11)

L’ énolase catalyse I'interconversion du 2PG et du phosphoénolpyruvate (PEP) de
facon réversible. C’est une enzyme multimérique, tres souvent octamérique (Brown et al.,

1998). Elle est trés bien conservée.

Chez Bacillus subtilis, I’énolase, codée par le gene eno, possede une structure
quaternaire de 8 sous-unités de 46,6 kDa (Brown et al., 1998). Le Mg*" semble étre un
cofacteur nécessaire a son activité (Singh & Setlow, 1978). De méme que le mutant pgm
précédemment décrit, un mutant eno croit extrémement lentement dans un milieu YT et sa
croissance est significativement stimulée par I'gout de malate (LeyvaVazquez & Setlow,

1994). Chez Escherichia coli, il existe un mutant eno thermosensible (Klein et al., 1996).

Par ailleurs, I’ énolase est impliquée dans d’ autres fonctions physiologiques. D’ une part,
son interaction avec la RNase E a été mise en évidence dans le complexe de dégradation des
ARNM ou dégradosome chez Escherichia coli ; mais aucune explication de cette observation
n'a éé fournie (Kuhnd & Luisi, 2001; Carpousis, 2002). D’autre part, chez Streptococcus
pneumoniae et Sreptococcus agalactiae, |’ énolase est présente en surface ou elle joue le role de
proténe de liaison aux plasmines (Bergmann et al., 2001; Hughes et al., 2002).

1.1.2.3.6. Lapyruvate kinase pykA (EC 2.7.1.4)

Dans les conditions physiologiques classiques de croissance, cette enzyme
déphosphoryle irréversiblement e PEP en pyruvate avec production d’une molécule d’ ATP.
C'est une enzyme allostérique dont les activateurs peuvent étre soit le FBP, le ribose-5-
phosphate, I’ AMP ou le PEP (Waygood et al., 1975; Waygood et al., 1976; Boiteux et al.,

1983; Lovell et al., 1998; Vaentini et al., 2000; Knowles et al., 2001).
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Chez Bacillus subtilis, un mutant pykA poussant en présence de glucose comme source de
carbone montre une croissance raentie, une production tres réduite d acides et une production de
CO; plus importante (Fry et al., 2000; Phalakornkule et al., 2000). La faible vitesse de croissance
de ce mutant pourrait étre liée aun déficit de formation du pyruvate et al’ accumulation de PEP et
de G6P al’intérieur de la cellule. En effet, en I’ absence de PykA, la seule réaction qui permette
encore la conversion du PEP en pyruvate est le transfert du groupement phosphate du PEP vers la
chaine de phosphorylation du systeme PTS. Cette activité ne serait pas suffisante pour fournir la

quantité de pyruvate dont la cellule a besoin pour croitre rapidement.

Chez Escherichia coli, et contrairement a Bacillus subtilis (Munoz et a, 1997), il existe
deux pyruvate kinases, PykA et PykF. PykA est activée par le 5 -adénosinemonophosphate aors
que PykF est activée par le FBP (Vinopa & Fraenkel, 1974; Waygood et al., 1976; Boiteux et al.,
1983). La déétion de pykF ou de pykA n’entraine pas de défaut prononcé de croissance (Garrido-
Pertierra & Cooper, 1983; Ponce et al., 1995). En outre, un double mutant pykA pykF est toujours
capable de croitre efficacement en milieu minimum supplémenté en glucose et N’ accumule pas de
PEP (Zhu et al., 2001). Cette absence de phénotype, comparé au défaut partiel de croissance d' un
mutant pykA de Bacillus subtilis, est due a la possibilité de pouvoir directement convertir le PEP
en oxa oacétate via la phosphoénolpyruvate carboxylase pour faire tourner le cycle de Krebs (cf
partie 1.3 e 1.4). Le pyruvate pourra étre régénéré a partir de |’oxadoacétate via la mdate
déshydrogénase (oxa oacétate donne malate) et I’ enzyme maique (cf partie 1.3 et 1.4). Bacillus
subtilis ne possede pas de phosphoénol pyruvate carboxylase ; le PEP doit d’ abord étre converti en
pyruvate qui sera ensuite converti en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase. Ains, chez
Escherichia coli, cette activité permet de fournir du pyruvate, en sus de cdui qui provient de la
déphosphorylation du PEP par le systéme PTS.

Cette enzyme est absente chez certaines bactéries, dont Helicobacter pylori et certains
Archées (Dandekar et al., 1999). Dans le cas de cette premiére bactérie, le PEP est
uniquement déphosphorylé via le systéme PTS puisquelle ne possede pas de
phosphoénol pyruvate carboxylase. Par ailleurs, il a é&é montré que I'gout de pyruvate de
sodium (0,05 %) augmentait significativement la vitesse de croissance d'une souche
d Helicobacter pylori en milieu riche (Jiang & Doyle, 2000), suggérant qu’elle est en partie
auxotrophe pour le pyruvate.
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1.1.2.3.7. La phosphoénol pyruvate synthase et |a pyruvate dikinase

Ces deux enzymes catalysent la conversion d’'une molécule de pyruvate en une
molécule de PEP en utilisant un ATP. Ce sont donc des enzymes qui permettent alacellule de
réaliser la néoglucogenese a partir de sources de carbone préalablement converties en
pyruvate. Cependant, aucune activité de ce type n’a été détectée chez Bacillus subtilis, bien
gue des génes codant des protéines homologues aux enzymes caractérisées d’ Escherichia coli
(pps) (Chao et al., 1993) et de Rhizobium meliloti (yvkC) (Osteras et al., 1997) existent.

1.1.3. Comparaison de la glycolyse chez Bacillus subtilis, Lactococcus lactis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori et un Archée Methanobacterium
thermoautotrophicum

La Figure 3 récapitule la présence ou I’ absence des étapes de la glycolyse chez quatre

eubactéries modeles et une Archée dont le génome est également disponible. Cette
comparaison montre la conservation remarquable de la voie d Embden-Meyerhof chez les
Procaryotes qui apparait comme I’une des voies métaboliques les plus anciennes pour

I” assimilation des sucres (Dandekar et al., 1999).

La partie supérieure de la glycolyse n’est pas absolument requise pour convertir le
glucose en pyruvate puisgue la voie des pentoses phosphate est une alternative. Elle semble
bien conservée chez toutes les Eubactéries mais pas chez les Archées. La seconde partie de la
glycolyse est tres bien conservée et opérationnelle chez toutes les bactéries. Seule la pyruvate
kinase est parfois absente, chez Helicobacter pylori et Methanobacterium
thermoautotrophicum notamment (Dandekar et al., 1999). Dans ce cas, le PEP peut étre
converti en pyruvate au cours de son utilisation par le systéme PTS (Postma et al., 1993;
Deutscher et al., 2002) (cf partie 2.2). |l existe aussi chez Rhizobium meliloti, Mycobacterium
tuberculosis et Treponema pallidum, une pyruvate dikinase active qui pourrait remplir ce réle
(Osteras et al., 1997; Dandekar et al., 1999).

Chez Bacillus subtilis, chagque étape est catalysée par une seule enzyme, capable de
fonctionner lors de la glycolyse ou lors de la néoglucogenese, excepté dans deux cas:
I"interconversion du F6P et du FBP et I'interconversion du G3P et du BPG. La
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néoglucogenese n'est fonctionnelle que s les enzymes Fbp et GapB sont actives (et aussi
PckA, qui nefait pas partie de lavoie d Embden-Meyerhof (cf partie 1.4)).

1.1.4. Lebilan delaglycolyse

Au cours des 4 éapes enzymatiques (dans le sens glycolytique) de la partie supérieure
de la glycolyse, le G6P est converti en G3P. Cette partie est consommatrice d’ énergie,
puisqu’il faut une molécule d’ ATP pour phosphoryler le F6P en FBP. Si I’on tient compte de
I’ étape de phosphorylation précédente du glucose, soit par la voie du PTS, soit par la
glucokinase, 2 molécules d' ATP sont nécessaires pour transformer une molécule de glucose
en deux molécules de G3P.

Sur le plan énergétique, la conversion des trioses conduit, a partir d’une molécule de
glucose préalablement transformée en deux molécules de G3P (DHAP), ala production de 4
molécules d’ ATP et de deux molécules de NADH,H+. Chez Bacillus subtilis, en présence de
glucose, on peut considérer gqu’une molécule de PEP n’est pas convertie en pyruvate et est
accaparée par le systéme PTS pour le transport et la phosphorylation d’une molécule de

glucose suivante.

Une équation de la glycolyse chez Bacillus subtilis, considérée ici comme la transformation
d’ une mol écule de G6P en 2 mol écules de pyruvate, est donc la suivante :

1 G6P + 2 NAD" + 2 ADP,Pi (9réactions) ® 2 pyruvate + 2 NADH,H" + 2ATP

Cette éguation fait apparaitre le faible rendement énergétique de la glycolyse. Une
grande partie de I’ énergie est en fait accumulée dans le NAD réduit et dans le pyruvate. Ce
dernier est un intermédiaire métabolique tres important. 1l est utilisé pour produire de I’ acétyl-
coenzymeA (partie 1.3) qui permet le fonctionnement du cycle de Krebs et ainsi |a production
d énergie et d autres intermédiaires de I’anabolisme (partie 1.3). Lorsque la production de
pyruvate par la glycolyse excede les besoins anaboliques, celui-ci est transformé en dérivés
qui seront excrétés dans le milieu extracellulaire (partie 2.3.2). Chez les bactéries lactiques
possédant un métabolisme fermentaire mixte, I’ acétyl-CoenzymeA formé est converti en

acétate et en éthanol fournissant une molécule d'ATP supplémentaire. Par ailleurs, le
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NADH(H+) utilisé dans les réactions d’' oxydation de la glycolyse est la source majeure de
pouvoir réducteur qui sera utilisé lors de la respiration aérobie pour générer un gradient de
protons converti en ATP (von Wachenfeldt & Hederstedt, 2002). En I’ absence de respiration,

le NADH,H+ est reoxydeé au cours de la fermentation.
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1.2. Lavoie des pentoses phosphate

1.2.1. Description générale

Utilisée pour la conversion du glucose en F6P et G3P, la voie des pentoses phosphate
remplit néanmoins deux autres fonctions metaboliques importantes (Figure 4). Une partie du
G6P est engagée dans la production d’ une grande variété de molécules dont essentiellement le
ribose-5-phosphate (ribose-5P), a la base de la biosynthése de I’ histidine, des nucléotides, du
NAD, du tryptophane et de lathiamine, et I’ érythrose-4-phosphate (érythrose-4P) qui sert ala
synthése du noyau aromatique dont sont constitués certains acides aminés et qui rentre dans la
composition des quinones. En outre, la voie des pentoses phosphate est impliquée dans la
génération de pouvoir réducteur, sous la forme de NADPH, qui est requis pour les réactions
de biosynthéses.

La voie des pentoses phosphate classiqguement décrite peut étre divisée en deux parties
(Figure 4) : la branche oxydative (sensu stricto) constituant la voie de conversion du G6P en
un pentose phosphate, |e D-ribul ose-5-phosphate (ribulose-5P), avec formation de NADPH et
dégagement de CO,, et la branche non-oxydative constituant la voie de conversion de ce
ribulose-5P en F6P et en G3P. De plus, la voie des pentoses phosphate est la seule voie
d utilisation des sources de carbone comme le gluconate, des sucres comme le ribose,
I’ arabinose et le xylose. Le catabolisme du gluconate conduit a la formation de ribulose-5P.
Les trois derniéres molécules conduisent respectivement a la formation de ribose-5P ou de
xylulose-5-phosphate (xylulose-5P) qui sont interconvertibles dans la branche non-oxydative

de lavoie des pentoses phosphate (Figure 4).

1.2.2. Leséapesdelavoie des pentoses phosphate
1221 Branche oxydative

1.2.2.1.1. la glucose 1-déshydrogénase gdh (EC 1.1.1.47) et la glucose-6-
phosphate 1-déshydrogénase zwf (EC 1.1.1.49)

Chez Bacillus subtilis, le gene gdh a été annoté comme codant une glucose 1-

déshydrogénase NADP-dépendante par homologie avec les genes de Saphyl ococcus xylosus
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Figure 4. Voie des pentoses phosphates, principales sources de carbone y entrant et voies
anaboligues rattachées chez Bacillus subtilis.
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et Bacillus megaterium (Kataoka et al., 1998) convertissant le glucose en gluconate. Ce
gluconate cytoplasmique entre alors dans la voie des pentoses phosphate de fagon classique,

gréce a sa conversion en gluconate-6-phosphate (gluconate-6P).

En présence de glucose comme seule source carbone, une partie du G6P formeé est
détourné de la glycolyse et sert ala production des dérivés de la voie des pentoses phosphate.
Ce G6P est tout dabord oxydé en gluconate-6-phosphate (gluconate-6P). Chez Bacillus
subtilis, cette conversion est catalysée de facon irréversible par la glucose-6-phosphate 1-
déshydrogénase, codée par le gene zwf. Cette enzyme utilise comme cofacteur le NADP qui
seraréduit au cours de |’ oxydation du G6P. Aussi, cette étape constitue une source importante
de NADPH nécessaire a certaines réactions anaboliques lorsque la bactérie croit en présence

de glucose.

Chez Escherichia coli et Lactococcus lactis, le G6P est d'abord converti en
gluconol actone-6-phosphate (gluconolactone-6P) par la glucose-6-phosphate déshydrogénase,
qui est codée par le gene zwf (Rowley & Wolf, 1991). La fonction de ce géne a été mis en
évidence dans un mutant pgi : en |’ absence de la phosphoglucoisomérase, la totalité du G3P
formé a partir du glucose provient de la voie des pentoses phosphate ; ainsi, un mutant pgi-zwf
est incapable de croitre en présence de glucose comme seule source de carbone (Fraenke,
1968a; Fraenkel, 1968b). Plus récemment, des études de flux ont montré I’importance de zwf
dans l'initiation de la voie des pentoses phosphate (Edwards & Palsson, 2000). Le
gluconolactone-6P est ensuite converti en gluconate-6P par la phosphogluconolactanase,
codée par le gene pgl. Cette deuxiéme éape n'est pas absolument requise puisque le
gluconolactone-6P peut apparemment étre transformé en gluconate-6P de fagon non-
enzymatique, ce qui permet a un mutant pgl de croitre en présence de glucose (Kupor &
Fraenkel, 1969; Kupor & Fraenkel, 1972).

1.2.2.1.2. Lagluconokinase gntK (EC 2.7.1.12)

Chez Bacillus subtilis et Escherichia coli, le gluconate est perméé par un transporteur
secondaire, codé respectivement par les genes gntP et gnt, sans modifications. La
gluconokinase, codée par le géne gntK, catalyse la conversion du gluconate intracellulaire en

gluconate-6-phosphate.
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Cette enzyme a été biochimiguement et structurellement caractérisée chez Escherichia
coli (Izu et al., 1996; Kraft et al., 2001; Kraft et al., 2002). Elle est active sous la forme d’'un

dimeére de deux fois 18,4 kDa.

1.2.2.1.3. La 6-phosphogluconate déshydrogéenase gntZ (EC 1.1.1.44)

La décarboxylation oxydative du gluconate-6P en D-ribulose-5-phosphate est
catalysée par |a phosphogluconate déshydrogénase en présence de NADP. Cette réaction est

importante parce qu’ elle fournit du NADPH, source de pouvoir réducteur pour |’ anabolisme.

Chez les Eucaryotes, I'activité de cette enzyme est augmentée en présence de
gluconate-6-P et est inhibée par le NADPH, cofacteur réduit au cours de la réaction (Rippa et
al., 1998).

S agissant de Bacillus subtilis, la phosphogluconate déshydrogénase est codée par le
gene gntZ. Cependant, il existe un autre gene, yqjl, dont le produit est homologue a une 6-
phosphogluconate déshydrogénase ( 54 % d’identité avec GntZ) mais dont I’ activité n’est pas
démontrée.

Chez Escherichia coli, le gene gnd code la seule enzyme de la voie des pentoses
phosphate dont I’ activité est irréversible (Sprenger, 1995). L’ expression de gnd est régulée
par la vitesse de croissance mais le mécanisme transcriptionnel sous-jacent n'est pas bien
établi (Sprenger, 1995). Une mutation de ce géne ne conduit pas a un phénotype observable
lors de la croissance en présence de glucose. En effet, la bactérie est encore capable de
produire les intermédiaires pentoses-phosphates nécessaires en utilisant le F6P et le G3P
provenant de la glycolyse (Figure 1). Cependant, combinée avec une mutation du gene pgi,
qui empéche la formation de F6P a partir du glucose via la glycolyse, cette mutation rend la
souche incapable de pousser en présence de glucose comme seule source de carbone
(Fraenkel, 1987).
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1.2.2.2. Branche non-oxydative

1.2.2.2.1. La ribulose-5-phosphate épimérase (EC 5.1.3.1) et la ribose-5-
phosphate isomérase (EC 5.3.1.6)

De fagon réversible, 2 molécules de ribulose-5P sont converties en D-xylulose-5-
phosphate par la ribulose-5-phosphate épimérase et en ribose-5P par |a ribose-5-phosphate
isomérase. Ces trois pentoses-phosphates peuvent étre interconvertis dans un cycle a partir
d' un seul d’'entre eux, suivant la source de carbone assimilée (Figure 4) : le ribulose-5P a
partir du gluconate-6P, le ribose-5P a partir du ribose et le xylulose-5P a partir du xylose ou
de |” arabinose comme source de carbone.

Chez Escherichia coli, il existe deux genes, rpiA et rpiB, codant des ribose-5-
phosphate isomérases présentant tres peu d’homologies entre-elles (Essenberg & Cooper,
1975; Hove-Jensen & Maigaard, 1993; Sprenger, 1995). RpiA est exprimée de fagon
constitutive et semble responsable a 99 % de I’ activité ribose-5-phosphate isomérase lors de la
croissance sur un milieu riche (Skinner & Cooper, 1971). Ainsi, un mutant rpiA est
auxotrophe pour le ribose (Skinner & Cooper, 1971; Skinner & Cooper, 1974; Sorensen &
Hove-Jensen, 1996). Un mutant rpiB ne montre pas de phénotype observable, bien que rpiB
code une enzyme présentant une activité isomérase significative (Sorensen & Hove-Jensen,
1996). La séguence de RpiB est homologue a celle des sous-unités de la galactose-6-
phosphate de Streptococcus mutans (40 % d’identité). L’ expression de rpiB est induite par le
ribose qui a pour effet d'inhiber I'activité du répresseur RpiR (Sorensen & Hove-Jensen,
1996). La structure tridimensionnelle de RpiA a été élucidée et montre clairement la structure

dimérique de I’ enzyme (Rangargjan et al., 2002).

Un mutant rpe d Escherichia coli est incapable de pousser sur des sucres en C5 et
présente une croissance tres altérée sur d'autres sources de carbone glycolytiques
(Lyngstadaas et al., 1998). Par ailleurs, rpe fait parti d'un large opéron de génes de la

biosynthese des acides aminés aromatiques (Sprenger, 1995).

Chez Bacillus subtilis, ces deux enzymes ne sont pas caractérisées. Mais, |’analyse de
leur séquence suggére que les genes yloR et ywlF (47 % d'identité avec RpiB d’ Escherichia
coli) coderaient respectivement des enzymes homologues de Rpe et de RpiB d' Escherichia

coli.
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1.2.2.2.2. Latranskétolase(2.2.1.1) et latransaldolase (EC 2.2.1.2)

Les étapes de la conversion de deux molécules de D-ribulose-5P en G3P et en F6P
sont catal ysées successivement par une transkétolase, une transaldolase puis, de nouveau, une
transkétolase, selon un schéma complexe (Sprenger, 1995) (Figure 4). Au cours de cette
conversion, les intermédiaires formés serviront a la biosynthese d'autres molécules
importantes : le ribose-5-P est le précurseur du PRPP qui entre dans la composition des
nucléotides, |’ érythrose-4-phosphate (érythrose-4P) est un précurseur des composées
aromatiques et |e sédoheptul ose-7-phosphate (sédoheptulose-7P) est un précurseur de dérivés
en C7 (Sprenger, 1995). Ainsi, 6 pentoses phosphate seront finalement convertis en 5 hexoses
phosphates.

Chez Escherichia coli, il existe deux génes codant deux isoformes de transkétolase,
tktA et tktB, et deux géenes codant deux transaldolases isoformes, talA et talB (Sprenger,
1995). Un mutant dépourvu d activité transkétolase est auxotrophe pour les composées
aromatiques et incapable de pousser en présence de pentoses (Josephson & Fraenkel, 1969;
Josephson & Fraenkel, 1974).

Chez Bacillus subtilis, cette voie a été mise en évidence mais pas étudiée en détail (De
Wulf, 1998). Un gene a été identifié qui code une protéine présentant respectivement
47 % et 48 % d'identité avec TktA et TktB d’ Escherichia coli (Rose & Entian, 1996). Le gene
ywjH, dont le produit présente 33 % d'identité avec I'enzyme TaA d Escherichia cali,

pourrait coder une transal dol ase.

1.2.3. Comparaison de la voie des pentoses phosphate chez Bacillus
subtilis, Lactococcus lactis, Escherichia coli, Helicobacter pylori et
Methanobacterium thermoautotrophicum

La voie des pentoses phosphate est essentielle chez les bactéries lactiques qui ne

possedent pas toutes les enzymes de la partie supérieure de la glycolyse (par exemple
Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus brevis), d' ou |’appellation de voie hétérolactique
(par contraste avec la voie homolactique/glycolyse). Chez celles-ci, la voie décrite par
Thomson (Thompson & Gentry-Weeks, 1994) differe de celle classiquement décrite chez
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Bacillus subtilis et Escherichia coli (Fraenkel, 1987) dans la partie non-oxydative (Figure 5).
En effet, le xylulose-5P n’est pas transformé en G3P et en F6P mais en G3P et en acétyl-
phosphate (acétyl-P) par une seule enzyme, la xylulose-5-phosphate phosphokétolase, en
présence de thiamine-pyrophosphorylase (Veiga-da-Cunha et al., 1993; Posthuma et al.,
2002). Le G3P rgjoint la voie glycolytique qui aboutira a la production de lactate tandis que
I’ acétyl-P est réduit en acétate, avec production d’une molécule d’ATP, ou en éthanol.
Cependant, dans une récente étude, il a é&é montré que la souche de Lactococcus lactis 10-1
possedait deux voies cataboliques du D-xylose, I’ une correspondant a la voie précédemment
décrite et |’ autre correspondant a I’ utilisation d’ une voie non oxydative comparable a celle de
Bacillus subtilis (Tanaka et al., 2002). Cela implique donc I’ existence d’ une transkétolase et
d une transaldolase. L’ analyse du génome de la souche LOOA43 révéle I’ existence d’ un gene
dont le produit possede respectivement 55 % et 47 % d’identité avec le produit du géene tkt de
Bacillus subtilis et avec TktA et TktB d’ Escherichia coli. Cependant, aucun gene ne semble

coder pour une transaldolase de classe connue.

A l'instar de Bacillus subtilis, Escherichia coli semble posséder I’une voie des
pentoses phosphate la plus compléte parmi les 5 considérées (Figure 6). Remarquablement, a
I’ exception de la ribulose-5-phosphate épimérase, les enzymes de la branche non-oxydative
de la voie sont dupliquées. Pour chague étape, I’une des deux enzymes impliquée pourrait

intervenir dans une fonction secondaire.

Helicobacter pylori possede une voie complete (Figure 6), mais ne semble pas capable
d utiliser le gluconate comme source de carbone puisqu’ elle ne possede pas de gene codant

une protéine homologue a une gluconate kinase connue.

Methanobacterium thermoautotrophicum constitue un cas a part. En effet, cette
bactérie ne possede pas de voie des pentoses phosphate semblable a celle décrite chez
Bacillus subtilis ou Escherichia coli (Figure 6). Par contre, elle possede une désoxyribose-
phosphate aldolase (EC 4.1.2.4) qui lui permet de convertir le 2-désoxyribose-5-phosphate en
G3P, intermédiaire glycolytique. Cette voie existerait aussi chez toutes les bactéries ici
considérées a |’ exception d’Helicobacter pylori qui ne possede pas de géne homologue a une

désoxyribose-phosphate aldolase.
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Figure 5. Voie des pentoses phosphates classiquement décrite chez les bactéries lactiques.
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Figure 6. Comparaison des étapes de la voie des pentoses phosphates chez 5 bactéries
modeles. Les étapes décrites permettent, d’'une part, I'entrée du glucose ou du glucose-6-P
dans la voie des pentoses phosphates, et d’autre part, I'assimilation directe du gluconate
pour fournir les intermédiaires anaboliques de la voie des pentoses phosphates mais aussi
le FBP et le G3P pour la glycolyse. Lorsqu’il existe un gene paralogue, celui-ci est indiqué
en bleu foncé. Les cases blanches indiquent les étapes enzymatiques pour lesquelles aucun

gene n’a pu étre identifié.
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1.3. LecycledeKrebs

1.3.1. Description générale

Décrit pour la premiere fois en 1937 par Sir Hans Krebs, le cycle de Krebs exerce des
fonctions a I'interface du catabolisme et de I’anabolisme. Outre son implication dans le
meétabolisme du carbone, il fonctionne comme un cycle d’ oxydation (en aérobiose) et fournit
de I’ATP et du pouvoir réducteur pour la respiration oxydative. Au cours des 8 étapes de ce
cycle dit aussi cycle des acides tricarboxyliques, les deux atomes de carbone du groupement
acétyl de I'acétyl-coenzymeA seront relachés sous forme de CO, et une molécule

d’ oxal oacétate serarégénérée (Figure 7).

Ce cycle joue plusieurs réles dans le métabolisme du carbone et plus précisément dans
le métabolisme des acides carboxyliques. En premier lieu, il fournit des intermédiaires
carbonés a |’ anabolisme (Figure 7). L’ acétyl-CoA peut entrer dans le cycle de Krebs ou étre
intégré dans la voie de biosynthése des acides gras, ou encore étre converti en acétate avec
production d’ ATP. Le 2-oxoglutarate est un précurseur du glutamate, composé tres important
pour Bacillus subtilis puisqu’il est la source d’'un trés grand nombre de molécules. Il est soit
produit a partir des trois premieres étapes du cycle, soit fourni par I’ assimilation d' une source
d azote comme le glutamate, la glutamine ou I’ammonium (Figure 7). Il se situe donc a la
jonction avec le métabolisme de |’ azote (Reitzer & Magasanik, 1987; Fisher & Débarbouillé,
2002). L’ oxaloacétate est un précurseur de I’ aspartate et de I’ acétyl-CoA. Il est, soit produit
au cours du cycle de Krebs, soit généré par la pyruvate carboxylase (partie 1.4) a partir du
pyruvate, éape en fait nécessaire puisqu’ une certaine quantité d' oxal cacétate est requise pour
gue le cycle «démarre» (Figure 1). L’assimilation de |’aspartate est aussi une source
d’ oxaloacétate (Figure 7). Tous ces métabolites intermédiaires sont nécessaires al’ anabolisme
a partir de I’ oxydation du pyruvate. Aussi, il suffit théoriqguement de fournir ce cycle en un

seul intermédiaire pour qu’il puisse démarrer et fonctionner.

Par ailleurs, les réactions permettant de générer |'oxaloacétate, que I'on peut
considérer comme le point de départ du cycle lorsgue la glycolyse fonctionne, sont appel ées
réactions anapl érotiques du cycle de Krebs. Parmi ces réactions, trois sont considérées comme
majeures, qui sont catalysées par la pyruvate carboxylase a partir du pyruvate, la PEP

carboxylase a partir de PEP et I'enzyme malique a partir de malate (Figure 7) (cf partie 1.4).
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D’aprés Sonenshein, 2002.
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Cette derniere permet en fait de produire du pyruvate a partir du malate qui sera ensuite
converti en oxal oacétate. Quant ala PEP carboxylase, €lle n’ existe pas chez Bacillus subtilis.

Dans un cycle complet, quatre réactions produisent du pouvoir réducteur sous forme
de nucléotides réduits lors de la croissance aérobie (NADH, NADPH et FADH,) (Figure 7) :
ces réactions impliquent I'isocitrate déshydrogénase, le complexe oxoglutarate
déshydrogénase, la succinate déshydrogénase et |la malate déshydrogénase. Par ailleurs, la
succinate déshydrogénase, €galement décrite comme une succinate:ménaguinone
oxidoréductase, participe directement au transport des éectrons dans la chaine respiratoire
(von Wachenfeldt & Hederstedt, 2002), montrant ainsi le lien entre le cycle de Krebs et la
respiration oxydative. La succinate thiokinase, ou succinyl-coA synthétase permet également

la production directe d une molécule d’ ATP par cycle.

Lorsque Bacillus subtilis pousse uniquement sur des sources de carbone qui entrent
par le cycle de Krebs, ces substrats sont convertis en oxal oacétate dans le cycle, qui constitue
alors la principal e source de carbone pour |a néoglucogenése : |’ oxal oacétate sera converti en

PEP par |a phosphoénol pyruvate carboxykinase (partie 1.4).

Chez Bacillus subtilis, le cycle de Krebs joue aussi un réle dans le déclenchement de
la sporulation puisque toute déléion d’un géne du cycle entraine un défaut de sporulation
(Sonenshein, 2002).

1.3.2. Lesenzymesdu cycledeKrebs

Depuis longtemps, les enzymes impliquées dans le cycle de Krebs sont tres bien
caractérisées sur le plan biochimique chez les Eucaryotes et les bactéries (Weitzman, 1981;
Nimmo, 1987; Hederstedt, 1993; Sonenshein, 2002).

13.2.1 Lescitrate synthases cytA et cytZ (EC 4.1.3.7)

La citrate synthase catalyse la condensation de I’ acétyl-CoA avec I’ oxaloacétate en
présence d'eau pour former du citrate et libérer le coenzyme A. Dans les conditions
physiologiques, cette réaction n’est pas réversible (Wiegand & Remington, 1986) et fait que

le cycle complet ne tourne que dans un seul sens.
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Chez Bacillus subtilis, il existe deux genes codant deux isoformes de la citrate
synthase, citZ codant I’ enzyme majeure et citA (Jin & Sonenshein, 1994; Jin et al., 1996). Le
gene citA a éé identifié par complémentation d’'un mutant d’'Escherichia coli dépourvu
d activité citrate synthase (Jin & Sonenshein, 1996). Mais la délétion de citA n’entraine
gu’'une diminution faible de I’ activité citrate synthase et a peu d effet sur |’ efficacité de
sporulation. L’activité citrate synthase restante a donc été assignée au produit du géne citZ
(Jin & Sonenshein, 1994). Un mutant thermosensible a été décrit qui nécessite I'gout de
citrate ou de glutamate pour la croissance en conditions non permissives (Carls & Hanson,
1971). CitA et CitZ sont des homodimeres de deux fois 40,8 et 41,6 kDa, respectivement.
CitZ a été étudiée biochimiquement. Ses caractéristiques enzymatiques sont proches de celles
de la citrate synthase de Bacillus megaterium (Robinson et al., 1983). Son activité n’est
notamment pas inhibée par une concentration relativement élevée de NADH comme c'est le
cas chez Escherichia coli maispar I’ ATP et |’ acétyl-CoA. Chez cette derniére bactérie et chez
la plupart des bactéries a Gram négatif, I’ unique citrate synthase, codée par le géne gItA, est
présente sous la forme un homohexameére régulé alostériquement par le NADH et I'a-

oxoglutarate (Flechtner & Hanson, 1970).

1.3.2.2. L’ aconitase cytB (EC 4.2.1.3)

L’isomérisation du citrate en isocitrate est catalysée par |'aconitase (ou aconitate
hydratase) avec comme intermédiaire de réaction |’ aconitate :

Citrate ® aconitate + H20 ® isocitrate.

Chez Bacillus subtilis, |I'aconitase est le produit du géne citB. C'est une enzyme
vraisemblablement monomérique de 120 kDa qui est probablement active sous une forme
complexée fer-soufre (Dingman & Sonenshein, 1987). Un mutant citB requiert |’gout
d'isocitrate ou de 2-kétoglutarate pour la croissance et est bloqué a une éape précoce de la
sporulation (Dingman et al., 1987; Craig et al., 1997).

Récemment, Alen et Sonenshein ont montré que I’ aconitase était capable de se lier a
une séquence ARNm-spécifique, appelée iron responsive element (IRE), qui est présente dans
la séguence des opérons qui codent la cytochrome oxydase majeure et |e systeme de captage
du fer (Alen & Sonenshein, 1999). Cette activité non enzymatique est fonction de la

disponibilité en fer, comme C’est le cas des protéines eukaryotiques similaires qui régulent la
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traduction et la stabilité des ARNm des genes du métabolisme du fer en fonction de la
disponihilité en fer. De plus, chez Bacillus subtilis, il a é&é montré qu’ un mutant dépourvu
d’ activité aconitase mais possédant toujours la capacité de lier I' ARNm sporule 40 fois mieux
gu’un mutant nul de I’ aconitase. Cela suggere que |’ aconitase est une enzyme bifonctionnelle
qui joue un réle dans le cycle de Krebs en présence de fer et un réle dans la cascade de
sporulation en |’ absence de fer (Alen & Sonenshein, 1999). Tres récemment, la capacité de
I"aconitase a interagir avec I’ARNmM a également été étudiée chez Escherichia coli qui
possede au moins deux genes paralogues qui codent |’ activité aconitase, achA et acnB, et dont

les produits ont été caractérisés (Jordan et al., 1999; Varghese et al., 2003).

1.3.2.3. L"isocitrate déshydrogénase cytC (EC 1.1.1.42)

Cette enzyme catalyse I’ oxydation de I’ isocitrate en 2-oxoglutarate avec réduction du
NADP en NADPH.

L’ enzyme de Bacillus subtilis, un homodimere de 2 fois 44 kDa (Singh et al., 2001),
est probablement allostériquement négativement régulée par I’ oxoglutarate et I’ oxal oacétate
(Shikata et al., 1988). La délétion du gene cytC chez Bacillus subtilis bloque la sporulation au
stade | (Jin et al., 1997), phénotype du a I’accumulation de citrate et d’isocitrate diminuant
fortement le pH intracellulaire (Matsuno et al., 1999). Mais la cellule est encore viable. En
effet, une partie du cycle peut-étre court-circuitée, I’ oxaloacétate, notamment, pouvant étre
directement produit par la pyruvate carboxylase a partir du pyruvate (Fisher & Magasanik,
1984).

Chez Escherichia coli, cette enzyme n'est pas alostériquement régulée par un
métabolite. Son activité dépend de son éat de phosphorylation (Nimmo, 1987; Edlin &
Sundaram, 1989). L’ enzyme, codée par le geneicd, est inactive lorsgu’ elle est compl éement
phosphorylée par I'isocitrate déshydrogénase kinase. Mais son activité est restaurée
lorsgu’ elle est déphosphorylée par I'isocitrate déshydrogénase phosphatase. En réalité, il
s agit d’ une enzyme bifonctionnelle, codée par le géene aceK, dont |’ activité est soumise a une
régulation allostérique par deux classes de métabolites (Miller et al., 1996; Miller et al.,
2000). Dans le premier cas, I'effecteur se lie au site actif de la kinase/phosphatase. Le
NADPH inhibe les activités kinase et phosphatase et I'isocitrate inhibe I’ activité kinase et
stimule I’ activité phosphatase, résultant en une activité isocitrate déshydrogénase. Dans le
second cas, le ligand (pyruvate, AMP, 3PG) se lie a I’enzyme indépendamment du site
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ATPase. Un réle physiologique de ce systeme de régulation a été proposé (Holms & Bennett,
1971). L’inactivation partielle de I'isocitrate déshydrogénase pendant la croissance en
présence d acétate facilite le flux par la voie cyclique du glyoxylate qui court-circuite
completement les étapes formant le 2-oxoglutarate et le succinyl-Coenzyme A et produit
directement du malate (Figure 8). Cette derniére voie est appelée shunt du glyoxylate et est
aussi une réaction anaplérotique. Cependant, chez Bacillus subtilis et les autres Bacillacées,
elle n'est pas fonctionnelle parce que les genes qui codent I’isocitrate lyase et la malate

synthase sont absents.

1.3.2.4. L e complexe oxoglutar ate décar boxylase (ODHC) odhAB, pdhD

Ce complexe multienzymatique catalyse la conversion irréversible du 2-oxoglutarate
en succinyl-Coenzyme A avec réduction du NAD en NADH. Une unité enzymatique est
compose de trois sous-unités, |'oxoglutarate décarboxylase (Elo, EC 1.24.1), la
dihydrolipoamide succinyltransférase (E20, EC 2.3.1.61) €t |la lipoamide déshydrogénase (E3,
1.8.1.4) commune au complexe pyruvate déshydrogénase (Perham, 1991; Hederstedt, 1993).

Chez Bacillus subtilis, de nombreux mutants sont disponibles (Hederstedt, 1993). Ces
mutants sont capables d'utiliser le glucose comme seule source de carbone suggérant une
faible activité du cycle de Krebs dans des conditions ou le flux glycolytique est important. Par
contre, ils ne peuvent pas accomplir un cycle complet. Ils sont donc incapables de croitre en
présence d’acides tricarboxyliques ou de glutamate comme sources de carbone puisque le
cycle se trouve bloqué au niveau du 2-oxoglutarate. De plus, la croissance en présence de
maltose, une source de carbone utilisée peu efficacement, nécessite I'gjout d acides
dicarboxyliques (succinate, fumarate, malate ou oxaloacétate) ou d aspartate pour une

croissance comparable a celle de la souche sauvage.

Chez Escherichia coli, le complexe ODHC est strictement requis méme en présence

de glucose comme source de carbone (Nimmo, 1987).

1.3.2.5. La succinate thiokinase (ou succinyl-CoA synthétase) sucCD (EC
6.2.1.5)

Cette enzyme catalyse I'interconversion du succinyl-CoA et du succinate et produit
une molécule d ATP (ou de GTP) a partir d ADP (ou de GDP) et par molécule de subtrat

transformé. Deux sous-unités, a et b, forment I’ enzyme active.
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Chez Bacillus subtilis et les bactéries a Gram positif, ces sous-unités sont petites, de
I’ ordre de 75 kDa (Weitzman, 1981), comparées a celles trouvées chez les bactéries a Gram
négatif comme Escherichia coli qui font 140 a 180 kDa (Miles & Guest, 1987). L’ enzyme de
Bacillus subtilis semble étre ADP-dépendante puisgu’ aucune activité en présence de GDP n'a
pu étre détectée (Weitzman & Jaskowska-Hodges, 1982).

1.3.2.6. La succinate déshydrogénase ou succinate:ménaquinone
oxydor éductase sthCAB (EC 1.3.5.1)

Cette enzyme catalyse I'interconversion du succinate et du fumarate avec réduction
concomitante d’ une molécule de FAD en FADH,. Du fait de son double réle, dans le cycle de
Krebs et dans la respiration (transfert d’ électron), cette enzyme membranaire a été largement
étudiée (Hederstedt, 1993; von Wachenfeldt & Hederstedt, 2002).

Chez Bacillus subtilis, les trois sous-unités de cette enzyme sont codées par les génes
sdhC (cytochrome), sdhA (flavoprotéine) et sdhB (proténe fer-soufre). Chez Escherichia coli,

le cytochrome est codé par deux génes, sucC et sucD (Nimmo, 1987).

1.3.2.7. Lafumarase citG (EC 4.2.1.2)

Lafumarase catalyse |’ hydratation réversible du fumarate en malate.

La fumarase de Bacillus subtilis, codée par le gene citG, est un homotétramere de 4
fois 50,3 kDa. Un mutant citG présente une croissance tres altérée en milieu riche mais qui

peut étre restaurée par I’ gjout de malate (Ohne, 1975).

Chez Escherichia coli, trois fumarases existent et sont distinguables en deux classes
(Yumoto & Tokushige, 1988). Les genes fumA et fumB codent des enzymes homodimériques
qui fonctionnent respectivement dans le cycle de Krebs et dans la production de fumarate
comme accepteur d’ électron en anaérobiose (Tseng, 1997). Le gene fumC code la protéine
homologue a celle de Bacillus subtilis (60 % d’identité) qui est active dans le cycle de Krebs
(Weaver et al., 1993; Weaver et al., 1995).
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1.3.2.8. L a malate déshydrogénase mdh (EC 1.1.1.37)

L’ oxydation du malate en oxaloacétate est catalysée par la malate déshydrogénase
avec reduction du NAD(P) en NAD(P)H (Musrati et al., 1998). Dauner et ses collaborateurs
ont observé que la réaction pouvait aussi avoir lieu dans le sens réducteur lors de la croissance
en chémostat et limitation en phosphate (Dauner et al., 2001a). C’ est une enzyme dimérique

mdh, le gene codant |la malate déshydrogénase de Bacillus subtilis a été identifié
récemment (Jin et al., 1996) Il code probablement une enzyme homotétramérique de 4 fois
33,5 kDa (Musrati et al., 1998) strictement NAD-dépendante. La disruption de ce gene
entraine une trés |égere auxotrophie pour I’ oxal oacétate et |’ aspartate en milieu minimum. En
effet, I’ oxal oacétate peut étre fourni par la combinaison de I’ enzyme malique et de la pyruvate
carboxylase (Figure 7). Par ailleurs, un tel mutant ne peut pas sporuler sans gjout d’ aspartate
(Jinetal., 1996).

Chez Escherichia coli, deux malate déshydrogénases sont présentes. En effet, cette
bactérie possede une malate déshydrogénase cytoplasmique bien éudiée (EC 1.1.1.37) codée
par le gene mdh et une malate:quinone oxydoréductase (EC 1.1.99.16) codée par e géne mqo.
Dans les conditions physiologiques, I’enzyme codée par mdh permettrait la réduction de
I’ oxal oacétate alors que celle codée par mgo catalyserait |’ oxydation du malate (van der Rest
et al., 2000). En outre, une déétion de mdh conduit & une déficience sévere de croissance en
présence de pyruvate ou de lactate comme seule source de carbone et une absence de
croissance en présence de malate ou de succinate, alors qu’ une délétion de mgo ne se traduit
pas par un défaut de croissance quelque soit |a source de carbone testée, le cycle de Krebs
fonctionnant alors via le shunt du pyruvate (van der Rest et al., 2000). Toutefois, la délétion
combinée des deux génes se traduit par un défaut de croissance plus important que celui
observé avec un simple mutant mdh. mgo peut donc remplir partiellement le réle de malate

déshydrogénase.
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1.3.3. Organisation comparée du cycle de Krebs chez Bacillus subtilis,
Lactococcus lactis, Escherichia coli, Helicobacter pylori et
Methanobacterium thermoautotrophicum

La Figure 9 montre |’ état des connaissances des étapes et des enzymes du cycle de

Krebs chez 5 bactéries modéles. Parmi elles, seules Bacillus subtilis et Escherichia coli
possedent |’ensemble des genes codant un cycle de Krebs complet. La partie la mieux
conservée du cycle est constituée des étapes de conversion des acides dicarboxyliques, du

succinate en oxal oacétate.

Le shunt du glyoxylate est manquant chez Bacillus subtilis. En revanche, Bacillus
subtilis est capable de produire I’ oxaloacétate a partir du pyruvate a partir de la pyruvate

carboxylase.

Chez Lactococcus lactis, il manque certaines enzymes pour réaliser un cycle complet.
En effet, la plupart des bactéries lactiques et certaines bactéries a Gram positif afaible GC %
ne possédent pas de cycle de Krebs complet, notamment les enzymes de la branche des acides
dicarboxyliques. Ces bactéries sont souvent auxotrophes pour les intermeédiaires métaboliques
du cycle (Sonenshein, 2002). La partie la plus compléete correspond aux deux premiéeres
réactions du cycle. Le complexe PDH sert a produire I’acétyl-CoA qui sera par la suite
converti en acétate et éthanol avec production d’ ATP.

Escherichia coli possede I'un des cycles de Krebs les plus complets parmi les
bactéries. De plus, cette voie est fonctionnelle aussi bien lors de la respiration aérobie qu’ en
I’ absence d’ oxygene. Elle possede notamment |a voie de métabolisation du glyoxylate, voie
qui est partiellement utilisée pour court-circuiter une partie du cycle des acides
tricarboxyliques en présence d acétate comme source de carbone. L’activité pyruvate
carboxylase est remplacée par I’ activité PEP carboxylase qui produit I’ oxal oacétate a partir du
PEP. Une récente caractéisation de I’ activité des enzymes du cycle (Pitson et al., 1999),
conjointement aux données génomiques (Tomb et al., 1997), a permis de proposer un modéle
du fonctionnement du cycle de Krebs chez Helicobacter pylori. Concernant I’ activité malate
déshydrogénase demontrée (Pitson et al., 1999), aucun gene codant une enzyme homologue a
une malate déshydrogénase de classe connue n'a pu étre identifié. De méme, I’analyse du
génome de cette bactérie n’a pas permis d’identifier les génes codant la malate synthase pour
le shunt du glyoxylate et la 2-oxoglutarate oxydase. Cette derniére enzyme semble remplacer

les étapes catalysées par la 2-oxoglutarate déshydrogénase et la succinyl-coA synthétase.
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Figure 9. comparaison des étapes du cycle de Krebs présentes
chez différentes espéces bactériennes.
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Ainsi, Helicobacter pylori semble posséder une voie non cyclique qui servirait plutét a la
production d’intermédiaires anaboliques que de source d’énergie et de pouvoir réducteur
(Pitson et al., 1999).

Chez Methanobacterium thermoautotrophicum et les autres Archées, il N’ existe pas de
cycle de Krebs complet (Huynen et al., 1999). L’ oxoglutarate est produit par réduction du
pyruvate et non pas oxydation par la branche des acides dicarboxyliques.

1.3.4. Fonctionnement du cycle de Krebs en aérobiose et en anérobiose

1.34.1. Chez Bacillus subtilis

Le cycle de Krebs est historiquement lié a |’ étude de la respiration oxydative (Sulek,
1969). La découverte relativement récente de la capacité de Bacillus subtilis, que I’ on croyait
jusqu’ alors étre un organisme aérobie strict, a croitre en anagrobiose (Nakano & Zuber, 1998)
aouvert |’ étude de I’ adaptation de son métabolisme, en particulier le cycle de Krebs, a cette

« nouvelle » condition physiologique.

Lors de la croissance en aérobiose en présence d' un exces de glucose comme seule
source de carbone et d'une source d azote (glutamate ou ammonium), la glycolyse suffit ala
cellule pour produire de I’énergie directement sous la forme d’ATP par la conversion du
glucose en pyruvate et indirectement sous la forme de pouvoir réducteur converti par la voie
de phosphorylation oxydative. De plus, la conversion de I'acétyl-CoA en acétate, alors
exporté, fournit de I’ ATP supplémentaire. Le cycle de Krebs ne fonctionne alors que pour
générer suffisasmment de précurseurs pour I’anabolisme. Les activités de la citrate synthase et
de I’aconitase sont aors tres faibles et réprimées par le glutamate (Nakano & Zuber, 1998).
Le pool de cofacteurs oxydés, nécessaire a son fonctionnement, est alors reconstitué par la
chaine respiratoire. Si le glucose vient amanquer, le flux atravers le cycle de Krebs peut alors
augmenter via I’assimilation du glutamate comme source de carbone de rechange ou des
produits secondaires précédemment excrétés (Cruz-Ramos et al., 1997; Nakano et al., 1997,

Nakano & Hulett, 1997) mais, en contre partie, la croissance sera plus lente.
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Dans des conditions de croissance anaérobie, la glycolyse fournit toujours de I'ATP
par conversion du glucose en pyruvate et |I'accepteur final d'éectron au cours de la
respiration, qui était |I’oxygene, devient le nitrate ou le nitrite. Mais les activités des trois
premieres enzymes du cycle, la citrate synthase, |’ aconitase et I'isocitrate déshydrogénase
(essentiellement les deux premiéres), diminuent drastiquement (Nakano & Zuber, 1998). De
plus, cette activité n’est plus stimulée par |’ gjout de glucose. Cependant, aucune donnée n’ est
actuellement disponible quant a I’ activité des autres enzymes du cycle, notamment en ce qui
concerne la branche de conversion des acides dicarboxyliques, du succinate a I’ oxal oacétate

qui pourrait alors peut-étre fonctionner dans le sens réducteur.

1.3.4.2. Chez Escherichia coli

Escherichia coli est capable de croitre en milieu anaérobie en présence de glucose.
Dans ces conditions, le cycle de Krebs fonctionne de maniére non cyclique (Figure 10).
L’ oxal oacétate est utilisé pour produire du succinyl-CoA et du 2-oxoglutarate (Nimmo, 1987).
L es étapes de la branche des acides dicarboxyliques fonctionnent dans le sens inverse de celui
utilisé au cours de la respiration aérobie. L’activité de la succinate déshydrogénase est
remplacée par celle de la fumarate réductase (Iverson et al., 1999). Le fumarate sert aors
d accepteur final d’ électrons pour la chaine respiratoire anaérobie. De méme, la conversion du
pyruvate en acétyl-CoA n'est plus uniquement prise en charge par le complexe pyruvate
déshydrogénase mais aussi par la pyruvate formate lyase, codée par |le gene pfl (Rasmussen et
al., 1991; de Graef et al., 1999; Alexeeva et al., 2000). Cette derniére présente I’ avantage de
catalyser cette conversion sans réduire le NAD, qui reste disponible pour les réactions

glycolytiques.

Bacillus subtilis ne posséde pas de genes homologues codant ces deux enzymes du
métabolisme anaérobie (Sonenshein, 2002). Le complexe PDH est toujours utilisé pour
produire I’ acétyl-CoA mais sans doute moins efficacement (Nakano et al., 1998; Ye et al.,
2000). Ainsi, pour ce qui est de la production d’ énergie en milieu anaérobie, le cycle de Krebs
ne semble pas jouer un réle aussi important chez Bacillus subtilis que chez Escherichia cali,

qui croit d’ailleurs bien plus efficacement que Bacillus subtilis dans ces conditions.
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1.3.5. ROledu cyclede Krebsdansla sporulation

Comme décrit précédemment, |es mutations des genes codant les enzymes du cycle de
Krebs conduisent a un blocage a différents stades dans la voie de sporulation chez Bacillus
subtilis (Fortnagel & Freese, 1968a; Fortnagel & Freese, 1968b; Carls & Hanson, 1971;
Yousten & Hanson, 1972; Freese & Marks, 1973; Ireton et al., 1995; Jin et al., 1996; Jin et
al., 1997). Il parait évident que le réle métabolique du cycle est impliqué dans ce processus

mais d’ autres facteurs interviennent.

La premiére explication met en jeu la nature des métabolites du cycle de Krebs. En
effet, le citrate accumulé joue un role de chélateur de cations divalents, Fe** et Mn?*, et réduit
fortement le pH intracellulaire (Craig et al., 1997; Matsuno et al., 1999). L’ hypothése qui en
découle explique ce défaut de différenciation par I’inhibition de I’activation du régulateur
SpoOA (systeme de phosphorylation de SpoOA), qui contréle la cascade d' activation des

genes de la sporulation.

La deuxiéme explication fait intervenir une fonction non enzymatique de |’ aconitase,
décrite dans la partie 1.3.2.2. Dans ce cas, il est proposé gque cette proténe régule I’ expression

des génes de la sporulation via son activité deliaison al’ ARNm (Alen & Sonenshein, 1999).
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1.4. A lajonction entrela glycolyse/néoglucogenese et le cycle de Krebs

1.4.1. Lecomplexe pyruvate déshydrogénase (EC 1.2.4.1) pdhABCD

La conversion irréversible du pyruvate en acétyl-CoA avec réduction du NAD est
catalysée par un complexe comprenant quatre domaines (Figure 7). De nombreuses études
sont disponibles (Fortnagel, 1993; Hederstedt, 1993). Il présente des similitudes avec le
complexe 2-oxoglutarate déshydrogénase.

Chez Bacillus subtilis, et toutes les autres bactéries étudiées a |’ exception
d Escherichia coli, le complexe PDH se compose des quatre protéines trés bien conservées
(Hodgson et al., 1983; Fraenkel, 1987; Hemila et al., 1990) : Ela (42 kDa) et E1b (36 kDa)
qui ensemble forment I'activité déshydrogénase; la protéine E2 (48 kDa) qui possede
I’activité acyl transférase; et la proténe E3 (50 kDa), qui possede I'activité lipoamide
déshydrogénase. Un mutant pdh ne pousse pas bien sans gjout d’ acétate qui fournit I’ acétyl-
CoA (Freese & Fortnagel, 1969; Gao et al., 2002) (Figure 7). Le complexe pyruvate
déshydrogénase est donc nécessaire pour subvenir aux besoins en acétyl-CoA. Par ailleurs, il
semble que les sous-unités E1b et E2 de la pyruvate déshydrogénase soit aussi impliquées
dans larégulation de la sporulation aux stages 1 et I11. En effet, Gao et ses collaborateurs ont
montré qu’ une fonction non-enzymatique de ces sous unités était requise dans ce processus de
différenciation (Gao et al., 2002).

1.4.2. Lapyruvate carboxylase pycA (EC 6.4.1.1)

Il sagit d'une réaction anaplérotiqgue du cycle de Krebs. En effet, la pyruvate
carboxylase catalyse la carboxylation irréversible, a partir du CO,, du pyruvate en
oxal oacétate avec | hydrolyse concomitante d’ une molécule d' ATP (Figure 7). La structure et
le mécanisme d’ action de cette enzyme ont été caractérisés (Attwood, 1995). C'est I’ enzyme
majeure de fixation du CO, chez Bacillus subtilis (Fortnagel, 1993). Par ailleurs, elle est
essentielle a I'initiation du cycle de Krebs puisqu’éle fournit I’ oxaloacétate, substrat de la
citrate synthase, a partir du pyruvate (Diesterhaft & Freese, 1973). En combinaison avec
I’enzyme malique, elle permet la croissance sur malate comme seule source de carbone en
|” absence d’ une activité malate déshydrogénase, |le malate étant d’ abord converti en pyruvate
puis en oxaloacétate, ce dernier revenant ensuite dans la néoglucogenese par la

phosphoénol pyruvate carboxykinase (Diesterhaft & Freese, 1973).
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1.4.3. La phosphoénolpyruvate carboxykinase pckA (EC 4.1.1.49)

Cette enzyme réalise une étape clé permettant en grande partie au carbone d’ entrer
dans la néoglucogenese (Diesterhaft & Freese, 1973; Velayudhan & Kelly, 2002). En effet,
elle catalyse la conversion irréversible d’ une molécule d’ oxal oacétate en PEP en consommant
une molécule d'ATP. Chez Bacillus subtilis, un mutant pckA présente une croissance trés
ralentie en présence de source de carbone néoglucogénique comme les composés du cycle de
Krebs mais pousse comme la souche sauvage en présence de glucose (Doan et Aymerich, non

publié).

1.4.4. L’ enzyme malique (EC 1.1.1.38-40)

L’enzyme malique NAD(P)-dépendante catalyse I'interconversion du malate et du
pyruvate. En combinaison avec la pyruvate carboxylase, elle permet de produire de
I’ oxal oacétate a partir du malate dans un mutant mdh pour faire tourner le cycle de Krebs et
remonter la glycolyse (Figure 7). De méme, elle permet aussi de régénérer le pool d’ acétyl-
CoA en combinaison avec |’activité pyruvate déshydrogénase. Ainsi, en |'absence de la

mal ate déshydrogeénase, elle permet au flux de carbone d’ entrer dans la néoglucogenese.

Chez Bacillus subtilis, quatre génes paralogues peuvent coder des enzymes maliques :
ywkA, malS, ytsJ et mleA. Aussi, I’ étude transcriptionnelle et physiologique d’' ywkA constitue
la troisiéme partie de cette these. Ce paragraphe sera donc développé ultérieurement.
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2. Les différents niveaux de régulation du métabolisme central
du carbone

2.1. Un prélude au transport

L’ habitat naturel le plus courant de Bacillus subtilis est le sol. Ce sol colonisé par les
racines des plantes est un écosystéme complexe et diversifié, d'une part par le nhombre
d espéces qui y vivent et d’autre part par le nombre de molécules carbonées disponibles S'y
trouvant : les plantes synthétisent notamment de grandes quantités de polysaccharides,
polymeéres plus ou moins complexes de saccharides et de protéines qui sont excrétés sous
forme d exsudats ; la décomposition de la matiére principalement dans le sol génére aussi
énormément de molécules carbonées réutilisables. Ces polysaccharides et ces polypeptides
constituent une source importante de carbone, mais correspondent souvent a des molécules
trop grosses pour étre « ingérées » directement par la bactérie. Par contre, aprés dégradation
dans le milieu par les enzymes extracel lulaires qui sont produites par la multitude de bactéries
et champignons du sol, les petits résidus libérés seront transportés et métabolises. Aing,
Bacillus subtilis se trouve en présence de composés carbonés «vegétaux » qu’'elle sait
dégrader pour certains et de composeés dga « traités », encore décomposables ou directement
transportabl es et métabolisables.

Bacillus subtilis sécrete de nombreuses enzymes, des glucanases, des protéases et des
nucléases pour dépolymériser ces complexes carbonés (Priest, 1977; Stulke & Hillen, 2000),
ce qui lui vaut en partie d’ étre une bactérie d’intérét industriel. S agissant de la dégradation
des polysaccharides, on peut notamment citer comme exemple le role de I’ a-amylase, codée
par le gene amyE. Celle-ci catalyse |la dégradation des polyglycosyls, comme |’amidon, en
molécules de glucose, matose, maltotriose et maltodextrines (Priest, 1977; Vihinen &
Mantsala, 1990). Par ailleurs, de facon remarquable, on observe que les genes qui codent les
enzymes de dégradation sont souvent géenétiquement liés aux genes qui codent les enzymes

necessaires au metabolisme ultérieure des produits correspondants de dégradation.
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2.2. Letransport : une étapedetri préférentiel des sources de carbone et
detransduction du signal
Toute cellule est constituée d' une enveloppe. Or, si elles peuvent aisément disposer de
petites molécules d’eau ou de gaz comme |’ oxygene, qui traversent cette barriere complexe
par ssimple diffusion, les bactéries ont di développer, au cours de I’ évolution, des systémes
d absorption de molécules plus grosses et de nature tres diverse leur permettant de coloniser
des milieux dont la composition en nutriments est tres variable. En effet, les bactéries
constituent les especes vivantes ayant colonisé le plus de niches écologiques. Et en
considérant toutes les espéces bactériennes connues, elles sont capables de croitre sur des
sources extrémement diverses d hydrates de carbone. Le rble des systémes de transport
membranaire est donc de permettre I'internalisation des molécules de fagon efficace et
régulée. Pour cela, chague type de molécules est pris en charge par un transporteur/perméase
dont I’affinité, plus ou moins forte suivant le subtrat, permet a la bactérie d' utiliser des
molécules souvent trés diluées. En contrepartie de cette haute affinité, ces permeéases sont

dites substrat(s)-spécifiques.

2.2.1. Les systemes bactériens de transport membranaire des sources de
carbone
Les transporteurs de glucides sont associés a la membrane cytoplasmique. lls sont
typiquement composés d'une ou de plusieurs protéines qui forment une structure
transmembranaire en alpha-hélices. Les mécanismes moléculaires qui régissent le transport
sont encore a preciser (Saier et al., 2002). Mais certaines données importantes de structure
tridimensionnelle reconstituant I’intégralité de complexe protéque de transport fournissent
dé§ja des éléments de réponse. C'est le cas de la structure de I’ ATPase de type P calcium

dépendante du réticulum sarcoplasmique du muscle squel ettique (Toyoshimaet al., 2000).

Quiatre types de systéeme de transport ont été decrits chez les bactéries (Figure 11), en
majorité chez Escherichia coli, et sont classés selon deux critéres: d’'une part, le mode de
trandocation, et d'autre part, la source d' énergie nécessaire a ce processus (Dills et al., 1980;
Saier et al., 1985; Saier, 2000a; Saier, 2000b; Saier et al., 2002). On distingue donc le
transport par diffusion facilitée, le cotransport cation ou soluté-dépendant, le transport ATP-

dépendant et enfin le systéme des phosphotransférases dépendantes du PEP.
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Figure 11. Les quatre types de systeme de transport décrits chez les bactéries.
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(domaine cytoplasmique ATPase) ; H* (proton) ; A (domaine cytoplasmique EIIA) ; B
(domaine cytoplasmique EIIB) ; C (domaine membranaire EIIC) ; H (HPr) ; | (domaine
cytoplasmique El).
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2211 Transport par diffusion facilitée

Le premier type de transport connu consiste en la diffusion facilité de solutés a travers
un complexe protéque formant un canal, d’ou |’ expression de transport unipore (Figure 11).
Ce systéeme ne difféere du transport par diffusion passive que par la nature enzymatique de son
mécanisme. |l est rare chez les Procaryotes (1,1 % des transporteurs chez Bacillus subtilis et
2,3 % chez Escherichia coli) mais tres largement répandu chez les Eucaryotes (Paulsen et al .,
2000). L’ exemple bactérien le mieux éudié -I'un des seuls- est celui du facilitateur d’ entrée
du glycérol GlpF, découvert chez Eschericha coli (Heller et al., 1980). Le glycérol va
pénétrer dans la cellule suivant son gradient de concentration. Tant que la concentration de
glycérol dans le milieu extérieur est supérieure a la concentration cytoplasmique, le glycérol
se lie au transporteur pour franchir la membrane, sans nécessiter de consommation d’ énergie.
Récemment, la structure oligomérique de GlpF d Escherichia coli a été résolue (Fu et al.,
2000) et les détails moléculaires de la spécificité de cette protéine facilitatrice de la famille
des aquaporines pour son substrat carboné ont été élucidés (Jensen et al., 2001; Nollert et al.,
2001). Ce systeme de transport est communément utilisé pour |’ entrée des polyols a chaine

linéaire de 3 a5 carbones comme le glycérol, I’ érythritol, leribitol, le xylitol et I’ arabitol.

Les autres systémes de transport permettent |’ entrée d' hydrates de carbone contre leur
gradient de concentration mais nécessitent une source d’énergie. En outre, les perméases
impliquées ont une trés grande affinité pour leur substrat(s). On parle de transport actif de

molécules.

22.1.2. Transport actif primaire AT P-dépendant

Dans ce deuxieme mode, le transport actif de soluté est couplé a une source d’ énergie
chimique, électrique ou solaire. L’ATP est le principal fournisseur d’ énergie utilisé mais il
existe aussi d autres molécules dont la décarboxylation libére une énergie suffisante pour
supporter le transport actif de soluté. La superfamille des ABC transporteurs (ATP binding
cassette transporteur) a été définie suite a la découverte de I’homologie entre un transporteur
dépendant de I’ ATP et une pompe assurant I’ efflux de multiples drogues (Chen et al., 1986).
Classiquement, un ABC transporteur compte plusieurs composants (Figure 11). Le substrat
interagit d’abord avec une protéine réceptrice soluble du périplasme qui présente une haute

affinité pour ce substrat. Puis, I'interaction de ces deux composants avec le domaine
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extracytoplasmique du transporteur va stimuler I’ activité ATPase du domaine cytoplasmique
fournissant |’ énergie nécessaire pour initier le transport al’ intérieur du cytoplasme.

Les Procaryotes possedent la plus grande diversité de sous-famille d’ABC
transporteurs (Paulsen et al., 2000). Ces transporteurs sont aussi impliqués dans |’ entrée ou la
sortie d'ions, de vitamines, d’'acides aminés, de peptides. Chez les bactéries, peu de sucres
sont transportés par un tel systeme (Saier, 2000b; Saier et al., 2002). 1| semble que ce systeme
de transport de glucides ne soit relativement développé que chez les bactéries a Gram négatif
(Paulsen et al., 2000). L’exemple le plus connu concerne le transport du maltose via le
complexe MaFGK (MaF, MaG et deux proténes MalK) et la proténe MBP (Maltose
Binding Protein) chez Escherichia coli, pour lequel les mécanismes de couplage du transport
et de I’hydrolyse de I’ ATP ont été éclaircis (Davidson & Nikaido, 1990; Dean et al., 1990z;
Davidson et al., 1992; Davidson et al., 1996; Chen et al., 2001). Les principaux sucres
transportés via ce systeme sont le maltose, le ribose, le raffinose et le xylose. Certains acides
aminés (des oligopeptides, les acides aminés polaires et la proline) sont aussi transportés par
des systemes de type ABC transporteurs (Saier et al., 2002).

221.3. Transport actif secondaire

Le troisiéme mode de transport est celui mis en place par les transporteurs actifs
secondaires (Figure 11). Ces transporteurs utilisent I'énergie chémostatique fournie par un
gradient éectrochimique d’ions ou de solutés créé de part et d’ autre de la membrane. Le plus
souvent, I’ énergie provient de la force protonmotrice (gradient de H*) ou du gradient d’ions
sodium (Na") allant de I’ extérieur vers|’intérieur de la cellule. Cette force protonmotrice peut
étre générée, soit par la voie oxydative lors du transport d’ éectrons au cours de la respiration,
soit par la voie fermentaire. Cependant, les ions potassium (K*), lithium (Li**) ou le

phosphate peuvent aussi générer des gradients électrochimiques suffisants.

Trois modes de transport secondaire sont généralement décrits chez les bactéries
(Figure 12) qui font intervenir deux voire plus de deux molécules différentes :

- le symport ou cotransport soluté/cation : le gradient ionique permet I’ entrée

de soluté dans le cytoplasme dans e méme sens,

- I’antiport ou contre-transport soluté/cation: le gradient ionique fournit
I’ énergie nécessaire al’ expulsion de soluté hors du cytoplasme,
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- I’antiport ou contre-transport soluté/soluté: I'entrée ou I’expulsion d'un
soluté suivant son gradient de concentration permet le transport en sens

inverse d’ un autre soluté.

Ces systemes de transport sont trés largement répandus chez les bactéries en terme de
type de molécules transportées, ions, sucres, acides carboxyliques, acides aminés et drogues
en majorité (respectivement 63 % et 64 % des transporteurs membranaires chez Bacillus
subtilis et Escherichia coli) (Paulsen et al., 2000).

2.2.1.4. Trandocation PEP-dépendante/ systéme PTS

Ce guatriéme systéme de transport a été découvert chez Escherichia coli dans les
années 1960 (Kundig et al., 1966). Depuis, il a é&é mis en évidence chez de trés nombreuses
bactéries, aussi bien parmi les bactéries a Gram négatif que parmi les bactéries a Gram positif
(Saier et al., 1988; Lengeler et al., 1990; Postma et al., 1993; Lengeler et al., 1994, Saier &
Reizer, 1994; Lengeler & Jahreis, 1996; Deutscher et al., 2002). Cependant, les Archées,
Lactococcus brevis et Lactococcus buchneri ne possedent pas de systéme PTS de transport
(Reizer et al., 1988; Paulsen et al., 2000). Des études révélent que, chez ces bactéries, le PTS
est le systéme prédominant, dédié au transport des sucres, principalement des hexoses et des
hexitols (Deutscher et al., 2002; Saier et al., 2002). Le groupe des transporteurs PTS ne
représente que 6 % et 7 % de I’ensemble des transporteurs membranaires chez Bacillus
subtilis et Escherichia coli, respectivement (Paulsen et al., 2000). Par ailleurs, il semble que
ce soit un systéme spécifique aux bactéries puisqu’il n'y a aucun systeme homologue décrit ni

chez les Archées ni chez |les Eucaryotes (Saier, 2000b).

Le systéme PTS a pour caractéristique spécifigue la simultanéité du transport et de la
phosphorylation du substrat carboné selon une chaine réactionnelle a partir du PEP, donneur
initial du groupement phosphate et d’ énergie, d’ou le terme de phosphoénol pyruvate:sucre
phosphotransférase systéme (PTS) (Figure 11). Ce mécanisme se distingue donc des trois
précédents ou le substrat n’est pas modifié lors de son entrée dans le cytoplasme. C'est un

systeme régul é dont | es caractéristiques seront dével oppées dans la partie suivante.
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2.2.15.  Transport des sources de carbone chez Bacillus subtilis

Bacillus subtilis transporte et utilise une multitude de sources de carbone qui sont
naturellement présentes dans le milieu extérieur ou qui sont le résultat de la dégradation
enzymatique des polysaccharides et autres molécules carbonées (Steinmetz, 1993; Saier et al.,
2002). La plupart des composés peuvent étre regroupés sous le terme de glucides ou hydrates
de carbone. Les monomeres d hydrate de carbone sont définis par la formule générae
(CH2O)n. lIs ont la structure chimique d adéhydes ou de cétones avec de multiples groupes
hydroxyls (aldoses et cétoses). Les monomeres et dimeres de glucides sont communément
appelés sucres. La variété de groupements réactifs et de structures conformationnelles
possibles qui caractérisent les glucides fait qu'il existe une multiplicité de molécules
différentes. Ainsi, dans la nature, il existe des monomeres « purs », des polymeres, mais aussi
des dérivés carboxyliques et aminés (lorsque les groupements carboxyl et amine sont portés
par le méme atome de carbone, il s'agit d’un acide aminé), des polyal cools, €tc...

Un grand nombre de ces sources de carbone sont transportées et catabolisées: les
saccharides (mono, di et oligosaccharides), les sucres aminés et leurs dériveés N-acétylés (par
exemple le N-acétyl-glucosamine), les alcools, les opines, les acides carboxyliques et les
acides aminés (Deutscher et al., 2002). La Table 1 récapitule les données existantes
concernant les systemes de transport de glucides chez Bacillus subtilis (expérimentalement
démontrés ou sur |a base des homologies de séquence ; I’ acide aminé glutamate a été rajouté)
(Deutscher et al., 2002; Saier et al., 2002).

Parmi ces sources de carbone, les sucres simples de type hexoses comme le glucose ou
le fructose représentent les sources de carbone privilégiées de Bacillus subtilis (Steinmetz,
1993). Il est important de remarquer qu'un sucre peut étre transporté par plusieurs
transporteurs impliquant un ou plusieurs mécanismes différents, mais le plus souvent avec
une efficacité tres variable. Le glucose, par exemple, est magoritairement transporté et
phosphorylé par le systéme PTS glucose-spécifique codé par le gene ptsG (Table 1) et un
mutant de ce géne provoque un défaut de croissance trés prononcé en présence de glucose
comme source de carbone (Gonzy-Treboul et al., 1991; Bachem et al., 1997). Mais il existe
deux autres systémes de transport, codés par les géenes glcP et glcU qui complémentent tres
partiellement la mutation de ptsG. Le premier est un symporteur glucose:proton également
capable de transporter le mannose, le 2-désoxyglucose et le méthyl a-glucoside (Paulsen et
al., 1998). Son expression nécessite |’ intégrité du systéme de signalisation du PTS (cf partie

2.2.2). Le second est une proté ne orthologue au transporteur GlcU de Staphylococcus xylosus
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Table 1. Systemes de transport des glucides chez Bacillus subtilis.

Transporteur  Spécificité Organistaion Régulation Références
génétique par
stémes PTS

Facilitateurs

ABC transporteurs

AraPQ Arabinose araABDLMNPQ AraR, CcpA Miwaet al, 2000 ; Motaet a, 1999 ; Sa-Nogueira et
al, 1997a

MsmX ? yxKFmsmx YkxF ?, CcpA  Miwaet al, 2000 ; Yoshida et al, 1996
RbsACD Ribose rbsRKDACBywsB RbsR, CcpA ?  Miwaet al, 2000 ; Woodson et al, 1994
AbrB Strauch, 1995

YtrCD Acétoine ytrABCDEF YtrA ? Y oshida et a, 2000

Y urJNM ? yurJ ? Kunst et al, 1997

Transporteur s secondaires

AraE L-arabinose arakE AraR Motaet al, 1999 ; Sa-Nogueiraet a, 1997b
CimH (YxkJ)  Malate, Citrate yxkdl ? Kromet al, 2001 ; Asa et al, 2000

CitH Citrate (Ca’") citH Krom et al, 2000

CitM Citrate iMi;Z i citMHI NM CitST, CCEA Krom et a, 2000 ; Y amamoto et al, 2000
CsbX a-oxoglutarate yrbEcsbXbofC CcpA ? Gomez et al, 1997 ; Miwa et al, 2000

DctP Acides dctP DctSR Asal et al, 2000

dicarboxyliques




GltP Glutamate gitP Saier et al, 2002
GItT Glutamate gitT Saier et al, 2002
GntP Gluconate gntRKPZ GntR, CcpA Deutsher et al, 1999 ; Fujitaet al, 1986

LctP Lactate IdhlctP Cruz Ramos et al, 2000
MaeN Malate maeN ? MaeKR Doan et a, 2003 ; Ito et a, 2000 ; Wei et a, 2000
mrpABCDEFG

Ycel ? ycel ? Kunst et al, 1997
Ydds Famille GalP/XylE yddQRST ? Kunst et al, 1997
Y deG Famille GalP/XylE ydeGHI CcpA ? Kunst et a, 1997

YdjK Famille GalP/XylE ydiK CcpA ?,? Kunst et a, 1997 ; Miwaet al, 2000
YfiG Famille GalP/XylE yfiFGHI YfiF ?, CcpA ? Kunst et al, 1997 ; Miwaet al, 2000
YfIS Malate yflS Wei et al, 2000

Y hcL Glutamate ? yhcL Saier et al, 2002

Y nal (XynP) b-Xylosides ynaJxynB XyIR,CcpA Galinier et al, 1999 ; Hastrup, 1988
YncC Famille GaP/XylE?  yncC CcpA 2, ? Kunst et al, 1997 ; Miwaet al, 2000
YojA (GntT?)  Gluconate ? yOojABCDEFG CcpA ? Miwaet al, 2000 ; Orco et al, 1997

Y gkl Malate/lactate yaklJ ? WEel et al, 2000

YwtG Famille GalP/XylE?  ywtG Y wtF ? Kunst et al, 1997
YxjC b-Hydroxybutyrate ?  yxjCDEF CcpA ? Kunst et a, 1997 ; Miwaet al, 2000
Yyagj ? yyalL ? Kunst et al, 1997

Table 1. Systémes de transport des glucides chez Bacillus subtilis.

& Le point d'interrogation indique qu’ aucune preuve expérimentale n’est disponible quant a
I"information suggérée. Les couleurs indiquent la voie d’intégration de la source de carbone
transportée (orange : glycolyse ; jaune clair : voie des pentoses phosphates; gris clair : cycle
de Krebs).

D’ aprés Deutscher et al., 2002 ; Saier et al., 2002.
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(Fiegler et al., 1999). Dans les deux cas, le glucose qui entre n'est pas modifié. Il sera
phosphorylé par la glucokinase GlcK (cf partie 1.1.2). Dans le méme ordre d’idée, le fructose
peut étre transporté via le PTS par deux systémes, le PTS Lev et le PTS FruA, le premier étant
tres peu efficace et transportant aussi e mannose et |e deuxieme étant |e transporteur principal
spécifique et efficace (Martin-Verstraete et al., 1990; Reizer et al., 1999).

Le transport des acides carboxyliques comme le citrate (CitM, CitH), le succinate et le
fumarate (DctP) et le malate (MaeN, YxkJ), qui sont tous des intermédiaires du cycle de
Krebs et donc des substrats carbonés de type néoglucogénique, est de type transport
secondaire (Saier et al., 2002). Par ailleurs, chez Bacillus subtilis mais aussi chez d autres
bactéries, on peut remarquer que I’ expression d'une partie des genes codant ces transporteurs
est activée par des systémes spécifiques senseurs/régulateurs a deux composants en réponse a

la présence de leurs substrats dans le milieu (Janausch et al., 2002) (cf article n°2).

La plupart des acides aminés est aussi perméée par des transporteurs secondaires plus
ou moins spécifiques et integrent le métabolisme du carbone via le cycle de Krebs ou au
niveau du pyruvate, I'intermédiaire clef reliant la glycolyse au cycle de Krebs (Saier et al.,
2002). Par ailleurs, les acides aminés constituent une source d’ azote privilégiée de Bacillus
subtilis (Fisher, 1993). Aussi, larégulation de I’ expression des génes codant des transporteurs
caractérisés d' acides aminés chez Bacillus subtilis est intimement liée ala régulation générale

du métabolisme azoté.

22.16. Considérations thermodynamiques et colt énergétique du
transport

Au cours du transport d'un sucre PTS, une molécule de PEP est transformée en
pyruvate. L’ énergie libre du groupement phosphate du PEP est de —61,5 kJ/mal, ¢ est-a-dire
environ 5 fois plus que I'énergie libre d'un groupement phosphoester (Postma et al., 1993).
Cette simple considération laisse penser qu'un transport par PTS est plus consommateur
d énergie qu'un transport de type actif primaire ou secondaire, bien que dans ce dernier cas, il
fallle prendre la peine de se demander d’ou provient la force ionique utilisee. Mais la
caractéristique a I’ avantage du systeme PTS est |a phosphorylation concomitante au transport a
partir d’ une molécule de PEP. Par conséguent, on peut considérer que la conversion del’ énergie
d une molécule de PEP en ATP est épargnée, le PEP faisant aors office de source d’ énergie. Le
colt du transport et de la phosphorylation par le PTS revient donc a I’ utilisation de I’ énergie
d une seule molécule d’ ATP.
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S agissant des sucres transportés par les systémes non-PTS, plus d’ une molécule d’ ATP
est nécessaire pour le transport et la phosphorylation ATP-dépendante ultérieure d’ une molécule
de monosaccharide (Postma et al., 1993). En effet, une molécule d’ ATP est consommeé pour le
transport d’une molécule de sucre par un ABC transporteur (Muir et al., 1985) ou pour le
transport d'au plus trois molécules de sucre par un symporteur a proton (Kashket, 1983). Il
faudra une molécule d’ ATP supplémentaire pour phosphoryler puis métaboliser ce sucre. Par
conséquent, Le colt du transport de type ABC transporteur et de type actif secondaire est
respectivement de 2 et 1,3 (au mieux) molécules d ATP par sucre transporté et métabolisé, ce

qui est supérieur au colt énergétique réclamé par le systeme PTS.

Cest probablement la raison pour laquelle le systeme PTS est largement et
préférentiellement utilisé par les bactéries a métabolisme anagrobie strict ou facultatif. En effet,
ces bactéries synthétisent I'ATP par phosphorylation du substrat de facon peu efficace et
doivent donc utiliser I’ ATP généré sans gaspillage (Postmaet al., 1993).

2.2.2. Le PTS: un systeme prédominant de contrdle du transport des
glucides doublé d’un systeme de transduction du signal chez Bacillus
subtilis

2.2.2.1. Description générale

Le PTS est congtitué de plusieurs composantes protéiques. On peut faire la distinction
entre les composantes dites générales du PTS qui participent au transport de tous les sucres
PTS et les composantes spécifiques d’ un ou de plusieurs sucres (Figure 13).

Les composantes géenérales du PTS sont I’enzyme | (El) et la protéine HPr. Elles sont
exprimeées en quantité plus ou moins importantes selon la source de carbone présente dans le
milieu de croissance mais au moins a un niveau basal via un promoteur constitutif (cf partie
2.3.3.1.2). Le PEP fournit I’ énergie et |e groupement phosphate qui va permettre al’enzyme |
de sautophosphoryler. L’enzyme | va aors catayser le transfert de son groupement
phosphate sur la position Histidine 15 de la protéine HPr qui a son tour va le donner aux
enzymes || membranaires qui peuvent aors jouer le réle de phosphotranslocation spécifique
des sucres. L’ expression des enzymes |l est tres généralement induite par la présence du ou
des sucres qu’élles transportent. Chague complexe enzyme Il est formé de trois domaines
appelés 1A, 11B, 1IC et parfois d'un quatriéme domaine IID qui sont codés par un ou

plusieurs genes distincts (Figure 13).
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Figure 13. Organisation générale du PTS chez Bacillus subtilis.

Les quatre classes de systéme de transport PTS sucre-spécifiques présentes chez B.
subtilis sont représentées par quatre exemples. L'enzyme EIl catalyse la phosphorylation
PEP-dépendante d'HPr sur I'Histidine 15. HPr-His15-P va transférer ce groupement
phosphate au domaine EIIA cytoplasmique de I'un des complexes Ell spécifiques d’'un ou de
plusieurs sucres. Le domaine EIIB associé, lui aussi cytoplasmique, va transférer ce
groupement de l'enzyme EIIA au sucre correspondant transporté par le domaine EIIC
membranaire. Dans le cas des transporteurs de la classe mannose, le complexe de
translocation est constitué des domaines EIIC et EIID. Selon les cas, les domaines A,B,C et
D peuvent faire partie d'un méme polypeptide ou correspondre a plusieurs polipeptides

distincts.
D’apres Deutscher et al., 2002.
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La chaine réactionnelle aboutissant a la phosphorylation du sucre transporté s écrit de
facon générale:

PEP + El ® pyruvate +P-El

P-El + HPr « El + HPr-His15-P
HPr-His15-P + EIIA « HPr + P-EIIA
P-EIIA + EIIB « EIIA + P-EIIB

P-ElIB + sucre(ext) « ElIB + P-sucre (int)

ou le PEP est a la fois le donneur initial de groupement phosphate et la source
d énergie pour le transport. Toutes ces réactions de phosphorylation de protéines sont
réversibles. C'est donc la concentration en PEP a I'intérieur du cytoplasme, elle méme
dépendante de I’ activité glycolytique et la présence du sucre inducteur ou répresseur dans
I”environnement de la bactérie, qui sont les principaux signaux de transduction du signal
médié par la phosphorylation. Ainsi, le systeme PTS peut fonctionner comme un systeme de
transduction du signal médié par |’ é&at de phosphorylation de ces composants (Postma et al.,
1993). Suivant leur état, plusieurs des composants du PTS vont exercer une multitude de

fonctions régulatrices.

2.2.22. Description sommair e des composantsdu PTS

2.2.2.2.1. Protéinesgénéralesdu PTS

L enzymel (ptsl)

L’enzyme | est capable de s autophosphoryler aux dépens du PEP lorsgue celui-ci se
trouve en concentration suffisante. Suite a cette premiére réaction, El catalyse le transfert du
groupement phosphate acquis vers la protéine HPr (Figure 13). Le site d’ autophosphorylation
se trouve au niveau de I’azote N3 du noyau imidazole d' un résidu histidine (Weigel et al.,
1982; Alpert et al., 1985) ; ce processus nécessite la présence de cations bivalents Mg®* et

Mn?*

Chez Bacillus subtilis, El, codée par le gene ptsl, est une protéine soluble de 570

acides aminés dont la masse moléculaire est de 66 kDa (Gonzy-Treboul & Steinmetz, 1987;
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Gonzy-Treboul et al., 1989; Reizer et al., 1993). Chez Escherichia coli, il a é&é montré que la
forme active d’ El pour |’ autophosphorylation est dimérique (Misset et al., 1980; Seok et al.,
1998). Mais c’est la forme monomeérique qui catalyse la phosphorylation d'HPr (Chauvin et
al., 1994a; Chauvin et al., 1994b).

HPr (ptsH)

En tant que second composant de la chaine PTS, HPr (pour Heat resistant protein)
n’'est phosphorylée par P-El que de facon transitoire. Sa tres grande résistance a la chaleur et
son faible poids moléculaire, variant de 8 a 10 kDa selon les espéces bactériennes (Postma et
al., 1993) a facilité son étude structurale chez de nombreuses bactéries (Klevit & Waygood,
1986; el-Kabbani et al., 1987; Wittekind et al., 1990; Herzberg et al., 1992; Wittekind et al.,
1992; Kalhitzer & Hengstenberg, 1993; Jia et al.,, 1994). Il a éé montré que la
phosphorylation par EI-P alieu sur I” histidine en position 15, située en surface de la protéine
(Kalbitzer et al., 1982; Weigel et al., 1982) sans changement majeur de conformation

structurelle.

Chez les bactéries a Gram positif et faible pourcentage en GC, HPr peut également
étre phosphorylée sur la sérine en position 46. Cette réaction est catalysée par une autre
enzyme bifonctionnelle, I’ HPr kinase/phosphatase (Deutscher & Saier, 1983; Deutscher et al.,
1986; Gdlinier et al., 1998; Kravanja et al., 1999) (Figure 14). HPr ainsi phosphorylée joue
alors un réle maeur dans la régulation transcriptionnelle des genes soumis a la régulation
catabolique (cf partie 2.3), dans I’exclusion de I'inducteur (cf partie 2.2.2.3.3) et dans
I”expulsion de I’ inducteur (cf partie 2.2.2.3.4) (Deutscher et al., 1989; Deutscher et al., 1994,
Deutscher et al., 1997).

Chez certaines bactéries, il existe des genes codant des protéines homologues aHPr. A
titre d’exemple, les protéines DTP et MTP, respectivement chez Escherichia coli et
Rhodobacter capsulatus, sont impliquées dans le métabolisme du fructose (Geerse et al.,
1989; Wu et al., 1990). Sagissant de Bacillus subtilis, le géne crh code une proténe
présentant 45 % d’identité de séquence avec HPr. Cependant, Crh ne joue pas de rble dans le
systeme PTS de transport des sucres, |” histidine en position 15 dans HPr étant remplacée par

une glutamine dans Crh (il n’y a pas d histidine dans I’ environnement de cette glutamine).
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2.2.2.2.2. Lesprotéines sucre(s)-spécifiques du PTS

Suivant la chaine de phosphorylation du PTS, HPr-Hisl5-P va transférer son
groupement phosphate a un complexe transporteur, spécifique d’un ou plusieurs sucres, le

complexe-perméase Enzyme |1 (Figure 13).

Le complexe Enzyme Il est constitué de protéines multidomaines, de deux ou trois
domaines fonctionnels (Figure 13), ou de plusieurs protéines plus petites (Postma et al., 1993;
Lengeler et al., 1994; Robillard & Broos, 1999) :

- I’enzyme 1A est I’'éément qui recoit le groupement phosphate de HPr-
His15-P. C’ est une protéine hydrophile, cytoplasmique, d environ 100 acides
aminés, et toujours phosphorylée sur un résidu histidine.

- I’enzyme 1IB est aussi une protéine hydrophile d'une centaine d acides
aminés. Le transfert du groupement phosphate de EIIA vers EIIB alieu sur
une cysténe dans la majorité des cas. EIIB est associee a EIA et au domaine
membranaire EIIC pour catalyser la phosphorylation du sucre ce qui permet

le relargage du sucre phosphorylé dans le cytoplasme par e domaine EIIC.

- ElIC est un domaine protéique hydrophobe d environ 350 acides aminés.
Dans la majorité des cas, elle est formée de 6 a 8 hélices transmembranaires
et d'une boucle hydrophile interagissant avec le domaine EIIB. EIIC
correspond a la perméase specifiqgue permettant le transport d’'un ou de
plusieurs sucres et présentant ce sucre au domaine EIIB. Dans certains cas,

deux domaines, EIIC et EIID, forment la perméase.

Selon la spécificité par rapport au substrat transporté, |’ organisation des domaines et
leurs homologies, six classes de complexe Ell sont décrites: Ell glucose/sucrose (EI1€'°), Ell
fructose/mannitol (EII™), EIl mannose (EI1M?"), Ell lactose (EII*®), EIl glucitol (EII®") et
Ell galactitol (E11°®). A I'intérieur d’ une méme classe, les enzymes possédent plus de 20 %
d'identité entre-elles et peuvent se complémenter au moins partiellement. La figure 13 décrit
I” arrangement des différents domaines EIIA, EIIB, EIIC et EIID de ces enzymes|I.

66



Le transport des glucides

2.2.2.2.3. Lestransporteurs PTSchez Bacillus subtilis

Chez Bacillus subtilis, 16 complexes Ell ont été déduits de I'analyse compléete du
génome qu'il est possible de classer parmi quatre classes existantes (Reizer et al., 1999;
Deutscher et al., 2002) : Ell glucose/sucrose, Ell fructose/mannitol, EIl mannose et Ell lactose

(Figure 13). 14 d’ entre eux ont é&té caractérisés et leur spécificité de substrat étudiée (Figure 15).

Tous les complexes PTS des classes glucose/sucrose, fructose/mannitol et |actose sont
composés d'un domaine perméase EIIC. Seule la perméase du complexe PTS-lev
(LevDEFG), qui transporte le fructose et le mannose, est composée de deux protéines EIIC et
ElID, codées respectivement par les genes levF et levG. Il est aussi intéressant de remarquer
gue seulement 9 systemes PTS possédent un ensemble complet de domaines. En effet, dans le
cas de 6 systemes, il manque I’enzyme EIIA et dans un cas, il manque les domaines EIIB et
EIIC. Parmi les 10 complexes de la classe glucose/sucrose notamment, seuls trois sont
complets et possedent une enzyme EIIA. Les autres systemes peuvent ou pourraient utiliser
I”’enzyme EIIA specifique du glucose (ptsG) ou des aryl-b-glucosides (bglP) ou bien encore
I’enzyme EIIA codée par le gene ypgE, qui est homologue au domaine EIIA glucose
(Deutscher et al., 2002). Une enzyme EIIA peut donc fonctionner avec différentes enzymes
ElIB. Bien qu’ homologue a une enzyme EIlA glucose, e produit du géne yvzE ne possede pas
la partie N-terminale de ce domaine et aucune donnée expérimentale ne confirme ou n’infirme
le réle de cette protéine dans le systeme PTS. De méme, la fonction du gene ywbA, qui code

une proténe homologue a une perméase ElIC de la classe lactose, reste a découvrir.

2.2.2.3. Lesrblesdu PTSdanslarégulation du transport des sucres

2.2.2.3.1. Latitration de HPr-His15-P par I'HPrK/P

Chez les bactéries a Gram positif a bas GC %, nous avons vu que la protéine HPr
pouvait étre présente sous trois formes: HPr non phosphorylée, HPr phosphorylée par EI sur
I”histidine 15 et HPr phosphorylée par I’ HPrK/P sur la sérine 46. Cette derniere enzyme joue un
r6le clé dans la régulation du transport par le PTS et dans la répression/activation catabolique.
En présence d'un sucre rapidement métabolisable comme le glucose, I’ activité glycolytique
augmente et conduit a I’augmentation de la concentration en FBP et en ATP (Thompson &

Torchia, 1984; Neves et al., 1999; Mijakovic et al., 2002) ; I'HPrK/P, stimulée par ces
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effecteurs, va phosphoryler les protéines HPr et Crh de fagcon ATP-dépendante sur la sérine en
position 46 (Galinier et al., 1997; Galinier et al., 1998; Reizer et al., 1998; Jault et al., 2000;
Ramstrom et al., 2003). Inversement, en présence d une forte concentration de phosphate
inorganique (Pi) ou d'acétyl-P (in vitro) (Ramstrom et al., 2003), éat physiologique qui
correspond a une faible concentration de FBP (Thompson & Torchia, 1984; Mijakovic et al.,
2002), I"'HPrK/P déphosphoryle HPr-Ser46-P et Crh-Ser46-P (Kravanja et al., 1999; Fieulaine
et al., 2002; Lavergne et al., 2002; Ramstrom et al., 2003). La balance entre I’ activité kinase et
phosphatase est allostériquement régul ée. En effet, la conformation d’ HPrK/P est affectée par la
présence ou |’ absence de plusieurs métabolites formés lors de I’ activité glycol ytique (Ramstrom
et al., 2003) (Figure 16). De plus, la présence de cations divalents, d ATP et dHPr est
absolument requise pour I’ activité de cette enzyme (Ramstrom et al., 2003). Ainsi, selon les
sources de carbone présentes et utilisées et donc I’ éat métabolique de la cdlule, I'HPrK/P va

permettre |’ gustement de |’ activité du systeme PTS.

La phosphorylation dHPr sur la sé&ine en position 46 conduit & un changement
d environnement éectrostatique (charge négative de la sérine phosphorylée) qui inhibe la
phosphorylation d’HPr par EI-P environ 600 fois (Deutscher et al., 1984; Napper et al., 1996).
HPr-serd6-P n’est donc plus un bon substrat pour El-P. En présence de glucose, laforte activité
kinase de I"'HPrK/P inhibe donc la formation de HPr-Hisl15-P. Par conséquent, la chaine de
phosphorylation des composants du PTS est inhibée et le transport par le PTS est rdenti. Un
mutant de Bacillus subtilis, qui synthétise !’ alléle hprKV267F de Lactobacillus casel codant une
enzyme dépourvue d activité phosphatase mais dont |’ activité kinase est normae, n'est plus
capable de transporter des sucres PTS (Monedero et al., 2001). En effet, dans un tel mutant, HPr
est sans doute piégée sous la forme HPr-Ser46-P et n’est donc plus disponible pour le transfert
du groupement phosphate via sa forme HPr-Hisl5-P. Si la formation de HPr-Ser46-P est
empéchée par remplacement de la sérine en aanine, la croissance en présence de sucre PTS est
restaurée (Eisermann et al., 1988; Monedero et al., 2001). Suivant cette logique, il a é&é montré
gu’en présence de glucose, la formation d’HPr-Ser46-P inhibait e transport du fructose et du
mannitol par les systemes FruA et MItAF. En effet, s I’on perturbe la phosphorylation ATP-
dépendante d’ HPr en remplacant la sérine 46 par une aanine (Eisermann et al., 1988), I’ effet
inhibiteur du glucose sur le transport du mannitol par le PTS est diminué de 3 a5 fois (Ye &
Saier, 1996).
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Figure 16. Modele de la régulation de Il'activité de I'Hpr kinase/phosphatase chez Bacillus
subtilis.

L’activité kinase (trimére) ou phosphatase (hexameére) est probablement corrélée a I'état
oligomérigque de I'enzyme. Cet état est dépendant des effecteurs présents, qui transmettent
'information de la source de carbone utilisée et refletent I'état métabolique de la cellule. In vitro,
le FBP et le F26BP stimulent I'activité kinase et le F26P inhibe I'activité phosphatase.

En présence de Pi, mais aussi d’acéetyl phosphate ou de glycéraldéhyde-3-phosphate, I'activité
phosphatase est stimulée. Au contraire, le FBP et le F26BP inhibe cette activite.

D’aprés Ramstrom et al., 2003.
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Ains, la dualité fonctionnelle d HPr rend son réle central dans la régulation du
meétabolisme carboné chez |es bactéries a Gram positif.

2.2.2.3.2. Controle des systemes sans domaine EllA de la classe glucose

Nous avons vu gue chez Bacillus subtilis, parmi les systémes de transport PTS de la
classe glucose, certains ne possédaient pas d enzyme |IA spécifique et utilisaient |I'enzyme
fonctionnelle I1A®° de la protéine PtsG. En présence de glucose, |a chaine de phosphorylation
passe par le transfert du groupement phosphate de EIIA®-P vers EIIB®° de facon
préférentielle puisgu’'il sagit dun méme polypeptide. Par conséquent, le groupement
phosphate de EIIA®°-P est peu disponible pour les autre systémes manquant de domaine
ElIA. Ainsi, leurs sucres spécifiques ne sont pas transportés al’intérieur de la cellule tant que

le glucose est présent et assimilé (Deutscher et al., 2002).

2.2.2.3.3. L’exclusion d'inducteur

Il a été observé que la présence de sucre transporté par le systéme PTS inhibait
I’ activité de transporteurs de sucres non PTS ainsi que la synthése de différents inducteurs
conduisant a I'absence de stimulation de |'expression des génes sous contrble de ces
inducteurs (Saier & Roseman, 1976). Ce mécanisme existe mais differe chez les bactéries a
Gram négatif et a Gram positif. De plus, il est étroitement couplé a la répression catabolique,
phénomene de régulation de |’ expression des genes impliqués dans le métabolisme des sucres
non préférentiels, qui est développé dans la partie 2.3.

Chez Escherichia coli et Salmonella typhimurium, en présence de glucose, la protéine
EIIA®C se trouve majoritairement sous forme déphosphorylée puisqu’elle transfére son
groupement phosphate au sucre entrant et le ratio PEP/pyruvate est faible (Hogema et al.,
1998). EIIA®" déphosphorylée interagit alors avec les perméases spécifiques du transport du
lactose (LacY) (Figure 17), du galactose (GalP), du maltose (MalK), du mélibiose (MelB) et
du raffinose (RafB) (Kornberg et al., 1980; Osumi & Saier, 1982a; Osumi & Saier, 1982b;
Nelson et al., 1984; Dean et al., 1990b; Titgemeyer et al., 1994; Saier & Crasnier, 1996).
Cette interaction inhibe I’ activité de transport de ces perméases en masquant le site de fixation
du substrat (Saier & Crasnier, 1996), aboutissant a une assimilation préférentielle des sucres
comme le glucose par le PTS aux dépens des autres systemes (Figure 17). En présence de

I'inducteur, EIA®® reconnait une séquence spécifique du transporteur non PTS
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correspondant, VGANXSLXSX (Titgemeyer et al., 1994), d'ou le nom dexclusion de

I’inducteur donné a ce mécanisme.

Chez les bactéries a Gram positif, le mécanisme d’ exclusion de I’inducteur est médié
par HPr-Serd6-P (Figure 18). Toutefois, il n’existe pas d exemple connu de régulation par
exclusion de I’inducteur chez Bacillus subtilis bien qu’un tel mécanisme est supposé exister
chez cette bactérie (Dahl, 2002; Deutscher et al., 2002).

Le cas le plus étudié est I'exclusion du lactose chez deux bactéries lactiques,
Lactococcus lactis et Lactococcus brevis. De fagon surprenante, cette derniére semble
dépourvue de systéme de transport PTS (al’ exception du systéme PTS spécifique du transport
du fructose (Saier et al., 1996)) mais exprime bien HPr et HPrK/P (Reizer et al., 1988). Dans
ce cas, on peut remarquer que la régulation de I’ expression des géenes via le systeme global
dont HPr est un acteur central (cf partie 2.3) est complétement indépendante du systéme PTS.
Cependant, il a éé montré que la protéine mutée de Bacillus subtilis HPr-Ser46Asp (sérine
remplacée par un aspartate mimant la phosphorylation), qui est homologue a HPr-Ser-P de
Lactococcus brevis (Wittekind et al., 1989), est capable d’interagir avec les symporteurs
glucose:proton et lactose:proton et de changer leur conformation (Ye et al., 1994a; Ye &
Saier, 1995a; Ye & Saier, 1995h). Cette interaction inhibe I'activité de transport de ces
perméases par le découplage du transport des protons fournissant I’ énergie éectrochimique
(Saier & Crasnier, 1996) (Figure 19). Ainsi ces transporteurs ne fonctionnent plus que comme
uniporteurs pour permettre |’ efflux de lactate provenant du catabolisme du glucose. Chez
Lactococcus lactis, HPr-Serd6-P interagit avec la perméase PTS spécifique du lactose pour
inhiber son activité (Ye et al., 1994b). Enfin, on peut citer I’exemple plus récent de
I"inhibition du systéme de transport du maltose chez Lactobacillus casei, restant cependant a
préciser (Dossonnet et al., 2000; Vianaet al., 2000).

Il est intéressant de remarquer que ce mécanisme n’est pas unique (Deutscher et al.,
2002). En effet, chez trois autres bactéries a Gram positif, Streptococcus thermophilus
(Poolman et al., 1989), Lactobacillus bulgaricus (Leong-Morgenthaler et al., 1991) et
Leuconostoc lactis (Vaughan et al., 1996), I’ activité de la lactose perméase LacS est inhibée
par la phosphorylation sur un domaine de fusion homologue au domaine EI1A®'® (Gunnewijk
& Poolman, 2000a; Gunnewijk & Poolman, 2000b).
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2.2.2.3.4. Casdutransport du glycérol

Il a éé montré que EIIA®® déphosphorylée éait auss capable d'interagir avec la
glycérol kinase d’Escherichia coli et de Salmonella typhimurium et d’inhiber son activité en
présence de glycérol (Postma et al., 1984; Novotny et al., 1985; Hurley et al., 1993). En
I’ absence de glycérol kinase active, le glycérol-3-phosphate n’ est plus synthétisé. Ce métabolite
est I'inducteur de I’expression des genes du transport et du catabolisme du glycérol. Cette
régulation alostérique de laglycérol kinase permet donc de favoriser le métabolisme du glucose
en empéchant celui du glycérol. Par ailleurs, Postma et ses collegues ont observé un effet de
rétroinhibition de cette régulation. Lorsque le systéme est préncubé pendant un certain temps
dans un milieu contenant du glycérol, la glycérol kinase est capable d'inhiber jusqu’a 30 % du
transport PTS (E11°°) du méthyl a-D-glucopyranoside (Rohwer et al., 1998).

Chez Bacillus subtilis, la glycérol kinase joue également un réle indirect dans la
régulation du transport du glycérol. En effet, en phosphorylant le glycérol pénétrant la cellule
par diffusion facilitée, elle permet son catabolisme mais aussi le maintien d’un gradient
différentiel de concentration en glycérol entre le milieu extérieur et le cytoplasme et donc le
maintien du transport. Or, I’ absence de glucose ou d’un autre sucre rapidement métabolisable
dans le milieu de croissance aboutit a |’ accumulation d’ HPr-His15-P. 1l a é&é montré qu’ HPr-
Hisl5-P était capable d'interagir avec la glycérol kinase et ainsi de stimuler son activité
kinase et donc le transport du glycérol. Le mécanisme de cette interaction est connu. La
phosphorylation d’un résidu Histidine (His230) par HPr-His15-P ou Enzyme | favorise la
tétramérisation de la glycérol kinase ; cela augmente I’ activité enzymatique et auss |’ affinité
de GIpK pour la glycérol perméase GlpF (Reizer et al., 1984; Beijer & Rutberg, 1992; Wehtje
et al., 1995; Darbon et al., 2002).

2.2.2.35. L'expulsion d'inducteur
Il s'agit du mécanisme par lequel I'gout d'un sucre rapidement métabolisable dans le
milieu de culture conduit a I’expulsion des autres sucres préalablement accumulés dans le
cytoplasme. Ce mécanisme n'a pas été détecté chez Bacillus subtilis. Cependant, il a été
montré chez d’autres bactéries a Gram positif comme Lactococcus lactis ou Streptrococcus
pyogenes lors d’ études sur le transport des b-galactosides (Reizer & Panos, 1980; Thompson
& Saier, 1981). Il avait alors été observé que des bactéries cultivées en présence de PEP et de

méthyl-b-D-thiogaactopyranoside (TMG), un analogue non métabolisable du lactose,
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accumulaient le TMG sous forme phosphorylée. Mais I'gout d'un sucre rapidement
métabolisé provoquait une expulsion du TMG sous forme déphosphorylée. Ainsi, en présence
de glucose, HPr se trouve majoritairement sous la forme HPr-Ser46-P. Celle-ci stimule
I”activité d’ une sucre-phosphate phosphatase (Pase I1) qui va aors déphosphoryler le sucre-
phosphate pour permettre son expulsion hors de la cellule (Reizer et al., 1983). La Figure 20

illustre ce mécanisme.
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2.3.Les régulations de I'expression des genes impliqués dans le
métabolisme du carbone
La régulation de I’ expression des génes va de pair avec la régulation du transport des
sources de carbone, I'un contrélant directement |’expression des protéines (enzymes ou
régulateurs) et |’ autre contrélant directement leur activité. La synergie de ces deux systemes,
chacun controlant des éléments de |’ autre, permet de réguler tres finement I’ensemble du
métabolisme ou d amplifier tel ou tel phénomeéne régulatoire. L’ observation d’un phénoméne
de régulation dans I’ utilisation des sucres et son analyse ont été faites pour la premiére fois
chez Bacillus subtilis par Jacques Monod (Monod, 1942). Il a observé que lors de la
croissance en présence de glucose et de sorbitol dans le milieu de culture, deux phases de
croissance éaient distinguables, la premiére plus rapide que la seconde et séparées par un
temps de latence (Figure 21). Ce phénomeéne a é&té nommé diauxie. Par la suite, il montra que
les sources de carbone était utilisées hiérarchiquement. Le glucose constituait la source de
carbone utilisée pendant la premiére phase de croissance puis le sorbitol était utilisé pendant
la seconde phase, lorsque le glucose était épuisé. Ce phénomeéne d’inhibition de I’ utilisation
d’une source de carbone « secondaire » par la présence d’un sucre métabolisable de maniére

plus efficace sera par la suite appel € répression catabolique.

De maniére générale, on peut distinguer deux facettes dans la régulation de |’ expression
des genes du méabolisme du carbone. D’une part, le mécanisme globa de la
répression/activation catabolique sensu stricto permet de réprimer |'expression des genes
impliqués dans I’ utilisation de sources de carbone non préférentielles en présence de sucres
rapidement métabolisables comme le glucose et, al’ opposé, de stimuler |’ expression des genes
impliqués dans I’ utilisation de ces sources préférées de carbone et d énergie. Ce mécanisme
global intimement lié au systeme PTS existe chez de trés nombreuses bactéries dont les autres
modéles Escherichia coli et Salmonella typhimurium (Monod, 1942). D’autre part, dans
beaucoup de cas, I'induction de I’expression des enzymes impliquées dans le transport et le
catabolisme « préliminaire » d' une source de carbone particuliere (ou d’un type de molécules
carbonées) pour permettre son entrée dans les voies centrales du métabolisme alieu en présence
de celle-ci. La mgorité de ces systémes spécifiques est directement contrélée par le systeme
PTS. lls seront présentés dans ce chapitre. Mais il existe quelques systemes dont |e contréle ne
dépend pas du PTS, du moins directement, mais uniquement de la présence de métabolites
inducteurs ou anti-inducteurs. Par exemple, |’expression de I’ opéron permettant le transport
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Figure 21. Phénoméne de diauxie observé par Monod dans les années 1940.
D’aprés Monod, 1942.



Les régulations de I’ expression des genes impligués dans |e métabolisme du carbone

(bien que PTS) et la conversion du tréhalose en G6P et en glucose est exclusivement régul ée par
le répresseur transcriptionnel TreR. En présence de tréha ose-6-phosphate (T6P), I’ activité de
TreR est inhibée, ce qui permet I’ expression de |’ opéron tréhalose (Burklen et al., 1998). Mais
en présence de glucose, le GEP formé empéche I’interaction entre TreR et le T6P (Burklen et
al., 1998). Alors, TreR réprime I’ expression des genes de I’ utilisation du tréhaose. De méme, le
répresseur transcriptionnel XylIR, en présence de xylose, active |’expression des genes du
transport et du catabolisme de ce sucre (Dahl et al., 1994; Kraus et al., 1994). Mais, la présence
de G6P perturbe I’ inhibition de XyIR par le xylose (Dahl et al., 1995).

Ces deux aspects de la régulation sont intégrés. Par exemple, en présence de glucose,
I’exclusion de I’inducteur, médiée par le systeme PTS, empéche |’ expression des genes sous
controle de cet inducteur (Saier & Roseman, 1976). Alternativement, un régulateur spécifique
peut étre sensible a plusieurs signaux dont les effets sont hiérarchisés auquel cas, I’ assimilation
d’une source de carbone rapidement métabolisable peut aboutir aun signal d’ ordre supérieur au
signal donné par I'inducteur spécifique (Saier & Crasnier, 1996; Stulke & Hillen, 1999).

S agissant des enzymes des voies centrales du métabolisme, et surtout celles de la
glycolyse/néoglucogenese, il semble évident que leur expression est nécessaire au
fonctionnement de la cellule, mais pas toujours au méme niveau, suivant le réle de chague
voie dans le flux nécessaire a I’ éaboration des précurseurs de I’ anabolisme et ala production

d énergie.

Chez les bactéries, la régulation de I’ expression génique s exerce le plus souvent au
niveau du contréle de la transcription des génes. Contrairement au cas des Eucaryotes, les
phénomenes de régulation post-transcriptionnels et post-traductionnels semblent peu
fréquents chez les Procaryotes. Suivant les cas, |es mécanismes de contréle sont différents et
répondent a différents signaux: répression ou activation de la transcription,
terminai son/antiterminaison transcriptionnelle, etc.... Par ailleurs, I’ organisation en opéron est
une caractéristique particulieére aux especes procaryotiques qui permet de réguler
concomitamment un ensembl e de génes remplissant souvent la méme fonction métabolique.
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Les régulations de I’ expression des genes impligués dans |e métabolisme du carbone

2.3.1. L’organisation génétique des genes du métabolisme central du
carbone (catalytiques et régulateurs)

La disponibilité de la sequence du génome de Bacillus subtilis rend aisée I’ analyse de
I’ organisation des genes impliqués dans le métabolisme central du carbone. D’une fagon
générale, on remarque que les génes codant les enzymes adjacentes dans les voies
métaboliques sont souvent organisés en opéron. De plus, cette organisation est relativement
bien conserveée chez |es especes proches voire beaucoup plus éloignées de Bacillus subtilis, de
facon cohérente avec le caractere essentiel du métabolisme central du carbone (Deutscher et
al., 2002; Sonenshein, 2002). Pour faciliter la lecture et le repérage des genes et opérons
impliqués dans les voies centrales du métabolisme du carbone, les Figures 22, 23, 24 et 25

listent ces genes et permettent de se rendre compte de leur organisation génétique.

2.3.2. Larépression/activation catabolique médiée par CcpA

23.2.1. M écanisme général

Chez les bactéries a Gram positif et a fable pourcentage en GC, la
répression/activation catabolique stricto sensu implique les protéines HPrKinase/Phosphatase,
HPr-Ser46-P et CcpA (Deutscher & Saier, 1983; Deutscher et al., 1984; Deutscher et al.,
1989; Deutscher et al., 1994; Deutscher et al., 1995; Deutscher et al., 1997; Stulke & Hillen,
2000; Bruckner & Titgemeyer, 2002; Deutscher et al., 2002).

Historiguement, I'éude des déterminants de la répression catabolique chez les
bactéries a Gram positif a été initiée par |’ étude transcriptionnelle du gene amyE chez Bacillus
subtilis. Ce géne code une a-amylase dégradant |’ amidon en glucose. Ces études permirent de
définir les ééments en cis et en trans du mécanisme de répression. L’ intégrité d’ une séquence
ADN, située juste aprés le promoteur du géne amyE et chevauchant le site de début de la
transcription, est indispensable au phénomene de répression catabolique (Nicholson &
Chambliss, 1985; Nicholson & Chambliss, 1986; Nicholson et al., 1987; Weickert &
Chambliss, 1990; Hueck et al., 1994). Cette séquence, baptisée cre, pour catabolite responsive
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Figure 22. Organisation chromosomique des genes impliqués dans la glycolyse et la
néoglucogenése chez Bacillus subtilis. Les informations sont celles fournies par le serveur
SubtiList.
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Figure 23. Organisation chromosomique des genes impliqués dans la voie des pentoses
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Figure 24. Organisation chromosomique des génes impliqués dans le cycle de Krebs et les
enzymes rattachées chez Bacillus subtilis. Les informations sont celles fournies par le
serveur SubtilList.
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Les régulations de I’ expression des genes impligués dans |e métabolisme du carbone

element, constitue I’opérateur du régulateur transcriptionnel pléiotropique CcpA, pour
catabolite control protein A, aussi requis pour larépression catabolique (Henkin et al., 1991).

L’ensemble des études par mutagenése établissant la séquence cre dans la région
régulatrice des opérons amyE (a-amylase), acsA (acétyl-CoenzymeA synthétase), hut
(métabolisme des b-xylosides) et lev (métabolisme du fructose et de ses polymeéres) de
Bacillus subtilis a permis de définir le consensus suivant : TGWAARCYAY TWNCW (le
symbole Y2représentant I’ axe de symétrie du palindrome ; W correspond a A ou T, RaA ou
GetY aCouT) (Stulke & Hillen, 2000). Ce consensus est un peu plus précis que celui défini
par Weickert et Chambliss (1990), TGWNANCYAGGNTNWCA, qui considéraient alors les
résultats de mutagenese du site cre devant le gene amyE et les alignements de séquence chez
plusieurs Bacillacées. Aprés eux, d’ autres auteurs ont montré de fagcon expérimentale le réle
de la séquence cre dans la régulation de certains génes soumis a la répression catabolique
chez Bacillus subtilis, ce qui a permis de confirmer la séquence consensus (Table 2) (Hueck
& Hillen, 1995; Miwa et al., 2000). A partir de ce motif égerement dégénéré, une recherche
systématique d’ une boite cre dans le génome de Bacillus subtilis a permis de dénombrer 126
séquences cre, dont certaines sont expérimentalement déemontrées et les autres putatives
(Miwa et al., 2000). Dans cette derniere étude, I’ équipe de Yasutaro Fujita rend flagrante la
corrélation entre la présence du motif cre pour la fixation de CcpA et I'existence d'une
répression/activation catabolique (Table 3). Par ailleurs, des recherches similaires, qui sont
basées sur un consensus cre un peu différent, ont permis d’identifier d’autres motifs cre
potentiels dans la région régulatrice de certains opérons connus pour étre soumis a la
répression catabolique en présence de glucose (Miwaet al., 2000; Miwa & Fujita, 2001).

Récemment, la comparaison transcriptomique de I’expression des genes dans un
mutant ccpA et une souche sauvage (souche ST100), en présence ou en absence de glucose
(mais dans un milieu riche LB) a permis de compl éter les données précédentes (Moreno et al.,
2001) (Table 3). En effet, les données obtenues confirment le role des séquences cre dé§ja
étudiées et suggérent celui de certains autres motifs cre jusgu’ aors putatifs. Ils ont aussi
montré que CcpA médiait la répression ou I’ activation de certains genes indépendamment de
la présence du glucose (bien que celui-ci peut jouer un réle mineur sur le niveau de régulation
de ces genes) ou du site cre. Cependant, ce type de régulation n’intervient pas dans le controle

du métabolisme du carbone.
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position
Geéneou opéron Séquence cre position du cre bat régulation
rapport au
+1

ackA TGTAAGCGTTATCA -155  -142 -64 activation
acsA TGAAAGCGTTACCA +7 +20 +37 répression
acuA TGAAAACGCTTTAT -74 -61 répression
amyE TGTAAGCGTTAACA -124  -111 -3 répression
bglP TGAAAGCGTTGA -252 -239 chevauchant répression
CCCA TGTAAGCGTATACA -187 -174 répression
gntR TGAAAGCGGTACCA +107 +120 +141 répression
hutP TGAAACCGCTTCCA +170 +183 +203 répression
levD TGAAAACGCTT- A- ACA -79 -65 répression
pta TGAAAGCGCTATAA -99 -86 -62 activation
xylA TGGAAGCGTAAACA +35 +38 +134 répression
Xyn TGAAAGCGCTTTTA -97 -85 +229 répression

Consensus TGANANCGNTNWCA

Table 2. Séquences cre des génes et opérons chez Bacillus subtilis citées dans la revue
bibliographique. La position du site cre est indiquée par rapport au premier nucléotide du
codon d'initiation du gene ou opéron. La position du site cre (premier nucléotide) est aussi
donnée par rapport au site de démarrage de la transcription.

D’ aprés Hueck et Hillen, 1995.




Position du site

Gené® Fonction o RC/AC® Références
ackA Acétate kinase -155 -142 + Tobisch et al., 1999 ; Turinsky et al., 1998
acoA métabolisme de |’ acétoine +434 +447 - Miwaet al., 2000
acsA Acétyl-CoA synthétase +7 +20 - Grundy et al., 1994 ; Zalieckas et al., 1998
acuA Métabolisme de |’ acétoine -74 -61 - Grundy et al., 1994
. Vg Deutscher et al., non publié ; Miwaet al.,
alsS Synthése de |’ acétoine -127 -114 + 1004 : Zahler et al.. 1976
amyE a-amylase -124 -111 - Henkin et al., 1991 ; Nicholson et al.,1986
. . , . +679 +692 Deutscher et al., non publié; Miwaet al.,
araA M éabolisme de |’ arabinose 50 -37 - 2000
araBDLN
bglA 6-P-b-Glucosidase -83 -70 - Moreno et al., 2001
. . . -252 -239 Kriger et al.,1995
bglP Méabolisme desb-glucosides | 1517 11539 i Deutscher et al., non publié
bit efflux de drogues multiples non identifié - Moreno et al., 2001
bsaA Glutathione peroxydase non identifié - Moreno et al., 2001
Miwa et al., 2000 ; Monedero et al., 2001 ;
cccA Cytochrome c¢-550 -187 -174 - Moreno et al., 2001
ykuL-ccpC | Régulation du cyclede Krebs -108 -92 - Kim et al., 2002
: : Deutscher et al., non publié ; Tobisch et
citB Aconitase -181 -168 - al. 1999b
citG Fumarase non identifié - Tobisch et al.,1999b
CitM transporteur citrate -31 -18 - Miwa et al., 2000 ; Warner et al., 2000
GitsT Régulation TCS +1299 +1312 i ZD(%lischer etal., non publié; Moreno et al.,
: Kim et al., communication personnelle ;
citZCH CycledeKrebs -113 -100 - Tobisch & al.,1999b
COmEC Transport de I’ ADN ? non identifié - Moreno et al., 2001
CStA +2 +15 - Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
ctaC Cytochrome ¢ oxydase 1 -206 -193 - Liuetal., 1998
ctaD Cytochrome ¢ oxydase | +5 +18 - Moreno et al., 2001
ctaE Cytochrome ¢ oxydase |11
cydA Cytochrome bd ubiquinol oxydase | non identifié + Moreno et al., 2001
cysK Cystéine synthétase non identifié - Moreno et al., 2001
dhas Aldéhyde déshydrogénase non identifié - Moreno et al., 2001
dhbB | sochorismataste non identifié - Moreno et al., 2001
etfA Transfert d’ éectron +363 376 - Moreno et al., 2001
exu M étabolisme des hexuronates non identifié - Mekjian et al., 1999
gabP perméase al’ g-aminobutyrate -141 -128 - Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
galT M éabolisme du galactose-1-P | +214 +227 - Miwa et al., 2000
pas de site cre Tobisch et al.,1999b
gapA GAPDH (glycolyse) fonctionnel +
gapB GAPDH (néoglucogenese) +375 +388 - Moreno et al., 2001
. , . . Darbon et al., 2001 ; Miwa et al., 2000
glpF Facilitateur d’entréedu glycérol | -181 -168 - Moreno et al.. 2001
glpQT Perméase au glycérol 3-P 158 -145 i ZD(%lischer etal., non publié; Moreno et al.,
glvA 6-P-a-glucosidase -25 -12 - Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
glvC Elnscva +275 +262 Miwa et al., 2000 ; Moreno et al., 2001
gntK Gluconate kinase +434 -
ontR M éabolisme du gluconate +107 +120 - Deutscher et al., 1994 ; Fujita et al.,1995
gutB M étabolisme du sorbitol -44 -31 - Deutscher et al.,1994 ; Yeet al., 1994b
hutP M étabolisme de I’ histidine +170 +183 - Wray et al., 1994
iviB Acétolactate synthase non identifié + Moreno et al., 2001
iolA Métabolisme de I'inositol -105 -92 - Moreno et al., 2001
iolB M éabolisme del’inositol +668 +681 - Deutscher et al.,1994 ; Miwa et al., 2000
iolC Métabolisme de I'inositol
kdgA M étabolisme des hexuronates +355 +368 - Miwaet al., 2000 ; Pujic et al., 1998
IcfA Acyl-CoA synthétase +412 +425 - Miwa et al., 2000
IctE L actate déshydrogénase -137 -124 + ZD(%lischer etal., non publié; Moreno et al.,
. . Martin-Verstraete et al., 1999 ; Martin-
levD M éabolisme -79 —65 - Verstragte et al., 1995
licA
licB -76 63 - Miwa et al., 2000 ; Tobisch et al.,1999a
licC

licH




mmgA
msmRE
msmxX

mtlA

narH
ndk
nupCpdp

odhAB

pag
pbp

pgk

phrC
phrkK

ppsB
pta

pyrB
qcrA

rbskR
rbsK
rbsA
rocG

sacP

sdhC
spoVFB
spoVG
spoVS
sucCD

sunT
tdh/kbl
treP

uxaCl/exu

Xyn

xylA
ydbH

yebD

yfmQ
yhbl

yobO
YOXA
yvfL/lacA

yxjC

Table 3.

activation ou une répression catabolique, respectivement.

M étabolisme du mélibiose
ABC transporteur de sucre

M étabolisme du mannitol

Nitrate réductase
Nucléoside diphosphate kinase
Métabolisme de la pyrimidine

2-oxoglutarate déshydrogénase

Antigene de protection

seconde partie de laglycolyse

Régulateur de RapC
Régulateur de RapK
Peptide synthétase

M éabolisme de |’ acétate

Aspartate carbamoyl-transférase
M énaguinol :cytochrome ¢
oxidoréductase

Métabolisme du ribose
Métabolisme du ribose
Métabolisme du ribose
Glutamate déshydrogénase

M étabolisme du sucrose

Succinate déshydrogénase
Dipicolinate synthase
Sporulation

Sporulation

Succinyl CoA synthétase

Lantibiotic transporter
Catabolisme de la thréonine
M éabolisme du tr éhalose

M éabolisme de |’ hexur onate

Catabolisme des xylosides
M étabolisme du xylose

Transport des acides
dicarboxyliques

inconnue

inconnue

inconnue

Protéine de phage
inconnue

M étabolisme du lactose
M étabolisme du b-
hydroxybutyrate

-36 23
-85 72
-34 21
-94 -81
+1156 +1169
non identifié
non identifié
-32 -29

-99 -86

non identifié

-218 -213
non identifié
non identifié
non identifié
-99 -86

non identifié
non identifié

-33 -20

+251 +264
+347 +360
non identifié

-150 -137

-138 -125
+300 +313
non identifié

+50 +63
non identifié
-50 -37

+1839 +1852
+1464 +1477
+319 +332
-122 -109
-44 -31

-38 +51
+1177 +1190
-98 -85

+35 +48

-63 -50

-172 -159

non identifié
non identifié
+1178 +1191
+500 +513
+1380 +1393

-40 -27

Bryan et al.,1996

Miwaet al., 2000 ; Moreno €t al., 2001
Miwaet al., 2000

Deutscher et al., 1994

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Deutscher et al., non publié ; Tobisch et
al.,1999b

Baillie et al.,1998

Deutscher et al., non publié ; Tobisch et
al.,1999b

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Presecan-Siedel et al., 1999 ; Shin et al.,
1999 ; Tobisch et al.,1999b

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Belitsky et al., communication personnelle
Deutscher et al., non publié ; Moreno et al.,
2001

Deutscher et al., non publié

Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Moreno et al., 2001

Deutscher et al., non publié ; Moreno et al.,
2001

Moreno et al., 2001

Deutscher et al., non publié ; Tobisch et
al.,1999b

Miwaet al., 2000 ; Moreno et al., 2001
Moreno et al., 2001

Miwaet al., 2000

Deutscher et al., non publié ; 96

Rivoltaet al., 1998

Miwaet al., 2000

Miwaet al., 2000

Gadlinier et a, 1999

Jacob et al., 1991 ; Kraus et al., 1994 ; Kunst
et al., 1997

Miwaet al., 2000 ; Blencke et al., 2003

Deutscher et al., non publié ; Moreno et al.,
2001

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Miwaet al., 2000

Moreno et al., 2001

Moreno et al., 2001

Miwaet al., 2000

Génes pour lesguels un site cre a été identifié ou dont I'expression est sensible a une
mutation de ccpA ou de ptsH1 (crhl). ® Les lignes en gras indiquent que la fonctionnalité du site cre a
été expérimentalement démontrée. ® La position du site cre est indiquée en fonction du premier
nucléotide du premier codon du géne. © + et - indiquent que le géne correspondant est soumis a une

D’ apres Deutscher et al., 2002.




Les régulations de I’ expression des genes impligués dans |e métabolisme du carbone

La position du site cre est déterminante dans le mécanisme moléculaire de répression ou
d activation transcriptionnelle (Table 2). S'il se trouve au niveau du promoteur, I'interaction
avec CcpA vainhiber I'initiation de la transcription (Nicholson et al., 1987; Kruger & Hecker,
1995). S'il est situé en aval du promoteur, voire dans le début de la phase codante du gene, le
complexe cre-CcpA bloguera I’ éongation (acsA, hutP) (Wray et al., 1994; Zaieckas et al.,
19984). S'agissant de la répression de I’ expression des opérons hut et gnt, Zaieckas et ses
collégues ont montré que le facteur Mfd est nécessaire a la répression catabolique (Zalieckas et
al., 1998b). Cette observation est en accord avec un mécanisme de blocage de la transcription
ou « road-block ». En effet, le facteur Mfd aide au détachement de |’ ARN polymérase lors de la
réparation de I’ADN. Par contre, le facteur Mfd n'est apparemment pas impliqué dans la
répression catabolique lorsque le site cre se trouve au niveau du promoteur, comme c'est le cas
pour les genes amyE et bglPH (Zdieckas et al., 1998b). Par ailleurs, la répression de
I’expression de I’ opéron |évanase illustre un cas particulier (Martin-Verstragte et al., 1995).
CcpA vasefixer sur I’ opérateur cre situé entre le site de fixation de I’ activateur transcriptionnel
LevR et la région promotrice de |’ opéron, et prévient ains I’interaction entre LevR et I’ARN
polymérase. Au passage, on peut auss remarquer que du fait de multiples mécanismes de
régulation, I effet de la mutation du gene ccpA ou du site cre actif n’ entraine pas toujours un
effet de «dérépression catabolique » trés prononcé voire aucun effet. Par exemple, dans le
contrdle du régulon glp (méabolisme du glycéral), I’ effet de la mutation de ccpA (ou de ptsH)
est masguee par les systemes specifiques d’exclusion de I'inducteur et de contrdle par
antiterminaison (Deutscher et al., 1994; Darbon et al., 2002).

Par contre, si le site cre est placé en amont de la région promotrice (et ne gene pas
I’activation par un autre régulateur), la fixation de CcpA provoque une activation de la
transcription (Table 2). En présence d' un exces de glucose ou d’un autre sucre rapidement
meétabolisable, la glycolyse produit un exces de pyruvate par rapport aux besoins anaboliques.
Dans ces conditions, une partie du pyruvate peut étre transformée en acétate et en acétoine.
L’expression des genes qui codent ces réactions, dites «d overflow », est alors activee,
phénomene appel é activation catabolique. Il s agit des genes ackA (acétate kinase) (Turinsky
et al., 1998), pta (phosphotransacétylase) (Presecan-Siedel et al., 1999; Shin et al., 1999) et
alsS (acétolactate synthase) (Renna et al., 1993). Les deux produits secondaires sont alors
exportés dans le milieu extérieur. Ceci se traduit par une acidification du milieu. Lorsque, par
la suite, la source de carbone préférentielle est épuisée, |’ acétate et |’ acétoine peuvent étre
réimportés et utilisés. Mais tant que du glucose se trouve dans le milieu de croissance et est
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utilisé, I’ expression des génes du métabolisme de |’ acétate et de I’ acétoine, acsA (acétyl-CoA
synthétase), acuA (acétoine déshydrogénase) et acoA (sous-unité acétoine déshydrogénase),

est réprimée par CcpA.

Dans certains cas, il peut y avoir plusieurs sites cre adjacents au niveau de la région
régulatrice d’ un opéron. C’est le cas des opérons gnt et xyl (Gosseringer et al., 1997; Miwa et
al., 1997) (Table 3). Dans le cas de |’opéron xyl, les auteurs ont montré que CcpA pouvait
interagir avec trois sites cre: le site crel situé dans le premier gene de I'opéron xyl et
impliqué dans la répression catabolique par CcpA et deux autres sites cre, |’ un chevauchant la
séquence —35 et |’autre situé en aval du premier cre cité. Les séquences de ces trois cre
différent |égerement, celui décrit par Hueck et ses collaborateurs étant e plus ressemblant a
la séquence consensus chez Bacillus subtilis (Hueck et al., 1994). Cela explique I’ affinité
différentielle de CcpA pour ses sequences. Une mutation dans crel entraine la perte de la
régulation par CcpA in vivo et la perte de d'interaction avec les trois sites cre in vitro,
suggérant une dépendance physique entre ses séquences.

L’ étude de la répression catabolique du gene amyE a aussi permis d’identifier CcpA
(Catabolite control protein A), le régulateur transcriptionnel qui reconnait la séquence cre. En
effet, I'interruption du géne ccpA rend I’expression du gene amyE insensible au glucose
(Henkin et al., 1991). Par la suite, de nombreuses études ont confirmé le réle du géne ccpA
dans la répression catabolique (acsA et acuABC) (Grundy et al., 1994) (gnt) (Fujita & Miwa,
1994).

Le réle de CcpA a été démontré chez de nombreuses bactéries a Gram positif et faible
pourcentage en GC (Kuster et al., 1996), notamment Bacillus megaterium (Hueck et al.,
1994; Hueck et al., 1995), Lactobacillus casei (Monedero et al., 1997), Lactococcus lactis
(Luesink et al., 1998) et Enterococcus faecalis (Leboeuf et al., 2000a; Leboeuf et al., 2000b).
Cependant, chez Streptococcus mutans, la protéine RegM, homologue de CcpA, ne semble
pas fonctionner comme ce dernier régulateur. En effet, une délétion du gene regM ne conduit
pas a I’abolition de la répression catabolique, bien au contraire (Simpson & Russell, 1998).
Par ailleurs, chez Streptococcus pneumoniae, outre son implication dans la répression de
I’expression de I'a-glucosidase et de la b-galactosidase, RegM semble impliqué dans la
régulation de la biosynthese des polysaccharides capsulaires, ce qui suggere un lien entre cette

protéine et lavirulence de cette bactérie (Giammarinaro & Paton, 2002).
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CcpA de Bacillus subtilis a été surexprimeée et purifiée (Miwa et al., 1994; Kim et al.,
1995). Il s'agit d'une protéine de 38 kDa, active sous la forme d' un dimére. Les homologies
de séguence protéique montrent qu'elle appartient a la famille des régulateurs
transcriptionnels Lacl/GalR (25 % d'identité avec la séquence de Lacl et 31 % avec celle de
GaR). En effet, CcpA, Lacl et GaR partagent des séquences aminoterminales trés proches,
correspondant au domaine hélice-tour-hélice de fixation aI’ADN (Henkin et al., 1991). La
partie C-terminale de CcpA est constituée de deux sous-domaines permettant I’ intégration du
signal donné par le métabolisme (Jones et al., 1997; Kraus et al., 1998).

Par ailleurs, les études concernant I'expression génique indiguent que CcpA est
synthétisée de fagon constitutive, notamment en présence ou en absence de glucose. Aingi, il
semble que ce soit I’activité biochimique de CcpA qui est modulée, permettant ou pas
I”interaction avec son opérateur cre (Miwa et al., 1994; Hueck & Hillen, 1995). Cependant, il
existe chez Lactococcus lactis (Luesink et al., 1999) et Lactococcus pentosus (Mahr et al.,
2000) un site cre dans larégion régulatrice de I’ expression de ccpA qui pourrait permettre son

autorégulation.

Chez Bacillus subtilis, la mutation ptsH1, qui permet d exprimer la protéine HPr-
Serd6Ala, provoque une levée plus ou moins forte de la répression cataboligue par e glucose
de I’expression d'un certain nombre d’enzymes (gluconate kinase, glucitol déshydrogénase,
mannitol-1-P déshydrogénase et mannitol PTS perméase, inositol déshydrogénase)
(Deutscher et al., 1994). Le fait que ce mutant présente un phénotype similaire a celui d’un
mutant ccpA suggere que HPr-Ser46-P est | effecteur qui module I’ activité de fixation a
I”’ADN de CcpA. Aussi, I’année suivante, I’interaction directe entre CcpA et HPr-Ser-46-P a
été démontrée in vitro par des expériences de retard d' éution sur colonne (Deutscher et al.,
1995). Ces reésultats ont été confirmés par la suite par des expériences employant les
techniques de résonance magnétique nucléaire et de dichroisme circulaire (Jones et al., 1997).
La spécificité de cette interaction a aussi été testée par retard d’' éution sur colonne. En effet,
alors qu'elle retarde I’élution d’'HPr-Ser46-P, la présence de CcpA ne retarde pas celles
d HPr, d HPr-Hisl15-P et de HPr doublement phosphorylée sur I’ histidine 15 et la sérine 46.
Cette découverte renforce le lien entre la répression catabolique directement médiée par CcpA
et une forte activité glycolytique puisque la forme HPr-Ser46-P est la conséquence de
I activité kinase d’ HPrK/P induite par laforte concentration en FBP.
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Mais comment cette interaction module-t-elle I’ activité de CcpA ? Il avait été observé
que CcpA était capable de se lier alI’ADN mais de maniére aspecifique (Miwa et al., 1994).
Par la suite, les équipes de J. Deutscher et Y. Fujita ont montré que le complexe CcpA/HPr-
Ser46-P était capable de reconnaitre spécifiquement la séquence ADN cre (Deutscher et al.,
1995; Fujita et al., 1995). En effet, Fujita et ses collégues ont montré par des expériences
d empreinte ala DNase | que CcpA protégeait la séquence cre situé dans |a phase codante de
gntR, le premier gene de I’ opéron gnt, uniguement en présence de HPr-Ser46-P (Fujita et al .,
1995). La specificité de cette interaction a été confirmée par mutagenése dirigée. La
substitution d’une seule base dans la séguence cre suffit a perturber la fixation de CcpA
(Fujita et al., 1995). Cette interaction a ensuite été caractérisée de maniere plus détaillée
(Jones et al., 1997). Le domaine d'interaction de CcpA avec HPr-Ser46-P a été déterminé. Ce
sont les deux hélices a, A et B, d’HPr qui interagissent avec le domaine C-terminal de CcpA.
En effet, I’'hélice A comprend I’ histidine 15 et les résidus voisins du site actif et I’hélice B
inclut la sérine 46, permettant ainsi la reconnaissance spécifique d’ HPr-Ser46-P par CcpA.
Reizer et ses collaborateurs avaient observé qu’ une mutation de I’ histidine 15 d'HPr en une
alanine annulait la répression catabolique (Reizer et al., 1996). Cette mutation diminue
probablement la spécificité de reconnaissance de I’interaction de CcpA vis-avis dHPr. 1l a
été montré que I’interaction entre les hélices a d’'HPr et la partie C-terminale de CcpA ne
modifiait pas la conformation des deux protéines (Jones et al., 1997). Des expériences de
dichroisme circulaire montrent aussi que le complexe est formé de deux protéines HPr-Ser46-
P et d'un dimére de CcpA (Jones et al., 1997). L’ alignement de séquences de CcpA avec les
protéines trés homologues et les protéines de la famille Lacl/GalR révéle une séquence
conservée specifique de CcpA qui est impliquée dans la reconnaissance d HPr-Ser46-P
(Kraus et al., 1998). Cette région est chargée positivement (Kraus et al., 1998). CcpA et HPr-
Ser46-P sont donc probablement liés par des forces électrostatiques puisque la
phosphorylation de la sérine 46 d’HPr rend cette région négativement chargée. En
conséquence, la formation du complexe CcpA/HPr-Ser46-P a pour résultat I’ augmentation de

I’ affinité du domaine N-terminal de CcpA pour le motif cre.

Il existe d’ autres cofacteurs de CcpA. En effet, dans certains cas, il a été observé que
la présence de FBP stimulait la formation du complexe CcpA/HPr-Serd6-P (Deutscher et al.,
1995; Kim et al., 1998; Galinier et al., 1999). Cependant, le réle du FBP n'a pu étre mis en
évidence dans le cas des opérons lev et gnt (Martin-Verstragte et al., 1999). S agissant du

gene amyE, Kim et ses collaborateurs ont montré qu’'en présence de FBP uniquement,
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I’ affinité de CcpA pour sacible était stimulée d'un facteur 2 alors que HPr-Ser46-P seul ééve
d un facteur 10 cette affinité. Mais lorsgue I’on combine HPr-Serd6-P au FBP, I’ affinité de
CcpA est stimulée d'un facteur 300 (Kim et al., 1998). Toutefois, ni I’gout de FBP ni le
complexe CcpA/HPr-Ser46-P ne semblent avoir d'effet sur le niveau de répression de
I’expression du gene amyE dans des expériences de transcription in vitro (Voskuil &
Chambliss, 1996; Kim et al., 1998). Par ailleurs, Kim et ses collaborateurs ont montré que
I’gjout de NADP, réduit ou oxydeé, stimulait d'un facteur 1,5 et 120, respectivement en
absence et en présence de HPr-Ser46-P, I affinité de CcpA pour la séquence cre. En outre,
I’gjout de NADP stimule spécifiqguement I’'inhibition de la transcription du gene amyE d’un
facteur 120 (Kim et al., 1998). Ainsi, le NADP a un effet significatif sur la capacité de CcpA
a lier la sequence cre mais un effet beaucoup plus important sur I'inhibition de la
transcription. Ces auteurs suggerent que larépression de |’ expression du géne amyE n’ est pas
directement liée a la fixation de CcpA sur le site cre mais a la stimulation de I'interaction
entre CcpA et I’ARN polymérase en présence de NADP(H), comme cela a déja été proposé
auparavant pour le régulateur GalR de I’ opéron gal (métabolisme du galactose) d’ Escherichia
coli (Chatterjee et al., 1997; Choy et al., 1997). Cependant, il convient de se demander quel
signification physiologique le réle du NAPD(H) supporte.

Par ailleurs, il a été montré que CcpA était capable de lier la séquence cre selon deux
modes. Au niveau du promoteur de I’opéron gnt de Bacillus subtilis, il existe un deuxiéme
site cre auquel CcpA est capable de se fixer uniquement en présence d'une grande
concentration de G6P (Miwa et al., 1997). L’ effet du G6P a aussi été observé dans le cas de
I’opéron xyl de Bacillus megaterium (Gosseringer et al., 1997). La fixation de CcpA en
présence d'HPr-Serd6-P a lieu de fagon non-coopérative. En revanche, elle a lieu
coopérativement en présence de G6P mais sur d autres sites cre. Cela suggere I’ existence de
deux formes de répression catabolique dans le cas de ces opérons. Mais ces résultats sont a
considérer avec précaution. Les conditions expérimentales utilisées n’ont sans doute pas de
véritable signification physiologique ([G6P]>30 mM et pH acide).

Alors gu’ HPr-Ser46-P semblait étre le cofacteur principal de CcpA, la persistance du
phénomeéne de répression catabolique des opérons hut (Zalieckas et al., 1999), iol (Miwa et
al., 2000), lev (Martin-Verstraete et al., 1995) et xyn (Galinier et al., 1999) dans un mutant

ptsH1 mais pas dans un mutant ccpA restait a expliquer.
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Il aaors été montré que Crh, une protéine homologue a HPr (cf partie 2.2.2.2.1), joue
aussi un role régulateur via sa phosphorylation sur la sérine 46 par I'HPrK/P (Galinier et al.,
1997; Turinsky et al., 1998; Zalieckas et al., 1998b; Zalieckas et al., 1998a; Galinier et al.,
1999; Martin-Verstraete et al., 1999; Presecan-Siedd et al., 1999). Dans ces cas, la délétion
du gene crh n’affecte pas la régulation médiée par CcpA. Mais la régulation résiduelle qui
persiste dans un mutant ptsH1 est complétement abolie lorsgu’une mutation de crh est
goutée. De facon surprenante, le gene crh est uniquement présent chez les Bacillacées
proches de Bacillus subtilis, a savoir Bacillus anthracis, Bacillus halodurans et Bacillus
stearothermophilus. Pourtant, I’opéron yvc dans lequel se trouve crh existe chez d'autres
bactéries que ces Bacilli. La protéine Crh joue-t-elle un réle spécifique chez Bacillus subtilis

et ses proches cousines ?

En résumé, en présence d’'un sucre rapidement métabolisable comme le glucose,
I’augmentation du pool de FBP stimule I'activité kinase de HPrK/P. Cette enzyme va
phosphoryler la protéine HPr (et Crh) sur la sérine 46. HPr-Ser46-P (et Crh-Ser46-P) est alors
capable d'interagir avec le régulateur transcriptionnel CcpA. Ce complexe se fixe sur une
séquence specifique située dans la région régulatrice des genes cibles. S ensuit la répression
(ou I’ activation) de I’ expression de ces genes (Figure 26). La proténe HPr joue donc un réle
double de facon alternative dans la régulation du transport par le systeme PTS (HPr-His15-P)
et dans larégulation de I’ activité de CcpA (HPr-Ser46-P). La balance entre ces deux fonctions
est régulée par I’ activité de I’ HPrK/P qui est donc le senseur central de I’ é&at métabolique et
énergétique de la bactérie pour son adaptation physiologique. Selon une estimation statistique
et plusieurs anal yses transcriptomiques (Moreno et al., 2001; Y oshida et al., 2001), prés de 10
% des genes de Bacillus subtilis pourraient étre soumis a la répression/activation catabolique
sensu stricto (Deutscher et al., 2002) (Table 3). Parmi ces géenes, un tres grand nombre
appartient au métabolisme du carbone (transport et métabolisme intracellulaire) et au systeme
membranaire de production d’ énergie étroitement lié (Table 3). Mais CcpA médierait auss la
régulation d’ autres fonctions comme la sporulation, la chémotaxie, e métabolisme des acides

nucléques et des coenzymes (Moreno et al., 2001) (Table 3).
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A cbté de ces acteurs principaux, deux autres régulateurs en trans ont éé décrits qui
sont impliqués dans la répression catabolique.

Le premier d’ entre eux est code par le géne ccpB (catabolite control protein B). Lerole
partiel de CcpB a été observé dans larégulation des opérons gnt et xyl de Bacillus subtilislors
de la croissance en milieu solide en présence de glucose, de mannitol et de sucrose (Chauvaux
et al., 1998). En phase liquide, la levée de la répression catabolique par une interruption de
ccpB N’ est perceptible que dans des conditions particulieres de faible agitation conduisant a
une faible aération du milieu. CcpB est une protéine synthétisée de fagon constitutive qui
possede 30 % d'identité avec CcpA. Mais les séquences CcpA-spécifiques ne sont pas
conserveées ce qui suggere que CcpB n'interagit pas avec HPr ou Crh. L’ ensemble de ces
éléments suggere que CcpB répond plutbt a un signal de type physico-chimique (oxygénation

du milieu, densité cellulaire...).

Le deuxieme nouvel acteur en trans est codé par le géne ccpC (catabolite control
protein C). Il a été identifié lors de I’ étude de la régulation des génes codant les enzymes du
cycle de Krebs (Jourlin-Castelli et al., 2000; Kim et al., 2002b; Kim et al., 2002a). CcpC
appartient ala famille de régulateur transcriptionnel LysR. Il a éé montré que CcpC réprimait
la transcription des genes citZ (citrate synthase) et citB (aconitase) en réponse a la faible
disponihilité en citrate du milieu de culture (Jourlin-Castelli et al., 2000). Une mutation de
ccpC entraine une levée de la répression de I’expression de citB d'un facteur 18 et 2,
respectivement, en présence de glucose ou de citrate comme seule source de carbone. CcpC
est donc requis pour la répression de I’ expression de citB de fagon dépendante du glucose.
Cette mutation entraine aussi une augmentation d’'un facteur 2 de I’expression de citZ en
présence de glucose mais pas de citrate, ce qui suggére que CcpC est un régulateur négatif de
I’ expression de citZ. En outre, |’expression de citZ est soumise a la répression catabolique
mediée par CcpA. Au niveau moléculaire, CcpC est capable delier I'ADN au niveau de deux
séquences spécifiques (Figure 27). Mais en présence de citrate, CcpC n’interagit plus qu’ avec
la premiere séquence permettant ainsi une modulation de I’ expression de citB (Figure 27). Les
mémes auteurs ont ausst montré que CcpC était impliqué dans la répression de |’ expression
des genes citB et citZ lors de la croissance anagrobie, condition de croissance ou le citrate est
vraisemblablement en faible quantité dans la cellule (Nakano et al., 1998; Jourlin-Castelli et
al., 2000). Tres récemment, la régulation de |’ expression de ccpC a été étudiée (Kim et al.,

2002b). Ces études révelent une autorégulation de I’expression de ccpC par CcpC et une
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Figure 27. Modéle de régulation de I'expression des genes citZ et citB par CcpC en
présence et en absence de citrate. Les positions sont indiquées en fonction du site
d’initiation de la transcription.

A. L'expression de citZ est directement réprimée par CcpA et CcpC.

B. Le promoteur de citB est directement réprimé par CcpC et indirectement par CcpA. En
présence de citrate, CcpC ne lie que les deux séquences axées en -66 (fleches noires) et
'ARN polymérase peut accéder au promoteur. En I'absence de citrate, CcpC a une plus
forte affinité pour 'ADN et interagit avec un motif supplémentaire. Cette interaction aurait
pour conséquence une courbure de ’ADN qui empécherait 'ARN polymérase de reconnaitre
le promoteur.

D’aprés Sonenshein, 2002.
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régulation par CcpA. L’initiation de la transcription a en fait lieu au niveau de deux
promoteurs différents. L’ activité du premier promoteur P1, situé juste en amont de la phase
codante de ccpC est négativement controlée par CcpC, indépendamment de la source de
carbone disponible dans le milieu. CcpC interagit avec une séquence similaire a celle qu'il
reconnait dans les régions régulatrices de citB et de citZ. L’ activité du promoteur P2, devant le
gene amont ykuL (gene dont la fonction est encore inconnue), est contrélée par CcpA en
fonction de la présence ou de I’absence de glucose. En effet, il existe une boite cre
fonctionnelle juste en amont de la sequence —35 de ce deuxiéme promoteur. Ainsi, en
présence de glucose, CcpA agit comme un répresseur de la transcription de ccpC. En
conclusion, la Figure 28 illustre la régulation complexe des génes citB et citZ par CcpA et
CcpC.

2.3.2.2. Régulation CcpA-dépendante des genes des voies centrales du
métabolisme

Nous avons vu a travers la description du métabolisme général de la répression
catabolique médiée par CcpA que celui-ci régulait négativement I’ expression d'un trés grand
nombre de genes impliqués dans |e métabolisme de sources de carbone non préférentielles en
présence d'un sucre rapidement métabolisable comme le glucose. De cette maniere, cette

régulation conditionne fortement I’ entrée du carbone dans les voies centrales du métabolisme.

En présence de glucose, la machinerie de la répression catabolique va réprimer
I’ utilisation des autres sources de carbone. Mais elle va aussi diriger le flux de carbone entre
la glycolyse, la voie des pentoses phosphate et e cycle de Krebs en contrdlant |’ expression
des genes de ces trois voies. En effet, Tobisch et ses collaborateurs ont montre |’ importance
de CcpA dans la régulation du métabolisme carboné chez Bacillus subtilis par des
comparaisons protéomiques et des analyses transcriptionnelles (Tobisch et al., 1999b). La
mutation de ccpA entraine une atération sévere de la croissance en présence de glucose
comme seule source de carbone. Ce phénotype est due a quatre déficiences qui sont liées.
Premiérement, Tobisch et ses collaborateurs ont montré que la protéine CcpA était nécessaire
ala stimulation de la synthese des enzymes de la partie centrale de la glycolyse, gapA, pgk,
tpi, pgm et eno (Tobisch et al., 1999b). Cependant, ils n’ont pas observeé d induction par le

glucose de la synthése des genes de la partie supérieure de la glycolyse, pgi, pfk et fhaA, de
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pykA et de pdhABCD contrairement a ce qui avait été suggéré par d’ autres études (Moreno et
al., 2001; Yoshida et al., 2001). Deuxiemement, Stllke et ses collégues ont montré que dans
un mutant ccpA, le transport des sucres PTS était fortement perturbé par la titration d’ HPr-
His15-P (Ludwig et al., 2002b). En effet, en I’absence de CcpA, I’ activité kinase d’ HPrK/P
est telle que HPr est tres majoritairement phosphorylée sur la sérine en position 46. Par
conséquent, la chaine de transfert de phosphate du systéme PTS, du PEP vers I’enzyme I1A,
est bloquée et le sucre inducteur de |’expression des genes codant les enzymes de son
catabolisme ne peut pas étre perméeé (cf partie 2.2). Dans ces conditions, le glucose n’est pas
perméé efficacement. Par conséquent, la croissance est trés ralentie. Ainsi, en présence de
glucose, CcpA est requis pour une activité glycolytique optimale. Troisiemement, il a é&é
montré que CcpA est nécessaire a |’ assimilation de I’ammonium comme seule source d azote
(Faires et al., 1999). En effet, CcpA est requis pour |’ expression de |’ opéron gItAB qui code la
glutamate synthase. Cette enzyme est indispensable pour I'assimilation de |I’ammonium
(Figure 7). Enfin, quatriemement, Ludwig et ses collegues ont montré que la présence de
meéthionine et des acides aminés branchés permettait une meilleure croissance dans un milieu
minimum. En effet, CcpA est nécessaire a I’ expression de I’ opéron ilv-leu impliqué dans la

biosynthese des acides aminés branchés (Ludwig et al., 2002a).

En revanche, en présence de glucose comme source de carbone et de glutamate
comme source d’ azote, CcpA semble réprimer le fonctionnement du cycle de Krebs. 1l a été
observeé que I’ expression de citH (malate déshydrogénase), citC (isocitrate déshydrogénase),
citB (aconitase), odhA (sous-unité de la 2-oxoglutarate déshydrogénase), sucCD (succinyl
Coenzyme A synthétase) et citG (fumarase) éait réprimée par le glucose (Tobisch et al.,
1999b; Moreno et al., 2001; Yoshida et al., 2001). Plus récemment, |’ équipe de Sonenshein a
montré que CcpA, outre I’ effet indirect qu’il exerce via larégulation de I’ expression de ccpC,
régule aussi directement |’ expression des genes citZ (citrate synthase) et citB (aconitase) (Kim
et al., 2002b; Kim et al., 2002a). Ainsi, |I’expression des genes du cycle de Krebs est tres
finement régulée par au moins deux régulateurs directement ou indirectement (Figure 28),
CcpA et CcpC, tous deux sensibles a la source de carbone disponible dans le milieu de

Ccroissance.

Ainsi, en présence de glucose et de glutamate, la régulation catabolique médiée par
CcpA stimule la glycolyse et réprime le cycle de Krebs. Physiologiquement, en effet, lorsque

Bacillus subtilis pousse dans un milieu contenant du glucose comme source de carbone et une
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source d'azote, la glycolyse fournit les principaux intermédiaires métaboliques carbonés et
une partie suffisante d’énergie (la respiration fournissant de I’ATP par phosphorylation
oxydative). Dans ces conditions, le cycle de Krebs ne fonctionne pas pour fournir de I’ ATP
mais les précurseurs anaboliques dont il a «I’exclusivité». Le pyruvate et |’acétyl-CoA
produits qui ne rentrent pas efficacement dans le cycle de Krebs sont dérivés en acétate, en
acétoine et en lactate puis excrétés.

2.3.23. Bréve comparaison avec la répression catabolique chez les
bactériesa Gram négatif

Chez les bactéries a Gram négatif, dont le modél e est Escherichia coli, les mécanismes

de répression catabolique ont été caractérises bien avant ceux modulant le méme phénomene

chez Bacillus subtilis. Cependant, contrairement au cas des bactéries & Gram positif et faible

pourcentage en GC, ou un mécanisme majeur et pléiotropique prédomine, impliquant les

protéines CcpA, HPr et HPrK/P, les bactéries a Gram négatif ont développé plusieurs
systemes dont il est plus difficile de quantifier I'importance relative (Stulke & Hillen, 1999).

Chez Escherichia coli, le premier mécanisme pléiotropique de la répression/activation
catabolique identifié implique le couple Enzyme 1IA®° (EIIA®Y) et le régulateur
transcriptionnel CAP (Catabolite Activator Protein), aussi appelé CRP (CAMP Receptor
Protein) parce que son activité est modulée par I’ AMP cyclique (AMPc) (Postma et al., 1993;
Bruckner & Titgemeyer, 2002).

Lorsqu’ Escherichia coli croit en I'absence d'une source de carbone rapidement
métabolisable (Figure 29), le ratio PEP-pyruvate est élevé. Par conséquent la protéine EI1AS
se trouve principalement sous sa forme phosphorylée. P-EIIA®C a la propriété de stimuler
I’activité de I’adénylate cyclase et/ou d'inhiber I'activité de I’AMPc phosphodiestérase
(Postma et al., 1993; Takahashi et al., 1998). La forte concentration en AMPc cytoplasmique
qui en découle favorise la formation du complexe CAP/AMPc, qui est alors capable
d interagir avec une séquence spécifique au niveau de la région régulatrice des génes soumis a
larépression catabolique et ainsi d’ activer leur transcription. Mais, en présence de glucose ou
d' un autre sucre rapidement métabolisable (Figure 29), le ratio PEP-pyruvate est faible et
provoque la déphosphorylation o EIIA®C., L'absence de stimulation de I'activité de

I"adénylate cyclase résulte en une faible concentration en AMPc et donc |'absence de
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Figure 29. Réles du PTS et de la protéine CAP dans la régulation du métabolisme carboné
chez Escherichia coli.

D’aprés Deutscher et al., 2002.
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formation du complexe CAP/AMPc. Dans ces conditions, |I’expression des genes impliqués
dans I’ utilisation de sources de carbone non-préférentielles n'est pas activée. Par ailleurs, la
forme non phosphorylée o' EIIA®® est aussi impliquée dans les processus d'exclusion et
d expulsion d’'inducteurs et dans la régulation de I’ activité de la glycérol kinase chez les
bactéries a Gram négatif (cf partie 2.2).

Chez Bacillus subtilis et les autres bactéries a Gram positif, les fonctions exercées par
EIIA®' chez Escherichia coli semblent prises en charge par la protéine HPr (cf parties 2.2)
(Figure 30). En outre, ces bactéries a Gram positif ne possedent pas de gene codant une
adénylate cyclase, du moins de classe connue, pour produire I’AMPc (la présence de cette
molécule n’a pas pu étre détectée expérimentalement chez ces bactéries). L' HPrK/P « sent »
la variation de concentration des métabolites de la glycolyse, essentiellement le FBP. Bien
que contrélant les mémes phénomenes, les déterminants de la répression catabolique sont
donc différents entre Bacillus subtilis et Escherichia coli. Dans le premier cas, il S agit de
contréler I’inhibition de la transcription par modulation de I'activité d'un répresseur
(« accessoirement » activateur) transcriptionnel. Dans le second cas, il Sagit de controler

I” activation de la transcription par modulation de |’ activité d’ un activateur transcriptionnel.

Cependant, il existe des homologues d'HPrK/P chez quelques bactéries a Gram
négatif : Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Bordetella pertussis, Treponema
pallidum, Chlorobium tepidum et Xylella fastidiosa (Deutscher et al., 2002). Toutefois, chez
Neisseria meningitidis et Bordetella pertussis, il n'y a ni d’enzymes EIIB et EIIC pour le
transport PTS-dépendant ni d’ homologue de CcpA pour la régulation transcriptionnelle. Par
conséguent, chez ces bactéries, HPr-Ser-P n’intervient ni dans la régulation du transport par le
systeme PTS ni dans la régulation catabolique dépendante de CcpA.

Par alleurs, il existe un second mécanisme pléiotrope de répression catabolique qui est
indépendant de I’ AMPc chez Escherichia coli et d autres bactéries & Gram négatif. Geerse et
ses collegues ont d’abord montré que la protéine FruR réprimait directement |’ expression de
I’ opéron fru, impliqué dans le métabolisme du fructose (Geerse et al., 1986). Par la suite, le
répresseur FruR a été renommé Cra pour Catabolite repressor/activator. Chin et ses
collaborateurs ont montré qu’ un mutant nul de fruR était incapable de pousser en présence des
intermédiaires métaboliques du cycle de Krebs comme seule source de carbone (Chin et al.,
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Figure 30. Réles du PTS et de CcpA dans la régulation du métabolisme carboné chez
Bacillis subtilis.

D’aprés Deutscher et al., 2002.
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1987). Une autre mutation de fruR, qui conduit a I’ expression constitutive du régulon fructose
par inactivation de Cra, réprime I’expression des enzymes de la néoglucogenése et active
I’ expression des enzymes de la glycolyse, de I’enzyme | et des enzymes Il du PTS (Chin et
al., 1989), reproduisant ainsi I’effet de la présence de glucose dans le milieu. La Table 4
dresse la liste des genes dont I’ expression est régulée, soit positivement, soit négativement,
par le régulateur Cra (Saier & Ramseier, 1996).

Sur le plan moléculaire, la maniére dont la protéine Cra contréle la transcription est
relativement similaire a celle évoquée précédemment et qui concerne CcpA (Figure 31). Cra
reconnait une sequence pseudo-palindromique asymétrique : RSTGAAWC %2 SNTHHW (le
symbole Yzreprésentant le centre du palindrome ; R correspond a A ou G, SaCou G, W aA
ou T, N an’importe quel nucléotide et H a A ou C) (Saier & Ramseier, 1996). La position de
cet opérateur dans la région régulatrice des génes concernés détermine le sens de la
régulation. Lorsgu’ elle est placée en amont du promoteur, I interaction entre cette séquence et
Cra provoquerait une déformation de I’ ADN qui favoriserait I'interaction entre Cra et I’ ARN
polymérase et ainsi la transcription (Cozzone, 1998). En revanche, lorsqu’elle est placée en
aval de la région promotrice, le complexe formeé aboutit a I’inhibition de I'expression des
genes concernés. L’ activité de liaison al’ ADN de Cra serait elle méme inhibée par le FBP et
le fructose-1-phosphate, qui lorsque le glucose est rapidement métabolisé, se trouvent en

concentration élevée dans la bactérie.

2.3.3. Lerdledirect du PTSdanslarégulation des génesdu transport et du
catabolisme primaire de sour ces spécifiques de carbone
Pour éviter de synthétiser constamment les transporteurs et les enzymes cataboliques
nécessaires al’ entrée des glucides et en particulier des sucres non préférentiels dans les voies
du métabolisme central du carbone (ce que j appelle catabolisme primaire), la transcription
des genes codant ces protéines est, dans la plupart des cas, induite seulement si leur substrat
spécifique est présent dans le milieu de croissance et s le glucose ou un autre sucre
préférentiel est absent. Dans un certain nombre de cas, chez Bacillus subtilis, |e mécanisme de

répression catabolique impliquant CcpA (cf partie 2.3.2) empéche la transcription de ces
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Genesreégulés positivement par laprotéineCra:
Phosphoénol pyruvate synthétase (ppsA)
Phosphoénol pyruvate carboxykinase (pckA)

Malate synthétase, isocitrate lyase (aceBA)
I socitrate déshydrogénase (icd)
Fructose-1,6-biphosphatase (fdp)

+ Cytochrome d oxydase (cyd)

Genesréegulés négativement par laprotéineCra:
Enzymes du catabolisme du fructose (fruBKA)
HPr, Enzyme | (ptsHI)
Enzymes de la voie d’ Entner-Doudoroff (edd-eda)
Phosphofructokinase (pfk)
Enzymes du catabolisme du mannitol (mlitADR)
Erythrose-4-phosphate déshydrogénase (gapB)
Pyruvate kinase (pykF)

Table 4. Liste des genes dont |” expression est régulée par le régulateur transcriptionnel Cra.
D’ apres Saier et Ramseier, 1996.
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Figure 31. Modele de répression catabolique impliquant le régulateur transcriptionnel Cra
chez Escherichia coli.

En absence de sucre PTS, la protéine Cra interagit avec un opérateur spécifique (0) situé en
amont du promoteur. Le complexe Cra/opérateur favorise I'activité de 'ARN polymérase. Au
contraire, chevauchant ou localisé en aval du promoteur, ce complexe provoque une
inhibition de la transcription. Mais en présence d’'un sucre rapidement métabolisable, le
meétabolisme conduit notamment a 'augmentation de la concentration en FBP qui rend Cra
inactive et en conséquence perturbe l'interaction entre Cra et son opérateur.

D’aprés Saier et Ramseier, 1996.
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genes et opérons lorsque le glucose ou un autre sucre préférentiel est présent, et cela méme si
le substrat spécifique est présent lui aussi (arabinose, b-glucosides, galactose-1-P, glycéral,
gluconate, inositol, tréhalose, xylosides, xylose,...). Dans d'autres cas, |'activité des
régulateurs spécifiques de la transcription de ces génes et opérons est directement modulée
par le PTS en fonction de la présence ou de |’absence de glucose (ou d'un autre sucre
rapidement métabolisable). Dans ces cas-ci, le régulateur spécifique est un régulateur positif,
de type antiterminateur ou activateur, possédant un domaine particulier dit PRD (PTS
Regulation Domain) qui est la cible du contrdle positif et négatif par les composantes du PTS
(Table 5). Je n’évoquerai, dans cette partie, que le réle du PTS comme voie directe de
signalisation vers ces régulateurs de I’ état du métabolisme central du carbone et des sources

de carbone présentes dans le milieu.

2.3.3.1. Casdesantiterminateurs del’ élongation delatranscription

Parmi les mécanismes bactériens de régulation de |'expression des genes, la
terminaison/antiterminaison transcriptionnelle constitue un systeme assez commun de
contréle du niveau de transcription, surtout chez les bactéries a Gram positif (Henkin &
Y anofsky, 2002; Stilke, 2002). Concernant la régulation du métabolisme carboné chez les
bactéries a Gram positif, on peut distinguer deux classes suivant la famille a laguelle
appartient la protéine antiterminatrice impliquée : la classe des antiterminateurs possédant un
domaine PRD donc sous controle du PTS et |la classe des régulateurs non contrélés par le
PTS, dont un représentant est GlpP (utilisation du glycéral). Ici, il ne sera question que des
antiterminateurs a PRD controlés par le PTS. A cet égard, Bacillus subtilis posséde plusieurs
opérons cataboliques qui sont ainsi controlés: I’opéron bglPH pour I'utilisation des b-
glucosides, controlé par LicT (Kruger & Hecker, 1995; le Coq et al., 1995; Schnetz et al.,
1996) ; le géne sacB et I’ opéron sacXY pour I’ expression de la |évane-saccharase, controlés
par SacY (Steinmetz et al., 1989; Tortosa et al., 1997; Idelson & Amster-Choder, 1998) ;
I’opéron sacPA qui code un systeme d'utilisation du saccharose, controlé par SacT
(Débarbouillé et al., 1990) ; et I’opéron ptsGHI codant le transporteur PTS EII® et les
protéines générales du PTS, contrélé par GIcT (Bachem et al., 1997; Stilke et al., 1997,
Bachem & Stilke, 1998). Les contréles physiologiques des régulations mediées par LicT et

GIcT seront présentés ci-apres.
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Régulateur stranscriptionnels contenant des PRD dont I’ activité a été étudiée de maniere détaillée.

Régulat Op&rons — \ombre  Ré Af'tiva_
égulateur s ombre Régu- ion L -
possédant  Organisme E;Jgg:: de lateur HPr Rﬁgﬁi'\/ﬁme Références
des PRD . .y résidus négatif dépen-
métabolisés) d
ante
Antiterminateurs PRD1 PRD2
BalG E. cali bglFB ; bglG 278 BgdIF oui His101; His208(-) Chen et al.,1997 ;
(b-glucoside) His159 Gorke et al.,1999
GlcT B. subtilis ptsGHI 281  PtsG non His104(-) ; His211; Bachem et al.,1998
(glucose) His163 His272
LicT B. subtilis bglS; bglPH 277 BglP oui His100(-)"; His2007(+)"; Tortosaet al., 2001
(b-glucoside) Hisl59(-)" His269(+)”  ; Lindner et
al.,1999
SacY B. subtilis sacB ; sacXY 280  SacX non  His99(-)"; His207"; Tortosaet al.,
(sucrose) Hhis158 His269" 1997 ; Tortosa et
al., 2001
SacT B. subtilis sacPA 276  SacP ouli His97(-); His205; Arnaud et al.,1996
(sucrose) His156 His267
Activateurs
MtIR B. stearo- mtl ARFD 697 MtlA oui His236(-)”; His348(+)"; Henstraetal., 2000
thermophilus ~ (mannitol) His295(-)"  His405(+)"
LicR B. subtilis licBCAH 641 LicB oui His219(+) ; His333(+)”;  Tobischetal.,1999
(b-glucoside) His278(+)  His392(+)
LevR B. subtilis levDEFGsacC 938  LevE oui  His506”;  His869(-)"  Martin-Verstraete
(fructose) His567" et al., 1998

Table 5. Régulateurs transcriptionnel s contenant des PRD dont I’ activité a été étudiée de

maniére détaillée.

& Lesrésidus histidines dont la phosphorylation a été montrée in vitro et qui sont le site d’ une
régulation négative (-) médiée par Ell ou positive (+) médiée par HPr sont indiques.
D’ apres van Tilbeurgh et Declerck, 2001.
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La Figure 32 illustre le mécanisme général commun aux antiterminateurs possedant un
domaine PRD. La transcription des genes et opérons qui sont contrdlés par ce mécanisme est
initiée congtitutivement. Mais, en I’absence d'inducteur, |’élongation est tres rapidement
bloquée par laformation d’ une structure terminatrice, localisée entre le promoteur et la phase
codante du premier géne. Lorsqu’il est activé par le systéme PTS en réponse a la présence de
I"inducteur spécifique et a |'absence de glucose ou d'un sucre plus efficacement
métabolisable, I'antiterminateur se fixe sur ’ARNmM naissant au niveau d une séquence
spécifiqgue appelée RAT (Ribonucleic Anti-Terminator) qui précede et chevauche le
terminateur (Houman et al., 1990; Aymerich & Steinmetz, 1992; Arnaud et al., 1996; Stilke
et al., 1997). La fixation de I'antiterminateur sur sa séquence RAT permet de stabiliser la
structure secondaire en tige-boucle du RAT (Manival et al., 1997), empéchant ains la
formation du terminateur. L’ARN polymérase peut alors poursuivre I’éongation de la

transcription.

L’ un des mécanismes les plus éudiés impliquant un antiterminateur de ce type a été
caractérisé chez Escherichia coli : il implique I’ antiterminateur BglG qui régule I’ expression
des genes du métabolisme des b-glucosides (Mahadevan et al., 1987; Mahadevan & Wright,
1987; Schnetz & Rak, 1988; Amster-Choder et al., 1989; Amster-Choder & Wright, 1990;
Houman et al., 1990; Amster-Choder & Wright, 1992; Amster-Choder & Wright, 1993). Il est
le seul de ce type contrélant des génes du métabolisme carboné chez Escherichia coli (Stilke
et al., 1998).

Les antiterminateurs possédant un domaine PRD appartiennent a la famille
BglG/SacY . Ces antiterminateurs sont constitués de trois domaines : un domaine N-terminal
de fixation al’ ARNm d’environ 55 acides aminés nommé CAT (Co Anti-Terminator) et deux
domaines PRD d'environ 110 acides aminés chacun, notés PRDI et PRDII (Figure 33)
(Manival et al., 1997; Tortosa et al., 1997; Stilke et al., 1998). Chaque PRD contient deux
histidines conservées (Table 5). Ces résidus sont phosphorylables de facon réversible par le
systeme PTS. Le domaine CAT reconnait spécifiguement une séquence RAT donnée.
Lorsgu’il est exprimé sous forme de domaine isolé, son activité de liaison al’ARN RAT est
insensible a I’ é&at du PTS ou a la présence/absence de I’inducteur spécifique (Manival et al.,
1997; Declerck et al., 1999). La capacité de I’ antiterminateur complet alier I’ ARNm est donc
modul ée par |’ état des domaines PRDI et PRDII.
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Figure 32. Mécanisme général de régulation de I'expression génique meédiée par un
antiterminateur transcriptionnel possédant un domaine PRD.

En l'absence de substrat inducteur, la séquence terminatrice forme une structure
secondaire qui empéche la transcription de se poursuivre. En présence de I'inducteur
et en absence de sucre « préférentiel », la protéine antiterminatrice est activée et se
fixe sur la séquence RAT de 'ARNm dés qu’'elle est transcrite par la polymérase.
Ainsi, la structure en tige boucle formée par la séquence RAT est stabilisée et
empéche la formation du terminateur. La transcription se poursuit...

D’aprés Tortosa et al., 1997.



Antiterminateurs (LicT)

CAT PRDI PRDII
56 167 277

I [ I I
H100 H159 H207 H269

Activateurs transcriptionnels dépendants du facteur st (LevR)

HTH NifA-like PRDI [| AMan PRDII
144 345 471 579 834 938

I I I I
H506 H567 H585 H869

Activateurs transcriptionnels dépendants du facteur s# (MtIR)

HTH PRDI PRDII A
193 309 416 568 607 697
I I I I I
H236 H295 H348 H405 H598
o @ © © o

Figure 33. Structure secondaire des régulateurs possédant le domaine PRD.

Le domaine PRD est indiqué en gris. Il est commun aux antiterminateurs, aux
activateurs transcriptionnels sL ou sA —dépendants. Les sites de phosphorylation et
I'effet positif ou négatif résultant sont indiqués.

En bleu est indiqué le domaine CAT de I'antiterminateur. En noir sont indiqués les
domaines hélice-tour-hélice  d’interaction avec I'ADN des régulateurs
transcriptionnels. En rouge est indiqgué le domaine d’interaction avec I'ARN
polymérase qui contient le facteur s54. En vert ou en jaune sont indiqués les
domaines homologues a I'enzyme lIA.

D’aprés van Tilbeurgh et Declerck, 2001.
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2.3.3.1.1. Régulation des genes del’ utilisation des b-glucosides par LicT chez
Bacillus subtilis

L’ activité de liaison a I’ARNm de LicT est controlée par phosphorylation réversible
des domaines PRD par le PTS. D’une part, en I’absence de glucose, HPr-Hisl15-P peut
phosphoryler le domaine PRDII (C-terminal) sur deux résidus histidine conservés et ainsi
stimuler I'activité de |’ antiterminateur (Figure 34). Mais en présence de glucose, HPr est
majoritairement sous la forme HPr-Ser46-P ; le domaine PRDII ne peut plus étre phosphorylé
et I’antiterminateur est inactif (Stllke et al., 1998; Lindner et al., 1999; van Tilbeurgh &
Declerck, 2001). D’ autre part, la présence d'inducteur est aussi nécessaire a la stimulation de
I’ activité de I’ antiterminateur. En présence de salicine dans le milieu de croissance, ce substrat
est transporté et phosphorylé par le transporteur PTS EI1®Y. Mais en I'absence de salicine,
El1189 est constamment phosphorylée. Dans cet état, EII®9-P peut phosphoryler le domaine
PRDI et inactiver |I’antiterminateur (le Coq et al., 1995; Lindner et al., 1999). Finalement,
I’ antiterminateur N’ est actif que s'il est alafois phosphorylé sur le domaine PRDI et alafois
déphosphorylé sur le domaine PRDII, un état induit par la présence de salicine et |’ absence de
glucose ou d’'un autre sucre rapidement métabolisable (Figure 34). Les différents états de
phosphorylation de LicT correspondent a différentes structures quaternaires, a un équilibre
déplacé entre une forme dimérique trés compacte (état actif) et une forme dimérique plus
ouverte et peut-ére une forme monomérique (états inactifs) (Declerck et al., 2001; van
Tilbeurgh & Declerck, 2001).

Par ailleurs, il faut rappeler que cette régulation de I’ expression de I’ opéron bglPH se
double d’une répression catabolique par le glucose ou un autre sucre préférentiel médiée par
CcpA agissant au niveau de I’initiation de latranscription (Kruger & Hecker, 1995).

2.3.3.1.2. GIcT: contréle du transport du glucose et des composants
généraux du PTS

Le cas de GIcT est évidemment différent de celui de LicT puisque I’'inducteur

spécifique est ici aussi un sucre « préférentiel » : le glucose.

Chez Bacillus subtilis, le glucose est majoritairement transporté via le complexe PTS
glucose spécifique EIN®'® (Gay, 1979) codé par le géne ptsG. ptsG est transcrit en opéron avec
les genes ptsH et ptsl qui codent les composantes générales du PTS, en réponse a la présence
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de glucose (Stulke et al., 1997). L’expression de I'opéron ptsGHI est contrdlée par un
mécanisme d’ antiterminaison impliquant GIcT (Figure 35). En présence de glucose, GIcT
N’ est pas phosphorylé parce que le phosphate est « drainé » par la chaine PTS. Dans cet état,
GIcT forme un dimere actif et empéche laterminaison de I’ARNm ptsGHI naissant (Stulke et
al., 1997; Knezevic et al., 2000). Mais en I’absence de glucose, le domaine PRDI est
phosphorylé sur I’ histidine en position 104 et I’ antiterminateur est inactif (Bachem & Stiilke,
1998). Dans ces conditions, HPr-His15-P est le donneur primaire du groupement phosphate
mais il n'est pas établi sil y a transfert direct du groupement phosphate d'HPr vers le
domaine PRDI ou sil y a d'abord transfert de ce phosphate vers EIlIGIc puis transfert
d' EllGIc vers le domaine PRDI. En effet, une anayse génétique montre que I’intégrité
o EI1°'® est requise pour réprimer I’ expression de I’opéron ptsGHI en |’ absence de glucose
(Bachem & Stiilke, 1998). Toutefois, méme en I’ absence de glucose, |” expression de ptsH et
de ptsl n’est jamais nulle car il existe un promoteur secondaire constitutif entre ptsG et ptsH
(Stulke et al., 1997).

Chez Bacillus subtilis, I’ activité de I’ antiterminateur SacY est essentiellement régulée
en fonction de la disponibilité de I'inducteur spécifique (comme GIcT) tandis que celle de
I’ antiterminateur SacP est I’est en fonction de la disponibilité de son inducteur spécifique et

de la présence/absence de glucose (comme LicT) (Stilke et al., 1998).

2.3.3.2. Casdesactivateursdel’initiation delatranscription

Chez Bacillus subtilis, quatre activateurs transcriptionnels possédant des domaines
PRD sont impliqués dans la régulation de genes spécifiques de I’ utilisation de sources de
carbone: MtIR (utilisation du mannitol), LicR (utilisation des hydrolysats de lichénane),
ManR (utilisation du mannose) et LevR (utilisation des polymeres de fructose et du fructose).
IIs peuvent étre classés dans deux sous-groupes suivant le facteur s requis pour la
transcription : les activateurs dépendants du facteur s”, illustré par LicR et I’activateur
dépendant du facteur s, illustré par un unique représentant, LevR (Figure 33). Ces
activateurs transcriptionnels contenant un domaine PRD semblent étre présents surtout chez
les bactéries a Gram positif (Stulke et al., 1998) mais existent aussi chez les bactéries a Gram
négatif (Deutscher et al., 2002).
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En réponse a la présence de fructose, la protéine LevR active I’ expression de I’ opéron
lev, qui code les enzymes de la dégradation des |évanes (polymeéres de fructose) et du
catabolisme du fructose (Martin-Verstragte et al., 1990) (Figure 36). Comme évoqué
précédemment, cette régulation est liée a celle médiée par CcpA (cf partie 2.3.2). LevR est
une proténe de 938 acides aminés qui possede un domaine N-terminal hélice-tour-hélice de
liaison a I’ADN de la famille NifA/NtrC, un domaine homologue au domaine central de la
protéine NifA d’interaction avec I’ARN polymérase, deux domaines PRDI et PRDII en C-
terminal et un domaine similaire & un domaine enzyme 11AM®" situé entre les deux domaines
PRD (Débarbouillé et al., 1991; Stulke et al., 1995; Charrier et al., 1997; Greenberg et al.,
2002) (Figure 33). Le domaine de liaison a I’ADN permet de reconnditre une séquence
spécifique située en amont du promoteur de I’opéron lev (Martin-Verstraete et al., 1992,
Martin-Verstraete et al., 1994).

Il a é&té montré qu’une mutation de levD ou de levE, qui codent respectivement les
protéines EIIA™® et EIIB*® d'un systéme de transport PTS du fructose, résultait en une
expression congtitutive de |’ opéron lev. De plus, le test d’ une mutation permettant de produire
une protéine LevR tronquée du domaine PRDII (C-terminal) a abouti au méme résultat
(Martin-Verstraete et al., 1990; Débarbouillé et al., 1991). Puis, la phosphorylation d’'un
résidu histidine conservé du domaine PRDII par EIIB-® en absence de fructose a été mise en
évidence. Cette phosphorylation serait impliquée dans I'inactivation de LevR (Martin-
Verstraete et al., 1998). En présence de fructose dans le milieu de croissance, EIIB-®
transfére préférentiellement son groupement phosphate au substrat lié a la perméase EIIC-
(LevFG) ; le domaine PRDII n’est plus phosphorylé. Mais I’ activation de LevR nécessite
auss |'absence de glucose; dans ces conditions, HPr-Hisl5-P est présent en forte
concentration et peut phosphoryler le domaine homologue a I'EIIAM® de LevR. Cette
phosphorylation est nécessaire, concomitamment a |’ absence de phosphorylation du PRDII,
pour une activation de LevR (Martin-Verstraete et al., 1998).

Par ailleurs, I’initiation de la transcription de I’ opéron lev est aussi controlée par CcpA
en fonction de la présence/absence de glucose (Martin-Verstraete et al., 1995; Martin-
Verstraete et al., 1999).

Chez Bacillus stearothermophilus, il a é&é montré que MtIR active |’ expression de
I’ opéron mit, impliqué dans I’ utilisation du mannitol, en réponse a la présence de mannitol

dans le milieu de croissance et a I’ absence d’un sucre « préférentiel » (Henstra et al., 1999).
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Chez Bacillus subtilis, LicR contrdle I’ expression de I’ opéron lic impliqué dans I’ utilisation
des hydrolysats de lichénane (Tobisch et al., 1997; Tobisch et al., 1999a) et cette régulation
se double de la répression catabolique médiée par CcpA. Ces deux activateurs sont COmposés
d un domaine N-terminal hélice-tour-hélice, de deux domaines PRD (I et I1) et d’un domaine

C-termina homologue a un domaine EIA (Figure 33).

MtIR peut étre phosphorylé sur les domaines PRDI et PRDII et e domaine homologue
aun domaine EllA. La phosphorylation des domaines PRDI par HPr-His15-P et EllA-like par
EINCBM!'-P diminue I’ affinité de MtIR pour sa cible tandis que la phosphorylation du domaine
PRDII par HPr-His15-P augmente I’ affinité de MtIR pour sa cible. Par ailleurs, la stimulation
de I’ activité de MtIR n’ est possible que lorsgue les domaines PRDI et homologue a EINA sont
déphosphorylés (Henstra et al., 1999; Henstra et al., 2000). En I’absence de mannitol et
d autres substrats, les composantes du PTS sont constamment phosphorylées ; HPr-His15-P et
EIICBM"-P peuvent alors phosphoryler les domaines PRDI, PRDII et homologue & ElIA.
Dans cet état, MtIR est inactif et |I’opéron mtl n’est pas transcrit. En présence de mannitol et
en absence d'un sucre «préférentiel » EICBM! est magjoritairement sous la forme
déphosphorylée puisqu’elle transfere son groupement phosphate vers le mannitol. Les
domaines PRDI et homologue & EIIA sont alors déphosphorylés par EIICB™! tandis que le
domaine PRDII est phosphorylé par HPr-His15-P. Dans ce second état, MtIR selie a sa cible
avec haute affinité et active la transcription de I’ opéron mtl. Mais en présence de glucose ou
d un autre sucre « préférentiel », la concentration de HPr-His15-P diminue. En conséquence,
le domaine PRDII n’est plus phosphorylé et |’ expression de I’ opéron mtl n’est pas stimulée
(Henstra et al., 2000).

Le mécanisme par lequel |’ activité de LicR est modulée est semblable (Tobisch et al.,
1999a). Il a éé proposé qu’en I’ absence de b-glucosides, EI1M¢ phosphorylerait le domaine
homologue a EllA et inactiverait ainsi LicR : une étude génétique montre gue lorsgue les sites
de phosphorylation du domaine homologue a EIIA de LicR sont mutés et ne sont plus
phosphorylables, I’ activité du promoteur de I’ opéron lic est constitutive (Tobisch et a, 1999).
En présence de b-glucosides, EIl" transfére préférentiellement son groupement phosphate &
son substrat et ne pourrait plus phosphoryler le domaine homologue a EIIA.
Concomitamment, les domaines PRDI et PRDII seraient phosphorylés par HPr-His15-P pour
activer LicR. Mais en présence de glucose, les domaines PRDI et PRDII ne seraient plus

phosphorylés par HPr-His15-P et LicR serait inactif.
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2.3.4. Les régulations des génes des voies centrales du métabolisme du
carbone indépendantes du PTS (ou indirectement affectées par le
PTYS)

Concernant les voies centrales du métabolisme sensu stricto, nous avons vu
précédemment que |’expression des genes citZ et citB du cycle de Krebs est régulée
directement par le gene CcpC et que le role de CcpA dans larégulation de citB est indirect et

passe par larégulation de I’ expression de ccpC (cf partie 2.3.2).

A cb6té de CcpC, deux autres régulateurs transcriptionnels sont impliqués dans la
régulation catabolique de génes et opérons spécifiques du métabolisme central du carbone :
CggR et YQqzB.

234.1. La régulation de I'expression de I'opéron gapA: contrdle de
I’expression par lerépresseur transcriptionnel CggR

Cette régulation constitue I’ objet d’ une partie de notre travail de thése et est présenté

dans le premier chapitre de |a section Résultats.

23.4.2. Larégulation dela néoglucogenése chez Bacillus subtilis

Dans le premier chapitre, nous avons vu que Bacillus subtilis possédait plusieurs genes
necessaires a la néoglucogenese. Les diverses analyses genétiques et transcriptomiques
montrent que, parmi eux, seuls les genes gapB et pckA sont clairement régulés (Fujita et al.,
1998; Fillinger et al., 2000; Moreno et al., 2001; Yoshidaet al., 2001) (Article n°2, soumis cf

section Résultats).

Une grande partie des travaux concernant la régulation de |’ expression des genes gapB
et pckA ont été realisés au laboratoire par Pascale Servant et sont inclus dans un manuscrit en

cours de préparation. Nous n’ en ferons donc qu’ une breve présentation.
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La transcription de gapB, le gene codant la glycéra déhyde-3-phosphate déshydrogénase
impliquée dans la néoglucogenese, et tres faible en conditions glycolytiques mais est fortement
induite pendant la néoglucogenese (Fillinger et al., 2000). Une dél étion du géne ccpA ne supprime
que tres partiellement cette répression par le glucose ou par les autres sources de carbone
glycolytiques. Un crible génétique a donc été rédise afin d'identifier le régulateur magjeur de la
transcription de gapB. |l a permis de suggérer que la protéine codée par le gene ygzB est ce
régulateur. Les analyses génétiques ont montré qu’'YgzB est un réopresseur de Iinitiation de la
transcription de gapB et sa sequence cible a été localisée. Le gene ygzB fait partie d’ un opéron
bicistronique dont |e deuxiéme géne est ygfL. Les analyses génétiques ont montré qu’ ygfL. code un
régulateur positif de la transcription de gapB et qu'il agit via Y qzB. pckA, le géne qui code une
phosphoénol pyruvate carboxykinase, est régulé de maniére semblable a gapB, via YzB et YdfL.
Par alleurs, CcpA n'est nécessaire ala régulation de gapB et pckA qu’ en présence de sources de
carbone glycolytiques dont la perméation dépend du PTS, parce qu'il est nécessaire au transport
efficace de ces sources de carbone (Ludwig et al., 2002b) (le Coq et Aymerich, non publié).

Enfin, I’anayse de séquence suggere qu’un mécanisme identique est a I’ oeuvre chez la

plupart des bactéries a Gram positif et faible pourcentage en GC.

2.34.3. Larégulation del’expression de |’enzyme malique codée par ywkA

L’ analyse de séquence suggere que, chez Bacillus subtilis, quatre genes paralogues
peuvent coder des enzymes maliques: ywkA, malS yts] et mleA. La régulation
transcriptionnelle d ywkA, dont nous avons démontré qu’il code bien une enzyme malique,
montre qu’il est induit spécifiqguement en présence de malate extracellulaire par le systeme a
deux composants YufL-YufM. Cette éude constitue le second objet de cette thése et est

présentée dans |e deuxieme chapitre de la section Résultats.
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3. Vers |’ intégration des données de régulation dans un modéle
global a contraintes

Nous avons vu que Bacillus subtilis possede un réseau de régulations enchevétrées a
plusieurs niveaux permettant semble-t-il de contréler tres finement I’expression des genes
impliqués dans le méabolisme du carbone en réponse a la disponibilité des sources présentes
dans le milieu. Auss, il est gpparu de plus en plus nécessaire de proposer une approche
intégrée. Pour appréhender la complexité qui caractérise les processus celulaires a grand
nombre d' ééments et de régulations, des suites de bases de données et de logiciels associés de
bioinformatigue comme KEGG (http://www.genome.ad.jp/kegg/) ont éé construites et
répertorient de la maniere la plus exhaustive possible de trés diverses informations d' ordres
génétique, génomique et biochimigue complémentaires concernant un organisme. Cela permet
d avoir une vision intégrée d’'un processus cellulaire et de comparer de facon exhaustive les
divers ééments impliqués dans ce processus chez plusieurs bactéries. Cette approche intégrée
est bien adaptée a |’ étude des voies métaboliques du carbone. Par ailleurs, aussi dans |’ optique
de mieux comprendre et de prévoir comment tous les ééments intervenant dans un méme
processus fonctionnent dans un réseau, des modéles simulatoires de fonctionnement du
métabolisme prenant en compte les conditions de croissance (les sources de carbone
disponibles, aérobiose/anaérobiose, etc...) ont éé élaborés. Ces moddes in silico sont basés sur
les données biochimiques -quelles conditions fondamental es sont nécessaires pour que telle ou
telle enzyme fonctionne? -, les données genomiques qui permettent d’avoir une vision
exhaustive des voies métaboliques -pour chagque étape enzymatique, existe-t-il un ou plusieurs
genes codant I’enzyme requise ? -, et les analyses de flux métaboliques qui, en quelque sorte,
rendent compte de la distribution des flux cataboliques et anaboliques dans des conditions bien
particulieres - par exemple, comment sont redistribués les flux de carbone dans tel ou tel mutant
et dans telle ou telle condition de croissance ?-. Ces modéles sont dits modéles d’anayse de

balance de flux métaboliques.

Les anayses de flux métaboliques ont débute vers les années 1980 et sont actuellement
en plein essor. En effet, elles s appuient sur des techniques depuis peu bien adaptées a ce sujet,
qui sont la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (MS) pour les
mesures, et la moddisation mathématique et informatique pour la détermination des flux a

partir des mesures (Wiechert, 2001). De fagon extrémement ssimplifiée, dans le cas de |’ analyse
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de flux métaboligues basée sur le marquage du carbone, e principe est le suivant : le glucose ou
un autre substrat marqué, le [1-C*]-glucose par exemple, est introduit dans le milieu de
croissance et sera utilise par la bactérie. Lors du processus métabolique, les atomes de carbone
marqueés vont étre redistribués entre les différents pools de métabolites intracellulaires a travers
les différentes voies empruntées par le carbone. L’ enrichissement final en carbone marqué de
ces pools est mesuré par RMN et MS. A cela s goute la notion d'isotopomeére. Ce terme, issu
de la condensation des mots isotope et isomere, signifie I’un des états de marquage isotopique
des atomes de carbone dans lequel un métabolite peut étre trouvé. Chaque atome pouvant étre
ou ne pas étre marqué (telle est la question!), il est théoriqguement possible de trouver un
métabolite a n atomes de carbone distribué en 2" isotopomeres différents. La détermination des
proportions relatives de ces isotopomeres apporte une information supplémentaire quant aux
réactions possibles entre deux isotopomeres de deux métabolites différents. Puis, a partir de
modéles mathématiques trés daborés intégrant sens et vitesse de flux pour chague étape du
métabolisme, des valeurs vont ére calculées/simulées qui correspondent le mieux au jeu de

données i ssues des mesures précédemment acqui Ses.

Dans le cas particulier de Bacillus subtilis, quelques résultats semblent apporter des
informations tres intéressantes. Par exemple, Sauer et ses collaborateurs ont déterminé la
répartition du flux de carbone entre la glycolyse, |a voie des pentoses phosphate et le cycle de
Krebs d' une souche produisant de la riboflavine lors de la croissance en chémostat, en présence
de glucose en quantité limitée ou en excés (Dauner et al., 2001b). Lorsgue la vitesse de
croissance est limitée par la richesse du milieu en glucose, il n'y a pas de découplage entre le
catabolisme et I’ anabolisme dans le sens ou les précurseurs et |” énergie sont limitants. De plus,
les trois voies sont actives : 80 % du glucose est métabolise via la glycolyse et 20 % via lavoie
des pentoses phosphate; le flux a travers le cycle de Krebs est relativement éevé ce qui
sexplique par le fait que le glucose et le glutamate ne sont pas en quantité suffisante pour
observer un effet de répression catabolique médié par CcpA. Cependant, lorsque le glucose est
en exces, le flux atravers le cycle de Krebs est faible et la production de produits secondaires
secrétés, acétate et acétoine, augmente fortement, ce qui est en accord avec le phénoméne de
répression/activation catabolique de |’expression des genes impliqués dans ces processus
métaboliques. Par ailleurs, cette éude a permis d’ observer le flux de carbone al’interface de la
glycolyse et du cycle de Krebs qui traverse des voies dternatives aux réactions classiques
(Figure 37). La premiére est un cycle futile qui, a partir de I’ oxal oacétate, passe par le PEP, puis
le pyruvate, pour reformer de |’oxaoacétate. Par tour, une molécule d ATP sera donc
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Figure 37. Distribution des flux métaboliques de carbone chez Bacillus subtilis. Les cultures ont été
réalisées en chémostat avec limitation des sources de carbone (premiére valeur encadrée), d’azote
(deuxiéme valeur) ou de phosphate (troisieme valeur). Les grosses fleches indiquent la direction du
flux et les petites fleches que la réaction est considéré comme réversible.

Abbréviations différentes des autres figures : T3P: trioses-phosphates, PGA: 3-phosphoglycérate,
PYR: pyruvate, ACA: acétyl-CoA, P5P: pentoses-phosphates, E4P: érythrose-4-phosphate, 7SP:
séduheptulose-7-phosphate, SER: sérine, GLY: glycine, C1: groupement méthyl lié au
tétrahydrofolate, MAL: malate, FUM: fumarate, OGA: 2-oxoglutarate, OAA: oxaloacétate.

D’aprés Dauner et al., 2001.
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consommeé sans bénéfice en retour. La seconde est une voie aternative pour la conversion du
malate en oxaloacétate via |I’enzyme malique et la pyruvate carboxylase qui consomme aussi

une molécule d’ ATP par molécule de malate.

Jusgu’ a récemment, les modéles de balance de flux métaboliques n’intégraient pas les
données de régulation de I'expression des genes. Pourtant, il est |égitime de penser que la
présence de telle ou telle source de carbone peut entrainer I expression de telle ou telle enzyme.
Par conséquent, la prise en compte des données de régulation permet, en partie, de prédire
quelles sont les voies actives et possibles pour les flux de carbone en fonction de la source de
carbone présente dans le milieu. Autrement dit, I’ gjout de contraintes de régulation permettra de
restreindre I’ espace de calcul des valeurs de flux dans un modée donné. L’ objectif ultime est
donc d'intégrer toutes les données existantes de régulation en fonction des sources de carbone
dans un schéma métabolique qui pourra étre pris en compte lors de I’ anal yse de balance de flux.

Récemment, Covert et Palsson ont construit un modéein silico d' analyse de balance de
flux du métabolisme central d’ Escherichia coli qui tient compte de larégulation de |’ expression
génique (Covert & Palsson, 2002). Ce modéle est basé sur un schéma combiné métabolique et
régulatoire qui est presque entiérement decrit dans la Figure 38. Leur modéle inclut 149 géenes
dont 73 codent les enzymes du métabolisme et 16 des protéines régulatrices. Ces enzymes
catalysent 113 réactions en tout dont 45 sont régulées par un mécanisme transcriptionnel. A
partir de ce modéle, il est possible de prédire plusieurs comportements de facon qualitative
comme la capacité de souches mutantes a croitre dans un milieu ou la source de carbone est
définie (glucose, glycérol, succinate, acétate, ribose, ou deux substrats), |'utilisation d’'un
substrat donné et les produits en dérivant ou encore I’expression d'un gene dans diverses
conditions (croissance aérobie ou anaérobie). Recoupées avec les données expérimentaes
disponibles, les prédictions rédisées se sont révélées trés pertinentes. Parmi 116 cas
expérimentaux disponibles comparés, ce modéle sest trompé 10 fois sur I'ensemble des
prédictions (106 étaient correctes) aors que le modele de balance de flux sans contraintes de
régulation s'est trompé 9 fois de plus. Le modéle présenté rend donc mieux compte du

comportement réel du métabolisme centra du carbone d’ Escherichia coli.

Dans le cas de Bacillus subtilis, une telle éude n'est pas disponible. Cependant, un
schéma sera présenté dans la partie discussion générae. 1l tente de rassembler les principales
données de régulation de I’expression des genes impliqués dans le métabolisme central du

carbone chez Bacillus subtilis.
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Présentation des résultats

Lorsgu’il a été question de déterminer les objectifs de cette thése, nous avons souhaité
mettre en place deux types d’ approches, |I’une visant a étudier des régulations spécifiques de
I’expression génique et I'autre axée sur une étude globale du transcriptome de Bacillus

subtilis.

L’ analyse compléte du génome a révélé que Bacillus subtilis possede deux genes,
gapA et gapB, codant tous deux des glycéral déhyde-3-phosphate déshydrogénases. Les éudes
genétiques et biochimiques récentes du laboratoire ont démontré que ces deux enzymes étaient
pécidisees de par la régulation de leur synthese et de par leurs caractéristiques enzymatiques.
GapA intervient lors de la glycolyse tandis que GapB est requise lors de la néoglucogenese
(Fillinger et al., 2000). Pour mieux appréhender cette dudité originde dans le méabolisme
central carboné, |e laboratoire a entrepris d’ ducider les mécanismes de régulation de I’ expression
de gapA et de gapB. A cet égard, les résultats acquis au cours de cette these révdent de nouveaux
aspects de la famille de régulateurs SorC/DeoR : CggR est un répresseur dédié au contrble de la
stimulation de la transcription des génes de la partie centrale de la glycolyse chez Bacillus subtilis
mais auss probablement chez les bactéries proches et son activité est modulée par le fructose-1,6-
bisphosphate (Article n°1 : Doan et Aymerich, 2003).

Deux paires de genes paralogues (ywkA et malS, ytsJ et mleA) ont été identifiés dansle
génome de Bacillus subtilis dont les produits sont homologues a des enzymes maliques.
L’ analyse transcriptomique globale d’une souche sauvage en réponse a la croissance en
présence de glucose ou de malate comme seule source de carbone montre que I’ expression
d ywkA est induite en présence de malate. En collaboration avec I’ équipe de Y asutaro Fujita
(Fukuyama University, Japon), nous avons montré qu’ ywkA code bien une enzyme malique
NAD-dépendante, et dont I’ expression est spécifiquement induite par le malate et insensible a
la répression catabolique. De plus, nous avons montré que le systeme a deux composants
YufL-YufM régule directement I’expression d'ywkA en réponse a la présence de malate
extracellulaire. Mais |’ expression d’ywkA n’est pas requise pour la croissance en présence de
malate comme seule source de carbone. En revanche, |’expression d’'ytsJ, qui code une
enzyme malique NADP-dépendante, est nécessaire a la croissance rapide dans ces mémes

conditions.

En paralléle, il éait nécessaire de développer une méthode d analyse globale du
comportement de I’ensemble des génes pour répondre a deux types de questions. Primo,

comment se comportent les génes impliqués dans le métabolisme central du carbone (mais
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Présentation des résultats

auss plus généralement |’ ensemble des genes de Bacillus subtilis) en réponse a la croissance
en présence de différentes catégories de sources de carbone ? Secundo, quels sont les effets
directs et indirects de la dérégulation de I’expression d un gene sur I’ expression des autres
genes? Le but principal de ces deux questions est de découvrir de nouveaux genes,
catalytiques ou régulateurs, impliqués dans le métabolisme carboné, ou de déterminer le
régulon d'un régulateur transcriptionnel, au sens strict et au sens physiologique. Dans un
premier temps, mon travail a donc consisté a apprendre la technique danalyse du
transcriptome au moyen de membranes a haute densité dans |’ équipe de Michael Hecker
(Greifswald Universitét, Allemagne) et par la suite & la mettre en place au laboratoire. Cet
objectif est maintenant atteint. Dans un deuxiéme temps, I’ outil a été utilisé pour |’ étude du
régulon CggR, dont les résultats sont publiés. Par ailleurs, nous avons entamé |’ étude
comparative de I’ expression des genes du métabolisme central du carbone en réponse a la
croissance en présence d une source de carbone glycolytique, le glucose, et une source de
carbone néoglucogénique, |e succinate.
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CggR : un nouveau régulateur de I’ expression des génes de la partie centrale de la glycolyse

4. CggR : un nouveau régulateur de I’ expression des genes de
|a partie centrale de laglycolyse

4.1. Preésentation synthétique des résultats

La glycolyse est I’une des voies les mieux conservées du métabolisme. En effet, elle
tient une place centrae dans le métabolisme du carbone puisqu’elle permet, a travers le
catabolisme d’'un tres grand nombre de sucres, de produire des précurseurs indispensables
pour |’ anabolisme et de I’ énergie sous forme d’ ATP et de pouvoir réducteur. Les genes gapA,
pok, tpi, pgm et eno codent les enzymes de la partie centrale de la glycolyse. Chez Bacillus
subtilis, ils sont physiquement liés et sont cotranscrits. L’ expression de gapA, basale lors de la
néoglucogenese, est stimulée environ 5 fois lorsgue les bactéries sont cultivées en présence
d une source de carbone glycolytique. Les recherches de similarités indiquent que le produit
du gene ybQ, situé en amont de gapA et faisant partie du méme opéron, appartient a la
famille SorC/DeoR. C'est une famille de régulateurs transcriptionnels encore peu étudiée.
L’analyse génétique a démontré gqu’' YvbQ est un répresseur de |’opéron yvbQ-gapA dont
I’ activité est inhibée en conditions glycolytiques. Aing, il a été renommeé CggR pour « central

glycolytic genesregulator ».

Dans un premier temps, des expériences de cartographie par délétion ont permis de
délimiter une région de 133 pb en amont du premier codon de cggR qui contient tous les
éléments nécessaires a I’expression régulée de I'opéron gapA. Le site de démarrage de la
transcription a également été déterminé 94 pb en amont de I’ ATG de cggR. Une analyse par
délétion a permis de localiser |’ opérateur de CggR entre le promoteur et le premier codon de
cggR. En paradlée, une construction ad hoc a été réalisée pour surexprimer et purifier la
protéine CggR liée en N-terminal a un motif de 6 histidines (Hiss-CggR). Nous avons vérifié
gue hiss-cggR complémentait bien une délétion de cggR in vivo. Des expériences de retard de
migration électrophorétique ont démontré que Hiss-CggR avait la capacité de se lier
spécifiguement a la séquence d’ADN de 133 pb précédemment déterminée. Puis, des
expériences d’empreinte a la DNase | ont permis de démontrer que CggR protégeait une
séquence de 47 pb située entre le promoteur et I’ ATG de cggR sur le brin codant et une région
plus courte, incluse dans la premiere, sur le brin non codant. Une étude plus approfondie de

I’ organisation de la région du gene gapA, bien conservée chez les bactéries a Gram positif
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riches en A-T, montre qu’il existe toujours un homologue de cggR en amont de gapA. Nous
avons donc recherché des motifs conservés entre la région opératrice de CggR de Bacillus
subtilis et la région régulatrice de I’ expression de |’opéron gapA chez d autres bactéries a
Gram positif. Cette comparaison a permis de souligner la conservation de deux motifs répétés
une fois (CGGGACNTGTCN4CGGGACNETGTC) dans la région protégée par CggR et
aussi d'une région riche en Thymines juste en amont de cette empreinte. Des tests génétiques
aprés mutagenese dirigée de la région protégée par CggR ont permis de démontrer le r6le de
ces motifs dans la répression de |’opéron gapA en néoglucogenese. La région riche en
Thymines est aussi nécessaire in vivo pour réguler |’ expression de gapA. Cependant, des tests
biochimiques in vitro ont montré que cette répétition de Thymines n’était pas nécessaire a
I"interaction ADN-CggR suggérant gu’elle pourrait avoir un réle indirect, par exemple de
courbure de !’ ADN.

Les comparaisons de séquence N’ ont pas révélé d autres copies de la séquence d ADN
reconnue par CggR. Ainsi, |I’opéron cggR-gapA serait la seule cible de CggR. Pour confirmer
cette hypothese et aussi pour observer quels pourraient étre les effets génétiques indirects de
la dérégulation de I’expression des genes de la partie centrale de la glycolyse, nous avons
comparé, au moyen de membranes a haute densité, le transcriptome d’un mutant cggR non
polaire, avec celui d une souche sauvage cultivée dans des conditions néoglucogeéniques.
Trois hybridations indépendantes ont été réalisées. Le seul gene dont la transcription est
significativement affectée dans les trois expériences par la délétion de cggR est gapA (et les

autres genes de I’ opéron dans une moindre mesure).

Quel est le signal qui module I’ activité de CggR ? Un travail génétique préiminaire
nous a permis de montrer que |I’activité phosphofructokinase (Pfk) était nécessaire a la
formation du signal percu par CggR mais que I’ activité de la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GapA) ne I’ était pas. Par déduction, le G3P, le DHAP et le FBP sont les
trois métabolites candidats dont nous avons testé, in vitro, la capacité d'interaction avec
CggR. Plusieurs techniques (gel retard, empreinte a la DNase |, résonance plasmonique de
surface, anisotropie de fluorescence) ont conduits aux mémes résultats. Ceux-ci permettent de
conclure que le FBP inhibe complétement I’ interaction CggR-ADN a une concentration de 10
mM. 1l est donc intéressant de remarquer que la variation de la concentration intracellulaire de
FBP constitue le signal commun qui régule la répression catabolique médiée par CcpA et

I’ activation des génes de la seconde partie de la glycolyse.
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L’ arbre phylogénétique des régulateurs de la famille SorC/DeoR fait apparaitre une
sous-famille bien distincte composée de CggR de Bacillus subtilis et des protéines trés
similaires a CggR. Les genes qui codent ces homologues de CggR sont toujours liés a gapA et
tres souvent aux autres genes centraux de la glycolyse. On peut donc penser que CggR et les
régulateurs de la sous-famille qu'il définit sont spécifiquement dédiés au contrdle des genes
de la glycolyse. Motivés par le fait que lafamille SorC/DeoR de régulateurs transcriptionnels
est encore trés peu étudiée, nous avons entamé une collaboration avec des collegues
structuralistes du CBS de Montpellier afin de mieux caractériser CggR biochimiquement et

biophysiquement. Les résultats préliminaires que j’ai obtenus seront présentés et discutés.

4.2. Article n°1: Regulation of the central glycolytic genes in Bacillus
subtilis: binding of the repressor CggR to its single DNA target
sequence is modulated by fructose-1,6-bisphosphate.

42.1. Article
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Regulation of the central glycolytic genes in

Bacillus

subtilis : binding of the repressor CggR to its single DNA
target sequence is modulated by fructose-1,6-

bisphosphate

Thierry Doan and StZphane Aymerich*

GZnZtique MolZculaire et Cellulaire, INRA (UMR216)
CNRS (URA1925) and INAP-G, F-78850 Thiverval-
Grignon, France.

Summary

Glycolysis is one of the best and widely conserved
general metabolic pathways. Bacillus  subtilis
enzymes catalysing the central part of glycolysis,
gathering the steps of interconversion of the triose
phosphates from dihydroxyacetone-phosphate to
phosphoenolpyruvate, are encoded by bve genes,
gapA, pgk, tpi, pgm and eno. They are transcribed in
a hexacistronic operon together with cggR, the brst
cistron, encoding the repressor of this gapA operon.
Using deletion analysis, we have localized the CggR
operator between the promoter and the brst gene of
the operon. CggR was puribed and used in gel mobil-
ity shift assays and DNase | footprinting experiments

to delimit its target sequence. Site-directed mutagen-
esis and invivo tests demonstrated that it consists of
two direct-repeats (CGGGACN TGTCN,CGGGACNTG
TC). Sequence analysis and transcriptome compari-
son of a wild-type and a cggR mutant strain strongly
suggested that CggR regulates only the  gapA operon.
The presence of glycolytic carbon sources induces
expression of the gapA operon. Genetic experiments
allowed us to identify the metabolic steps required for

the formation of the CggR effector.  In vitro experi-
ments with the suggested candidates allowed us to
demonstrate that fructose-1,6-biphosphate (FBP) acts

as an inhibitor of CggR DNA-binding activity (10 mM
for full inhibition). FBP is thus the major signal for
both CcpA-dependent catabolite repression (or acti-
vation) and activation of the central glycolytic genes.
Genomic sequence comparisons suggest that these
results can apply to numerous low-G +C, Gram-
positive bacterial species.

Accepted 29 November, 2002. *For correspondence. E-mail stef@
grignon.inra.fr; Tel. (+33) 1 30 81 54 49; Fax (+33) 1 30 81 54 57.

© 2003 Blackwell Publishing Ltd

Introduction

A large number of carbohydrates can be used by Bacillus
subtilis as single sources of carbon and energy for growth.
Substrate-specibc enzymes are required for the uptake of
these carbohydrates and the generation of phosphory-
lated metabolic intermediates (StYlke and Hillen, 2000;
Deutscher et al., 2002). These intermediates then enter
into a few general metabolic pathways, glycolysis, pen-
tose-phosphate shunt and Krebs cycle, to provide energy
and precursors for anabolism (Fortnagel, 1993; De
Wulf, 1998; Sonenshein, 2002). The second part of the
glycolysis, i.e. the bve steps corresponding to the
interconversion of dihydroxyacetone-phosphate and
phosphoenolpyruvate, plays a central role in the metabolic
network not only because it yields ATP, reducing power
and important metabolic precursors during carbohydrate
catabolism, but also because it is the only route that links
the intermediates of the initial part of the glycolysis and
of the pentose-phosphate shunt to those of the Krebs
cycle. Thus, these central enzymatic steps are necessary
not only for sugar breakdown into the organic acids of the
Krebs cycle but also in the reverse direction, when B.
subtilis is using succinate, malate or any other gluconeo-
genic compound as sole source of carbon and energy,
ultimately to provide the cell with glucose-6-phosphate,
ribose-5-phosphate and glycerol-3-phosphate, which are
required for biosynthesis of diverse macromolecules.
The analysis of the complete sequence of the B. subtilis
genome has revealed that the genes encoding the
enzymes that catalyse the bve steps of the central carbon
metabolism, tpi (triose phosphate isomerase), gap (glyc-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), pgk (phospho-
glycerate kinase), pgm (phosphoglycerate mutase) and
eno (enolase), are physically linked on the chromosome
(Leyva-Vazquez and Setlow, 1994; Kunst et al., 1997).
Moreover, it has also revealed the presence of a second
gene, which putatively encodes a glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), gapB, very similar
in sequence but physically unlinked to the other gap gene.
In a previous study (Fillinger et al., 2000), we have dem-
onstrated that both these genes, gap (renamed gapA) and
gapB, indeed encode functional GAPDH. Interestingly,
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these two enzymes have opposite physiological roles:
GapA is necessary for growth under glycolytic conditions,
whereas GapB is required for growth on gluconeogenic
carbon sources. This specialization is brst achieved
through different cofactor specibcity of GapA and GapB
enzymes: GapA is a canonical, strictly NAD-dependent
GAPDH enzyme, whereas GapB has a 50-fold higher
catalytic efpciency with NADP than with NAD. Secondly,
gapA and gapB are submitted to opposite regulation:
gapA is transcribed at a basal level under gluconeogenic
conditions of growth, and its transcription is enhanced in
the presence of glucose or other glycolytic carbon
sources; in contrast, gapB transcription is repressed in the
presence of glycolytic carbon sources and strongly
induced under gluconeogenic conditions of growth
(Fillinger et al., 2000).

gapA is co-transcribed with the downstream pgk, tpi,
pgm and eno genes and also with yvbQ, the upstream
gene with a product that shares sequence similarities with
the members of the SorC family of transcriptional regula-
tors (Ludwig et al., 2001). Our genetic analysis has dem-
onstrated that the yvbQ gene product is a regulator of the
gapA operon, acting as a transcriptional repressor. The
yvbQ gene has thus been renamed cggR for central gly-
colytic genes regulator (Fillinger et al., 2000). The role of
cggR has been conbrmed recently by Ludwig et al.
(2001).

Stimulation of the synthesis of the enzymes of the cen-
tral carbon metabolism in the presence of glucose has
also been documented through a global analysis of the
proteome combined with transcriptional analysis (Tobisch
et al.,, 1999). Furthermore, Tobisch and coworkers have
demonstrated that CcpA, the major pleiotropic control pro-
tein for catabolite regulation of genes in B. subtilis (Hueck
and Hillen, 1995; Henkin, 1996; Deutscher et al., 2002),
is necessary for that stimulation. Our analysis has shown
that CcpA is necessary for the stimulation of gapA tran-
scription by glucose, but dispensable for its stimulation in
the presence of glycerol, which is not transported by the
phosphotransferase system (PTS) (Deutscher etal.,
2002), and that a deletion of cggR is epistatic over a
deletion of ccpA. Altogether, these results suggested that
CcpA has an indirect effect mediated via CggR on the
regulation of the gapA operon (Fillinger et al., 2000). More
recently, the indirect role of CcpA in the induction mech-
anism of the gapA operon expression by a PTS-depen-
dent sugar has been described (Ludwig et al., 2002).

StYlke and coworkers have systematically character-
ized the transcriptional pattern of all glycolytic genes and
operons and have shown that only the gapA operon is
strongly regulated (Ludwig et al., 2001). Furthermore, in
addition to the transcription initiation controlled by CggR,
these authors have demonstrated that an mRNA process-
ing event, between cggR and gapA, and the presence of

an additional internal constitutive promoter between gapA
and pgk lead to a stronger regulation of gapA expression
compared with that of the downstream genes (Ludwig
et al.,, 2001). Indeed, although the expression of these
downstream genes, pgk, tpi, pgm and eno, is necessary
for both glycolysis and gluconeogenesis, the expression
of gapA is required only for glycolysis; under gluconeo-
genic conditions, the conversion of diphosphoglycerate
into glyceraldehyde-3-phosphate is catalysed by the prod-
uct of the gapB gene (Fillinger et al., 2000).

The prototype of the SorC family of regulators is the
SorC protein of Klebsiella pneumoniae, which has been
demonstrated to be a transcriptional repressor of the
genes involved in L-sorbose uptake and catabolism (Wohrl
et al., 1990). The regulatory role of some other members
of this family, including CggR, has been demonstrated
experimentally (Heuel etal.,, 1998; Bekal-Si Ali etal.,
1999; Sangari et al.,, 2000; Yebra et al., 2000), but the
target sequence has been identibed for only one of them,
DeoR of B. subtilis, a repressor of the drabnupCBpdp
operon involved in deoxyribonucleoside and deoxyribose
utilization (Saxild etal., 1996; Zeng and Saxild, 1999;
Zeng et al., 2000).

Here, we describe the repressor activity of CggR
through the determination of its target sequence and the
identibcation of the effector that inhibits its binding activity.
Furthermore, based on sequence analysis and transcrip-
tome comparison, we propose that CggR and its close
homologues found in other low-G+C, Gram-positive spe-
cies are specibcally dedicated to the regulation of the
central glycolytic genes.

Results
Deletion analysis of the cggRBgapA regulatory region

In a previous report, we showed that a 295 bp DNA frag-
ment upstream of the initiation codon of cggR contains
the cis-acting elements for the regulated expression of
cggRbgapA genes (Fillinger et al., 2000). To determine
the minimal region necessary and sufpcient for regulated
expression, a deletion analysis was performed. Different
fragments of the regulatory region were fused to the lacZ
reporter gene, and the resulting constructs were inserted
at the amyE locus into the chromosome (Fig. 1A); the b-
galactosidase activity present in the resulting strains
grown in minimal medium with a gluconeogenic (proline)
or a glycolytic (glycerol) carbon source was measured
(Fig. 1B). lacZ expression was stimulated under glycolytic
conditions of growth in strains GM1511, GTD002 and
GTDO003, whereas it was weak and not stimulated under
glycolytic conditions in strain GTD0O04. In contrast, lacZ
expression was very high and constitutive in strains
GTDO005, GTD006, GTD007 and GTDO008. Similar results
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were obtained when succinate plus glutamate or glucose
was used instead of proline or glycerol respectively (data
not shown). These results indicated that the 133 bp region
located upstream of the cggR initiation codon contains the
cis-acting elements necessary for the regulated transcrip-
tion of the gapA operon and that at least part of the CggR
operator would be located between positions -34 and
- 19 upstream of the ATG. They also suggested that pro-
moter sequences are conbned between -133 and -76
upstream of the ATG. A primer extension experiment was
performed on RNA extracted from the wild-type strain
grown on glucose minimal medium, which showed that
transcription initiated at an A or a G located at position
- 95 and - 94, respectively (data not shown), in agreement

Fig. 1. Deletion analysis of the control region of
the gapA operon.

A. Limits of the deletions introduced in the
PgapAblacZ reporter construct and corre-
sponding strains. Position of the transcription
start point determined by StYlke and coworkers
(Ludwig et al., 2001) is indicated.

B. Effect of the deletions on the activity of the
promoter region of the gapA operon as mea-
sured by the b-galactosidase activity present in
the reporter strains. Strains were cultivated in
proline or glycerol CQT media. Activity was
assayed at least three times from independent
clones; representative results from one series
are shown.

with the result published meanwhile by Ludwig et al.
(2001).

Specibc binding of puribPed CggR to thegapA promoter
region

An electrophoretic gel mobility shift assay (EMSA) was
used to test CggR capacity to bind specibcally to the
minimal DNA regulatory sequence debned by deletion
analysis. N-terminal His-tagged CggR was overexpressed
in Escherichia coli and puribed to apparent homogeneity
(data not shown). The functionality of the His-tagged vari-
ant of CggR was veribed through the capacity of its encod-
ing gene to complement a cggR deletion in vivo (Table 1).

Table 1. Complementation of cggR disruption by a hiss-cggR variant gene encoding a His-tagged CggR protein.

b-galactosidase activity®

(U mg* protein) Ratio
Strain Relevant genotype glc succ +glut glc/succ + glut
GM1511 amyE ¢:PgapA-lacZ-cat 220 50 4.4
GM1521 cggR¢:lacZ, amyE¢:cat 1127 1558 0.7
GM1520 cggR¢:lacZ, amyE ¢:PgapA-cggR*-cat 335 52 6.4
GTD021 cggR¢lacZ, amyE ¢:PgapA-hisscggR™-cat 311 70 4.4

a. Activity was assayed at least three times from independent clones; representative results from one series are shown. Strains were cultivated

in glucose (glc) or succinate plus glutamate (succ + glut) CQTHC media.
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A DNA fragment containing the 133 bp sequence present
in the reporter construct of strain GTD003 (Fig. 1A) was
labelled and used as a probe. The probe was shifted by
CggR in a protein concentration-dependent manner
(Fig. 2A). Two shifted bands were visible at weak protein
concentration, whereas only the slower migrating one was
present at high protein concentration. This suggested that
two complexes differing in proteinBDNA stoichiometry
could form. No shift was detected when using a Ni-NTA-
agarose-puribped extract from an E. coli strain containing
an empty expression vector (data not shown). The Hise-

Fig. 2. A. Specibc binding of His-CggR to the promoter region of the
gapA operon. A DNA fragment corresponding to the minimal efbcient
control region (insert of pTD003, 2 0.05 pmol) was labelled and then
incubated with increasing amounts of Hise-CggR in the presence of
a large excess of unspecibc DNA.

B. DNase | footprinting analysis of the interaction between CggR and
the promoter region of the gapA operon examined on the coding and
the non-coding strands. Approximately 0.25 pmol of labelled DNA
fragment was incubated with no (lanes 2 and 7) or increasing
amounts of His-CggR (lanes 3, 0.53 pmol, lanes 4, 1.06 pmol, lanes
5, 2.12 pmol, lanes 6, 4.25 pmol). Lanes 1 and 8, G+A sequencing
ladder obtained from the same DNA fragment. Sequence of protected
regions is indicated.

CggR protein is thus able specibcally to bind the cggRD
gapA promoter region. The apparent K; debned as the
protein concentration required to shift 50% of the probe is
a7 nM (of monomer), assuming that all CggR molecules
present in the assay were active.

Footprint analysis of the interaction between
CggR and DNA

To locate the CggR binding site more precisely, DNase |
footprinting assays were performed. A DNA fragment
encompassing the 133 bp minimal regulatory sequence
was labelled on one strand or the other, incubated with an
increasing quantity of CggR and then hydrolysed by
DNase I. As revealed after electrophoresis (Fig.2B),
CggR protected a common 41 bp sequence on both
strands and three further nucleotides located upstream of
it on the non-coding strand alone. This protected area is
located between the transcriptional start site determined
previously (Ludwig et al., 2001; T. Doan and S. Aymerich,
data not shown) and the cggR coding sequence.
Sequence examination of the region revealed an inverted
repeat (GCTATGACN;GTCATAGC) not completely
included in the protected area and two direct repeats
(CGGGACN;TGTCN,CGGGACN,TGTC) entirely pro-
tected (Fig. 3A). The inverted repeat is not included in the
deletions of the reporter constructs present in GTD006
and GTDO0O07 (Fig. 3A) yet leading to a constitutive expres-
sion. In contrast, at least one of the direct repeats is
included in all the deletions (GTD005 to GTDO008) that
lead to constitutive expression of the reporter gene. Fur-
thermore, searches in the putative regulatory region of
gapA in four other Bacillus species revealed that the direct
repeats are almost perfectly conserved, whereas the
inverted repeat is not (Fig.3B). We also noted that a
stretch of T present immediately upstream of the pro-
tected area is conserved in the corresponding region of
the chromosome of other Bacilli (Fig. 3B).

CggR interacts with two direct repeats

To demonstrate that the direct repeats included in the
protection area constitute the CggR binding site, the role
of these sequences was tested in vivo after directed
mutagenesis. Different mutations affecting the direct
repeats or the intercalated sequences (Fig.3A) were
introduced into the reporter plasmid pSF111 (Fillinger
et al., 2000). The resulting constructs were inserted at the
amyE locus into the chromosome of the wild-type B. sub-
tilis strain. These transformants were grown in minimal
medium with proline or glycerol as sole carbon source,
and the b-galactosidase activity was measured (Fig. 3C).
All the mutations affecting one or other direct repeat led
to constitutive expression of the reporter gene (GTDO010,
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Fig. 3. Site-directed mutagenesis analysis of the region protected by CggR to identify the sequence elements necessary for efpcient irteraction
of CggR with DNA in vivo.

A. The region protected by CggR in the gapA promoter region as determined by DNase | footprinting is shown between the two grey zones.
Strongly conserved sequence elements in the corresponding genome region of other Bacilli species are indicated in bold letters. Mutations
introduced into the reporter construct are numbered from 1 to 8. An inverted repeat is overlined with two arrows. The limits of the deletions D5
to D8 present in strains GTDO005 to GTD008 (see Fig. 1) are indicated by thin lines above the sequence.

B. Multiple sequence alignment of the region protected by CggR upstream of the gapA operon of B. subtilis and the corresponding one in the
genome of four other Bacillus species (Bsub, B. subtilis; Bhal, B. halodurans; Bste, B. stearothermophilus; Bant, B. anthracis; Bmeg, B.
megaterium). Two strongly conserved motifs, a and b, each one directly repeated once, are in bold letters and boxed. A conserved stretch of T
located just upstream of the region protected by CggR is in bold letters.

C. Effect of the mutations introduced into the direct repeats a or b, into the stretch of T or into the intercalated sequences on the activity of the
promoter region of the gapA operon as measured by b-galactosidase activity synthesized by the corresponding reporter strains. Strains were
cultivated in proline or glycerol CQT media. Activity was assayed at least three times from independent clones; representative results from one

series are shown.

GTD012, GTD017 and GTDO018), whereas lacZ expres-
sion was still stimulated similarly by glycerol in the mutant
strains GTD011, GTD013 and GTDO016 affected in the
intercalated sequences, as in the control strain GM1511.
We concluded that the direct repeats are indeed neces-
sary for the regulation of the gapA operon by CggR,
whereas the surrounding sequences are not.

The substitution of the stretch of T present upstream of
the direct repeats by a stretch of G (GTD014) also led to
a constitutive phenotype (Fig. 3C). This suggested that,
although clearly lying outside the area protected by CggR,
this repetition of thymine nucleotides is necessary for efp-
cient regulation by CggR in vivo.

Effect of cggR inactivation on B. subtilis transcriptome

Searches in the complete B. subtilis genome for other
occurrences of the target sequence of CggR (CGGGAC
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NeTGTCN,CGGGACN(TGTC, including 0b4 mismatches)
revealed no other putative CggR target genes. However,
to detect other genes with transcription possibly con-
trolled, directly or indirectly, by CggR, we performed a
comparison of the complete transcriptional pattern
between a wild-type strain and a cggR mutant strain using
DNA macroarrays. A non-polar cggR mutant strain
(GTDO030) was constructed by replacing precisely the
cggR open reading frame (ORF) with an ORF encoding
phleomycin resistance. This mutant strain and the wild-
type strain were cultivated in parallel under gluconeogenic
conditions until mid-log phase of growth. Total RNA was
then extracted, labelled and used as probes for hybridiza-
tion of a pair of DNA high-density pblters on which the
complete set of B. subtilis ORFs had been spotted. This
experiment was repeated three times independently (from
three different cultures and using three different batches
of blters). Analysis of the results showed that the only
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gene differentially transcribed signibcantly (signal three-
fold superior to that of the background, more than three-
fold difference between the two strains) in each of the
three experiments was gapA (complete results in Table
S2 in Supplementary material). An altered transcription of
the four downstream genes of the operon was also
detected, but not in every experiment and at a lower
level, in accordance with a much stronger regulation of
gapA compared with the other genes of the operon as a
result of the additional levels of regulation (MRNA pro-
cessing, internal promoter) reported by Ludwig et al.
(2001).

These global analyses strongly suggest that CggR is
specibcally dedicated to the regulation of thegapA operon
and that the artibcial (because of cggR deletion) overex-
pression of this operon under gluconeogenic conditions of
growth does not signibcantly affect the transcription of any
other gene of B. subtilis.

Pfk but not GapA is necessary for the induction of gapA
expression

We have designed genetic experiments to identify the
enzymatic steps required for the formation of the signal
that inhibits CggR binding activity during glycolysis. We
have compared the kinetics of gapA induction by glucose
or glycerol in a wild-type strain and pgi, pfk or gapA mutant
strains as reported by an ectopic PgapAblacZ fusion.
Cells were initially grown in minimal medium with malate
as the sole carbon source, and lacZ expression was mea-
sured after the addition of the glycolytic carbon source.
As expected, in the wild-type context, gapA expression
was induced rapidly after the switch to glycolytic condi-
tions of growth (Fig. 4A). The stimulation was faster and
stronger with glycerol than with glucose. In the pfk mutant
(Fig. 4B), gapA expression was still inducible by the addi-
tion of glycerol, as in the wild type, but was no longer
inducible by the addition of glucose. Similar results were
obtained with the pgi mutant (data not shown). In contrast,
the gapA mutant strain behaved exactly as the wild-type
strain (Fig. 4C). Thus, Pfk activity is required for the for-
mation of the CggR effector molecule from extracellular
glucose, but not from extracellular glycerol, whereas
GapA activity is dispensable. This suggests that fructose-
1,6-bisphosphate (FBP), dihydroxyacetone phosphate
(DHAP) and/or glyceraldehyde-3-phosphate (G3P), the
three glycolytic intermediates between the Pfk and GapA
steps (Fig.4D), might be the effector molecule(s) of
CggR.

FBP inhibits CggR binding activity

The capacity of FBP, DHAP or G3P to inhibit CggR bind-
ing activity was prst tested using a gel mobility shift assay.

Fig. 4. Induction kinetics of the promoter of the gapA operon after the
addition of a glycolytic carbon source (glucose or glycerol) in a culture
of a B. subtilis wild-type strain (A), a pfk mutant strain (B) or a gapA
mutant strain (C) grown under gluconeogenic conditions

(CQTHC + malate).

D. Simplibed schema of glycolysis and entry points of the gluconeo-
genic (malate) and glycolytic (glucose or glycerol) carbon sources
used in this experiment. The genes encoding the enzymatic steps
relevant in this experiment are indicated in italic.

This test revealed an inhibitory effect of FBP (a higher
concentration of CggR is required to shift 50% of the
labelled probe with FBP than without FBP; similar results
were obtained when FBP was also added to the running
buffer), but not of G3P or DHAP (data not shown). DNase
| footprinting experiments were then used to conbrm these
results. CggR was preincubated with different concentra-
tions of FBP or other molecules to be tested before adding
the DNA labelled probe. These experiments showed that
CggR lost its ability to protect its target sequence with
increasing FBP concentration (Fig. 5), whereas high con-
centrations of G3P, fructose-6-phosphate or fructose-2,6-
bisphosphate did not interfere with the binding activity of
CggR. This demonstrated that FBP is the effector mole-
cule that directly and negatively controls the repressor
activity of CggR.

Discussion

Through this work, we identibed the DNA target sequence
of CggR, the repressor of the gapA operon of B. subtilis.
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Deletion analysis, footprinting experiments and site-
directed mutagenesis demonstrated that the CggR bind-
ing sequence comprises two direct repeats located
between the promoter sequence and the brst ORF
(Fig. 3). The location of this operator sequence, 32 bp
downstream of the transcriptional start point (Fig. 1A),
strongly suggests that CggR would act as a roadblock to
elongation of the leader transcript by the transcriptional
machinery, and not at the level of the initiation of the
transcription. Sequence analysis of the regulatory region
of the gapA operon in four other Bacilli showed that these
two direct repeats (CGGGACNsTGTCN,CGGGACN,TG
TC) are perfectly conserved in Bacillus stearothermophi-
lus and nearly perfectly conserved in Bacillus halodurans,
Bacillus megaterium and Bacillus anthracis, whereas the
immediate surrounding sequences are less conserved
among these bacterial species (Fig. 3B). The analysis of
the interaction between CggR and its target DNA fragment
using gel shift assays suggested that CggR would bind
the DNA co-operatively to form two different complexes
differing in proteinDDNA stoichiometry as the protein con-
centration increases (Fig. 2A). A preliminary biochemical
characterization of CggR, through glutaraldehyde cross-
linking and gel Pltration experiments, suggested that it
exists in solution as an equilibrium between a dimeric form
and at least one higher oligomeric form (T. Doan, S.
Aymerich and N. Declerck, unpublished data). These dif-
ferent oligomeric forms could correspond to the different
complexes observed in gel shift assays as the protein
concentration increases. The formation of a proteinDDNA
complex containing more than two monomers of CggR

© 2003 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 47, 170991721

Fig. 5. Effect of fructose-1,6-biphosphate on
CggR capacity to bind to the regulatory region
of cggRBgapA The experiment was performed
as described for DNase | footprinting on the
labelled non-coding and coding strands. Vary-
ing amounts of FBP were incubated with CggR
and the radiolabelled DNA probe before DNase
| treatment. Lanes 1 and 10, G+A sequencing;
lane 2, 0.25 pmol of DNA; lanes 3D9, 0.25 pmol
of DNA + 4 pmol of CggR; lane 4, +1 mM FBP;
lane 5, +5 mM FBP; lane 6, +10 mM FBP; lane
7, +10 mM G3P; lane 8, +10 mM F6P; lane 9,
+10 mM F26BP.

would explain why the operator sequence identibed for
CggR is longer and more complex than those recognized
by most prokaryotic transcription factors. Sequence com-
parisons revealed that the N-terminal part of CggR con-
tains a DNA-binding motif belonging to the winged helix
(WH) family (Brennan, 1993; Gajiwala and Burley, 2000;
Huffman and Brennan, 2002). The tridimensional struc-
ture of the DNABprotein complex corresponding to some
WH-containing transcription factors has been solved and
has revealed a clear variability in the detailed mechanisms
of DNA recognition as well as in the DNA sequence ele-
ments involved in direct contacts with the WH motif (Pohl
etal.,, 1999; Chen et al., 2000; van Aalten et al., 2001;
Heldwein and Brennan, 2001). It is therefore impossible
to predict from these structural data which particular
elements in the CggR operator are directly involved in
DNABDBprotein interaction. Nevertheless, it can be noted
that the operator sequence that we identiped contains
two identical small inverted repeats, the four elements
of which are regularly spaced and separated one from
one another by one double-helix turn (GACN;GTCN;
GACN,GTC). A central role of these four triplets would be
consistent with our in vivo and in vitro results. Biochemical
and biophysical experiments aimed at the elucidation of
the CggRDBDNA mechanism of interaction have been
undertaken.

The comparison of the sequence of the regulatory
region of the gapA operon in B. subtilis and four other
Bacilli species had also revealed a very conserved stretch
of T located 8 nucleotides upstream of the operator
sequence. Site-directed mutagenesis indicated that these
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T residues are necessary for efpcient repression by
CggR in the absence of glycolytic sugars, but foot-
printing experiments clearly demonstrated that they lie
outside the region protected by CggR. Competition exper-
iments in gel shift assays showed that a DNA fragment
containing only the two direct repeats titrates the labelled
probe as efbciently as a longer fragment including the
direct repeats and the stretch of T (T. Doan and S. Aymer-
ich, unpublished results). Altogether, these results sug-
gest that the stretch of T would be necessary only in the
context of the entire chromosome to generate an environ-
ment, probably structural, allowing the efbcient recognition
of the direct repeats by CggR. However, it cannot be ruled
out that this stretch of T serves another regulatory
purpose.

Sequence analyses of the entire CggR protein showed
that it belongs to the SorC family of DNA-binding regula-
tory proteins. Genes corresponding to 75 members of this
family can be recognized unambiguously in the databases
in complete and unbnished prokaryote genomes. A phy-
logenetic tree of these 75 proteins (Fig. S1 in Supplemen-
tary material) shows that CggR debnes a clearly distinct
subfamily of the SorC family of proteins including 16 other
proteins. To the extent of our knowledge, the biological
function of none of these 16 proteins, all encoded by low-
G+C, Gram-positive bacterial species, has been demon-
strated experimentally. However, careful examination of
the sequence environment of their corresponding gene in
the chromosome revealed that all (except two for which
the information is not available) are the brst gene of a
putative operon containing at least three central glycolytic
genes, gapA, pgk and tpi, and most often also a pgm and
an eno gene. This strongly suggests that the CggR-like
protein encoded in these different species, the four other
Bacilli already mentioned, Listeria monocytogenes and
Listeria innocua, Clostridium acetobutylicum, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens and Clostridium difp-
cile, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermis, Lactobacillus delbrueckii and
Thermoanaerobacter tengcongensis are transcriptional
repressors of the operon coding for the central steps of
glycolysis as in their B. subtilis counterpart. The high
degree of sequence similarity of these members of the
CggR subfamily could also suggest that the activity of
each is modulated by the same effector molecule as in B.
subtilis.

The transcription of the gapA operon is derepressed
when a glycolytically metabolizable carbohydrate is
present in the culture medium (Tobisch et al., 1999; Fill-
inger et al., 2000). Ludwig et al. (2001) have shown that
the level of derepression varies depending on the carbo-
hydrate, but that either carbohydrates catabolized via the
upper part of glycolysis, such as glucose, glucitol, fructose
or glycerol, or carbohydrates catabolized via the pentose

phosphate pathway, such as gluconate or arabinose, did
induce the gapA operon. In order to identify the signal
molecule that inhibits the activity of CggR under glycolytic
conditions of growth, we Prst used a genetic approach
(Fig. 4). Then, in vitro experiments were performed that
revealed that only FBP inhibits CggR DNA-binding activity
(Fig. 5); neither DHAP, G3P, F6P nor fructose-2,6-biphos-
phate had any effect. In these experiments, FBP had no
detectable effect at 1 MM and a nearly total effect at
10 mM (Fig. 5); experiments using surface plasmon reso-
nance and Ruorescence anisotropy are currently under
way to quantify the parameters of the interaction between
FBP and CggR. These results are fully consistent with
recent results obtained by Mijakovic etal. (2002) that
showed that the FBP concentration in exponentially grow-
ing B. subtilis cells may vary from 1.4 mM in the presence
of succinate to 14 mM in the presence of glucose as major
carbon source, whereas the concentration of the triose-P
pool, [DHAP] + [G3P], remains the same in succinate and
succinate plus glucose media. Our results also showed
that gapA induction was faster and stronger when glycerol
was added compared with glucose (Fig. 4), suggesting
that the FBP concentration increases more rapidly and
reaches a higher level after the addition of glycerol com-
pared with glucose. However, Mijakovic etal. (2002),
determined that the FBP concentration is only 6.2 mM in
a B. subtilis cell growing on glycerol compared with 14 mM
on glucose. We have no debnitive explanation for this
discrepancy. Nevertheless, it should be mentioned that
the culture medium used by these authors differs notably
from the one we used (the former contains 1.5% casitone,
vitamins and nucleotides, whereas the latter does not).
Furthermore, the measures were performed by Mijakovic
et al. (2002) on steady-state growing cultures, whereas
we followed gapA induction after a nutrient shift (and no
equilibrium was reached, as indicated by the increase in
the b-galactosidase activity throughout the experiments).
On the other hand, Ludwig etal. (2001) found that a
higher level of derepression of gapA transcription was
achieved when B. subtilis was growing in a minimal
medium containing glucose and amino acids rather than
with glucose alone. These authors suggested that CggR
could respond synergistically to two different signals, a
catabolic one derived from the presence of sugars, and
an anabolic one derived from amino acid metabolism
(Ludwig et al., 2001). Another possibility would be that the
decrease in the activity of the TCA cycle in response to
the presence of glucose and amino acids (Hederstedt,
1993) would lead to an increase in the glycolytic Rux to
generate the high quantity of chemical energy necessary
for the very fast growth observed with glucose plus amino
acids; a higher FBP concentration would correspond to
this higher glycolytic Rux, leading to stronger CggR inhi-
bition. It will be possible to test this hypothesis by com-
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paring the intracellular concentration of FBP when
glucose alone or glucose plus amino acids are present as
carbon sources.

FBP is also the major signalling molecule for CcpA-
dependent catabolite repression and catabolite activation
of genes in B. subtilis (StYlke and Hillen, 2000; Deut-
scher et al., 2002). An increase in the FBP concentration
stimulates the kinase activity of HprK, which phosphory-
lates the protein HPr on Ser-46; the seryl-phosphorylated
HPr (P-Ser-HPr) then interacts with CcpA, which is active
for catabolite repression and catabolite activation only in
complex with P-Ser-HPr. Furthermore, FBP could also
act directly in favouring the formation of the P-Ser-HPrb
CcpA complex (Deutscher etal.,, 1995; Aung-Hilbrich
et al., 2002). Bioinformatic searches for the presence of
the DNA sequence specibcally recognized by CcpA and
global proteomic and transcriptomic analyses have sug-
gested that the CcpA regulon includes a very large num-
ber of genes representing about 10% of the genome
content (Miwa et al., 2000; Moreno et al., 2001; Yoshida
et al., 2001; Deutscher etal., 2002). Our bndings that
FBP is the effector molecule for CggR-dependent activa-
tion of the central glycolytic genes clearly further sup-
ports the concept that FBP is the key signal molecule for
the regulation of carbon metabolism. It also provides an
integration point between both CcpA and CggR regula-
tory networks. A second link exists between these two
networks (Tobisch et al., 1999; Fillinger et al., 2000; Lud-
wig etal., 2001) and has been elucidated recently by
StYlke and coworkers: ccpA is necessary for the uptake
of the PTS sugars and thus for the formation of FBP in
the presence of this class of glycolytically metabolizable
carbohydrates (Ludwig et al., 2002). Indeed, the kinase
activity of HprK is increased in a ccpA mutant strain to
such an extent that nearly all HPr molecules are phos-
phorylated on Ser-46; no more HPr is thus available for
Pi transfer from PEP to the sugars to be taken up via the
PTS Enzyme Il permeases. Apart from the catabolite
repression of genes by CcpA, it appears that B. subtilis
has two different regulatory pathways using the same
direct effector molecule for activation of two distinct sub-
sets of genes in response to the great availability of glyc-
olytic substrates: the CcpA-dependent activation of
genes involved in overBow metabolism, ackA, pta, alsSD
(Turinsky etal., 1998; 2000; Presecan-Siedel et al.,
1999; Shin et al., 1999; Tobisch et al., 1999) and puta-
tively ilvB, and IctE (Moreno et al., 2001) and the CggR-
dependent derepression of the central glycolytic genes,
gapA, pgk, tpi, pgm and eno.

Genes required for interconversion of hexose phos-
phates such as FBP and subsequent generation of the
triose phosphates G3P and DHAP, pgi, pfk and fba, as
well as the pykA gene encoding the pyruvate kinase, are
constitutively expressed or very weakly induced by glu-
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cose (Tobisch et al., 1999; Ludwig et al., 2001). Therefore,
the genes of the gapA operon are the only glycolytic
genes strongly regulated by a glycolytic carbon source.
Moreover, our sequence analysis and our global transcrip-
tomic comparison between a wild-type and a cggR mutant
strain did not reveal other genes putatively regulated by
CggR. This regulatory protein thus appears to be specip-
cally dedicated to the regulation of the central glycolytic
genes.

The expression of the genes of the gapA operon is not
only regulated at the transcriptional level via CggR but
also at the post-transcriptional level (Ludwig et al., 2001):
the transcript originating upstream of cggR is processed
via an endonucleolytic cleavage that leads to differential
stability of the monocistronic cggR message and of the
mRNA encoding the glycolytic enzymes. Furthermore, an
additional weak constitutive promoter is present upstream
of pgk (Ludwig et al.,, 2001). Altogether, these different
regulatory mechanisms result in a stronger regulation of
the gapA gene than the other genes of the operon and
probably allow a Pne tuning of the expression of these
glycolytic genes that have a central role in carbon metab-
olism in B. subtilis.

Experimental procedures

Bacterial strains, growth conditions and genetic
procedures

Escherichia coli TG1 [K12 D(lac-pro) supE thi hsd5/F¢raD36
proA‘B” lacl® lacZDM15] was used as a general cloning host,
and E. coli strain M15 pREP4 (Qiagen) was used for over-
production of His-CggR. E. coli strains were grown in Luriab
Bertani broth (LB) supplemented with antibiotics when nec-
essary (ampicillin 100 mg I'*; kanamycin 25 mg I'). Conven-
tional calcium shock or electroporation procedures were used
for transformation (Sambrook et al., 1989).

The B. subtilis strains used are listed in Table 2. The stan-
dard procedure was used for B. subtilis transformation
(Anagnostopoulos and Spizizen, 1961). B. subtilis strains
were grown in LB, except when stated otherwise. Antibiotics
for selection were added at 5mgl* (chloramphenicol),
0.4 mg ' (erythromycin), 100 mgl* (spectinomycin) or
0.25 mg I'* (phleomycin). All cultures were performed at
37 C. Cultures for b-galactosidase assays were performed in
CQTHC or CQT minimal medium [C mineral medium
(Aymerich etal., 1986) supplemented with 0.005% tryp-
tophan, 0.15% glutamine with or without, respectively, 0.05%
casein hydrolysate] supplemented with 1% glucose or 1%
glycerol (v/v) or 1% proline. Cultures for RNA preparation for
transcriptome analysis or for primer extension were per-
formed in TSS minimal medium (Fouet and Sonenshein,
1990) (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 15 mM (NH4),SO,, 8 mM
MgS0,a7H0, 27 mM KCI, 7 mM trisodium citrate, 0.6 mM
KH;PO,, 2 mM CaCl,, trace FeSO,aH20, trace MnSQ, 5 mM
glutamate) supplemented with succinate plus glutamate
(1%:1%) or 1% glucose.
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Table 2. B. subtilis strains used in this study.

Strain Genotype or relevant genotype Source

168CA trpC2 Laboratory stock
BFA1080 cggR&:pMUTIN2 Fillinger et al. (2000)
GM 1511 amyE ¢:PgapA¢:lacZ-cat pSF111 A 168CA Fillinger et al. (2000)
GTDO002 amyE ¢:PgapAp:lacZ-cat pTDO03 A 168CA
GTDO003 amyE ¢:PgapAs::lacZ-cat pTDO003 A 168CA
GTDO004 amyE ¢:PgapAp::lacZ-cat pTD004 A 168CA
GTDO005 amyE ¢:PgapAs:lacZ-cat pTDO05 A 168CA
GTD006 amyE ¢:PgapAs::lacZ-cat pTDO06 A 168CA
GTDO007 amyE ¢:PgapA::lacZ-cat pTDO07 A 168CA
GTDO008 amyE ¢:PgapAg:lacZ-cat pTDO08 A 168CA
GTDO010 amyE ¢:PgapA;::lacZ-cat pTDO010 A 168CA
GTDO11 amyE ¢:PgapA;::lacZ-cat pTDO11 A 168CA
GTDO012 amyE ¢:PgapA;::lacZ-cat pTDO12 A 168CA
GTDO013 amyE ¢:PgapA,::lacZ-cat pTDO013 A 168CA
GTD014 amyE ¢:PgapAs::lacZ-cat pTDO14 A 168CA
GTDO016 amyE ¢:PgapAg::lacZ-cat pTDO16 A168CA
GTDO017 amyE ¢:PgapA;::lacZ-cat pTDO017 A 168CA
GTDO018 amyE ¢:PgapAg::lacZ-cat pTDO18 A 168CA
GTDO021 cggR¢:lacZ-ery-lacl-Pspac:: €ggR, amyE ¢:PgapA¢::hisscggR-cat pTDO021 A BFA1080
GM1520 cggR¢lacZ-ery-lacl-Pspac:: €ggR, amyE ¢:PgapA¢.cggR-cat Fillinger et al. (2000)
GM1521 cggR¢:lacZ-ery-lacl-Pspac::€ggR, amyE ¢:.cat Fillinger et al. (2000)
GTDO030 DecggR::phleo pTDO30 A 168CA
QB2066 pfk met Laboratory stock
GTD042 pfk metC amyE ¢:PgapAd¢:lacZ-cat GM1511 DNA ¥ QB2066
GM1501 gapA::pMUTIN2 Fillinger et al. (2000)
GTD040 gapA::pMUTIN2 XlacZ-ery)::kan pEC23 A£ GM1501
GTD043 gapA::pMUTIN2 XlacZ-ery)::kan amyE¢:PgapAd¢:lacZ-cat GM1511 DNA ¥ GTD043

DNA manipulation

Polymerase chain reaction (PCR) products were puribed with
the QIAquick PCR puribcation kit (Qiagen). Plasmid DNA was
extracted and puriped from E. coli with the QIAprep spin
miniprep kit (Qiagen). Restriction enzymes and T4 DNA
ligase were used as recommended by the manufacturers.
Sequencing of DNA was performed by the dideoxy chain
termination method (Sambrook et al., 1989) with the Seque-
nase 2.0 kit (Pharmacia) for primer extension analysis and
by the chemical method (Sambrook et al., 1989) for DNase |
footprinting. Pfu DNA polymerase (Stratagene) was used for
preparative PCR as recommended by the manufacturer. DNA
fragments were puribped from agarose gels using the gel
extraction kit (Qiagen).

Plasmid constructions

Reporter fusions of promoter fragments to a promoterless
lacZ gene were constructed using the vector pDG1661
(GuZrout-Fleury et al., 1996). The promoter fragments to be
tested were obtained directly by PCR using specibc oligo-
nucleotides (see Supplementary material) as primers or
after site-directed mutagenesis using a PCR procedure;
these fragments were inserted between the EcoRI and Hin-
dlll sites of pDG1661 to generate plasmids pTDO002 to
pTDO18.

The plasmid pTDpl for His-tagged CggR overproduction
was constructed by inserting the cggR coding sequence
ampliped by PCR using primers CQ-9Bam and CQ-10Hd
between the BamHI and Hindlll sites of the expression vector
pPQE-30 (Qiagen). The plasmid pTD021 used to test in vivo

the functionality of the His-tagged CggR protein was obtained
by inserting a fragment corresponding to the hiss-cggR ORF
preceded by the wild-type cggR promoter and ribosome bind-
ing site region into the vector pDG1662 (GuZrout-Fleury
et al., 1996).

The plasmid pTD030 for construction of a non-polar cggR
deletion strain was obtained as follows: a BamHIPEcoRI DNA
fragment containing the 529 bp present just upstream of the
cggR ORF in the chromosome and an in frame fusion
between the initiation codon of the cggR ORF and the entire
phleomycin resistance-encoding ORF (including its stop
codon) from plC22 (Steinmetz and Richter, 1994) was ampli-
bed in two steps by PCR using the primers FARAEB, CGGR-
PHLEO and FPHLEOE; another EcoRIPAatll DNA fragment
corresponding to the 556 bp present immediately down-
stream of the cggR stop codon was generated by PCR using
the primers DGAPAE and MGAPAAK; these two fragments
were then inserted into the plasmid pJH101 linearized by
BamHI and Aatll to generate pTD030. All constructions
including a PCR step were checked by sequencing.

In vivo replacement by homologous recombination of a
kanamycin resistance cassette for the lacZ ORF and eryth-
romycin resistance gene of pMUTIN2 was obtained using
pEC23, a plasmid specibcally designed for this use, con-
structed by P. Stragier.

b-Galactosidase assay

b-Galactosidase activities were measured using the method
of Miller (1992) on cell extracts prepared by lysozyme treat-
ment and centrifugation. Protein concentration was deter-
mined by the Bradford method (Bradford, 1976) using the
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